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RESUMO

SILVA, M. O. Direcionamento de antigenos para células dendriticas como
estratégia imunoterapéutica para o controle de tumores induzidos por HPV. 147
f. Tese (Doutorado em Microbiologia). Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2021.

As doencas causadas por infecgdes persistentes por HPV, como o cancer cervical,
representam um grave problema de salde publica no mundo e correspondem a um
dos maiores causadores de mortes relacionadas a tumores em mulheres. Neste
sentido, a busca por novas abordagens terapéuticas para esse tipo de cancer € uma
prioridade. A geracdo de vacinas anticancer bem-sucedidas depende da capacidade
de induzir respostas imunes contra antigenos tumorais. Neste cenério, o0
direcionamento de antigenos para as células dendriticas (DCs) representa uma
abordagem promissora, capaz de aumentar a eficiéncia de imunoterapias
antitumorais. No presente estudo, utilizamos anticorpos monoclonais (mAbs) capazes
de direcionar antigenos para uma populacdo especificas de DCs, as DCs CD8a*
DEC205*. Para isso, anticorpos monoclonais aDEC205 foram fusionados
geneticamente a oncoproteina E7 do HPV-16 afim de criar uma vacina capaz de tratar
tumores associados ao HPV. A eficacia terapéutica dos mAbs aDEC205-E7 foi
avaliada utilizando o modelo de células TC-1 implantadas em trés sitios anatdmicos
distintos (subcutaneo, cavidade oral e intravaginal). O regime de imunizacdo
compreendeu duas doses do mAb aDEC205-E7 coadministrado com o adjuvante Poly
(I:C). A formulagado vacinal produziu efeitos antitumorais robustos nos modelos de
implante subcutaneo e ortotopicos, estimulando a regresséo rapida do tumor e a
sobrevivéncia a longo prazo. Esses resultados foram relacionados a ativacao de
células T CD8" citotoxicas E7-especificas sisttmicas e em tecidos linfoides. Além
disso, o tratamento foi capaz de induzir imunidade de longa duragao e controlar
recidivas tumorais. Em virtude dos resultados promissores obtidos em modelo murino,
um mAb especifico para DEC205 humano fusionado a proteina E7 (aDEC205-E7 hu)
foi também construido e purificado. O mAb aDEC205-E7 hu manteve sua integridade
preservada e mostrou-se capaz de ligar-se a DCs derivadas de mondcitos (moDCs) e
a monaocitos humanos. Em ensaios de ativacdo de DCs in vitro, os mAbs sozinhos néo
foram capazes de ativar moDCs pelo aumento da expressdo das moléculas
coestimuladoras CD83 e CD86. Os dados obtidos no presente estudo demostram a
importancia do direcionamento de antigenos para DCs e a eficiéncia terapéutica da
estratégia proposta. Dessa forma, a utilizagdo do mAb aDEC205-E7 é uma
abordagem promissora para o desenvolvimento de imunoterapias contra tumores
induzidos por HPV.

Palavras chaves: HPV, receptor DEC205, Células dendriticas, 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
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo 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 CD8a* DEC205* DCs. For this, aDEC205 mAbs were
genetically fused to the HPV-16 oncoprotein E7 to create a vaccine capable of treating
HPV-associated tumors. The therapeutic efficacy of aDEC205-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 aDEC205-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 @ murine model, a mAb specific for human DEC205 fused to E7 protein (aDEC205-
E7 hu) was also constructed and purified. The aDEC205-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
aDEC205-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 INTRODUCAO
1.1 HPV E O CANCER

Os papilomavirus humanos (HPVs) sdo agentes causadores da infeccao viral
mais comum que acomete o trato reprodutivo (WHO, 2020). Pertencentes a familia
Papillomaviridae, os HPVs séo virus epiteliotropicos, ndo envelopados e com
capsideo 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 proteinas de
expressao precoce (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), que s&0 expressas nas primeiras etapas
do ciclo celular, e duas proteinas de expressao tardia (L1 e L2), que codificam
proteinas estruturais para formacdo do capsideo (HEBNER; LAIMINS, 2006;
DOORBAR et al., 2015). Mais de 220 genoétipos de HPV ja foram descritos até o
momento e sdo categorizados de acordo com o tipo de células epiteliais infectadas e
pela capacidade de transformacdo celular (EGAWA et al, 2015;
PAVE:PAPILLOMAVIRUS EPISTEME, 2021). Aproximadamente 40 tipos de HPV
pertencentes ao género 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 cancer (MUNOZ et al., 2003; BOCCARDO; LEPIQUE; VILLA,
2010). Os gendtipos de baixo risco estao relacionados com o surgimento de lesbes
benignas, enquanto os de alto risco estao relacionados ao desenvolvimento de lesdes
malignas. O dois virus de baixo risco mais comuns que causam verrugas nas regiées
anogenitais sao o HPV-6 e -11. Por outro lado, os gendétipos de HPV-16 e HPV-18 séo
de alto risco e responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer de colo
de utero e de lesdes cervicais pré-malignas (WHO, 2020).

A relagéo entre o HPV e o cancer cervical foi reportada pela primeira vez no
inicio da década de 1970 por Harold Zur Hausen (ZUR HAUSEN; DE VILLIERS;
GISSMANN, 1981; ZUR HAUSEN, 2009). Hoje, ja se sabe que o HPV esta associado
a quase a totalidade dos casos de cancer de colo de Utero. Mundialmente, esse tipo
de cancer representa o quarto tipo de cancer mais frequente e a quarta causa de
morte por cancer em mulheres, com estimativa de mais de 600 mil novos casos e mais
de 340 mil mortes relatadas em 2020. Destes, sO no Brasil, foram registrados 16.710
novos casos e 6.596 mortes(GLOBAL CANCER OBSERVATORY, 2021; INCA, 2021).

Além da relagdo com cancer de colo de utero, o HPV é também capaz de causar
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outros tumores anogenitais e de cabeca e pesco¢co. No mundo, aproximadamente
88% dos casos de cancer anal e 30% de cancer de orofaringe tem relacdo com a
infeccdo por HPV, atingindo tanto mulheres como homens (BOSCH et al., 2013; DE
MARTEL et al., 2017).

A infecgdo produtiva do HPV se inicia por meio de microabrasdes ou
microlesbes no tecido, que permitem a infeccdo das células basais do epitélio. A
medida que as células infectadas se diferenciam, o ciclo de vida produtivo é ativado e
por meio do descamamento das células, particulas virais sdo eventualmente liberadas
na superficie do epitélio (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Grande parte das
infeccdes causadas por HPV séo de caréter transiente, ou seja, sdo eliminadas em
até 2 anos sem qualquer intervencio (RODRIGUEZ et al., 2008). Porém, quando
infeccbes causadas por gendétipos de alto risco persistem, podem levar ao
desenvolvimento de lesGes pré-malignas, denominadas de lesfes intraepiteliais
cervicais (NIC), classificadas em 3 grupos em funcdo da proporcdo do epitélio
acometido: NIC 1, NIC 2 e NIC 3 (Figura 1). Se nao forem tratadas, essas lesdes
podem evoluir para lesdes 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).

Normal cervix Squamous intraepithelial lesion Invasive cancer

Low grade High grade

Cervical intraepithelial neoplasia
Grade 2

T T

Grade 3

Basal layer [

Basement membrane ——
Dermis

@D Nuclei with episomal
viral DNA

@ Nuclei with integrated
viral DNA

€D Normal nuclei

Episome

Figura 1.Ciclo de vida do HPV e desenvolvimento de tumores cervicais. O HPV infecta
as camadas basais do epitélio através de microlesdes no epitélio cervical. Seguido da
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infecgdo, ocorre a sintese das proteinas de expressao precoce E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e
replicacdo do genoma viral a partir do DNA viral. Os genomas virais se mantem na forma
epissomal e sdo expressos a medida que essas células infectadas avancam até a superficie.
Nas camadas superiores ocorre a expressao das proteinas E4, L1 e L2, e 0 encapsulamento
dos genomas virais. Posteriormente, as particulas virais séo liberadas com o descamamento
dos queratindcitos da superficie do epitélio. As lesdes intraepiteliais de baixo grau
correlacionam com infec¢Bes virais produtivas. As lesBes de alto grau representam uma
infec¢do abortiva, na qual h4 a integragdo do genoma do HPV ao genoma do hospedeiro e
superexpressao das proteinas E6 e E7. Adaptado de Woodman et al., 2007 (WOODMAN;
COLLINS; YOUNG, 2007)

O desenvolvimento de tumores apds uma infec¢do persistente por genotipos
de alto risco envolve a integracdo do genoma viral no genoma da célula hospedeira,
com a expressao constitutiva das oncoproteinas E6 e E7, que leva a imortalizacéo
das células. A proteina E7 se liga e degrada a proteina do retinoblastoma (pRb) uma
das principais proteinas supressoras de tumor. Por outro lado, a proteina E6 promove
a degradacdo da proteina supressora de tumor (p53) e ativacdo da expressdo e
atividade da telomerase (SCHEFFNER et al., 1990; MCLAUGHLIN-DRUBIN;
MUNGER, 2009; BOCCARDO, 2010; SCHIFFMAN et al., 2016). A expressédo de
ambas as proteinas é essencial para manutencdo do estado transformado, porém,
acredita-se que a instabilidade genémica causada por elas permita que as células
acumulem aberragcbes gendmicas adicionais necessarias para promover
transformacdo celular (BUTZ et al., 2003; TOMMASINO, 2014).

1.2 ESTRATEGIAS PREVENTIVAS E TRATAMENTOS DE DOENCAS
ASSOCIADAS AO HPV

Dado os altos indices de infeccdo e lesbes causadas por HPV, vacinas
profilaticas foram desenvolvidas para induzir protecdo contra a infeccdo pelos
genotipos mais comuns de HPV de alto e baixo risco. Atualmente, existem trés vacinas
profilaticas contra HPVs, de alto e baixo risco, comercialmente disponiveis. Todas elas
sdo compostas por particulas virais recombinantes ndo infecciosas denominadas
virus-like particles (VLPs), majoritariamente formadas pela proteina L1 que compde o
capsideo 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 gendétipos 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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CASTELLSAGUE; GARLAND, 2012). Mais recentemente, a Merck licenciou uma
nova versado da Gardasil (Gardasil 9®) que abrange 9 gendtipos de HPV (6, 11, 16,
18, 31, 33, 45, 52 e 58). Todas as trés vacinas previnem a infeccéo por HPV por meio
da inducdo de anticorpos neutralizantes que se ligam ao virus 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 Saude do Brasil incluiu a Gardasil no Programa
Nacional de Imunizacdo com o intuito de diminuir 0 nimero de casos de cancer
cervical induzidos pelos HPV-16 e 18 a longo prazo no pais.

Embora as vacinas profilaticas possam eficientemente prevenir infeccdes
causadas pelos genétipos de HPV incluidos na vacina, as lesdes relacionadas ao HPV
permanecem um problema de saude publica em todo o mundo. O custo elevado e a
dificuldade de acesso a popula¢gdes de baixa renda tém impedido a distribuicdo das
vacinas em larga escala. Apenas 8 % dos paises de baixa e média renda introduziram
programas de vacinacéao contra o HPV (GARBUGLIA et al., 2020) e para gue o numero
de casos de cancer de colo de utero seja impactado, precisariam ser amplamente
utilizadas por muitos anos para reduzir o numero de cancer cervical associado ao HPV
(LIN et al., 2010). Além disso, as vacinas profilaticas ndo eliminam infeccbes ja
estabelecidas e ndo montam respostas imunes celulares baseadas em células T CD4*
e CD8* que sao primoridiais para combater lesdes pré-cancerosas ou cancerosas.
Diante disso, as infec¢cdbes por HPV e o0 subsequente desenvolvimento de
malignidades associadas ao HPV continuardo a ser um problema de saude publica
nas proximas décadas.

As intervencdes atualmente disponiveis para as lesées ou tumores causados
por HPV variam de acordo com o0 estagio da doenca, mas sdo baseados
principalmente em cirurgia, quimioterapia e radioterapia ou a combinagdo desses
(KOKKA et al., 2015; BOUSSIOS et al.,, 2016; CHUANG et al., 2016; TSUDA;
WATARI; USHIJIMA, 2016). Todavia, a alta morbidade, o comprometimento da
gualidade de vida das pacientes e o alto custo desses tratamentos representam sérios
problemas. Além disso, os tumores podem tornar-se resistentes a quimioterapia e as
chances de recidivas sdo consideraveis. Portanto, o desenvolvimento de vacinas
antitumorais com acao terapéutica é um passo importante para a diminuicdo da
morbidade e mortalidade associada ao céancer cervical (WHANG; FILIPPOVA,
DUERKSEN-HUGHES, 2015).
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1.3 VACINAS TERAPEUTICAS CONTRA CANCER INDUZIDO POR HPV

As vacinas terapéuticas surgem com 0 objetivo de controlar ou impedir o
crescimento de tumores induzidos por HPV a partir da inducéo de respostas imunes
mediadas por células T. Ja foi observado que a eliminacéo espontanea e a progressao
lenta das lesdes por HPV estdo associadas a uma forte resposta imune mediada por
células T auxiliares e células T CD4* e CD8" citotoxicas. Dessa forma, as vacinas
terapéuticas devem privilegiar a inducdo de uma resposta citotoxica capaz de
reconhecer e matar especificamente as células transformadas pelo virus (KANODIA,;
DA SILVA; KAST, 2008).

Uma caracteristica Unica das lesdes associadas ao HPV é a expressao
constitutiva das proteinas E6 e E7 em niveis elevados e especificos nas células
tumorais e ndo em outras células saudaveis (BAKER; PLOTKIN, 1978). Além disso,
essa expressdo é responsavel pela malignizacdo celular e necessaria para a
manutencdo do estado transformado (SANTIN et al., 1998; WANG; CHUNG; HUANG,
2003). Isso torna as proteinas E6 e E7 alvos ideias para vacinas terapéuticas, que sao
projetadas para induzir uma resposta antitumoral especifica visando células que
expressam apenas 0s antigenos, minimizando o risco de ataque acidental a tecidos
saudaveis.

Nos ultimos anos, grandes esforcos foram feitos na busca de uma vacina
terapéutica capaz de tratar lesdes e cancer induzidos por HPV. A maioria das
estratégias vacinais desenvolvidas até o momento usaram E6 e E7 ou a combinacéao
de ambos como antigenos alvos, dentro de diferentes plataformas vacinais, que
incluem vacinas baseadas em vetores vivos, vacinas baseadas em DNA, proteina,
peptideos e vacinas baseadas em células, como as células CAR T (FAKHR; MODIC;
CID-ARREGUI, 2021). Muitas das vacinas terapéuticas em desenvolvimento
buscaram aumentar a imunogenicidade dos antigenos por meio de fusdo com outras
proteinas ou associagdo a adjuvantes (LI et al., 2017; PORCHIA et al., 2017). Como
exemplo, temos a vacina terapéutica desenvolvida pelo Laboratério de
Desenvolvimento de vacinas (ICB/USP) que é baseada em uma proteina hibrida
resultante da fusdo genética da glicoproteina D (gD) do Herpes simplex virus-1 (HSV-

1) com a oncoproteina E7 do HPV-16. Essa vacina foi desenvolvida tanto na
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plataforma de DNA (pgDE7h) como na de proteina recombinante (gDE7). Ambas as
plataformas vacinais foram capazes de ativar células T CD8* E7-especificas e gerar
efeito antitumoral terapéutico em camundongos transplantados com células TC-1
(DINIZ et al., 2016; PORCHIA et al., 2017). Nessa estratégia vacinal, a proteina gD
atua como adjuvante gracas a capacidade de interacdo com receptor HVEM (do inglés
Herpes Virus Entry Mediator) que promove ativacdo de células do sistema
imunolégico de modo direto pela inducéo da producéo de NF-kB e bloqueia sinais co-
inibitérios mediados pelos receptores BTLA e CD160 (SCIORTINO et al., 2008;
STEINBERG; CHEUNG; WARE, 2011). Atualmente, a vacina na versado de proteina
recombinante se encontra na busca de uma prova de conceito clinica em pacientes
diagnosticadas com neoplasias de alto grau (NIC2/3) no colo do utero por meio do uso
de DCs autélogas estimuladas com a proteina.

Varios ensaios clinicos de vacinas terapéuticas contra tumores induzidos por
HPV ja foram ou estdo sendo realizados. A tabela 1 apresenta os principais tipos de
vacinais terapéuticas baseadas em diferentes plataformas que estdo atualmente em
andamento ou que ja foram finalizados. Em testes mais avancados se encontra uma
vacina baseada em DNA, a VGX-3100, e uma vacina baseada em vetor bacteriano, a
ADXS11-001. A vacina VGX3100 codifica regibes consenso das proteinas E6 e E7
dos HPV-16 e 18 e é associada a eletroporacao in vivo como método de administracéo
(TRIMBLE et al., 2015). Em ensaios clinicos, a vacina de DNA se mostrou capaz de
realizar o clearance viral dos HPVs 16 e 18 e induzir regresséo histologica (BHUYAN
et al., 2021). ADXS11-001 é baseada na Listeria monocytogenes (LM) listeriolisina O
(LLO) viva e atenuada geneticamente manipulada para secretar uma proteina de
fusdo antigeno-adjuvante que consiste em um fragmento truncado e ndo hemolitico
de LLO fundido com a proteina E7 do HPV-16 (tLLO-HPV-16 E7). A monoterapia
ADXS11-001 ou associagdo com cisplatina mostrou resultados promissores em
termos de seguranca e aumentada sobrevivéncia, demonstrando potencial de
beneficio clinico a longo prazo (BASU et al., 2018)

Os ensaios clinicos tém mostrado progresso no desenvolvimento de uma
vacina contra tumores induzidos por HPV. As vacinas VGX-3100 e a ADXS11-001,
ambas em ensaios clinicos de fase lll, mostram que ha promessa de uma vacina em

um futuro préximo.
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Tabela 1- Principais exemplos de vacinas terapéuticas em ensaio clinico

Agente Tipo HPV  Fase clinica Referéncia
alvo
ADXS11-001 /placebo Vetor bacteriano HPV16 11 NCT02853604
E7
ADXS 11-001 Vetor bacteriano HPV16 I NCT02002182
E7
TA-HPV /pNGVL4a- Vetor viral /Vacina de DNA HPV16/ I NCT00788164
Sig/E7 (detox)/HSP70 /modificador de resposta 18
/imiquimod imune E6G/E7
PRGN-2009 /M7824 Vetor viral /anticorpo HPV16 I NCT04432597
biespecifico TGF-b and E6/E7
PD-L1
DPX-E7 Vacina peptidica HPV16- I NCT02865135
E7(11-19)
ISA 101 /Nivolumab  Peptide vaccine/anti-PD-1 HPV-16 Il NCT02426892
E6/E7
PepCan Vacina peptidica HPV-16 Il NCT02481414
E6
Hespecta Vacina peptidica HPV16 I NCT02821494
E6
HPV16 E7 peptideo, Vacina peptidica HPV16 I NCT00019110
sintético E6/E7
HPV16 E6 peptideo
TA-CIN Vacina peptidica HPV16 I NCT02405221
L2/ E6/
E7
TVGV-1 Vacina de proteina HPV16 Il NCT02576561
E7
GX-118E Vacina de DNA HPV16/18 Il NCT02139267
E6/E7
VGX-3100 /placebo Vacina de DNA HPV16/18 I NCT03185013
E6/E7
VB10.16 Vacina de DNA HPV16 I NCT02529930
E6
pnGVL4a-CRT/E7 Vacina de DNA HPV16 I NCT00988559
(Detox) E7
Células T TCR Células T TCR-E7 HPV16 Il NCT03937791
especificas E7
BVAC-C Células (mondcitos/células E6/E7 I NCT02866006

B)

HPV 16
E 18

Adaptada de Fakhr et al., 2021.
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1.4 CELULAS DENDRITICAS

Descobertas na década de 70 pelos pesquisadores Cohn e Steinman, as
Células Dendriticas (DCs, do inglés Dendritic cells) sdo as principais células
apresentadoras de antigenos do sistema imune (APCs, do inglés antigen presenting
cells). Elas sdo capazes de iniciar e regular a resposta imune adaptativa
(PULENDRAN; PALUCKA; BANCHEREAU, 2001; STEINMAN, 2008), exercendo um
papel central na estimulacdo de linfocitos T e na inducdo de respostas imunes
tolerogénicas (PROBST; MUTH; SCHILD, 2014a). As DCs séo células migratérias que
se diferenciam através de precursores da medula 6ssea e migram para diferentes
tecidos, podendo ser encontradas principalmente em pele, mucosas e orgaos linfoides
(STEINMAN, 2008). Sua principal funcéo é capturar antigenos na periferia, processar
e apresenta-los para linfécitos T nos oOrgdos linfoides via complexos de
histocompatibilidade MHC de classe | e de classe II. Além disso, elas sédo capazes de
secretar uma ampla variedade de citocinas e fatores de crescimento que sao
responsaveis 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 antigenos. Apds o reconhecimento de
padrées moleculares associados ao patogeno (PAMPs, do inglés, Pathogen
associated Molecular Patterns) ou a danos (DAMPs, do inglés Damage associated
Molecular Patterns) pelo receptores PRRs (do inglés Pattern Recognition Receptors),
as DCs sdo ativadas e se tornam altamente moveis, sendo capazes de migrar para 0s
orgaos linfoides secundarios onde fazem a apresentacdo de antigenos para 0s
linfocitos T (TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003). A maturacao das DCs leva ao aumento
da expressdo do complexo MHCIl e de moléculas coestimuladoras, como CD40,
CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), bem como a producédo de citocinas importantes na
ativacdo de linfécitos. Porém, a resposta imune induzida pelas DCs depende do
ambiente em que o antigeno é capturado. Na falta de sinais inflamatorios, as DCs séo
tolerogénicas (PROBST; MUTH; SCHILD, 2014b).
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1.5 SUBTIPOS DE CELULAS DENDRITICAS

As DCs ndo sdo uma populacdo homogénea, mas uma rede complexa de
subpopulagdes que se diferem de acordo com sua ontogenia e fungbes (MILDNER,;
JUNG, 2014). Elas podem ser classificadas em DCs plasmocitoides (pDCs) ou DCs
convencionais/classicas (cDCs). As pDCS sdo responsaveis pela producdo de
interferon tipo I, respondendo rapida e eficientemente a infecgdes virais (COLONNA;
TRINCHIERI; LIU, 2004). J&4 as cDCs sé&o caracterizadas por expressarem as
moléculas CD11c e MHC Il e sédo subdividas em cDC1 e cDC2, que se diferenciam
pela expressao dos fatores de transcricdo IRF8/Batf3 e IRF4/Notch2, respectivamente
(GUILLIAMS et al., 2016)

No baco de camundongos, as cDC1 sdo originalmente identificadas pela
expressdo da molécula CD8a* (em drgdos linfoides) ou CD103* (6rgéos néao linfoides)
(STEINMAN, 2003; EDELSON et al., 2010). As cDCs CD8a* estdo localizadas na
zona de células T de 6rgaos linfoides como baco e linfonodos. Elas sdo capazes de
apresentar antigenos exogenos e especializadas na apresentacdo cruzada de
antigenos endégenos. As cDCs CD8a* sdo importantes na protecdo contra patdgenos
intracelulares e altamente eficientes na apresentacao cruzada de antigenos exégenos
via MHC Il (SHORTMAN; HEATH, 2010). As cDC1 sao conhecidas por produzirem
mais IL-12 que as cDC2 e sdo as Unicas a expressarem o receptor TLR3 (do inglés
Toll-like receptor 3).

As cDC2 sao comumente diferenciadas das cDC1 pela expressdo das
moléculas CD11lb e CD172 e por ndo expressarem a molécula CD8a em
camundongo. As cDC2s sao capazes de induzir células T foliculares auxiliares que
estimulam a formacgédo dos centros germinativos (GC), a diferenciacdo das células
plasmaticas e a producdo de anticorpos (CHAPPELL et al.,, 2012). As cDC2
apresentam apenas antigenos exégenos e se localizam na zona marginal dos 6rgaos
linfoides (DUDZIAK et al., 2007).

Em humanos, as cDC1 séo definidas pela expressao de CD141*(BDCA-3%)
XCR1'BTLA" 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)

34



INTRODUCAO

1.6 O PAPEL DAS DCs NA IMUNOTERAPIA DO CANCER

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 tém como alvo essa populacdo e incluem
desde a administracdo de antigenos e adjuvantes como imunomoduladores que
mobilizam e ativam DCs enddgenas, bem como a geracdo de vacinas de células
baseadas em DCs. Essa Ultima estratégia propde a reativacéo do sistema imune e faz
uso das proprias DCs dos pacientes para gerar vacinas terapéuticas. Nesse caso, as
DCs autologas do paciente sédo colhidas e maturadas ex vivo por diferentes métodos,
incluindo antigenos associados ao tumor, lisado tumoral e eletroporacdo com mRNA
gue codifica antigenos tumorais (PULENDRAN; PALUCKA; BANCHEREAU, 2001,
SVANE et al., 2003; PALUCKA et al., 2007). Depois disso, as DCs sao injetadas de
volta nos pacientes afim de estimular respostas imunoldgicas antitumorais. Uma vez
gue sdo encontradas pequenas quantidades de DCs na circulacdo sanguinea, células
denriticas derivadas de mondcitos (moDCs) sdo frequentemente utilizadas. As moDCs
séo geradas in vitro a partir de mondcitos purificados do sangue periférico e cultivados
com o fator estimulador de colbnia de granulécitos-macrofagos (GM-CSF) e
interleucina (IL)-4 (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994). Embora varios ensaios
clinicos tenham demostrado que vacinacdo com DCs é segura e capaz de induzir
respostas de células T duraveis em diferentes tipos de tumores, esta estratégia
enfrenta varios desafios (BOL et al., 2016; FU et al., 2020). O processo de preparo
das DCs in vitro € complexo e dispendioso. Além disso, precisa ser individualmente
preparado, o que limita sua aplicacdo clinica em larga escala (TACKEN; FIGDOR,
2011)

Uma abordagem mais simples e promissora que supera as deficiéncias das
vacinas baseadas em DCs é representada pelo direcionamento de antigenos para
receptores de superficie das DCs (KELER et al., 2007). Nessa estratégia, 0s
antigenos sdo complexados quimicamente ou fusionados geneticamente a anticorpos
monoclonais (mAbs) ligantes de receptores endociticos expressos pelas DCs. Esses
anticorpos sao internalizados, processados e degradados nas vias endociticas como
peptideos antigénicos e entdo carregados em moléculas de MHCI e/ou MHCII

(BONIFAZ et al., 2002). Estudos pioneiros realizados por Steinman e colaboradores
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mostraram que respostas imunes especificas poderiam ser induzidas utilizando mAbs
direcionadores para DCs fusionados a diferentes antigenos (BONIFAZ et al., 2002;
IDOYAGA et al., 2008). Na superficie das DCs existem diversos receptores capazes
de mediar a captacdo de antigenos 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 antigenos tumorais para DCs atraiu um interesse significativo no
campo da imunologia tumoral uma vez que o DEC205 € expresso em niveis

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

1.7 DIRECIONAMENTO DE ANTIGENOS PARA DCs POR MEIO DO RECEPTOR
DEC205

O primeiro mAb recombinante que foi projetado para entregar especificamente
um antigeno para as DCs teve como o alvo o receptor DEC205 (HAWIGER et al.,
2001a). O receptor DEC205, também conhecido como CD205, é uma proteina
transmembrana de 205 kDa, que possui um dominio rico em cisteinas, um dominio de
fibronectina tipo Il e 10 dominios de lectina do tipo C (JIANG et al., 1995; FIGDOR;
VAN KOOYK; ADEMA, 2002). Também conhecido como um receptor endocitico de
processamento e captura de antigenos, o DEC205 pertence a familia dos receptores
de lectina do tipo C (CRLs, do inglés C-Type Lectin Receptors) e € homélogo ao
receptor de manose de macréfagos (JIANG et al., 1995). Embora seu ligante natural
nao 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
timicas e DCs, mais especificamente na subpopulagdo CD8a*DEC205*, que €
especializada em realizar apresentacdo cruzada de antigenos Em humanos, o
DEC205 € mais amplamente expresso, sendo encontrado em células circulantes
como linfécitos T e B, células NK, macréfagos e mondcitos, porém a maior expressao
€ 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 apresentacdo cruzada de antigenos. Ele € internalizado e
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reciclado pelos endossomos tardios ou lisossomos ricos em moléculas de MHCII, em
vez de endossomos precoces. Esse trafego intracelular faz com que os antigenos
sejam endocitados e processados resultando em uma estimulacéo de células T até
500 vezes melhor do que antigenos absorvidos por pinocitose ou por outros
receptores (MAHNKE et al., 2000). Antigenos direcionados para o receptor DEC205
podem ser apresentados tanto no contexto de MHCI como de MHCII, levando a uma
eficiente apresentacdo cruzada para células T CD8* e a ativacdo de células T CD4*
(Figura 2).

Os primeiros trabalhos que demonstraram que era possivel utilizar o anticorpo
monoclonal (mAb) anti-DEC205 acoplado a um antigeno como estratégia para
direcionar antigenos especificamente para DCs se iniciaram ha duas décadas por
pesquisadores da Universidade de Rockefeller (EUA). Nestes estudos, Hawiger e
colaboradores complexaram o mAb anti-DEC205 a lisozima de ovo (HEL) de galinha
e Bonifaz e colaboradores conjugaram o mAb a proteina ovalbumina. A administracéo
desses mAbs quiméricos (anti-DEC205-HEL e anti-DEC205-OVA e) foi capaz de
direcionar os antigenos a subpopulacdo de DCs DEC205* in vivo e induzir uma
resposta especifica de células T. Contudo, na auséncia de um adjuvante ou
inflamacé&o, esse tipo de direcionamento de antigenos resultou na inducdo de
tolerancia periférica (HAWIGER et al., 2001a; BONIFAZ et al., 2002).

Depois disso, mAbs recombinantes anti-DEC205 fusionados a diferentes
antigenos tem sido desenvolvidos como abordagem vacinal promissora para inducéo
de respostas imunoldgicas contra diferentes doencas infecciosas (IDOYAGA et al.,
2011; HENRIQUES et al., 2013; SILVA-SANCHEZ et al., 2015), bem como, para
inducéo de tolerancia, conforme desejado em diferentes doencas autoimunes (STERN
et al., 2010; MAHNKE; RING; ENK, 2016). Essa estratégia permitiu direcionar
diferentes antigenos ao subtipo de cDCs CD8* in vivo e mostrou-se capaz de induzir
células T CD4* e CD8* produtoras de IFN-y 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 cancer, o direcionamento de antigenos tem sido aplicado em
diferentes modelos tumorais, particularmente para melanoma e cancer de mama
(JOHNSON et al., 2008; WANG et al., 2012; NEUBERT et al., 2014). Mahnke e

colaboradores (2005) demonstraram que a imunizacdo com o mAb anti-DEC205
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conjugado a TRP-2 (proteina 2 relacionada a tirosinase) curou 70% dos camundongos
com tumores pré-existentes e induziu células T CD4* e CD8* TRP2-especificas. O
antigeno HER2/neu associado a tumores de mama também foi fundido a um
fragmento variavel de cadeia simples (scFv) direcionado ao receptor DEC205. A
administracdo da proteina de fusdo promoveu respostas celular e humoral mais
elevadas e induziu maior efeito antitumoral em comparacdo ao antigeno néo
fusionado (WANG et al., 2012). Resultados promissores também ja foram obtidos com
0 mADb anti-DEC205 humano. In vitro, 0 mAb anti-DEC205 humano foi utilizado como
direcionador da proteina gag p24 do HIV para moDCs humanas e resultou na
apresentacao de diferentes peptideos restritos ao MHCI (BOZZACCO et al., 2007).
Além disso, o direcionamento do antigeno EBNA1 do virus Epstein-Barr ao DEC205
humano desencadeou uma resposta imunoldgica baseada em células T secretoras de
IFN-y especificas para EBNA1 e producdo de anticorpos anti-EBNA1 em
camundongos humanizados (GURER et al., 2018).

A ampla utilizacdo do direcionamento para o receptor DEC205 em modelo
murino tem encorajado a sua aplicacéo na clinica. Atualmente, a empresa Celdex
Therapeutics avalia a eficacia de uma vacina que direciona antigenos para DCs em
ensaios clinicos de Fase I/l para o tratamento de varios tipos de cancer, como
melanoma, cancer de pulm&o, cancer de ovério, entre outros (NCT02129075;
NCT02413827; NCT03206047). A vacina denominada CDX 1401 € um mAb anti-
DEC205 totalmente humanizado conjugado ao antigeno tumoral NY-ESO-1. Os
protocolos de vacinagao séo baseados na combinacdo com inibidores de checkpoint
imunolégico e adjuvantes como poly-ICLC e resiquimode. O tratamento em
combinacdo com diferentes adjuvantes foi capaz de induzir imunidade humoral e
celular em pacientes portadores de tumores que expressavam o antigeno NY-ESO-1
(DHODAPKAR et al., 2014). O mAb anti-DEC205-NY-ESO-1 é o primeiro mAb anti-
DEC205 humano gue se encontra em ensaios clinicos como uma vacina terapéutica

para o tratamento de tumores
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Figura 2- Direcionamento de antigeno para célula dendritica por meio de anticorpos

monoclonais anti-DEC205.

Uma das grandes vantagens de se utilizar mAbs na vacinacdo € o

direcionamento do antigeno para células envolvidas na montagem da resposta imune

adaptativa. Além disso, esta abordagem permite a customiza¢do da vacina por meio

da utilizacdo como alvo de receptores especificos expressos por subconjuntos de DCs

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

a um antigeno tumoral, o presente estudo foi voltado para a utilizacdo de um mAb

anti-DEC205 fusionado a proteina E7 do HPV-16.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo central a construcdo de mAbs aDEC205
murino e humano fusionados a proteina E7 do HPV-16 para o controle de tumores
induzidos pelo HPV-16. De forma mais especifica, as metas do trabalho foram:

Construir, produzir e caracterizar a atividade biolégica dos anticorpos

aDEC205-E7 murino e humano;

e Determinar o potencial terapéutico dos mAbs murino frente aos modelos de

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

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

especificas;

e Avaliar o efeito do mAb aDEC205-E7 humano sobre o fenétipo de células
moDCs humanas e sua capacidade de estimular moDCs in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 CONSTRUCAO, PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO mAb aDEC205-E7
MURINO E SEU RESPECTIVO CONTROLE

3.1.1 Clonagem da proteina E7 fusionada a sequéncia que codifica a cadeia
pesada dos mAbs aDEC205 e isotipo controle de camundongo

A sequéncia codificadora da proteina E7 foi amplificada por PCR tendo como
molde o plasmideo pRE4E7 (LASARO et al., 2005) e utilizando os iniciadores E7
senso: 5-GCTCGAGGAGTTCGGTAGGTTCATGCACGGCACACCTA' e E7 anti-
senso: 5-GGCGGCCGCTTAGGGGCTTCTGGCTACAAATTG’. Posteriormente, o
produto da amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% no
gual a banda, de aproximadamente 300 pares de bases, foi excisada e purificada
utilizando o kit llustra™ GFXTM PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare),
conforme instru¢cdes do fabricante. O gene da E7 foi clonado em fusdo com a
sequéncia carboxi-terminal da cadeia pesada do mAb aDEC205 e do Isotipo controle
de camundongo (cedidos gentilmente pelo Dr. Michel C. Nussenzweig, Universidade
Rockefeller, EUA). Para a reacdo de ligacdo foi utilizada a razdo molar de 3:1
inserto/vetor. Os produtos de ligagdo foram transformados em linhagens de
Escherichia coli DH5a e plaqueadas em meio LB sdlido contendo 100ug/mL de
ampicilina para a obtengdo de col6nias isoladas. O rastreamento dos plasmideos
recombinantes foi feito pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacéo
do gene E7. Em seguida, dois clones positivos no PCR de cada constru¢cdo foram
escolhidos para extracdo de DNA pelo método de lise alcalina e submetidos ao
tratamento com as endonucleases de restricdo Notl e Xhol (Thermo Fisher Scientific).

A confirmacdo final da subclonagem foi realizada por sequenciamento.

3.1.2 Expressao e purificagdo dos mAbs quiméricos murinos

O plasmideo que codifica a cadeia pesada do aDEC205 de camundongo
fusionado a proteina E7 (pDEC205-E7) e o plasmideo codificador da cadeia leve
(pPDEC205 kappa) foram propagados em linhagem E. coli DH5a. O DNA plasmidial foi
purificado em grande escala com as colunas QIAGEN Mega Prep (Qiagen), de acordo

com as instrucdes do fabricante.
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Para expressdao dos mAbs, inicialmente foi realizado o cultivo de células
embrionarias de rim humano (HEK) 293T (ATCC N°CRL -11268) em meio DMEM high
glucose® (Gibco), acrescido de 2mM de L-glutamina, 10U/L estreptomicina/penicilina,
1mM de piruvato de sédio e 5% de soro fetal bovino com baixa concentracéo de 1gG
(Gibco). Apds as células atingirem uma confluéncia 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 sédio e 2% de soro fetal bovino com baixa concentracéo de IgG
(Gibco). Dez microgramas de cada plasmideo foram adicionados para o volume final
de 1 mL em solugdo de NaCl (150mM) contendo 4,5 ug de polietilenimina (PEI) por
Mg de DNA. Essas misturas foram homogeneizadas (10 seg), incubadas por 5 min
(T.A) e distribuidas sobre as placas uniformemente. A cultura de células transfectadas
foi mantida na estufa a 37 °C com 5% de CO: durante 7 dias. ApGs 7 dias de
incubacado, o sobrenadante das culturas foi coletado, filtrado e precipitado com 60%
de sulfato de amdnio (Sigma) a 4 °C por cerca de 16-18 horas. O precipitado foi
adquirido por centrifugacao, redissolvido em tampéao fosfato-salina (PBS- phosphate
buffered saline) 1x gelado e dialisado duas vezes por um periodo de 3 h cada. A
purificacdo dos mAbs quiméricos foi feita com esferas de proteina G (GE Healthcare),
de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Os mAbs foram entédo eluidos das
esferas em 100 mM de glicina (pH= 3,0) e o pH neutralizado com tampéao Tris (1M, pH
8,0) (Figura 3). Em seguida, os mAbs foram dialisados em PBS 1x. Apo0s a
guantificacdo pelo método do acido bicinconinico (BCA) (MALLIA et al., 1985), os

mAbs foram entéo aliquotados e estocados a -20 °C até o uso.
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Producdo de anticorpos recombinantes

iy antiDEC205-E7
\
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Células HEK293T 37°C Sobrenadante Beads de

proteina G

Figura 3- Esquema de producédo de anticorpos quiméricos.

3.1.3 Analise da integridade dos mAbs quiméricos murinos fusionados a E7

A integridade dos mAbs produzidos foi avaliada em gel de SDS-PAGE 12,5%
em condi¢cOes redutoras (aquecimento a 96 °C por 10 min na presenca de DTT),
seguido de coloracdo com Coomassie Blue. Avaliamos também a integridade da
proteina E7 fusionada aos mAbs por meio de ensaio de Western Blot. Para isso, as
amostras proteicas (aDEC205 vazio como controle negativo, aDEC205-E7 e E7)
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) e
transferidas para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare Life Sciences). O
blogueio da membrana foi realizado em solugdo de PBS-Tween 0,05% com 3% de
leite por 2 h, a temperatura ambiente. A marcacao primaria foi realizada por incubacéo
(1h) com o soro obtidos de camundongos imunizados com a proteina E7 e o adjuvante
Poly (I:C). Esses anticorpos reconhecem especificamente a proteina E7, na diluicdo
de 1:250, diluidos em tampé&o de bloqueio. Anticorpos anti-lgG de camundongos
conjugados com a enzima peroxidase (Sigma) (diluicdo 1:10.000) foram usados como
anticorpos secundarios. As bandas reativas foram identificadas pela exposicédo das

membranas a solucdo de luminol-peroxido de hidrogénio, de acordo com as
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indicagbes do fabricante (Sigma). Como controles positivos e negativos dos ensaios
foram utilizadas, respectivamente, 0,2 ug da proteina E7 e 2 ug do mAb aDEC205-

vazio.

3.1.4 Ensaio de ligagéo ao receptor DEC205

A capacidade dos mAbs aDEC205-E7 reconhecerem e se ligarem ao receptor
DEC205 foi determinada em testes de ligacdo a células de ovario de hamster chinés
(CHO) transgénicas que expressam o0s receptores DEC205 murino ou humano
(gentilmente cedidas pelo Dr. Michel Nussenzweig, Universidade Rockefeller, EUA).
Para esse ensaio, 10° células foram incubadas com 10, 1 e 0,1 yg/mL dos mAbs,
aDEC205-E7 ou aDEC205 por 30 min no gelo. Em seguida, as células foram lavadas
3 vezes com tampao FACS (PBS +2% Soro Fetal Bovino (SFB) (540 xg por 5 minutos)
e adicionou-se o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo marcado com
AlexaFluor 488 na diluicdo de 1:4000 (Life Technologies). Apds incubac¢éo por 20 min
no gelo e no escuro, as células foram lavadas novamente por 3 vezes nas mesmas
condicOes descritas anteriormente. As amostras foram lidas em citdmetro de fluxo

LSRFortessa™ (BD Bioscience) e analisadas com o software FlowJo.

3.1.5 Ensaio de ligacdo a DCs provenientes do baco de camundongos

Além disso, avaliamos a capacidade dos mAbs se ligarem a DCs provenientes
do baco de camundongos naive. Para isso, camundongos C57BL/6 naive foram
eutanasiados e tiveram os bacos retirados. As células foram obtidas apdés maceracao
do 6rgéo e tratamento com tampao hemolitico ACK (NH4Cl 0,15 M; KHCOs 1mM;
Na2EDTA 0,1mM). Inicialmente foram plagueados 10° esplenécitos por poco, em
placas de 96 pocos. Os receptores Fcy foram bloqueados com anticorpos anti-
CD16/CD32 (FcBlock — BD Biosciences) durante 15 min em gelo, e posteriormente,
0s mAbs foram incubados na concentracdo de 1 ug/mL. Ap6s 30 min de incubacéo,
as células foram lavadas com tampao FACS (PBS 1x + 2% SFB) e incubadas com o
anticorpo secundario anti-mouse IgG marcado com Alexa Fluor 488 (Life
Technologies). Ap6s incubacao por 20 min no gelo e no escuro, as células foram

lavadas novamente por 3 vezes. Posteriormente, as células foram marcadas com 0s
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anticorpos anti-CD19, anti-MHCII, anti-CD3, anti-CD49b, anti-CD11c e anti-CD8a
(Tabela 2). Apés 30 min de incubacédo, as células foram novamente lavadas com
tampao de FACS e as amostras foram lidas em citdmetro de fluxo LSRFortessa™ (BD

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

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

de ligacdo a cDC1 do ba¢co de camundongos.

Anticorpo

monoclonal Clone/Referencia Fluorocromo Fabricante
aCD19 HIB19 Biotina BD Biosciences
aCD3 145-2C11 Biotina BD Biosciences
aMHCII M5/144.15.2 Bv421 BD Biosciences
aCD49b DX5 Biotina BD Biosciences
aCD11c H13 PE BD Biosciences

aCD8 53-6.8 APC Biolegend
Estreptavidina 551419 PerCp-Cy5.5 BD Biosciences
algG mouse Al11001 Alexa 488 Life Technologies

3.2 DETERMINACAO DO POTENCIAL TERAPEUTICO DO mAb MURINO
FRENTE AOS MODELOS DE TUMOR SUBCUTANEO E DE MUCOSA

3.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 fémeas com idade entre
6 a 8 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo-FMUSP. Todos os experimentos utilizando animais de
experimentacdo foram realizados no Biotério do Departamento de Microbiologia,
seguindo as normas e recomendaces do Comité de Etica do Instituto de Ciéncias
Biomédicas, da Universidade de S&o Paulo (CEUA-ICB/USP), sob o protocolo de
nuamero 80/2016.

3.2.2 Cultivo e preparo de linhagens celulares tumorais
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A linhagem celular TC-1 é derivada de células primarias 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
transfeccao utilizando um retrovirus 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 presenca
de G418 (Geneticina, 400ug/mL) e mantidas a 37°C e 5% de CO2. Para os
experimentos de inoculagéo 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 camara de Neubauer e
avaliadas quanto a viabilidade celular pelo método de excluséo pela coloracdo com
Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific) para identificagdo de células viaveis. Para a
inoculacdo, foram consideradas apropriadas para uso apenas as culturas que
apresentaram uma viabilidade celular igual ou maior que 90% pelo método de

coloracdo acima descrito.

3.2.3 Implantacao de tumores

Para avaliacdo da eficacia dos mAbs frente ao modelo de tumor subcutaneo
HPV-16* foram utilizadas 2,5x10° ou 10° células TC-1/animal ressuspensas em 100uL
de meio sem soro, inoculadas pela via subcutanea (s.c) na regido dorsolateral direta
do animal. O acompanhamento da evolucao dos tumores foi feito duas vezes a cada
semana com auxilio de um paquimetro e a sobrevivéncia foi avaliada por um periodo
minimo de 60 dias. Os animais foram eutanasiados quando apresentavam tumores
iguais ou maiores que 200 mm?.

Além disso, avaliamos o potencial terapéutico dos mAbs em dois modelos de
tumores de mucosa: tumor intravaginal (localizado na mucosa vaginal) e o tumor na
cavidade oral (localizado na lingua). Para o modelo de tumor intravaginal, os animais
receberam 3 mg/100 yL de DepoProvera (acetato de medroxiprogesterona, 150
mg/mL) pela via s.c, quatro dias antes da inoculacdo das células tumorais, para
sincronizagéo do ciclo estral. A implantagdo dos tumores foi realizada por meio da

injecdo de 10° células TC-1 luc/animal/20 yL na mucosa vaginal. Para explorar o
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modelo de tumor na cavidade oral, jA descrito por Sandoval e colaboradores
(SANDOVAL et al., 2013), os animais receberam a inoculacdo de 5x10* células/20uL
na lingua. Em ambos os modelos, a implantacdo 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 emissdo de bioluminescéncia utilizando o equipamento VIS
Spectrum no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP, ICBIV, USP). Para
guantificacdo da bioluminescéncia, a D-luciferina (Promega) foi inoculada
intraperitonealmente na concentracdo de 150mg/kg de peso corpéreo em 100uL de
PBS 1x. A captura das imagens e dados foi feita apds 5 min da inoculacdo da
luciferina. As imagens de bioluminescéncia foram exibidas no modo “fétons” e
analisadas posteriormente para obtencéo dos valores de radiancia (p/s/cm?/sr), que
se refere ao niumero de foétons por segundo por area de tecido em um angulo sélido
(“stearadian”,“sr’). Os animais foram eutanasiados quando a bioluminescéncia
alcancou 10°-10%° fétons/segundos, ou apds perda significativa do peso corpéreo
(mais de 30%).

3.2.4 Protocolo de imunizacao

A imunizacdo foi baseada em duas doses, tendo inicio trés dias apos a
implantag&o 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 concentragdes (2.5 ug,
5 ug e 10 ug) na presenca do adjuvante Poly (I:C) (50 ug) diluidos em 100 uL de PBS.
Dessa forma, os animais foram divididos em seis grupos:1. Poly (I:C) i.p; 2. aDEC205
(10 pg) i.p; 3. aDEC205-E7 (2.5 pg) i.p; 4 aDEC205-E7 (5 ug) i.p; 5. aDEC205-E7(10
Mg) i.p; 6. aDEC205-E7 (10 pg) s.c.

Para os experimentos de combinagao dos mAbs aDEC205-E7 com a proteina
gDE7, os animais foram imunizados com 30 ug da proteina gDE7 e com 10 ug de
aDEC205-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.
aDEC205-E7 (prime) e gDE7 (boost); 2. gDE7 (prime) e aDEC205-E7 (boost); 3. gDE7
(2 doses). 4.poly (I:C).
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Para avaliacdo nos modelos de mucosa, dois grupos experimentais foram
utilizados: 1. poly (I:C) e 2. aDEC205-E7+ poly (I:C). Da mesma forma, os mAbs foram
administrados em duas doses de 10 pg juntamente com poly (I:C), trés e dez dias

apos a inoculacéo dos tumores.

3.2.5 Obtencao e processamento de sangue, baco e linfonodos inguinais drenantes
do tumor

A coleta de amostras de sangue periférico foi realizada em tubos contendo 30
ML de solugdo anticoagulante, heparina (20 U/pL). As amostras foram tratadas com
tampdao de lise de hemacias ACK (0.15 mM NH4CL; 1IMm KHCOg3; 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 sodio (Gibco), 1% v/v solucdo de aminoacidos ndo essenciais (Gibco) 1%
v/v solugcéo de aminoéacidos essenciais (Gibco), 1% v/v solucdo de vitaminas (Gibco),
55 uM 2B3- mercaptoetanol (Gibco)).

Para obtenc¢éo dos bagos e linfonodos inguinais drenantes do tumor, os animais
foram eutanasiados e posteriormente foi realizada a coleta asséptica dos 6rgaos. Os
mesmos foram acondicionados em placa de 12 pocos contendo 2 mL de meio RPMI
suplementado com 10% SFB (R10) e macerados individualmente com o auxilio de um
émbolo de seringa e posteriormente filtrados (filtro com poro de 70 um — Easy Strainer
Greiner BioOne). Apo6s centrifugacdo das amostras a 1800 rpm por 5 min, o
sobrenadante foi descartado. Para as amostras de bacos, o sedimento celular foi
tratado com tampédo de lise ACK por 5 min no gelo para completa ruptura das
hemacias. Apoés este periodo, 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 exclusdo azul de Tripan 0,4%. A concentracdo celular foi

estimada em uma camara de Neubauer e ajustada para os ensaios imunologicos.

3.2.6 Ensaio de marcacao intracelular de IFN-y
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Amostras do sangue, baco e linfonodos foram coletados 7 ou 14 dias apos a
segunda dose da imunizacao para avaliar a ativacdo de células T CD8* por meio da
producdo de IFN-y. As suspensdes de células (1,5x108células/poco) foram
plagueadas em placa de fundo céncavo de 96 pogos (Corning) em 200 yL de meio
RPMI completo na presenca de 10ug/mL de Brefeldina A (GolgiPlug; BD Biosciences,
USA), 2 ug/mL de anti-CD28 (BD Biosciences,USA) e 1,5 pg/mL (300ng/poco) do
peptideo especifico de E7 (RAHYNIVTF), que corresponde ao epitopo CD8*
imunodominante em animais C57BL/6 (FELTKAMP et al., 1993). Apos incubacéo 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 memaria, 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 tampao Cytofix/Cytoperm (kit BD Cytofix/CytopermTM
Plus, BD Biosciences) por 15 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram
permeabilizadas com solu¢cdo Perm/Wash (BD Biosciences), e foram incubadas neste
mesmo tampao com anti-IFN-y por 30 min a 4 °C. Apoés as lavagens, as células foram
suspensas em 200uL de PBS 2% SFB e avaliadas por citometria de fluxo (BD

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

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

Anticorpo
monoclonal Clone Fluorocromo Fabricante
aCD3 145-2C11 APC-Cy7 BD Biosciences
aCD8 53-6.7 PE-Cy7 BD Biosciences
aCD44 IM7 PE BD Biosciences
aCD62L MEL-14 FITC BD Biosciences
alFNy XMG1.2 BVv421 BD Biosciences

3.2.7 Ensaio de citotoxicidade in vivo

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

células T CD8" citotoxicas especificas para o antigeno E7 em animais imunizados, de
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acordo com metodologia descrita por Barber, Wherrey e Ahmed (2003) (BARBER,;
WHERRY; AHMED, 2003). Dez dias apés a ultima dose, um grupo de animais néo
imunizados foi submetido a eutanasia, os bacos foram retirados e processados como
ja descrito no item 3.2.5. As células foram marcadas com 0.7 yM ou 7 uM de
carboxyfluorescin succinimidyl ester (CFSE) (Invitrogen) em PBS 1x, por 15 min a 37
°C. ApoOs a incubacéo, as células foram lavadas e ressuspendidas em meio RPMI
acrescido de 5% de SFB. A populacdo de células marcadas com 7 yM de CFSE
também foi pulsada com 2,5 pg/mL do peptideo CD8-especifico da proteina E7 por 40
min a 37 °C. Apés esse periodo, as células foram lavadas com meio RPMI
suplementado com 5% SFB para a remocéo do excesso do peptideo e, em seguida,
contadas. Quantidades iguais das duas populacdes de células marcadas foram
misturadas e centrifugadas a 1.500 rpm. O sedimento de células foi ressuspendido
em RPMI sem soro de modo a conter 2x107 células/100 uL e injetado nos animais
imunizados pela via do plexo retro orbital. No dia seguinte (18 h apds), todos os
animais foram submetidos a eutanasia e as células do baco foram coletadas. As
células do baco foram lavadas e ressuspendidas em 400 pL de PBS 2% SFB e
examinadas por citometria de fluxo. As porcentagens de lise especifica das células-

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

3.2.8 Cytokine Beads Array (CBA)

As células do baco dos camundongos imunizados (1,5x108 células/pogo) foram
estimulados in vitro em meio completo com 1,5 pg/ml do peptideo E7 por um periodo
de 12 h. A dosagem de citocinas do sobrenadante da cultura foi realizada com o kit

Th1/Th2/Thl17 (BD Biosciences), de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.2.9 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad-Prism 4.0
(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Foram empregados o0s testes
paramétricos de Log-rank e One/Two Way ANOVA seguindo do teste multiplo de
comparacao Bonferroni. Valores com p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos com um intervalo de confianga de 95%.
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3.3 CONSTRUCAO, PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE mAbs aDEC205-E7
E ISOTIPO-E7 HUMANO

3.3.1 Clonagem da sequéncia da proteina E7 em fusdo a cadeia pesadas dos
mADbs humanos aDEC205 e Isotipo controle

Para construcdo de mAbs humanos fusionados a proteina E7, utilizamos
plasmideos codificadores das cadeias pesadas dos mAbs humanos aDEC205 (pDEC
hu) e o Isotipo controle (IgG) (pISO hu), gentiimente cedidos pelo Dr. Michel
Nussenzweig da Universidade Rockefeller (EUA). Inicialmente, o plasmideo
pDEC205-E7 de camundongo, construido anteriormente neste trabalho, foi submetido
a uma digestdo enzimatica utilizando as endonucleases Notl e Xhol (Thermo Fisher
Scientific), que permitiu a liberag&o do inserto do gene E7. Posteriormente, o produto
da digestéo foi submetido a 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 instrucbes do
fabricante. O gene da E7 foi subclonado em fusdo com a sequéncia carboxil-terminal
da cadeia pesada dos mAbs aDEC205 e Isotipo controle humano. Para a reagéao de
ligacao foi utilizada a raz&do molar de 3:1 inserto/vetor. Os produtos de ligacdo foram
transformados em linhagens de Escherichia coli DH5a e plagueadas em meio LB
sélido contendo 100ug/mL de ampicilina para a obtengao de col6nias isoladas. Uma
colénia de cada plasmideo foi escolhida para purificacdo de DNA pelo método de lise
alcalina e o DNA purificado foi submetido ao tratamento com as endonucleases de
restricio Notl e Xhol. A confirmacédo final da subclonagem foi realizada por

sequenciamento de Sanger.

3.3.2 Producéo e purificacdo dos mAbs humano

A producdo dos mAbs foi realizada por transfeccdo em células HEK293T
utilizando os plasmideos 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 producédo e purificagcdo 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 Analise da integridade dos mAbs quiméricos humanos fusionados a E7

Os mAbs gquiméricos humanos foram avaliados analisando sua integridade em
gel de SDS-PAGE 12% em condic¢des redutoras, seguido de coloracdo por Coomassie
blue. Também foi avaliada a integridade da proteina E7 fusionada aos mAbs por meio
de sua deteccdo em ensaio de Western blot. Para isso, amostras das proteinas
aDEC205-E7 hu, ISO-E7 hu e E7 foram submetidas a 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-lgG humano (Sigma), na diluicdo de 1:10.000. As bandas reativas, em ambos 0s
casos, foram identificadas pela exposicdo das membranas a solucao de luminol-

peroxido de hidrogénio, de acordo com as indica¢des 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 submissdo via
plataforma Brasil para o Comité de Etica do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Séo Paulo, sob protocolo de nimero CAAE 40231820.1.0000.5467.

3.3.5 Diferenciacdo de células dendriticas derivadas de mondcitos humanos
(moDCs) in vitro

As moDCs foram obtidas a partir de células mononucleares do sangue
periférico de doadores saudaveis como subproduto da doacdo de plaquetas por
aferese no banco de sangue do Hospital Alemao Oswaldo Cruz na cidade de Sao
Paulo. Inicialmente, as amostras de sangue foram diluidas 1:2 em PBS 1x e as células
mononucleares (PBMCs) foram separadas por gradiente de separacdo utilizando
Ficoll-Hypague (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. Apos varias lavagens com PBS 1x, os mondcitos foram separados de

outras células mononucleares (prevalentemente linfocitos) por adesdo a superficie
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plastica. Assim, 5x10° células/poco foram ressuspendidas em meio de cultura AIM-V
(Gibco), distribuidas em placas de 12 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 2
horas. As células ndo aderentes foram retiradas com 3 lavagens com PBS 1x e os
monacitos 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 obtencdo de mondcitos diferenciados em DCs.

3.3.6 Ensaio de ligagao dos anticorpos humanos a moDCs

Apbs as etapas de diferenciacéo e ativacdo das moDCs, 5x10° células foram
plagueadas em placas de 96 pocos e incubadas no gelo por 15 mim com o reagente
FcBlock (BD Biosciences) para bloqueio dos receptores Fcy. Em seguida, as células
foram incubadas com 10 ug/mL dos anticorpos aDEC205-E7 hu e ISO-E7 hu por 30
min no gelo. Apés lavagens com tampao FACS, as células foram incubadas com
anticorpo anti-lgG humano conjugado a FITC por 30 min em gelo, com subsequente
marcacdo 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 exclusdo de doublets e células
CD11c*/HLA-DR*. Em seguida, a capacidade de ligagdo dos mAbs aDEC205-E7 hu
e ISO-E7 hu foi avaliada pela fluorescéncia de FITC nas populacbes de DCs
CD11c*/HLA-DR™. Os dados estdo apresentados como Mediana da Intensidade de
Fluorescéncia (MFI) do FITC.

3.3.7 Ensaio de ligacéo a células THP-1

A atividade biolégica do mAb aDEC205/E7 e ISO-E7 humano também foi
testada em ensaio de ligacdo a células THP-1, uma linhagem de monécitos humanos.
Para isso, 2x10° células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas no
gelo por 15 mim com o reagente FcBlock para bloqueio dos receptores Fcy. Em
seguida, as células foram incubadas com 10 ug/mL dos anticorpos aDEC205-E7 hu e
ISO-E7 hu por 30 min no gelo. Apos lavagens com tampao FACS, as células foram
incubadas com anticorpo anti-IlgG humano conjugado a APC por 30 min em gelo. ApGs

2 lavagens, as amostras foram adquiridas e analisadas por citometria de fluxo.
55



MATERIAL E METODOS

3.3.8 Ativacéo in vitro de moDCs provenientes do sangue periférico de doadores
saudaveis

Para avaliar a capacidade de ativagdo de moDCs pelo aDEC205-E7 hu, 5 dias
apos a diferenciacdo, as moDCs imaturas provenientes de doadores saudaveis foram
estimuladas com 10 ug/mL de cada mAb, isoladamente ou em combinacdo com 10
pMg/mL de poly (I:C). Como controles, as células foram estimuladas com 3ug/mL da
proteina E7 e com 10ug/mL de poly (I:C). Apés 48 h de estimulo, 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 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad-Prism 4.0
(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Foi empregado o teste- t e 0 teste ANOVA
seguindo do teste multiplo de comparacédo Bonferroni. Os valores para p<0.05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS
4.1 CONSTRUCAO, PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO mAbs aDEC205-E7
e ISOTIPO-E7 MURINO

4.1.1 Clonagem da proteina E7 fusionada ao mAb aDECZ205 e Isotipo controle
murino

Os plasmideos que codificam as cadeias pesada dos mAbs aDEC205
(pDEC205) e Isotipo controle (pISO) foram gentiimente cedidos pelo Dr. Michel
Nussenzweig (Universidade Rockefeller, EUA). As sequéncias varidveis das cadeias
pesadas e leve do mAb aDEC205 gerado em rato (clone NLDC145) foram clonadas
em fusdo com sequéncias constantes de IgG1 de camundongo, a fim de minimizar a
geracao de resposta imune contra o préprio anticorpo. A Figura 4 A mostra a estrutura
do mAb anti receptor DEC205, denominado aDEC205-E7. Como mostrado, o
antigeno E7 foi clonado na por¢édo C-terminal da cadeia pesada dos mAbs, sendo o
sitio reconhecido pelo receptor Fc mutado, para evitar ligacdo do mesmo aos
receptores Fc das células do sistema imune. Ainda € possivel observar a existéncia
de uma sequéncia linker que confere certa flexibilidade a molécula e possui um sitio
de clivagem de hidrolases que favorece sua degradacéo no fagossomo das DCs.

Para construcdo dos mAbs, a sequéncia da proteina E7 do HPV-16 foi clonada
nos plasmideos codificadores da cadeia pesada de cada mAb. Para isso, foi feita a
amplificacdo do inserto codificador da proteina E7 por PCR (E7 com
aproximadamente 300 pares de bases) (Figura 4 B) e, posteriormente, clonado nos
plasmideos pDEC205 e pISO. Dois clones positivos para cada plasmideo foram
escolhidos para extracdo de DNA e digestdo enzimatica com Notl e Xhol, e
subsequente liberacdo dos fragmentos esperados (vetor de aproximadamente 6000
pares de base, Figura 4 C). Os clones foram sequenciados, tendo suas sequéncias

confirmadas (dados ndo mostrados).
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Figura 4. Clonagem do fragmento de DNA codificador da sequéncia da proteina E7
fusionada a cadeia pesada que codifica os mAbs aDEC205 e Isotipo controle. (A)
Estrutura do mAb oDEC205-E7; (B) Amplificacdo do gene da proteina E7 com
aproximadamente 300 pares de bases; (C) Digestdo dos plasmideos com as enzimas de
restricdo Xhol e Notl; M- marcador de peso molecular; 1 e 2 —Plasmideos pDEC205-E7; 3 e
4-Plasmideos pISO-E7. Os fragmentos foram separados por gel de agarose a 0,8%.

4.1.2 Expressao, purificacdo e andlise dos mAbs murinos

O mAb aDEC205-E7 e o controle aDEC205 foram produzidos e purificados a
partir de transfeccdo transiente em células HEK293T transfectadas. Apenas o mAb

aDEC205-E7 foi adequadamente expresso, enquanto que o mAb ISO-E7, apos
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diversas tentativas, ndo foi passivel de expressdo. Os mAbs produzidos foram
guantificados 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 condi¢des redutoras,
corado com coomassie blue, no qual é possivel observar as cadeias leves e pesadas
dos mAbs aDEC205-E7 e aDEC205, em perfis eletroforéticos compativeis 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
proteina fusionada. Neste caso, 50 kDa para aDEC205 e 70 kDa para aDEC205-E7.

Os mAbs foram analisados em ensaios de Western blot revelados com
anticorpos anti-E7 e anti-lgG de camundongo. Quando os mAbs foram incubados com
0 anticorpo policlonal anti-lgG de camundongo, as cadeias leves e pesadas dos mAbs
foram marcadas, porém, a proteina E7 ndo foi reconhecida (Figura 5 B, coluna 3).
Como esperado, somente a cadeia pesada dos mAbs quiméricos (que contém a
proteina E7 fusionada) e a proteina E7, utilizada como controle positivo, reagiram
guando 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 proteina E7 fusionada.
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Figura 5. Andlise da expressdo e integridade dos mAbs murinos produzidos.
Quantidades equimolares dos anticorpos foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) em condi¢Bes deshaturantes (A) e ensaios de Western
blot empregando anti-lgG de camundongo e anticorpo policlonal anti-E7 (B). M: Marcador
molecular; 1: aDEC205; 2: aDEC205-E7; 3: E7.

4.1.3 Ensaio de ligacdo dos mAbs aDEC205-E7 murino a células CHO
transgénicas

A afinidade ao receptor DEC205 dos mAbs murinos produzidos foi avaliada por
meio da sua capacidade de reconhecimento e ligacdo ao receptor DEC205 em células

CHO transgénicas. Inicialmente, utilizamos células CHO que expressam
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constitutivamente o receptor DEC205 de camundongos e de humano. As células
foram incubadas com trés diferentes concentragdes (10, 1 e 0,1ug/mL) dos anticorpos
aDEC205 e aDEC205-E7. Como demonstra a Figura 6, 0s anticorpos quimeéricos
ligaram-se ao receptor DEC205 de camundongo, mas ndo ao receptor DEC205
humano. Essa ligacdo foi observada em todas as concentragdes testadas mostrando-

se dose dependente.

«DEC205-E7 aDEC205
Hg/mL

0,1

CHOmMDEC205

10

0,1

CHOhuDEC205

10

anti-lgG

Figura 6. Ensaio de ligagdo 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 ug/mL
dos mAbs aDEC205 e aDEC205-E7 e, posteriormente, incubadas com anticorpo secundario
(algG de camundongo-Alexa 488). As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo
LSRFortessa™ e analisadas com o programa Flow Jo.

4.1.4 Ensaio de ligacdo dos mAbs murinos a DCs provenientes do baco de
camundongos

Para complementar os resultados obtidos anteriormente, avaliamos também se

os mAbs eram capazes de se ligar diretamente a DCs CD8a™* provenientes do baco
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de camundongos que expressam o receptor DEC205. Para isso, esplendcitos de
camundongos naive foram processados e marcados para analise por citometria de
fluxo. A andlise foi baseada na marcacédo de células CD3CD19°-DX49b-MHCII* e,
posteriormente, marcadas para CD11c*CD8a*. Dessa forma, selecionamos as
células, que consideramos DCs convencionais, e subdividimos essas em duas
populacdes, de acordo com a expressdo da cadeia alfa da molécula de CD8, como

mostra a Figura 7.

Células totais Single cells Gate out

250K

200K

150K

SSC-A

100K

50K

5

CcD11c* CD8a* 4]

MHC-II

CD11c* CD8a-

CD11c CD11c

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

Observamos neste experimento que os mAbs foram capazes de se ligar com
maior afinidade a populagédo de DCs CD8a* nas duas concentracdes testadas (Figura
8 A). Como nao houve diferenca entre as concentracdes de mAbs testadas, a Figura
8 B ilustra a capacidade de ligagdo dos mAbs utilizando a menor concentragéao (0,3
Mg/mL). Portanto, os mAbs produzidos foram capazes de se ligar especificamente ao

receptor DEC205, tanto em células CHO transgénicas como em DCs de
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camundongos, em todas as concentracdes testadas. Esses dados evidenciam que os
mADbs produzidos estavam adequados para o0s ensaios subsequentes de imunizacéo,
como demonstrado por meio da sua capacidade de se ligar ao receptor DEC205,
especialmente em DCs CD11c*CD8a* que expressam naturalmente o receptor
DEC205.

A CD11c* CD8a* CD11c* CD8a-

ug/mL

Controle negativo

3
aDEC205

0.3

aDEC205-E7

0.3

B 25001

*hkk

U kkkk
*hkk

2000+

1500 4

1000+

MFI Alexa 488

500 __ __ S

Controle negativo «DEC205 «DEC205-E7

@l CD11c" CD8u.* CD11c* CD8a

Figura 8. Ensaio de ligacdo do mAb aDEC205-E7 a DCs provenientes do baco de
camundongos. Esplendcitos de camundongos naive foram purificados e incubados com 0,3
e 3 yg/mL de aDEC205 e aDEC205-E7 por poco durante 30 min. Apds incubacéo, as células
foram marcadas com anticorpo anti-lgG de camundongo como secundario e posteriormente
com aCD3, anti-CD19, anti-MHCII, anti-CD49b, anti-CD11c e anti-CD8; (A) Histogramas
representativos; (B) Determinacao da MFI da ligacdo dos mAbs na concentracdo de 0,3 pg/mL
as populacdes de DCs de interesse a partir da utilizagdo de um anticorpo secundario anti-lgG
de camundongo conjugado ao Alexa 488. Os dados representam a média de triplicatas *
desvio padrao.
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4.2 POTENCIAL TERAPEUTICO DOS mAbs FRENTE A TUMORES HPV-16*

Apos a validacéo e caracterizacdo dos mAbs aDEC205-E7 in vitro, o préximo
passo foi avaliar o potencial terapéutico desses mAbs frente a tumores HPV 16"
subcutaneos e ortotépicos. Para isso, utilizamos células tumorais da linhagem TC-1
capazes de expressar as oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16, principal modelo pré-

clinico para estudo de tumores associados ao HPV.

4.2.1 Efeito antitumoral terapéutico e ativagédo de respostas de linfocitos T CD8*
E7-especificos mediadas pela administracdo do mAb aDEC205-E7 em
combinacgéao com o adjuvante poly (I:C)

Os primeiros experimentos in vivo buscaram investigar qual seria a melhor dose
e a melhor via de administracdo dos mAbs capazes de apresentar um efeito
antitumoral em modelo de células TC-1. Para isso, camundongos C57BL/6 foram
transplantados com 2,5x10° células TC-1 pela via s.c na regido dorsolateral direita.
Trés dias depois, os animais foram imunizados com diferentes quantidades dos mAbs:
25 ug, 5 yg e 10 yg. Em todo o trabalho, o mAb aDEC205-E7 foi sempre
coadministrado com o adjuvante poly (I:C), utilizado como estimulo de maturacao para
DCs. Como grupos controles, os animais foram imunizados com o0 mAb aDEC205 sem
fusdo a nenhum antigeno com poly (I:C) ou imunizados apenas com poly (I:C). O
protocolo de imunizacéo foi baseado em duas doses, iniciado trés dias ap6s o implante
das células tumorais, sendo os mAbs administrados pela via i.p ou pela via s.c (Figura
9).

Inoculagéo das aDEC205-E7+

células TC-1 .
Poly (I:C) (50 i.p ous.c
(2.5x10° células) s.c vl 0uel e

} ! !

0 3 10 60 dias

Monitoramento do crescimento tumoral

Figura 8. Representacdo esquemética do delineamento experimental.
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De uma forma geral, a imunizagdo com o mAb aDEC205-E7 + poly (I:C) foi
capaz de controlar ou retardar o crescimento dos tumores, independente da via ou da
guantidade administrada (Figura 10 A). Porém, aimunizacédo com 10 ug de aDEC205-
E7 pela via s.c. se mostrou o tratamento mais promissor e capaz de melhor controlar
o crescimento tumoral, conferindo 20% de protecao terapéutica (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 ug, 5 ug e 10 ug dos mAbs pela via i.p.
tenham apresentado um retardo consideravel do crescimento dos tumores, néo foi
observada protecao antitumoral entre eles, ou seja, ndo houve animais livres de tumor
ao final do experimento. Como esperado, a imunizacdo apenas com o poly (I:C) ou
com o aDEC205 nao foi capaz de controlar o crescimento dos tumores e todos o0s

animais morreram antes do dia 30 de observacao (Figura 10 C).
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Figura 9. Efeito antitumoral terapéutico de diferentes quantidades do mAb quimérico
aDEC205-E7 em combinagdo com o adjuvante poly (1:C) em modelo de tumor
subcutaneo. Camundongos fémeas C57BL/6 foram desafiados com 2,5x10° células TC-1
pela via s.c e imunizados trés dias depois com trés doses diferentes do mAb aDEC205-E7:
2,5 ug, 5 pg e 10 pg. Os anticorpos foram combinados com 50 pg de poly (1: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) Area tumoral em mm?2. (B) Porcentagem de animais livres de tumores ao longo do
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periodo de acompanhamento. (C) Porcentagem de sobrevivéncia. (ANOVA, post test:
Bonferroni). (n=5). (*) p<0.05, (**) p<0.01.

Adicionalmente, n6s buscamos avaliar a resposta de linfécitos T CD8* E7-
especificos circulantes, a partir de amostras de sangue periférico dos animais
imunizados com 0os mAbs, uma vez que a protecdo contra tumores induzidos pela
linhagem TC-1 se correlaciona estritamente com a ativacdo de linfocitos T CD8*
efetores (CHENG et al., 2003; CHEN; NI; LIU, 2011). Para isso, o0 sangue dos animais
foi coletado sete e quatorze dias apOs a ultima imunizacdo para a realizacdo de
ensaios de marcacéao intracelular de linfocitos T CD8* E7-especificos capazes de
secretar IFN-y. Os resultados mostram que a imunizagdo com aDEC205-E7 + poly
(I:C) foi capaz de induzir a ativagéo de linfocitos T CD8* E7-especificos produtores de
IFN-y nos dois tempos analisados, sendo essa resposta mais acentuada sete dias
apos a segunda dose, embora sem diferenca estatistica (Figura 11). Além disso, a
administrac@o dos mAbs pela via s.c promoveu uma maior ativacéo de células T CD8*
produtoras de IFN-y, em relacdo aos grupos que receberam 2,5 ug, 5 ug e 10 ug, pela

via intraperitoneal, embora também néo tenha apresentado diferenca estatistica.
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Figura 10. Analise da resposta imunoldégica mediada por linfocitos T CD8* E7-
especificos gerada sete e quatorze dias apés a imunizagao com o mAb aDEC205-E7 em
combinacdo com o adjuvante poly (I:C). Camundongos fémeas C57BL/6 foram desafiados
com 2,5x10° células TC-1 pela via s.c e imunizados trés dias depois com trés quantidades
diferentes do mAb aDEC205-E7: 2,5 ug, 5 pg e 10 ug. Os mAbs foram combinados com 50
Mg 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 ap6s a ultima dose foi coletado o
sangue periférico dos animais e estimulado in vitro com o peptideo E7 especifico (peptideo
MHC classe | restrito) ou sem estimulo (S/E). (A) Dot plots representativos de 1 animal por
grupo, mostrando as células T CD8* IFN-y*. (B) Porcentagem de linfécitos T CD8* E7-
especificos produtores de IFN-y mensurados sete dias e quatorze dias ap6s a ultima dose.
(ANOVA, post test: Bonferroni), (n=5). (**) p<0,01.
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4.2.2 Avaliacdo da atividade citotoxica dos linfocitos T CD8+ E7-especificos
induzidos pela imunizaggdo com aDEC205-E7

A funcdo efetora dos linfécitos T CD8*" E7-especificos induzidos pela
imunizagdo com aDEC205-E7 + poly (I:C) foi avaliada por meio do ensaio de
citotoxicidade in vivo. Para isto, camundongos foram desafiados com 2,5x10° células
TC-1 e imunizados com 10 yg de aDEC205-E7 + poly (I:C) pela via s.c. ou i.p. A
escolha dos grupos de imunizagdo foi baseada nos resultados anteriores, que
mostraram uma maior ativagdo de linfocitos T CD8* produtores de IFN-y detectada
guando os animais receberam essa dose.

Para este ensaio, células provenientes de camundongos ndo imunizados foram
marcadas com concentragOes distintas do corante CFSE (7 yM e 0,7 uM). A
populacdo marcada com a maior concentracao (7 uM) de CFSE também foi pulsada
com o peptideo CD8- especifico da proteina E7, tornando-as células-alvo para lise
mediada por linfocitos T CD8" citotoxicos. Células fracamente coradas com CFSE (0,7
MM), e que néo foram pulsadas com o peptideo CD8-especifico da proteina E7, foram
utilizadas como células-controle. Quatorze dias apés a ultima imunizac¢éo, 0s animais
imunizados receberam pela via intravenosa uma mistura de células-alvo e células-
controle. Esplendcitos dos camundongos imunizados foram colhidos 18 h apds a
injecao das células e testados para a diminui¢cao da frequéncia das células-alvo, como
medida indireta da atividade efetora de linfécitos T CD8* E7- especificos.

Como mostrado na Figura 12 A, houve uma reducgdo significativa na frequéncia
das células-alvo nos camundongos imunizados com o mAb aDEC205-E7
coadministrado ao poly (I:C), resultado da forte atividade citotoxica dos linfocitos T
CD8* E7-especificos induzidos por esta formulacdo. Em concordancia com os
resultados anteriores, foi observado que a administragao da formulagéo pela via s.c.
leva a uma maior indugéo de linfocitos com perfil citotoxico em relagéo a via i.p (Figura
12 B). Vale destacar também que pouca ou nenhuma atividade citotdxica foi

observada no grupo nao tratado.
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Figura 11. Efeito citotoxico in vivo gerado pela imunizagdo com o mAb aDEC205-E7
coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c ou i.p. (A) Histogramas representativos da
atividade citotéxica in vivo de linfécitos T CD8" E7-especificos de camundongos desafiados
com 2,5x 10° células TC-1 e imunizados com duas doses (dias 3 e 10 ap6s o desafio) de 10
pug de aDEC205-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 yM CFSE. O lado direito
dos painéis indica as células-alvo marcadas com 7 uM CFSE e pulsadas com o peptideo CD8-
especifico da proteina E7. A reducéo da area dos histogramas de células-alvo em relagéo as
células controle indica a atividade citotoxica in vivo dos linfécitos T CD8* E7 especificos. (B)
Percentual de lise especifica mediada pelos linfécitos T CD8* E7-especificos em um total de
107 células-alvo. * p < 0,05 (ANOVA, po6s teste: Bonferroni).

4.2.3 Avaliacado do efeito antitumoral terapéutico dos mAbs administrados pela via
s.c em tumores de crescimento mais lento

A quantidade de 2,5x10° células da linhagem TC-1 é considerada alta e leva

ao crescimento dos tumores de forma rapida e agressiva, algo que pode ter limitado
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o efeito terapéutico dos mAbs. Guiados por essa hipétese, a etapa seguinte buscou
alcancar um nivel de protecédo antitumoral maior, por meio da diminuicdo do nimero
de células TC-1 implantadas nos animais. Para esse experimento, 0os animais foram
desafiados com 10° células TC-1 e imunizados com 10 pg de aDEC205-E7
coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c, a condigdo mais promissora encontrada nos
experimentos anteriores.

Quando diminuimos a quantidade de células tumorais implantadas nos animais,
a imunizagcdo com os mAbs conferiu uma protecéo terapéutica maior do que aquela
observada em experimentos anteriores. Conforme demonstrado na Figura 13, a
administragdao de 10ug 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.
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Figura 12. Efeito antitumoral da imunizacdo com o mAb aDEC205-E7 + poly (I:C) pela
via s.c em tumores de crescimento lento. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com
10° células TC-1 pela via s.c e imunizados trés dias depois com 10ug de aDEC205-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 apds o desafio para analise do crescimento
tumoral. (A) Acompanhamento da area tumoral (mm?). (B) Porcentagem de animais livres de
tumores. (C) Porcentagem de sobrevivéncia. (ANOVA, pés teste: Bonferroni);(log-rank—
Mantel-Cox). **** p < 0,001 (n=18-23)

Além disso, por meio de marcacao intracelular de IFN-y, foi avaliada a inducao
de respostas celulares E7-especificas no sangue, no baco e nos linfonodos drenantes
do tumor, sete dias apds a ultima dose. Conforme mostra a Figura 14, foi possivel
observar que a imunizacdo foi capaz de ativar células T-CD8" E7 especificas
produtoras de IFN-y em todos os érgaos analisados, sendo essa resposta mais
proeminente no baco. Em contrapartida, a administracao de poly (I:C) nao foi capaz

de induzir ativacéo.
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Figura 13. Ativacao de linfécitos T CD8* E7-especificos presentes no baco, no sangue
e nos linfonodos inguinais drenantes do tumor apés imunizagdo com o mAb aDEC205-
E7+ poly (I:C). Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 10° células TC-1 e imunizados
trés dias depois com 10 ug de aDEC205-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, baco e
linfonodos inguinais drenantes do tumor foram coletadas 7 dias apds a segunda dose para
ensaio de marcacao intracelular para IFN-y e andlise por citometria de fluxo. (A) Dot plots
representativos. (B) Frequéncia de linfécitos T CD8* produtores de IFN-y E7-especificos. As
porcentagens foram mensuradas a partir de células de sangue periférico apds estimulacao in
vitro com o peptideo E7(49-57) MHCI restrito. (ANOVA, pos-teste Bonferroni). **** p < 0,001;
ns: nao significativo.

Conforme demonstrado na Figura 15, foi também avaliado, pela metodologia
de CBA, o perfil de citocinas produzidas pelos esplenécitos dos animais imunizados
com aDEC205-E7+ poly (I:C), ap0s estimulo com o peptideo E7 imunodominante.
Corroborando com os achados anteriores, a imunizagdo com 0os mADbs foi capaz de
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induzir a secre¢do de altos niveis de IFN-y, principalmente, e também TNF-q, IL-2 e

IL-6 quando comparado com o grupo que recebeu apenas poly (I:C).
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Figura 14. Deteccao de citocinas secretadas por esplenécitos estimulados com o
peptideo E7. Esplendcitos foram coletados 7 dias apos a Ultima imunizacao e incubados por
12 horas com o peptideo E7. A secrec¢ao de citocinas foi determinada por Cytometric Bead
Array (CBA). As analises foram realizadas usando o programa FCAP array. (n=9).

4.2.4 Contribuicdo das cDC1 na protecao antitumoral mediada pelos mAbs
aDECZ205-E7 coadministrados ao poly (I:C) utilizando animais deficientes de

BATF3

Camundongos deficientes em BATF3 sdo amplamente usados para estudar o

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

dependentes de BAFT3 nos linfonodos séo caracterizadas pela expressédo de CD8a*.

Por isso, avaliamos o impacto das cDC1ls (DCs CD8a*) na protegcdo antitumoral
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induzida pelo mAb aDEC205-E7 utilizando animais deficientes para esse fator de
transcricdo. Para isso, animais knockouts (KO) para o BAFT3 foram inoculados com
10° células TC-1 e imunizados com 10 ug de aDEC205-E7+ poly (I1:C) de acordo com
o0 protocolo da Figura 9.

Como demonstrado na Figura 16, nenhuma protecdo antitumoral terapéutica
foi observada nos camundongos C57BL/6 BAFT3 KO imunizados com aDEC205-E7+
poly (I:C). Além disso, nenhuma resposta de linfocitos T CD8* foi detectada (dados
nao mostrados). Portanto, estes resultados apontam que as DCs CD8a* tem papel
fundamental na resposta antitumoral induzida pelos mAbs, uma vez que sédo as

células alvos que expressam o receptor DEC205.
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Figura 15. Efeito antitumoral da imunizacdo com o mAb aDEC205-E7 + poly (I:C) em
animais BAFT3 KO. Camundongos C57BL/6 BAFT3 KO foram desafiados com 10° células
TC-1 pela via s.c e imunizados trés dias depois com 10 ug de aDEC205-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 ap0s o desafio para analise do crescimento tumoral. (A)
Acompanhamento da area tumoral (mm?). (B) Porcentagem de sobrevivéncia.

4.2.5 Avaliagéo do potencial da combinagdo dos mAbs quiméricos aDEC205-E7
com a proteina gDE7

Em detrimento da baixa imunogenicidade da proteina E7, sobretudo em
promover a ativacao de linfécitos T CD8* citotdxicos (KHALLOUF; GRABOWSKA,
RIEMER, 2014), trabalhos tém mostrado a fusdo da proteina E7 do HPV a outras
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proteinas imunomoduladoras visando favorecer a entrega desse antigeno para as
APCs. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa desenvolveu ha mais de 10 anos uma
estratégia vacinal baseada em uma proteina hibrida, resultante da fusédo da proteina
E7 do HPV-16 com glicoproteina D (gD) do Herpes Simplex Virus -1 (HSV-1). Em
trabalhos anteriores, o grupo publicou que a imunizagdo com duas doses de gDE7
(30ug) coadministrada ao poly (I:C) é capaz de proteger 100% dos animais desafiados
com 7,5x10% células TC-1 e de ativar células T CD8* E7-especificas (PORCHIA et al.,
2017).

Dessa forma, buscamos avaliar o potencial terapéutico da combinagéo do mAb
aDEC205-E7 com a gDE7, em regime de prime e boost heterélogo, no tratamento de
tumores HPV16*. Para tanto, camundongos foram inoculados com 10° 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 apds a inoculacdo das células tumorais, e consistiram em duas doses, com
intervalo de sete dias. Na primeira (prime) e segunda dose (boost) foram
administrados 10 ug de aDEC205-E7 ou 30 ug de gDE7 coadministrados ao poly (I:C)
(50 pg). Avaliamos também o impacto da ordem da administracdo das duas
estratégias. Assim, os animais foram divididos nos seguintes grupos: aDEC205-E7
(prime) + gDE7 (boost); gDE7 (prime) + aDEC205-E7 (boost); gDE7 (2 doses); Poly
(I:C).

O uso do protocolo de prime-boost heterélogo possibilitou o controle do
crescimento tumoral, independente da ordem de administragcdo. Entretanto, os dados
demonstram que ndo houve aumento na protecao antitumoral utilizando a combinacéao
com a gDE7 em relacéo aos dados anteriores (Figura 17 A e B), uma vez que 2 doses
do mADb protegem 80% dos animais. Quando o mAb aDEC205-E7 foi administrado
como prime e a gDE7 como boost, uma maior protecao foi observada comparada ao
grupo que recebeu gDE7 (prime) + aDEC205-E7 (boost), porém sem diferenca
estatistica. O grupo que recebeu duas doses da gDE7 apresentou apenas 50% de
animais livres de tumor (Figura 17 C). E importante destacar que a combina¢do com
aDEC205-E7 aumentou a protecdo antitumoral conferida pela gDE7. Quando
avaliamos a resposta celular, todas as combinac¢des foram capazes de ativar linfocitos
T CD8" E7-especificos, sendo estatisticamente diferente apenas com o grupo controle
(poly (I:C) (Figura 17D).
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Os dados de protecdo obtidos no nosso estudo com duas doses dessa
proteina, apesar de inferiores aos demonstrados por Porchia et al. (2017), enfatizam
a importancia do numero de células utilizadas no modelo tumoral e seu impacto sobre
o efeito antitumoral da imunizagéo. A implicacdo do nimero de células utilizadas pode
ser vista quando imunizamos animais implantados com 2,5 x10° células TC-1 com
duas doses dos mAbs quiméricos e obtivemos 20% de protecdo (Figura 10 B). Em
contraste, quando os animais foram receberam 10° células TC-1 observamos 80%

(Figura 13 B) de animais livres de tumores.
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Figura 16. Avaliacdo do efeito antitumoral terapéutico do mAb aDEC205-E7 em
combinacdo com a proteina gDE7. Camundongos fémeas C57BL/6 foram desafiados
com 1x10° células TC-1 pela via s.c. e imunizados 3 dias depois com 10 ug do mAb
aDEC205-E7 ou 30 ug de gDE7 coadministrados com 50 ug de poly (I:C), em regime vacinal
de duas doses (prime/boost), com intervalo de 7 dias. (A) Acompanhamento da area tumoral
(mm?). (B) Porcentagem de sobrevivéncia. (C) Porcentagem de animais livres de tumores
ao longo do periodo de acompanhamento. (D) Porcentagem de linfécitos T CD8* produtores
de IFN-y. (*) vs aDEC205-E7 (prime) + gDE7 (boost). (ANOVA Two Way; log-rank—Mantel—
Cox) (*) p<0,05 (***) p<0,001), (****) p<0,0001). Os dados correspondem a combinacéo de
dois experimentos independentes (n=10).

4.3 EFICACIA ANTITUMORAL TERAPEUTICA DOS mAbs aDEC205-E7 EM
TUMORES DE MUCOSA

Apesar de muitos dos tumores humanos estarem localizados em sitios de
mucosa, em geral, vacinas para tratamento de cancer sdo testadas em tumores

subcutdneos em modelos pré-clinicos, um possivel motivo pela falta de
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correspondéncia dos resultados encontrados com o0s testes clinicos feitos
posteriormente. Dessa forma, movidos pelo interesse de empregar condicdes
experimentais mais proximas aquelas encontradas em testes com pacientes,
avaliamos o potencial antitumoral do aDEC205-E7 frente a dois modelos ortotopicos
de implante de células tumorais: mucosa intravaginal e na cavidade oral. Para ambos
0s modelos, camundongos foram inoculados na lingua ou na regido vaginal com
células TC-1 luc que expressam a enzima luciferase (além das oncoproteinas E6 e
E7), com intuito de simular tumores de cabeca e pescoco e de colo de utero,

respectivamente.

4.3.1 Modelo tumoral intravaginal

Em nosso estudo, avaliamos o efeito do mAb aDEC205-E7 em modelo de
tumor intravaginal como um modelo pré-clinico que mimetiza a localizacdo dos
tumores na regido vaginal/cervical de pacientes. Para tanto, quatro dias antes da
inoculacdo das células tumorais, 0s animais receberam acetato de
medroxiprogesterona para sincronizacdo do ciclo estral e, posteriormente, foi
realizada a implantacéo de 10° células TC-1 luc na mucosa vaginal. Trés dias depois,
0s animais foram inoculados com luciferina pela via i.p para aquisicdo de imagens e
monitoramento das células inoculadas pelo equipamento VIS Spectrum. No mesmo
dia, os animais que apresentaram bioluminescéncia na regido do implante tumoral,
comprovando a presenca das células no local, foram separados em dois grupos: um
grupo foi imunizado com 10 ug de aDEC205-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 inoculacdo de luciferina e captacdo de

bioluminescéncia no equipamento IVIS Spectrum.
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Figura 17- Representacdo esquematica do delineamento experimental.

Imagens da emissdo de bioluminescéncia obtidas para animais
representativos de cada grupo foram captadas 5 minutos apds a inoculacdo da
luciferina e mostram a atividade da luciferase 3 e 24 dias ap6s a inoculagédo das
células TC-1 luc (Figura 19 A). No dia 3, a detec¢éo de bioluminescéncia em todos
0S animais comprova a presenca das células tumorais na mucosa vaginal. Porém,
no dia 24, a bioluminescéncia ndo foi mais detectada em aproximadamente 60%
dos animais imunizados com os mADbs, indicativo de animais livres de tumor.
Corroborando com as imagens, os dados de quantificagcdo da bioluminescéncia
emitida sédo representados pela unidade fétons-segundo (f/s) e ilustram de forma
evidente que o grupo imunizado com os mAbs aDEC205-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 periodo avaliado (Figura 19 C). Em contraste, 40% dos
animais tratados somente com poly (I:C) sobreviveram até o fim do tempo de
observacdo. Todos os animais do grupo néo tratado desenvolveram tumor e foram

eutanasiados ao final do experimento.
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Figura 18. Efeito antitumoral dos mAbs aDEC205-E7 em combinagdo com o adjuvante
poly (I:C) em modelo de tumor intravaginal. Células da linhagem TC-1 Luc (10°/animal)
foram injetadas na mucosa vaginal de camundongos C57BL/6. Em seguida, os animais foram
imunizados com duas doses (dias 3 e 10 apds a inoculagdo das células) de 10 pg de
aDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c. (A) Imagens da emissdo de
bioluminescéncia obtidas de animais tratados com os mAbs apdés inoculagéo de células TC-1
luc. (B) Quantificacdo da emissdo de luminescéncia apresentada como fluxo total
(fétons/segundos), da média dos grupos experimentais. (C) Porcentagem de sobrevivéncia.
(ANOVA Two Way, post test: Bonferroni) * p<0,05. **** p<0,0001 (n=14).

Em relagdo a resposta imune especifica induzida no modelo intravaginal,
buscamos avaliar a inducao de células T CD8* produtoras de IFN-y, sete dias apés a
segunda dose, com base nos dados obtidos no modelo subcutéaneo, tempo no qual foi
observada maior ativacdo celular. Similar ao que foi observado no modelo
subcutaneo, a administragdo do mAb aDEC205-E7 + poly (I:C) induziu forte ativagcéo

de linfocitos T CD8* E7-especificos no sangue (Figura 20). No entanto, em contraste
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com os resultados gerados no modelo subcutaneo, camundongos tratados apenas
com poly (I:C) mostraram um numero ligeiramente aumentado de células CD8* T

produtoras de IFN-y.
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Figura 19. Resposta imunologica celular E7-especifica apds imunizacdo com o mAb
aDEC205-E7+ poly (I:C) no modelo de tumor intravaginal. Células da linhagem TC-1 Luc
(10%/animal) foram injetadas na mucosa vaginal de camundongos C57BL/6. Em seguida, os
animais foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 ap6s a inoculacéo das células) de
10ug de aDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c. Amostras de sangue foram
coletadas 7 dias ap6s a segunda dose para ensaio de marcacgédo intracelular para IFN-y e
analise por citometria de fluxo. (A) Dot plots representativos. (B) Frequéncia de linfocitos T
CD8" produtores de IFN-y E7-especificos. (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

lingua dos camundongos, foi utilizado a fim de mimetizar tumores de cabeca e
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pescoco. Assim, 5x10* células TC-1 luc foram inoculadas na lingua e, seguindo o
mesmo regime vacinal anterior, avaliamos a protecdo antitumoral por 60 dias. Da
mesma forma que no modelo intravaginal, trés dias apdés o implante das células
tumorais na lingua dos camundongos foi avaliada a atividade da luciferase por meio
da inoculagdo de luciferina. A avaliagdo da emissdo de bioluminescéncia,
representada qualitativamente tanto pelas imagens (Figura 21 A) quanto
guantitativamente pelo fluxo total (f/s) (Figura 21 B), confirma a presenca das células
tumorais na lingua de todos os camundongos. Adicionalmente, € possivel observar
gue a imunizagdo com o mAb aDEC205-E7 + poly (I:C) induziu protecao antitumoral
completa nesse modelo, impedindo o crescimento de tumores na lingua em 100% do
animais. Além disso, possibilitou a sobrevivéncia de 100% dos animais por todo o
periodo de acompanhamento. Curiosamente, 0s animais que receberam apenas poly
(I:C) apresentaram 75% de protegdo antitumoral e 75% de sobrevivéncia até o dia 60

pés inoculacdo das células TC-1. (Figura 21 C e D).
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Figura 20. Efeito antitumoral do mAb aDEC205-E7 em combinacdo com o adjuvante
poly (I:C) em modelo de tumor na lingua. Células da linhagem TC-1 luc (5x10*
/20pL/animal) foram injetadas na lingua de camundongos C57BL/6. Em seguida, os animais
foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 apés a inoculacéo das células) de 10 ug de
aDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) administrados pela via s.c. A emissdo de
bioluminescéncia foi monitorada no equipamento IVIS Spectrum, periodicamente. (A) Imagens
da emissao de luminescéncia. (B) Quantificacdo da emissao de luminescéncia apresentada
como fluxo total (fétons/segundos) obtidas e representadas individualmente. (C) Porcentagem
de sobrevivéncia. (D) Porcentagem de animais livres de tumor. (log-rank—Mantel-Cox). **
p<0,01.
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Uma vez que ndao observamos diferenca estatistica na protecdo antitumoral
entre os grupos que receberam aDEC205-E7 + poly (I:C) (100%) ou poly (I:C) (75%),
decidimos investigar a resposta de memoria induzida pelos tratamentos. Para isto,
reimplantamos 10x (5x10°) mais células tumorais TC-1 luc na lingua dos animais, a
fim de simular um episédio de recidivas e avaliar a resposta imune de memdria
induzida pela imunizacdo. Desta forma, 60 dias ap0s o acompanhamento tumoral,
todos os animais livres de tumor foram redesafiados com 5x10° células TC-1 luc na
lingua e os animais foram acompanhados por mais 60 dias. Conforme mostra a Figura
22 A, todos os animais imunizados com aDEC205-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
protecdo tumoral e sobrevivéncia (Figura 22 B).
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Figura 21. Ensaio de redesafio nalingua de camundongos imunizados com o aDEC205-
E7 + poly (I:C) no modelo de tumor na cavidade oral. Células da linhagem TC-1 Luc (5x10*
/10uL/animal) foram injetadas na lingua de camundongos C57BL/6. Em seguida, os animais
foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 apés a inoculacido das células) de 10ug de
aDEC205-E7 + poly (I:C) administrados pela via s.c. Ap6s 60 dias de acompanhamento do
crescimento tumoral, os animais livres de tumor foram redesafiados com 5x10° células TC-1
luc. O crescimento dos tumores foi avaliado por mais 60 dias. (A) Porcentagem de animais
livres de tumor. (B) Porcentagem de sobrevivéncia. (Log-rank—Mantel-Cox). ** p<0.01.

Por fim, determinamos se a imunizacdo foi capaz de induzir células T de
memoria efetora no sangue dos animais coletado sete dias apds o reimplante das

células TC-1 luc na lingua. Por meio de citometria de fluxo, notamos a presenca de
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células T CD8* de memoria efetora produtoras de IFN-y apés estimulo com o peptideo
E7. Conforme mostra a Figura 23 B, os animais imunizados com o mAb aDEC205-
E7+ poly (I: C) montaram uma resposta de células T CD8* de memodria efetora contra
o antigeno tumoral, fenotipicamente identificada como CD8*CD44"9"CD62L" (Figura
23 A). Por outro lado, os animais tratados com poly (I: C) ndo apresentaram essas
células circulantes. Esses resultados indicam que imunizacdo com o0 mAb aDEC205-

E7 + poly (I:C) confere memdria imunologica e foi capaz de controlar recidivas do

tumor no mesmo sitio do tumor primario.

FSC-A
CD3

FSC-H Live-dead

SSC-A

IFN-y
cp62L

&

cb8 CD44 cD8
B C
aDEC205-E7 » 100+
Poly (I:C) + poly (I:C) s.c E
. ] — 801
10
b * ok kok
. SLLE ———
T °
' o 1 = 404 P
3 i se
> % +
i W 5 2
Laa o B b ] : Y i 3 Ty '_
0 10° 10 10° o 10° 10’ 10° °\° 0 T T
cD8 > Poly (1:C) «DEC205-E7
+ Poly (I:C)

Figura 22. Anélise da resposta de memoéria efetora no sangue de animais imunizados
com o mAb aDEC205-E7 + poly (I:C) no modelo de tumor na cavidade oral. Células da
linhagem TC-1 Luc (5x10*20uL/animal) foram injetadas na lingua de camundongos C57BL/6.
Em seguida, os animais foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 ap6s a inoculacéo
das células) de 10 ug de aDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c. Apés 60 dias
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de acompanhamento do crescimento tumoral, os animais livres de tumor foram redesafiados
com 5x10° células TC-1 luc. Amostras de sangue foram coletadas 7 dias apés o redesafio e
estimuladas in vitro com o peptideo E7. (A) Estratégia de gate utilizada. (B) Dot plots
representativos. (C) Porcentagem de células T CD8* de memodria efetora (CD8"CD44*CD62L"
) produtoras de IFN-y. (Student’s t-test) (n = 5-7). **p < 0,01, ****p < 0,0001.

4.4 CONSTRUCAO, PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS mAbs aDEC205-E7
E ISOTIPO-E7 HUMANO

O efeito terapéutico do mAb aDEC205-E7 frente a tumores, tanto subcutaneos
como de mucosa, mostrado na secdo anterior, nos levaram a construir um mAb
especifico para DEC205 humano (aDEC205-E7hu) capaz de se ligar a DCs humanas.
Como controle negativo, foi construido também um mAb para servir de isotipo controle
(ISO-E7 hu), com estrutura idéntica ao mAb aDEC205-E7, porém, ndo sendo esse

capaz de se ligar ao receptor DEC205 humano.

4.4.1 Clonagem da proteina E7 fusionada ao mAb aDEC205 e ao Isotipo controle
humano.

Para construcdo dos plasmideos que codificam os mAbs aDEC205-E7hu e
ISO-E7 hu, o gene da proteina E7 (inserto) foi obtido mediante digestdo enzimatica
do plasmideo pDEC205-E7 de camundongo com as endonucleases Notl e Xhol,
gerando um fragmento de aproximadamente 300 pares de bases (bp). Em seguida, o
inserto foi subclonado em fusdo com a sequéncia codificadora da cadeia pesada dos
anticorpos humanos anti-DEC205 e Isotipo. Os clones selecionados foram
sequenciados e submetidos a digestdo enzimatica para confirmacéo das construcdes

e subsequente liberagéo dos fragmentos esperados (Figura 24).
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Figura 23. Construcéo dos vetores pDEC205-E7hu e pISO-E7hu. Eletroforese em gel de
agarose 0,8% mostrando os produtos da digestdo dos plasmideos com as enzimas Notl e
Xhol. PM- Marcador de peso molecular. Amostras: 1- aDEC205-E7hu digerido (liberando o
fragmento de aproximadamente 300bp); 2- aDEC205-E7hu ndo digerido; 3-pISO-E7hu
digerido (liberando o fragmento de aproximadamente 300bp); 4- pISO-E7 hu nao digerido.

4.4.2 Andlise da integridade dos mAbs humanos quiméricos

Apds o0 processo de expressao e purificacdo, 0os anticorpos recombinantes
aDEC205-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 condi¢cdes redutoras, onde pode-se
observar as cadeias leves e pesadas referentes aos mAbs aDEC205E7 hu (coluna 1)
e ISO-E7 hu (coluna 2). Ambos os mAbs apresentam o mesmo tamanho, ndo sendo

possivel diferencia-los no gel.
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Figura 24. Analise da expressao e integridade dos mAbs aDEC205-E7 e ISO-E7
humanos. (A) Quantidades equimolares dos anticorpos foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 12,5% em condi¢cbes redutoras. (B) Ensaio de Western blot
empregando anticorpo policlonal anti-E7 e anti-lgG humano. M: Marcador molecular; 1:

aDEC205-E7 hu; 2: ISO-E7 hu; 3: E7

Em ensaio de Western blot utilizando anticorpos policlonais contra a proteina
E7 foi detectada reatividade contra as cadeias pesadas onde o antigeno se encontra
fusionado, mostrando que, apdés a fusdo ao anticorpo, a proteina tem sua
antigenicidade preservada (Figura 25 B). Além disso, para melhor caracterizacao, 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 por¢cédo Fc. Desta forma, demonstramos que 0s
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anticorpos foram produzidos preservando-se a integridade e a antigenicidade dos
mesmos.

4.4.3 Ligacao dos anticorpos humanos a células dendriticas derivadas de
mondcitos (MoDCs) e a monécitos THP-1

Uma vez confirmada a integridade dos mAbs humanos, foram realizados
ensaios para avaliar sua capacidade de ligacdo ao receptor DEC205 humano. Os
mAbs aDEC205-E7hu e ISO-E7hu ndo apresentam diferengas detectadas em SDS-
PAGE, apenas diferem pela sua capacidade de se ligar ou ndo ao receptor DEC205
humano. Para observar esse fenémeno, foi realizado um ensaio de ligacdo dos mAbs
a moDCs humanas e a mondcitos THP-1.

Para o processo de diferenciacdo de mondcitos em DCs foram utilizadas
células obtidas a partir do sangue de doadores saudaveis provenientes do Hospital
Alemao Oswaldo Cruz em Sé&o Paulo. Para obtencédo das moDCs, os monécitos foram
separados por gradiente de densidade e diferenciados com o uso das citocinas GM-
CSF e IL-4. Como esperado, observamos ligagao do mAb aDEC205-E7hu as moDCs,
selecionadas como as células CD11c*HLA'DR*. Em contrapartida, para o mAb Isotipo
controle, ndo foi observada ligagcdo, sendo igual ao controle utilizando apenas o
anticorpo secundario (Figura 26 A).

Com intuito de complementar a caracterizagdo dos mADbs, realizamos tambéem
ensaio de ligacdo em células THP-1, uma linhagem de monécitos humanos, uma vez
gue o receptor DEC205 humano é expresso também em mondcitos. Como pode ser
observado na Figura 26 B, o mAb aDEC205-E7hu ligou-se a superficie dessas
células, sendo essa ligacéo estatisticamente diferente do grupo controle. Em conjunto,
esses dados demonstram mais uma vez que o mAb aDEC205-E7hu produzido
mantém afinidade conservada ao receptor DEC205.
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Figura 25. Ensaio de ligacdo dos mAbs quiméricos humanos amoDCs e mond4citosTHP-
1. (A) Mediana de Intensidade de fluorescéncia do FITC e histogramas representativos da
ligacdo dos mAbs as moDCs. (B) Mediana de intensidade de fluorescéncia do APC e
histogramas representativos da ligacdo dos mAbs as células THP-1. A andlise foi feita
utilizando o programa FlowJo (Tree Star). (teste-t). (**) p<0,01 (***) p<0,001.

4.4.4 Capacidade de ativagcao de moDCs in vitro

Estratégias imunoterapéuticas capazes de ativar DCs in vitro sdo consideradas
potencialmente promissoras pois podem tornar possivel a restauracéo das funcdes do
sistema imune e a inducao de respostas antitumorais. O reconhecimento do antigeno
pelas DCs desencadeia o aumento da expressdo de moléculas coestimulatorias,
como CD80, CD86, CD83 e CD40, que resultam em modificacdes morfolégicas
essenciais para a aquisicdo de um fenétipo imunoestimulador. Com intuito de avaliar
se 0 mAb aDEC205-E7hu é capaz de induzir um estado de ativagdo em moDCs
consideradas aqui como as células CD11c*HLA-DR* (Figura 27), foi avaliado o perfil
fenotipico dessas células a partir da avaliacdo da expressdo de marcadores de
ativacdo: CD83 e CD86.
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Figura 26. Estratégia de gating utilizada para imunofenotipagem de moDCs
diferenciadas in vitro.

Cinco dias apos a diferenciacdo, as moDCs foram colocadas em contato com
0s mADbs na presenca ou ndo do adjuvante poly (I:C). Aqui, usamos como controle o
estimulo com a proteina E7 nédo direcionada. Como podemos observar na Figura 28
A e B, a porcentagem de células positivas para os marcadores CD83 e CD86 né&o
mudou apdés o contato com os diferentes estimulos utilizados. Desta forma, foram
também avaliadas as medianas da intensidade de fluorescéncia (MFI) dos
marcadores CD86 (Figura 28 C) e CD83 (Figura 28 D) dentro da populacéo positiva
para cada molécula. O estimulo com o mAbs aDEC205-E7hu néo foi capaz de induzir
um aumento da expresséao dos marcadores CD83 e CD86. Em contrapartida, quando
o adjuvante poly (I:C) foi utilizado, observamos um aumento expressivo das moléculas
coestimulatorias. Porém, esse efeito pode ser considerado apenas do poly (I:C), uma
vez que nao ha diferenca entre poly (I:C) sozinho ou combinado aos mAbs. Esses
resultados revelam que o mAb aDEC205-E7hu néo é capaz de ativar moDCs in vitro

e que é necesséria a presenca de um estimulo de maturacdo para que iSsSo ocorra.
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Figura 27. Expressao das moléculas de superficie de moDCs ativadas com os mAbs
quiméricos humanos. Células mononucleares do sangue periférico de doadores saudaveis
foram diferenciadas em mo-DCs in vitro por cinco dias. Apés a diferenciacao, foram
estimuladas com os mAbs aDEC205-E7hu, Iso-E7, com a proteina 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 fluorescéncia (MFI) das moléculas CD86

(C) e CD83 (D).
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5 DISCUSSAO

A melhor compreensdo sobre a biologia das DCs e o conhecimento sobre
receptores da sua superficie tém sido fundamental para o desenho racional de
estratégias para cancer, doengas inflamatérias (incluindo doencas autoimunes) e
infecgBes. Dos varios receptores expressos na superficie das DCs, os receptores do
tipo lectina C tém recebido particular atencéo. Alguns deles, como o DEC205, séo
conhecidos por seu importante papel na inducéo de respostas imunoldgicas robustas.
A entrega direcionada de antigenos tumorais para DCs por meio de mAbs anti-
DEC205 tém sido uma abordagem promissora no desenvolvimento de imunoterapias.
A presente tese de doutoramento avaliou o efeito antitumoral terapéutico conferido
pelo direcionamento da proteina E7 do HPV-16 para DCs por meio de um mAb
qguimérico anti-receptor DEC205. Os resultados incluem a construcdo, producao e
caracterizagao de mAbs aDEC205-E7, nas versdes murina € humana. O efeito
antitumoral foi avaliado com o modelo pré-clinico baseado em células TC-1
implantadas em diferentes sitios anatbmicos: subcutaneo, cavidade oral e
intravaginal. Nossos resultados demonstraram que a entrega da proteina E7 via o
receptor DEC205 gerou uma potente ativacao de linfécitos T CD8* E7-especificos com
capacidade citotéxica, assim como linfécitos T CD8* produtores de IFN-y, e promoveu
protecdo terapéutica frente a todos os modelos tumorais utilizados. Além disto, a
imunoterapia foi capaz de induzir células T de memoria efetora que resultou em
protecao antitumoral de longa duracéo e prevencéao de recidivas tumorais.

O direcionamento de proteinas do HPV para DCs por meio do receptor DEC205
foi explorada em trabalhos anteriores. Z. Liu e colaboradores direcionaram a proteina
E7 do HPV por meio de fragmentos variaveis de cadeia simples (scFv) anti-DEC205
em um protocolo profilatico e terapéutico (LIU et al., 2016). Recentemente, Badillo-
Godinez e colaboradores também relataram o direcionamento da proteina E5 de
HPV16 utilizando mAbs anti-DEC205 com um protocolo terapéutico de vacinacéo
contra tumores induzidos por HPV em modelo pré-clinico. Em ambos os trabalhos, o
direcionamento das proteinas do HPV por meio do receptor DEC205 induziu forte
protecdo contra células tumorais e ativacdo de células T antigeno especificas
(BADILLO-GODINEZ et al., 2021). Todavia, a completa prote¢éo so foi vista quando
as estratégias foram combinadas com inibidores de checkpoint imunoldgico. 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 subcutédneo. Em nosso estudo, a formulacdo baseada no mAb aDEC205-E7+
poly (I:C) foi capaz de levar a completa protecéo antitumoral. Além disso, nosso estudo
foi o primeiro a demonstrar o impacto dessa abordagem em tumores presentes em
diferentes sitios anatdémicos, visto que, em condi¢des clinicas, tumores causados por
HPV ocorrem em sitios de mucosa, cujos mecanismos de inducdo de resposta imune
efetora podem ser consideravelmente distintos daqueles observados no controle de
tumores presentes em outros sitios anatdmicos ou 6rgaos (NIZARD et al., 2017)

O mAb aDEC205 é um vetor molecular para entrega eficiente de antigenos
para um subconjunto especifico de DCs que expressam o receptor DEC205. Muitos
outros mAbs estdo sendo usados em imunoterapias para tratar cancer e outras
doencas (POSTOW,; CALLAHAN; WOLCHOK, 2015). No entanto, em contraste com
mAbs inibidores de checkpoint imunolégico, o mAb aDEC205-E7 ndo apresenta
efeitos colaterais. Embora ndo se questione a relevancia clinica dos mAbs inibidores
de checkpoint como uma terapia de cancer, os efeitos de toxicidade e surgimento de
resisténcia adquirida, em conjunto com o custo elevado, representam desafios reais
gue limitam o uso generalizado dessas terapias (POSTOW; CALLAHAN; WOLCHOK,
2015). Outro fator importante a ser destacado é a caracteristica inerente ao tipo de
imunoterapia. No presente estudo, empregamos uma estratégia de imunoterapia
ativa, um mAb capaz de gerar uma resposta imune especifica, ao levar o antigeno
alvo fusionado geneticamente e estimular, concomitantemente, a ativacao de linfocitos
T citotoxicos antigeno-especificos. Em contrapartida, o conceito de imunoterapia
passiva, que inclui o uso de inibidores de checkpoints imunoldgicos e terapias
baseadas em células T, ndo permite o desenvolvimento de memadria imunologica de
longa duracdo, uma caracteristica essencial para a prevencdo de recidivas
(POSTOW,; CALLAHAN; WOLCHOK, 2015; RUELLA et al., 2018; XU et al., 2019).
Tais caracteristicas explicam, em parte, a falha dessas terapias na prevencédo de
recidivas em pacientes tratados com os mAbs anti-CTLA-4 e / ou anti-PD-1/L1 ou
mesmo células CAR T. As vacinas anticancer baseadas em mAbs aDEC205
guiméricos fornecem uma nova visao sobre a terapia tumoral com efeitos antitumorais
mais robustos e passiveis de serem combinadas com a imunoterapia passiva,
particularmente para tratamento de tumores em estigio de crescimento mais

avancados.
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Ativar o sistema imunoldgico para desencadear uma resposta mediada por
células T é um grande desafio no desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra
patogenos e cancer. A habilidade de ativacdo de DCs de forma mais efetiva € uma
alternativa importante para promover efeitos adjuvantes e melhorar o desenho de
vacinas de um modo geral. No presente estudo, a imunizagdo com aDEC205-E7+ poly
(I:C) mostrou altas taxas de inducéo de linfécitos T CD8* citotoxicos E7-especificos.
Além disso, levou a ativacéo sistémica de linfocitos T CD8* produtores de IFN-y. Em
concordancia com nossos dados, foi relatado que o direcionamento de antigenos, via
mAb DEC205, resulta em inducdo de forte imunidade mediada por células T CD8* e
a ativacdo de imunidade protetora sistémica e em mucosas (BONIFAZ et al., 2004b).
Outros estudos também demonstram que o uso de mAbs anti-DEC205 fusionados a
diferentes antigenos € capaz de promover a ativacao de linfocitos T CD8*e T CD4* a
partir da apresentacéo de antigenos via MHCI ou MHCII, respectivamente (GUO et
al., 2000; BOSCARDIN et al., 2006; TRUMPFHELLER et al., 2008; TSUJl et al., 2011).
Porém, no nosso trabalho ndo detectamos resposta de linfécitos T CD4* gerados apos
imunizacdo com o mAb (dados ndo mostrados).

Trabalhos utilizando diferentes abordagens também demonstraram o papel das
células T CD8* na protecdo de tumores gerados apos o transplante de células TC-1 e
gue a protecdo 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 auséncia de CTLs em animais CD8 KO, mas ndo em animais CD4
KO, apé6s imunizacdo com aDEC205-OVA (BONIFAZ et al., 2004a). Noés
hipotetizamos que a protecdo antitumoral induzida pelos mAbs aDEC205-E7 seja
dependente de células T CD8*. Porém, estudos adicionais S0 necessarios para
investigar esse mecanismo, utilizando de ensaios de deplecéo de células T CD8* e T
CD4".

A proteina E7 representa um dos principais alvos no desenvolvimento de
imunoterapias contra cancer induzido por HPV. Porém, a imunizacdo com o antigeno
sozinho induz baixa imunogenicidade e € incapaz de induzir uma eficiente resposta
de células T. Em trabalhos anteriores, demonstrou-se que a imunizacdo com a
proteina E7 purificada, com ou sem a adi¢cdo de adjuvantes, nao foi capaz de controlar
0 crescimento de tumores em camundongos transplantados com células TC-1 em
modelo subcutaneo (CHU et al., 2000; PORCHIA et al., 2017). No presente estudo,
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demonstramos que a fusdo da E7 com o mAb aDEC205 foi capaz de aumentar a
imunogenicidade do antigeno e levar a ativacao de linfocitos citotoxicos T CD8* E7-
especificos sistémicos. Além disso, a imunizagcdo com o mAb aDEC205-E7 induziu
elevada protecdo antitumoral em camundongos com tumores apds implante ortotépico
(lingua e vagina). Portanto, a partir dos dados gerados, podemos afirmar que a
protecao antitumoral alcancada em nossos resultados é resultante do direcionamento
mediado pelo receptor DEC205 com impactos positivos na inducdo de imunidade
protetora antitumora,l tanto em compartimentos sistémicos como em sitios de mucosa.

Estudos anteriores mostraram que a eficacia de vacinas terapéuticas
antitumorais pode diferir dependendo da via de imunizacdo e do tipo de tumor
(CUBURU et al., 2019). No caso de tumores epiteliais, como os induzidos por HPV, a
inducdo da imunidade da mucosa € geralmente bastante relevante para o
desenvolvimento de uma imunidade antitumoral eficaz (SANDOVAL et al., 2013;
NIZARD et al., 2017). A imunizacéo pela via intranasal (i.n), por exemplo, tem sido
particularmente eficiente para induzir respostas imunolégicas de mucosa e protecao
para cancer de pulméo (NIZARD et al., 2017). No entanto, outros estudos demonstram
gue a imunizagao parenteral pode levar a uma imunidade antitumoral mais eficiente
(DECRAUSAZ et al., 2011). Em nossas condi¢cdes experimentais, a imunizagdo com
o mAb aDEC205-E7+ poly (I:C) pela via s.c foi a mais eficiente para induzir respostas
de linfocitos citotoxicos capazes de erradicar tantos tumores subcutdneos como
agueles implantados em mucosas (genital e lingual). Estes resultados corroboram
com estudos recentes que demonstraram que a administracdo de uma vacina
terapéutica bivalente pela via s.c. foi superior aquelas administradas pela via
intratumoral na regresséo total de tumores TC-1 em camundongos com tumores
genitais (ARRIBILLAGA et al.,, 2020). De fato, tentativas para entregar o mAb
aDEC205-E7 pela via de mucosa (i.n.) falharam na indugao de protec&o antitumoral
em modelo subcutaneo (dados ndo mostrados).

Adjuvantes sdo importantes fatores que contribuem para a inducdo de
respostas imunologicas geradas por vacinas direcionadas a cDCls e cDC2s. O
direcionamento para Clec9, um receptor presente em cDC1, é relatado como
imunogénico, mesmo na auséncia de adjuvantes (LAHOUD et al., 2011). Porém,
varios estudos mostraram que o direcionamento de antigenos para DCs DEC205*, na

auséncia de um estimulo de maturacao, € insuficiente para estimular uma resposta
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imunoloégica adaptativa robusta. A combinagcdo adicional com  sinais
imunoestimuladores ou adjuvantes se faz necessaria para promover protecao
antitumoral (HAWIGER et al., 2001a; BONIFAZ et al., 2004b). Por esse motivo néo
imunizamos camundongos com o mAb aDEC205-E7 sem a incorporagdo de um
imunomodulador. Os protocolos de imuniza¢ao usados neste estudo incluiram o uso
do poly (I:C) como adjuvante, uma vez que ele tem se mostrado 0 mais potente
ativador imunologico de DCs no contexto de imunizacdo com o mAb aDEC205
(BOSCARDIN et al., 2006; MEYLAN; TSCHOPP; KARIN, 2006; TEWARI et al., 2010).
Nossos resultados mostraram que a administracdo do adjuvante poly (I:C) levou a
protecao 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),
gue se liga para TLR3 e leva a ativacao de NF-kB e producéo de interferons tipo | 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-clinico, mostrou que sua aplicacdo na regido tumoral, induz o
recrutamento linfécitos T CD8" (DOMINGOS-PEREIRA et al., 2013). Atualmente,
ligantes de TLR3 estdo sendo testados, isoladamente ou em combinacdo com
guimioterapicos ou imunoterapéuticos, em Vvarios ensaios de imunoterapia contra o
cancer. No entanto, esses ligantes ainda ndo foram aprovados para aplicagao clinica.
Com base em suas habilidades para ativar o sistema imunoldgico, outros agonistas
de TLR foram testados para o tratamento de cancer, 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 sitios de mucosa mas
nao apresentou os mesmos efeitos em modelo de tumor subcutaneo, baseado em
células TC-1 convencionais e ndo modificadas para a expressdo da luciferase. No
entanto, embora o poly (I:C) tenha protegido animais de tumores primarios
desencadeados apés o implante de células TC-1lluc, ele ndo foi capaz de gerar
imunidade protetora de longa duracdo e nem conferiu inducdo de respostas

imunolégicas de memoria. Essa linhagem celular foi descrita previamente como sendo
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mais sensivel que a linhagem TC-1 convencional apés a administragdo de uma vacina
peptidica combinada ao poly (I:C) (ARRIBILLAGA et al.,, 2020). Esse fato pode
explicar as diferencas observadas no nosso estudo sobre os efeitos antitumorais
induzidos pelo poly (1:C) em animais transplantados com as diferentes linhagens de
células tumorais. Contudo, acreditamos que novos estudos voltados para a avaliacao
dos efeitos sinérgicos de diferentes derivados poly (I:C) em combinacdo com vacinas
antitumorais devem ser realizados para que possamos extrair informacgdes relevantes
sobre o0 uso dessas linhagens celulares como modelo para o desenvolvimento de
Imunoterapias para tumores.

Estudos recentes tém revelado um papel importante das DCs dependentes de
BATF3 na imunidade antitumoral e nas respostas a imunoterapias (SANCHEZ-
PAULETE et al., 2016; SPRANGER et al., 2017). O BATF3 (do inglés, Basic Leucine
Zipper Transcription Factor, ATF-Like 3) é um fator de transcri¢cdo altamente expresso
em cDCs e seletivamente necessario para o desenvolvimento de DCs CD8a* de
tecidos linfoides, células essas que coexpressam o0 receptor DEC205 e séo
necessarias para a apresentacao cruzada de antigenos tumorais (HILDNER et al.,
2008). Na falta de BAFTS3, inibidores de checkpoints imunoldgicos e vacinas
terapéuticas respondem fracamente contra tumores (SANCHEZ-PAULETE et al.,
2016). No nosso estudo, nos avaliamos a protecdo antitumoral do mAb em animais
BAFT3, descritos por terem uma deficiéncia drastica na quantidade de DCs CD8a *
(EDELSON et al., 2010; CHANDRA et al, 2017). Nesse modelo animal,
demonstramos uma perda completa da protecao antitumoral nos animais KO tratados
com o aDEC205-E7 + poly (I:C), confirmada por meio do crescimento rapido dos
tumores e 100% de mortalidade. Em contraste, quando imunizamos camundongos
selvagens, obtivemos protecdo antitumoral e observamos uma forte ativacdo de
linfécitos T CD8*. Coletivamente, nossos resultados demonstram que o BATF3
desempenha um papel importante no efeito antitumoral dos mAbs, uma vez que ele
esta envolvido no desenvolvimento das cDCs CD8a*, a principal populacédo celular
alvo do mAb aDEC205-E7.

O uso de terapias combinadas deve ser uma tendéncia no avanco de
estratégias vacinais contra tumores induzidos por HPV. Dando sequéncia aos nossos
esforcos em gerar uma abordagem vacinal promissora para controlar tumores

associados ao HPV, exploramos a combinagdo entre os mAbs aDEC205-E7 e a
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proteina gDE7, baseado na estratégia de prime/boost heterélogo. A gDE7 é uma
proteina hibrida, resultante da fusdo entre a glicoproteina D do Herpes Simplex Virus
tipo 1 (HSV-1) com a proteina E7 do HPV-16. Além disso, a gDE7 tém mostrado
resultados positivos quando aplicada em combinagdo com quimioterapicos (APS;
PORCHIA, 2021-aceito para publicagdo). Em nosso estudo, a combina¢cdo dos mAbs
com a gDE7 em um protocolo de prime e boost foi superior ao uso homoélogo da gDE7
em duas doses. Apesar da imunizacdo com gDE7 conter cerca de 7 vezes mais
antigenos que o mAb aDEC205-E7, a utilizagdo do mAb quimérico, tanto como
sensibilizacdo (prime) ou reforgco (boost) potencializou de forma significativa a
resposta antitumoral. Outros trabalhos descreveram que antigenos entregues pelo
DEC205 sao até 100 vezes mais potentes que outros métodos de entrega comumente
usados para alcancar a apresentacdo de epitopos (BIRKHOLZ et al.,, 2010).
Coletivamente, esses achados evidenciam a potencialidade do uso de mAbs
aDEC205-E7.

Como parte do desenvolvimento pré-clinico da imunoterapia baseada no mAb
aDEC205-E7, adaptamos a construcdo para um futuro uso clinico. Desta forma, foi
construido um mAb aDEC205-E7hu capaz de se ligar ao DEC205 humano. Como
controle negativo, construimos também o ISO-E7hu como um isotipo controle. Este
ultimo tem uma estrutura idéntica ao mAb aDEC205-E7hu, porém néo se liga ao
receptor DEC205 humano. O DEC205 € expresso em mondcitos circulantes, células
B, células NK e células T e DCs em seres humanos (BUTLER et al., 2006; KATO et
al., 2006). Além disso, a expressao do receptor DEC205 foi demonstrada em moDCs
diferenciadas a partir do sangue periférico, maturadas ou néo in vitro (HANLON et al.,
2014).

Dessa forma, realizamos experimentos in vitro para confirmar a capacidade e
afinidade do mAb aDEC205-E7hu na ligagdo ao receptor DEC205 presente em
moDCs e mondcitos humanos. Em todos eles, o mAb aDEC205-E7hu mostrou ligagéo
superior ao ISO-E7hu. Adicionalmente, experimentos de ativacdo de moDCs
avaliaram a capacidade dos mAbs mudarem o fendtipo dessas células in vitro. Nossos
resultados mostraram que o mAb aDEC205-E7hu, incubado com moDCs, néo foi
capaz de ativar essas células, fato ilustrado pela falta de mudanca na expressao das
moléculas coestimuladoras CD83 e CD86. Embora os dados indiguem que o mAb

aDEC205-E7hu ndo estimule moDCs in vitro, ele mantém a capacidade de
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apresentacdo de antigenos de forma eficiente para DCs DEC205*. Experimentos
futuros devem ser conduzidos para explorar a capacidade de apresentacdo de
antigenos e ativacao de linfocitos T via mAbs humanos, seja a partir de modelos
empregando camundongos humanizados ou linfocitos E7-especificos de pacientes
com lesbes/cancer induzidos por HPV.

Nos ultimos anos, resultados clinicos encorajadores de uma vacina baseada
em um mAb aDEC205 humano fundido com NY-ESO-1 relataram ser bem tolerada e
capaz de induzir respostas imunes celular e humoral contra tumores que expressam
0 NY-ESO-1 (DHODAPKAR et al.,, 2014). Assim, a abordagem imunoterapéutica
baseada no conceito de direcionamento de antigenos para DCs mostra-se como uma
alternativa viavel para diferentes tipos de tumores. Coletivamente, nossos resultados
ilustram o potencial de direcionamento de antigeno para DCs DEC205* como

estratégia promissora para o controle do HPV associado tumores.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho de tese trouxe avancos importantes na elucidacao dos efeitos
antitumorais induzidos pelo mAb anti-DEC205 fusionado a proteina E7 do HPV-16.
Demonstramos que o0s mAbs anti-DEC205 murino e humano mantiveram a
integridade e antigenicidade da proteina fusionada. O direcionamento da proteina E7
do HPV16 para DCs DEC205* induziu forte ativacdo de linfocitos T CD8* E7-
especificos com capacidade citotdxica. A imunizagado com o mAb quimérico aDEC205-
E7 foi capaz de impedir o crescimento tumoral em diferentes sitios anatémicos, tanto
tumores subcutaneos, como na lingua e intravaginal, protegendo quase a totalidade
dos animais tratados. Nossos resultados indicam ainda que a estratégia de
imunoterapia ativa possui alto potencial de aplicacdo clinica e representa uma

abordagem promissora para o tratamento de tumores associados ao HPV.
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Abstract

The generation of successful anticancer vaccines relies on the ability to induce efficient and long-lasting
immune responses to tumor antigens. In this scenario, dendritic cells (DCs) are essential cellular
components in the generation of antitumor immune responses. Thus, delivery of tumor antigens to
specific DC populations represents a promising approach to enhance the efficiency of antitumor
immunotherapies. In the present study, we employed antibody-antigen conjugates targeting a specific DC
C-type lectin receptor. For that purpose, we genetically fused the anti-DEC205 monoclonal antibody to
the type 16 human papillomavirus (HPV-16) E7 oncoprotein to create a therapeutic vaccine to treat
HPV-associated tumors in syngeneic mouse tumor models. The therapeutic efficacy of the aDEC205-E7
mAb was investigated in three distinct anatomical tumor models (subcutaneous, lingual and intravaginal).
The immunization regimen comprised two doses of the dDEC205-E7 mAb coadministered with a DC
maturation stimulus (Polyinosinic:polycytidylic acid, poly (I:C)) as an adjuvant. The combined
immunotherapy produced robust antitumor effects on both the subcutaneous and orthotopic tumor
models, stimulating rapid tumor regression and long-term survival. These outcomes were related to the
activation of tumor antigen-specific CD8* T cells in both systemic compartments and lymphoid tissues.
The aDEC205-E7 antibody plus poly (I:C) administration induced long-lasting immunity and controlled
tumor relapses. Our results highlight that the delivery of HPV tumor antigens to DCs, particularly via the
DEC205 surface receptor, is a promising therapeutic approach, providing new opportunities for the
development of alternative immunotherapies for patients with HPV-associated tumors at different
anatomical sites.

Key words: DEC205 receptor, cancer immunotherapy, dendritic cells, HPV

Introduction

The immune system has long been studied asa  represents a pivotal advance in oncology through
key element in the fight against cancer. Years of  different strategies that stimulate and amplify the
research have been devoted to trying to understand  immune response, promoting the elimination of
how to modify the immune system for the benefit of  tumor cells [1,2]. In this landscape, the activation of
patients. Currently, the wuse of immunotherapy  dendritic cells (DCs) is an important feature in cancer
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treatment [3]. In particular, DCs are crucial in the
induction and regulation of innate and adaptive
immune responses and have an exceptional capacity
to induce cytotoxic T lymphocyte responses, which
are essential for tumor control [4]. Therefore,
exploiting the immunomodulatory function of DCs is
currently a  crucial strategy to improve
immunotherapies against cancer.

The important role of DCs in antigen
Ppresentation is aided by several surface receptors that
efficiently interact with different ligands and
participate in epitope presentation [5]. DCs capture
antigens in peripheral tissues and then migrate to the
secondary lymphoid organs to present the antigens in
the context of major histocompatibility complex
(MHC) I and MHC 1I to activate CD8* T cells and
CD4* T cells, respectively [6,7]. This feature provides
immunomodulatory cell-cell contact signals, tavoring
the release of cytokines that boost immune responses.
It is important to take into account that in the context
of cancer, there is systemic immunosuppression and a
local immunosuppressive microenvironment that
impair the effector activities of immune cells [8,9].
Facing this obstacle, cancer immunotherapy research
may explore different approaches, such as
targeting/delivering antigens more specifically to
DCs and combining immunotherapies with adjuvants
capable of synergistic effects to limit tumor immune
escape. Thus, DC targeting is an attractive strategy to
increase endogenous antitumor responses and
promote cancer eradication. In vivo DC targeting has
been shown to be a promising platform capable of
improving the immune response [10-12]. This
approach is based on an antibody-antigen fusion
strategy that delivers different target antigens directly
to DC subtypes in vivo through different DC
receptors, including Fc and C-type lectin receptors
[13].

Among numerous surface molecules, the
DEC205 receptor is one of the most widely studied for
DC targeting strategies. DEC205 (CD205) is a C-type
lectin endocytic receptor expressed on thymic
epithelial cells and on cDCl1s [14,15]. cDCls reside in
the T cell areas of the lymphoid organs and have a
high capacity to cross-present antigens to CD8* T cells
[16]. Other approaches to deliver antigens to cDCls,
such as Clec9A, Xcrl and STxB-based vaccines are
known to induce strong antigen-specific B and T cell
responses, even in the absence of an adjuvant [16,17].
Nonetheless, targeting antigens to DEC205* DCs is
usually not sufficient to activate strong
antigen-specific immune responses, requiring the use
of an additional innate immunity stimulus for cell
activation and maturation [18,19].

Immunizations based on anti-DEC205 chimeric

mAbs have been effective in generating immune
responses against different antigens, such as
Her2/neu, HIV gag, the melanoma antigen
tyrosinase-related ~ protein ~ (TRP)-2, ~ DENV2
non-structural protein 1 and the Plasmodium yoelit
circumsporozoite protein [10,20-23]. Additionally,
selectively targeting DEC205 reduces the amount of
antigen required for the generation of T cell immunity
and improves antigen presentation almost 100-fold,
generating protective T cell immunity [24]. Indeed,
despite the availability of different DCs-targeting
strategies, only DEC-205-targeted vaccines have been
evaluated in clinical trials [25].

Human papillomavirus (HPV) is the most
common sexually transmitted pathogen worldwide
and is associated with nearly all cervical cancer cases
and significant numbers of anogenital and head and
neck cancers [26]. The HPV-16 and HPV-18 strains
cause more than 70% of the cases of cervical cancer,
which is the fourth most common cancer in women
and the fourth most common cause of cancer-related
death among women worldwide [27,28]. The E7 and
E6 oncoproteins are constitutively expressed in
HPV-associated tumors and represent clear targets for
the development of antigen-specific immunothera-
peutic approaches for this type of cancer [29,30].
Several therapeutic approaches have been
investigated to control tumor growth in both
preclinical studies and clinical studies [31-33].
However, to date, none of these strategies have
yielded strong enough results to justify clinical
applications.

In this study, we evaluated a therapeutic
immunization strategy against HPV-associated
tumors based on an aDEC205 mAb genetically fused
to the HPV16-E7 oncoprotein (aDEC205-E7). After
characterization of the chimeric antibodies, we
evaluated the antitumoral efficacy of the aDEC205-E7
mAb coadministered with poly (I:C) using mice
transplanted with TC-1 cells at different anatomical
sites. DC targeting by the aDEC205-E7 mAb
efficiently induced antitumor cytotoxic T cells (CTLs)
and produced strong therapeutic antitumor
responses. In addition, targeting the E7 antigen to
DEC205* DCs induced long-term immunological
memory and prevented tumor relapses.

Materials and methods

Coustruction, expression, and characterization
of chimeric antibodies. cDNA encoding the E7
sequence was obtained from the plasmid pRE4E7 [34]
and cloned in-frame with the carboxyl terminus of the
heavy chain of a mouse aDEC205 mAb (NLDC145
clone) (kindly provided by Dr Michel C.
Nussenzweig, The Rockefeller University) between
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the 5' Xhol and 3" Notl sites. Plasmids encoding the
heavy chain and light chain of the mouse aDEC205
mADb were used to transfect human embryonic kidney
(HEK) 293T cells (ATCC), and the recombinant mAbs
were produced and purified exactly as previously
described [10]. As a control, the aDEC205 mAb was
also produced without any fused antigen. After
purification using protein G beads (GE Healthcare),
the integrity and specificity of the aDEC205-E7 fusion
mAb were determined by SDS-PAGE and Western
blotting using anti-mouse IgG-peroxidase (IgG-HRP)
(Sigma) and anti-E7 polyclonal antibodies (produced
in-house).

Binding assay. CHO cells expressing mouse and
human DEC205 receptors (CHOmDEC) (kindly
provided by Dr Michel Nussenzweig, The Rockefeller
University) were used to perform the binding assay.
Each purified antibody (10, 1, or 0.1 (g/mL) was
incubated with CHOmDEC cells for 40 min on ice.
Next, the cells were washed with FACS buffer (2%
fetal bovine serum in PBS) and incubated with an
Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG mAb
(Invitrogen, USA) for 30 min at 4°C. After two washes,
the cells were run on an LSRFortessa® flow cytometer
(BD Bioscience, USA) and analyzed with Flow]o
software.

Amnimal studies. C57BL/6 mice (female, 6-to-8
weeks old) were purchased from the Facility for SPF
(Specific-Pathogen Free) Mouse Production at
University of Sao Paulo Medical School and housed in
the Microbiology Department of the University of Sao
Paulo. All the procedures involving animal handling
were performed according to protocols approved by
the ethics committee for animal experimentation
(CEUA 80/2016) and followed the standard rules
approved by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA).

Cell lines. TC-1 cells express the HPV16- E6 and
E7 oncoproteins and c-Ha-ras [29]. A TC-1-luc cell line
was generated by transduction of TC-1 cells with a
luciferase-expressing lentiviral vector, as previously
described by Kim and collaborators [35]. Both cell
lines were kindly provided by Dr. T.C. Wu (Johns
Hopkins University, USA). Cells were cultured as
previously described [32].

In vivo fumor challenge. Subcutaneous (s.c)
tumors were established by injection of 10° or 2.5 x 105
TC-1 cells/100 pL/animal into the right mouse flank.
Tumor sizes were measured twice per week using a
caliper, and survival was followed for at least 60 days.
Mice were euthanized when the tumor area reached
200 mm2. For an intravaginal tumor model, female
C57BL/6 mice were treated with 3 mg of
medroxyprogesterone acetate per mouse via s.c
injection for diestrus synchronization as previously

described [28]. Four days later, the mice were
intravaginally administered 105 TC-1-luc cells/20
pL/animal. Intravaginal tumor growth was
monitored by assessing bioluminescence 5 min after
intraperitoneal injection of D-luciferin (Promega, 150
ng/ kg of body weight) using the IVIS Imaging System
(Caliper, England). Bioluminescence images were
analyzed to obtain the total flux values, which refer to
the number of photons per second (p/s). To induce an
oral tumor model, 5 x 10¢ TC-1-luc cells/20
pL/animal were injected into the tongue. Tumor
growth was monitored by bioluminescence. After 60
days, the mice were reinjected with 10-fold more TC-1
cells. For orthotopic models, mice were euthanized
when the number of photons per second (p/s)
reached 10°10'° or based on the health of the each
animal.

Iimmunization protocol. Mice were immunized
with two doses of 10 ug of aDEC205-E7 or aDEC205
mAbs with 50 pg of poly (I:C) via the s.c or i.p. routes
on days 3 and 10 after tumor cell grafting. In some
experiments, an additional mouse group was
immunized with 30 pg of the recombinant E7 protein
[31] in the presence, or absence, of 50 pg of poly (I:C).
Each dose of treatment was administered on both
mice flanks. As controls, animals were left untreated
or immunized with 50 pg of poly (I:C) alone.

In vivo cytotoxicity. Splenocytes from naive
mice were stained with 0.7 pM and 7.0 pM
carboxyfluorescein  diacetate succinimidyl ester
(CFSE; Invitrogen). The cells stained with 7 pM CFSE
were pulsed with 25 pg/mL HPV-16 E7 peptide
(RAHYNIVTEF) for 40 min at 37°C. Equal amounts of
the peptide-pulsed (target) and nonpulsed (control)
cells were mixed and injected intravenously (2-4 x 107
cells/mouse) 14 days after the last immunization.
After 18 h, splenocytes were harvested and analyzed
for CFSE staining by flow cytometry on a FACS
LSRFortessa (BD Biosciences, USA).

Flow cytometry analysis. The blood, spleen and
tumor-draining lymph nodes were collected 7 or 14
days after the last immunization. Cells were
incubated at a concentration of 1.5 x 10¢ cells per well
and stimulated overnight at 37°C in the presence of 10
ng/mL brefeldin A (GolgiPlug; BD Biosciences, USA)
and 2 pg/mL anti-CD28 antibody (BD Biosciences,
USA) with 15 pg/mL E7-specific RAHYNIVTFE
peptide (amino acids 49-57) at a final concentration of
300 ng/well. After the incubation, cells were stained
with the Live/Dead Fixable Aqua vitality dye, an
APC-Cy7-conjugated anti-CD3 antibody, and a
PE-Cy7-conjugated  anti-CD8  antibody  (BD
Biosciences, USA). For memory phenotyping assays,
blood cells were also stained with PE-conjugated
anti-CD44  and  FITC-conjugated  anti-CD62L
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antibodies (BD Biosciences, USA) for 30 min at 4°C.
Cells were fixed, permeabilized (Cytofix/Cytoperm)
and stained with a BV42l-conjugated anti-IFN-y
antibody for 30 minutes at 4°C. All samples were run
on an LSRFortessa® flow cytometer (BD Bioscience,
USA) and analyzed with Flow]o software.

Data analysis. A t-test or ANOVA followed by
the Bonferroni posttest were performed when groups
were compared. Log-rank tests were performed
whenever survival curves were compared. All p
values < 0.05 were considered statistically significant.

Results

The chimeric aDEC205-E7 mADb retains its
ability to bind to the DEC205 receptor

To build a therapeutic vaccine capable of
specifically targeting the HPV-16 E7 oncoprotein to a
subset of DCs, we cloned an E7-encoding sequence
in-frame with a sequence encoding the murine
aDEC205 heavy chain. As a control, we also produced

the aDEC205 mAb without any fused antigen. The
construction of the aDEC205-E7 mAb produced a
chimeric heavy chain fused with the E7 sequence with
an expected molecular weight of approximately 75
kDa (Figure S1). An E7-specific polyclonal antibody
recognized the aDEC205-E7 heavy chain but not that
of unfused aDEC205, which can be seen in a Western
blot probed with an anti-IgG antibody (Figure 1A).

To confirm the specificity of the binding between
the aDEC205-E7 mAb and DEC205, we incubated the
aDEC205-E7 mAb to CHO cells expressing the
DEC205 mouse receptor (CHOmMDEC205) and labeled
the cells with an Alexa Fluor 488-conjugated goat
anti-mouse IgG mAb. As shown in Figure 1B, the
aDEC205-E7 mAb specifically bound CHO cells
expressing the murine DEC205 receptor (Figure 1B),
even at low concentrations. These results demonstrate
that the aDEC205-E7 mADb retained the capacity to
bind specifically to the murine DEC205 receptor.

A Anti-lgG Anti-E7
kDa 1 2 3 1 2 3
85 —
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Figure 1. The aDEC205-E7 mAb binds to the murine DEC205 receptor. (A) The mouse tDEC205 mAb (line 1), tDEC205-E7 mAb (line 2) and recombinant E7

protein (line 3) were separated on a 12% polyacrylamide gel (shown in Figure S1) and

by blotting with a p labeled goat anti IgG antibody (gel

on the left) and an anti-E7 mouse polyclonal antibody (gel on the right). (B) CHO cells expressing the mouse DEC205 receptor were incubated with 0.1, I, or 10 pg/ml
aDEC205-E7 mAb (dot plot on the left) or aDEC205 mAb (dot plot on the right). Binding was detected by flow cytometry using an Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse 1gG

mAb.

http://www.ijbs.com

135



APENDICES E ANEXOS

Int. J. Biol. Sci. 2021, Vol. 17 2948
A DEC205 DEC205-E7 DEC205-E7 15
poly (1:C) +poly (1:C) +poly (1C)i.p. +poly (C) s.c. 3 4d§¥;s . e e
@ —_—— —_
3 10
o
2 £
* &
2 3
; 2
g E
B
9! Q 1
5‘ B
= =
Poly (I:C) aDEC205 oDEC205-E7 aDEC205-E7
+ poly (I:C) + poly (I:C) i.p + poly (I:C) s.c
cDs
B 100
DEC205-E7 (DEC205-E7
By treatnd, +poly (I:C) i.p. +poly (IC) s.c. L
J 80 _—
1 o
! 2
| o 60
- &
' i
] § o 40
o ®
1 20
R e A N R R e ———
Non-treated aDEC205-E7 aDEC205-E7
CFSE +poly (:C)i.p  +poly (l:C) s.c

Figure 2. Induction of E7-specific CD8* T cell IFN-y* prodi and in vivo cy ic effects elicited in C57BL/6 mice immunized with the aDEC205-E7
mADb via the s.c. or i.p. route. C57BL/6 mice were engrafted with 2.5 x 105 TC-1 cells (day 0) and immunized on days 3 and 10 with 10 pg of aDEC205-E7 mAb admixed with
50 pg of poly (I:C) via either the i.p. or s.c route, as indicated. Mice were also immunized with two doses of the tDEC205 mAb admixed with poly (1:C) or only poly (I:C) for
comparison. Blood samples were collected 7 and 14 days after the last immunization, and PBMCs were stimulated overnight with a peptide corresponding to the HPV-16 E7 Ko
MHC class |-restricted immunodominant epitope. (A) Dot plots on the left side of the figure are a representative for gated CD8* IFN-y* cells. The graph on the right side shows
the percentage of CD8* IFN-y* cells determined after subtracting the values obtained with unstimulated cells. (B) Fourteen days after the last immunization, mice were injected
with CFSE-labeled splenocytes pulsed with or without the E7-derived peptide. On the left side of the panel, representative histograms of the in vivo cytotoxicity assay are shown.
The graph to the right shows the in vivo cytotoxic activity represented by the percentage of target-cell lysis (n=5). Experiments were repeated twice. Statistical significance: *p

< 0.05, *p <0.01, (ns) non-significant difference.

Immunization of tumor-bearing mice with the
aDEC205-E7 mAb induced a robust antitumor
response with generation of IFN-y-producing
cytotoxic CD8* T cells

After validating the aDEC205-E7 mAb in vitro,
our next step was to test two in vivo immunization
routes to assess the best strategy for induction of
HPV-16 E7-specific CD8* T cell responses. Mice were
initially grafted with 2.5 x 10° TC-1 cells s.c and
subsequently immunized with two doses of the
aDEC205-E7 mAb coadministered with poly (I:C)
either via the intraperitoneal (i.p) or s.c route (Figure
2). As a control, mice were immunized with two i.p.
doses of the aDEC205 mAb or poly (I:C) adjuvant
only. Mice immunized with aDEC205-E7 mAb + poly
(I:©), via either the i.p or s.c route, exhibited increased
numbers of IFN-y-producing CD8* T cells when
probed on days 7 and 14 after the last immunization
(Figure 2A). Furthermore, mice immunized by the s.c
route exhibited stronger cytotoxic responses than the

i.p-immunized mice (Figure 2B). In addition, the mice
s.c immunized with the aDEC205-E7 mAb showed
enhanced tumor growth control compared with the
ip-immunized mice (Figure S2A-C). Thus, the s.c
administration route was chosen for subsequent
experiments.

Targeting E7 to DCs via the DEC205 receptor
induces antitumor protection in mice s.c
transplanted with tumor cells expressing
HPV-16 oncoproteins

Next, we investigated whether the
DEC205-based DC-targeting approach would induce
therapeutic antitumor effects on TC-1 cells s.c
transplanted into C57BL/6 mice. Mice were
immunized with two doses of 10 pg of aDEC205-E7
mADb + poly (I:C) on days 3 and 10 after tumor cell
transplantation. When the immunization protocol
starts 3 days after tumor cell engraftment, the tumor
mass cannot be detected yet. We can observe the
palpable tumor around 10 days post-TC-1 cells
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inoculation (Figure 3). As control groups, mice were
inoculated only with the poly (I:C) adjuvant (Figure
3A), E7 or E7 plus poly (I:C) (Figure S3A-B). One week
after the last immunization, splenocytes, blood and
tumor-draining lymph nodes were collected, and cells
were cultured in the presence of a synthetic peptide
corresponding to the immunodominant MHC class
I-restricted E7 epitope. Analysis of intracellular IFN-y
production showed that immunization with the
aDEC205-E7 mAb + poly (I:C) induced a peak IFN-y
response 7 days after immunization (Figure 3B).
Activation of IFN-y-producing CD8* T cells was
detected in the splenocytes, blood and
tumor-draining lymph nodes of the mice immunized
with the aDEC205-E7 mAb, with the highest CD8* T
cell responses observed in the blood. The secretion of
IFN-y by splenocytes upon stimulation with the
immunodominant peptide was also observed by
Cytometric Bead Array (CBA) in the aDEC205-E7
immunized group (Figure S4). Corroborating the
cellular activation data, the tumor sizes
(tumor-bearing mice) of mice immunized with the
aDEC205-E7 mAb + poly (I:C) were significantly
smaller than those of mice immunized with poly (I:C)
(Figure 3C). In addition, 80% (18 of 23) of the mice
immunized with the aDEC205-E7 mAb + poly (I:C)
survived until the end of the follow-up period (Figure
3D). Notably, administration of the aDEC205-E7 mAb
+ poly (I:C) conferred approximately 80% (18 of 23)
tumor protection (tumor-free animals). Importantly,
even when the treatment started with tumors still
undetectable, immunization with poly (I:C) alone,
recombinant E7, or E7 + poly (I:C) did not control the
tumor mass as efficiently as did the administration of
poly (I:C) combined with anti-DEC205-E7 (Figure 3E
and Figure S3A). As the tumor microenvironment is
already installed, if the immunotherapy is not
properly efficient, the tumor is likely to grow. Taken
together, these results indicate that s.c immunization
with the aDEC205-E7 mAb + poly (I:C) activates
systemic E7-specitic CD8* T cell responses and
efficiently confers therapeutic antitumor effects.

Immunization with the aDEC205-E7 mAb
confers therapeutic antitumor protection in
two orthotopic tumor models

We next evaluated whether immunotherapy
confers antitumor protection using two orthotopic
tumor models (the vaginal epithelium and tongue)
that more closely resemble the wusual clinical
conditions. For the intravaginal and tongue models,
mice were engrafted with luciferase-expressing TC-1
cells and treated with the same vaccination regimen
(Figures 4A and 5A, respectively). We measured
luciferase activity 3 days after tumor cell engraftment

and followed tumor growth for 60 days. In accordance
with the previous results, immunization with the
aDEC205-E7 mAb + poly (I:C) induced activation of
E7-specific IFN-y-producing CD8+*T cell responses in
the blood of mice transplanted intravaginally with
TC-1-luc cells (Figure 4B). However, in contrast to the
results generated in mice s.c. transplanted with TC-1
cells, mice treated with only poly (I:C) showed a
slightly increased number of IFN-y-producing CD8* T
cells (Figure 4B). Regarding intravaginal tumor
development, mice immunized with the aDEC205-E7
mAb + poly (I:C) controlled intravaginal tumor
growth more efficiently than the mice treated with
only poly (I:C) or left untreated (Figures 4C-D and S5).
Mice immunized with aDEC205-E7 mAb + poly (I:C)
showed approximately 80% survival at the end of the
observation period. In contrast, only 40% of the mice
treated with poly (I:C), and no mice left untreated,
survived until the end of the observation period
(Figure 4E).

Similar experiments were carried out with mice
engrafted with TC-1-luc cells in the tongue (Figure 5).
Following the same immunization protocols and
follow-up periods (Figure 5A), mice immunized with
the aDEC205-E7 mAb + poly (I:C) showed complete
tumor protection. Unexpectedly, 75% of the mice
treated with poly (I:C) alone exhibited tumor growth
control (Figures 5B-C and S6). These results highlight
the specific features of the immune responses
associated with this mucosal site.

Immunization with the aDEC205-E7 mAb
prevents tumor recurrence and promotes
activation of an effector memory CD8* T cell
response.

Since we did not observe a significant ditference
between the antitumor protection of aDEC205-E7
mAD + poly (I:C) and poly (I:C) alone in the tongue
tumor model, we decided to investigate whether the
combined immunotherapy would induce long-lasting
immune protection. To assess long-lasting protection,
we investigated the impact of aDEC205-E7 mAb +
poly (I:C) immunization on the incidence of tumor
relapse in the tongue tumor model. For these
experiments, mice that were tumor-free after
immunization with the aDEC205-E7 mAb + poly (I:C)
or poly (I:C) alone were rechallenged with TC-1 luc
cells at a dose 10-fold higher than that used for the
initial tumor challenge. TC-1 cell grafts were
inoculated in the tongue 60 days after the first tumor
challenge. All mice immunized with the aDEC205-E7
mAb remained protected following rechallenge
(Figure 5D) and survived for an additional period of
60 days (total observation period of 120 days) (Figure
5E). Under this experimental condition, although
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capable of controlling the primary tumors, the mice  against tumor growth at the end of the observation
treated with poly (I:C) showed only 14% protection  period (Figure 5D-E).
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Figure 3. Immunization with the aDEC205-E7 mAb induces E7-specific CD8* T cell resp and confers i h i effects. C57BL/6

mice were engrafted in the right flank with 105 TC-1 cells (day 0) and s.c. immunized at days 3 and 10 with 10 pg of aDEC205-E7 mAb admtxed with poly (I:C). An additional
mouse group was immunized with only poly (I:C). Splenocytes, PBMCs, and tumor-draining lymph nodes cells were collected 7 days after the last immunization and stimulated
with a synthetic peptide corresponding to the MHC class I-restricted E7-specific epitope overnight. The cells were subsequently labeled with fluorophore-conjugated anti-CD3,
anti-CD8, and anti-IFN-y mAbs for flow cytometry analysis. Tumor growth was monitored 2-3 times per week for 60 days. (A) Experimental design. (B) Representative dot plots
(left) and percentages (right) of CD8* IFN-y* T cells determined after subtracting the values obtained with unstimulated cells. (C) tumor size over time (two-way ANOVA). (D)
Survival percentage (log-rank—Mantel-Cox). (E) Percentage of tumor-free mice over time. Data are expressed as the mean + SD from three experiments with similar results (n=
21-23 mice/group). Statistical significance:*p < 0.001, ****p < 0.0001, (ns) non-significant.
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Finally, to determine whether memory T cells are
induced after immunization, we determined if
memory effector CD8* T cells were present by
incubating blood cells with the E73-4 peptide one
week after reinjection of TC-1-luc cells into the
tongue. The results demonstrated that mice
immunized with the aDEC205-E7 mAb + poly (I:C)
efficiently mounted an IFN-y-producing effector
memory CD8* T cell response (CD8+CD44rCD62L,
Figure S7), while animals treated with poly (I:C) alone
did not (Figure 5F). These results indicate that
immunization with the aDEC205-E7 mADb + poly (I:C)
induced antitumor immunity and conferred
immunological memory capable of controlling tumor
relapses.

Discussion

In the current study, we investigated the
therapeutic antitumor effects conferred by targeting
the HPV16 E7 oncoprotein to DCs with the aDEC205
mAb. The antitumor effects were measured using
TC-1 cells, which were used to generate solid tumors
at different anatomical sites. In addition to s.c.
implantation, injection at two different mucosal sites,
the tongue and vagina, was performed with TC-1 cells
expressing luciferase (TC-1 luc cells). Our results
demonstrated that targeting the HPV-16 E7
oncoprotein to DCs with the aDEC205 mAb
generated efficient activation of an E7-specific CD8* T
cell response and promoted enhanced therapeutic
antitumor effects on TC cells in all three tumor
models. More importantly, immunotherapy induced
long-term immunological memory and prevented
tumor relapse in rechallenged mice.

E7 targeting to DCs through the DEC205
receptor has been explored previously [36]. Z. Liu et
al. showed the efficacy of delivering E7 to the DEC205
receptor with a DEC205-specific single-chain variable
fragment in a prophylactic setting, protecting mice s.c.
challenged with TC-1 cells. However, an efficient
DEC205-targeting HPV E7 vaccine based on a full
chimeric antibody has not been reported. In addition,
the present study is the first to demonstrate the
impact of this approach on tumors at three different
anatomical sites using both non-orthotopic and
orthotopic tumor models. In a therapeutic setting,
administration of the aDEC205-E7 mAb plus poly
(I:C) protected mice from tumor growth at all sites
analyzed.

The E7 oncoprotein represents the most
appropriate antigen for the development of HPV
immunotherapies. However, immunization with this
antigen alone exhibits low immunogenicity and is
unable to induce an efficient T cell response [31,37].
Additionally, in the present and previous studies, we

reported that immunization with the E7 protein alone
or co-administered with adjuvants is not capable of
controlling tumor growth in TC-1 cell-transplanted
mice [31]. In this study, our data showed that E7 fused
to the aDEC205 mAb was capable of reversing
immune tolerance to E7 and activating cytotoxic T
lymphocytes, generating high frequencies of systemic
E7-specific CD8* T cells. Furthermore, immunization
with the aDEC205-E7 mAb elicited complete or
almost complete therapeutic antitumor protection in
mice engrafted with TC-1 tumor cells at different
anatomical sites. Our findings indicate that the
DEC205-targeting vaccination platform can efficiently
overcome the low endogenous immunogenicity of the
E7 protein and induce strong antitumor immunity.
Moreover, targeting antigens to DCs by means of the
DEC205 receptor proved to be a more potent
therapeutic approach than conventional non-DC
targeting protein-based vaccines.

Several studies have shown that targeting
antigens to DEC205* DCs without providing a
maturation stimulus is insufficient to stimulate an
immune response; additional combination with
immunostimulatory signals or adjuvants is required
to promote antitumor immune responses [38,39]. In
this regard, the immunization protocols used in this
study included the use of poly (I:C) as an adjuvant, as
poly (I:C) has been shown to be the most potent
immune activator of DCs in the context of aDEC205
mADb administration [22,23,40]. The administration of
poly (LC) alone was capable of controlling
approximately 50% and 75% of tumors in the
intravaginal and oral tumor models, respectively. We
reasoned that these results may be explained by the
reported antitumor activity of poly (I:C), which binds
to TLR3 and leads to the activation of NF-kB and
production of type I interferons by different cells [41].
Furthermore, poly (I:C) can mediate tumor cell
apoptosis and activate NK cells [42,43] Currently,
TLR3 ligands are being tested either alone or in
combination with chemotherapeutics or immuno-
therapeutics in several cancer immunotherapy trials.
However, these ligands are not yet approved for
clinical application. Based on their abilities to activate
the immune system, other TLR agonists have been
tested for the treatment of cancer, such as the TLR7
ligand imiquimod, which is efficient in treating
HPV-induced neoplasias [44,45]. Thus, in vivo
targeting of DCs with TLR agonists has produced
promising results in both preclinical studies and
clinical trials.

In the present study we observed that, despite
the lack of effects on s.c. transplanted tumor cells,
poly (I:C) alone was capable of inducing partial
antitumor effects in mice challenged with TC-1-luc
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cells at orthotopic mucosal sites. Nonetheless,
administration of poly (I:C) does not generate long
lived protective immunity neither in these tumor
models nor confers immunological memory responses
regarding the anti-tumor effects. One point to
consider is the observed anti-tumor effects of poly
(I:O) in orthotopic tumor models based on TC-1-luc
cells. This cell lineage has been previously reported to
be more easily treated than conventional TC-1 cell
strain after treatment of mice with a peptide-based
vaccine in combination with poly (I:C) [46]. However,
we believe that further studies aimed to evaluate the
synergic effects of different poly (I:C) derivatives in
combination with anti-tumor vaccines may bring
relevant information regarding translation into
clinical conditions.

Previous reports have shown that the efficacy of
therapeutic anti-tumor vaccines may differ depending
on the immunization route and tumor types [47]. In
the case of epithelial tumors, such as those induced by
HPV, induction of mucosal immunity is usually quite
relevant for development of an effective anti-tumor
immunity [48,49]. For example, intranasal (in.)
vaccination has been particularly efficient to induce
mucosal immune responses and protection to head
and neck or lung cancers [48]. Nonetheless, other
studies demonstrate that parenteral immunization
may lead to more efficient anti-tumor immunity [50].
In our study, administration of aDEC205-E7 mAb by
the sc route was efficient to induce immune
responses capable to eradicate both mucosal (genital
and lingual) and subcutaneous tumors. These results
corroborate recent studies demonstrating that the s.c.
administration of a bivalent therapeutic vaccine
induced full tumor regression in mice bearing
orthotopic genital HPV tumors [46]. Indeed, attempts
to deliver aDEC205-E7 mAb via the i.n. route failed to
induce significant antitumor protection (unpublished
observation). These results suggest that mucosal
delivery of recombinant DC-targeting mAbs will
require additional adaptations in order to cross the
epidermal barrier and promote efficient immune
responses against HPV-associated tumors.

The aDEC205 mAb is a molecular vector for
efficient delivery of antigens to a specific subset of
DCs that express the DEC205 receptor. Several other
mAbs are presently being used as immunotherapies
to treat cancer and other illnesses [51]. Nonetheless, in
contrast to immune checkpoint inhibitor mAbs, the
aDEC205-E7 mAb showed no side effects. Although
there is no doubt about the effectiveness of immune
checkpoint inhibitors as a cancer therapy, valid
concerns about the risks of immune-mediated toxic
effects and acquired resistance as well as the high cost
of this type of therapy represent real challenges

limiting the widespread use of this technology [51].
Another important fact to be highlighted is the
inherent feature of passive immunotherapy, which
includes the use of immune checkpoint mAb-based
therapies and even T cell-based therapies; in both
cases, long-lasting immune memory cells are not
activated [51-53]. This feature could partially explain
the failure of these therapies in preventing tumor
relapses in patients treated with anti-CTLA-4 and/or
anti-PD-1/L1 mAbs or CAR T cells. In contrast,
anticancer vaccines, such as those based on the
aDEC205-E7 mAb, provide new insight into tumor
therapy.

Active immunotherapies are capable of
stimulating antitumor T cells and generating
long-term immunity. In this study, immunization
with the aDEC205-E7 mAb induced strong activation
of E7-specific CD8* T memory cells and prevented
tumor relapse in mice rechallenged with TC-1 cells in
the tongue. Our data demonstrate the high efficiency
of this approach in controlling primary tumors and
preventing tumor relapse via active stimulation of
tumor-specific ~ immune  responses, including
immunological memory. Regarding the clinical use of
aDEC205 mAbs, a trial based on an anti-human
DEC205 antibody fused to NY-ESO-1 reported that
the vaccine was well-tolerated and induced cellular
immune responses against NY-ESO-1-expressing
tumors [25]. Thus, the immunization approach based
on the concept of targeting antigens to DCs may be
applicable for different kinds of tumors.

Collectively, our observations illustrate the
potential of antigen targeting to DCs as a platform for
the development of therapeutic antitumor vaccines.
Our data provide preclinical evidence that delivery of
the E7 oncoprotein to DEC205* DCs represents a
promising strategy for the control of HPV-associated
tumors. Ongoing research expanding this approach
holds  promise for continued  substantive
contributions to the field of cancer immunotherapy.
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In vivo electroporation (EP) has reignited the clinical interest on DNA vaccines as immunotherapeutic
approaches to control different types of cancer. EP has been associated with increased immune response
potency, but its capacity in influencing immunomodulation remains unclear. Here we evaluated the
impact of in vivo EP on the induction of cellular immune responses and therapeutic effects of a DNA vac-
cine targeting human papillomavirus-induced tumors. Our results demonstrate that association of EP
with the conventional intramuscular administration route promoted a more efficient activation of mul-
tifunctional and effector memory CD8" T cells with enhanced cytotoxic activity. Furthermore, EP
increased tumor infiltration of CD8" T cells and avoided tumor recurrences. Finally, our results demon-
strated that EP promotes local migration of antigen presenting cells that enhances with vaccine co-
delivery. Altogether the present evidences shed further light on the in vivo electroporation action and
its impact on the immunogenicity of DNA vaccines.
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1. Introduction

DNA vaccines represent a simple and safe alternative to activate
cellular and humoral immune responses [1,2]. Although these vac-
cines demonstrated insufficient immunogenicity in the first clini-
cal studies, different strategies were established to increase their
potency in humans, including codon usage optimization, incorpo-
ration of adjuvants and more efficient gene delivery methods [3-
6]. In this context, in vivo electroporation (EP) employs electrical
pulses that generate transient pores in the cell membrane and pro-
mote DNA displacement [7-10]. The greater transfection efficiency
related to this technique was shown to increase 10 to 100-fold the
amount of antigen produced after plasmid administration by the
intramuscular or intradermal routes associated with EP [11-15].
EP also promotes the recruitment of pro-inflammatory cells to
the inoculation site and induces the local secretion of cytokines
and chemokines, which can amplify the vaccine-induced immune
responses [16-18]. In vivo EP has been evaluated in clinical studies
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to deliver DNA vaccines against infections, such as those caused by
HIV [19] and hepatitis C [20]. The immunization with in vivo EP has
been well tolerated and its capacity to activate robust cellular
immune responses has directed this vaccine delivery technology
toward the search of therapeutic vaccines against different types
of cancer, including prostate [21], melanoma (ClinicalTrials
NCT00471133) and HPV-induced cervical tumors [22,23].

Cervical cancer is the fourth cause of cancer death among
women worldwide [24]. Persistent infections with high-risk HPVs
are the causative agent of nearly all cervical cancer cases and sig-
nificant numbers of other anogenital and oropharyngeal tumors
[25-27]. HPV-16 and 18 are the virus types most commonly
related to cancer induction and are responsible for 50 and 35% of
the cervical cancer cases, respectively [28]. The viral oncoproteins
E6 and E7, which are constitutively expressed by the tumor cells,
promote cell transformation and maintenance of the malignant
state, and therefore, represent potential targets for the develop-
ment of therapeutic vaccine formulations against HPV-associated
tumors [29].

Recently, intramuscular (i.m.) immunization with in vivo elec-
troporation has been employed to deliver DNA vaccines to patients
with Cervical Intraepithelial Neoplasia (CIN 2 or 3) associated to
HPV-16 or 18. In the GX-188E phase I study, seven out of nine
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Abstract

The presence of IL-10, produced either by tumor cells or immunosuppressive cells, is frequently associated with a poor
prognosis for cancer progression. It may also negatively impact anticancer treatments, such as immunotherapies, that oth-
erwise would promote the activation of cytotoxic T cells capable of detecting and destroying malignant cells. In the present
study, we evaluated a new adjuvant approach for anticancer immunotherapy using a plasmid vector encoding a soluble form
of the IL-10 receptor (pIL-10R). pIL-10R was coadministered to mice with a DNA vaccine encoding the type 16 human
papillomavirus (HPV-16) E7 oncoprotein genetically fused with glycoprotein D of herpes simplex virus (HSV) (pgDE7h).
Immunization regimens based on the coadministration of pIL-10R and pgDE7h enhanced the antitumor immunity elicited
in mice injected with TC-1 cells, which express HPV-16 oncoproteins. The administration of the DNA vaccines by in vivo
electroporation further enhanced the anticancer effects of the vaccines, leading to the activation of tumor-infiltrating poly-
functional E7-specific cytotoxic CD8" T cells and control of the expansion of immunosuppressive cells. In addition, the
combination of immunotherapy and pIL-10R allowed the control of tumors in more advanced growth stages that otherwise
would not be treatable by the pgDE7h vaccine. In conclusion, the proposed treatment involving the expression of IL-10R
enhanced the antitumor protective immunity induced by pgDE7h administration and may contribute to the development of
more efficient clinical interventions against HPV-induced tumors.
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Objective: Staphylococcus aureus infections remain associated with considerable morbidity
and mortality in both hospitals and the community. There is little information regarding
the role of ovarian hormones in infections caused by S. aureus. The aim of this study was to
evaluate the effects of ovariectomy in the immune response induced by S. aureus.

Methods: Female mice BALB/c were ovariectomized (OVX) to significantly reduce the level
of ovarian hormones. We also used sham-operated animals. The mice were inoculated
intraperitoneally with S. aureus. Blood samples were collected for leukocyte count and bac-
terial quantification. The uterus and spleen were removed and weighed to calculate the
uterine and splenic indexes. Lungs were removed and fractionated for immunohistochemi-
cal analysis for macrophage detection (anti-CD68) and relative gene expression of IL-6, IL-1p
and TNF-« by RT-PCR.

Results: Ovariectomy enlarged spleen size and generally increased circulating lymphocytes.
OVX females experienced a continuation of the initial reduction of lymphocytes and a mono-
cyte and neutrophil late response compared to shams (p = 0.05). Moreover, OVX females
showed neutropenia after 168h of infection (p > 0.05). Macrophage response in the lungs
were less pronounced in OVX females in the initial hours of infection (p=0.01). OVX
females showed a higher relative gene expression of IL-1p, IL-6 and TNF-« in the lung at
the beginning of the infection compared to sham females (p = 0.01). Among the uninfected
females, the OVX control females showed a higher expression of IL-6 in the lung compared
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ABSTRACT

Although active immunotherapies are effective strategies to induce activation of CD8" T cells, advanced
stage tumors require further improvements for efficient control. Concerning the burden of cancer-related
to Human papillomavirus (HPV), particularly the high incidence and mortality of cervical cancer, our group
developed an approach based on a DNA vaccine targeting the HPV-16 E7 oncoprotein (pgDE7h). This
immunotherapy is capable of inducing an antitumour CD8"* T cell response but show only partial control
of tumors in more advanced growth stages. Here, we combined a chemotherapeutic agent (gemcitabine-
Gem) with pgDE7h to overcome immunosuppression and improve antitumour responses in a preclinical
mouse tumor model. Our results demonstrated that administration of Gem had synergistic antitumor
effects when combined with pgDE7h leading to eradication of both early-stages and established tumors.
Overall, the antiproliferative effects of Gem observed in vitro and in vivo provided an optimal window for
immunotherapy. In addition, the enhanced antitumour responses induced by the combined therapeutic
regimen included enhanced frequencies of antigen-presenting cells (APCs), E7-specific IFN-y-producing
CD8" T cells, and cytotoxic CD8" T cells and, concomitantly, less pronounced accumulation of immuno-
suppressive myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) and regulatory T cells (Tregs). These findings
demonstrated that the combination of Gem and an active immunotherapy strategy show increased
effectiveness, leading to a reduced need for multiple drug doses and, therefore, decreased deleterious
side effects avoiding resistance and tumor relapses. Altogether, our results provide evidence for a new
and feasible chemoimmunotherapeutic strategy that supports future clinical translation.

Treatment Tumour response
o treatment
'y\\ B0 Interruption ...~.
A\ £
tumour growth oo\ ®
T e
Tumour progression
treatment CD8* T cols '
i Interruption g cL i@ * e o &
a) l €= ' coss Y
\/ 2 T colls “fl. s
\ Wy
ey e /\ 4
(3] 4
A .t woscs @
Partial tumour progression
CD8* T colts. 2
treatment D8+ T o
§ o Lm0 T o @y
-~ . - CO8: Oy 1
\&.', of ) Fouin L3 . reon @ "‘sﬁ.v?:
ool 3
o= tumour growth \/ = CJ- ‘k’«' ”
S Control g s (@ -
COSO) ot >
Tumour erradication

ARTICLE HISTORY
Received 30 April 2021
Revised 24 June 2021
Accepted 24 June 2021

KEYWORDS
Cancer; HPV-16;
immunotherapy;
chemotherapy;
immunosuppression

CONTACT Luis Carlos de Souza Ferreira () Icsf@usp.br () Vaccine Development Laboratory, Department of Microbiology, Biomedical Sciences Institute, University of

Sao Paulo, Av. Prof. Lineu Prestes, 1374, Sao Paulo - SP, Sao Paulo 05508-000, Brazil
O supplemental data for this article can be accessed on the publisher's website

© 2021 The Author(s). Published with license by Taylor & Frands Group, LLC.

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/), which permits

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly dted.

147



