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RESUMO

No Laboratério de Desenvolvimento de Vacinas (LDV) foram elaboradas diferentes vacinas
terapéuticas para o controle de tumores associados ao papilomavirus humano (HPV). A
utilizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs) direcionados a alvos especificos (checkpoints)
para o controle da imunidade celular representa uma outra estratégia para a imunoterapia de
diferentes tipos de tumores. Trabalhos anteriores demonstraram que blogueadores de
checkpoints (por exemplo, mAb anti-CTLA-4) podem contribuir para o controle de tumores
induzidos por HPV. Nesse trabalho, foi avaliado o efeito antitumoral da combinagéo de uma
imunoterapia baseada em RNA mensageiro (mMRNA) encapsulado em nanoparticula lipidica
(LNP) como método de expressdo de mAbs anti-CTLA-4, em associacdo com uma vacina de
DNA (pgDE7h) voltada para o controle de tumores induzidos pelo HPV-16, principal tipo de
HPV envolvido com a inducdo de tumores. Inicialmente, foi caracterizada a cinética de
expressio de CTLA-4 em linfécitos T CD4" e T CD8" esplénicos e intratumorais de
camundongos tratados ou ndo com a vacina pgDE7h. A frequéncia desses tipos celulares foi
semelhante nos dois grupos experimentais. Em seguida, foram testados diferentes regimes
vacinais envolvendo a combinagdo da vacina de DNA (pgDE7h) com o0 mRNA-LNP mAb
anti-CTLA-4. Avaliou-se o intervalo de tempo entre a vacinacdo e o tratamento com o
MRNA, assim como variacao das doses de ambos os tratamentos. Além disso, comparamos a
protecdo terapéutica induzida pela vacina pgDE7h quanto com o mRNA-LNP mAb anti-
CTLA-4 ou 0 mAD anti-CTLA-4 purificado. No modelo experimental utilizado e na condigéo
terapéutica testada, foi possivel observar que a coadministracdo do mMRNA-LNP anti-CTLA-4
com a vacina pgDE7h esta associada a piora de alguns parametros avaliados, como
porcentagens de protecdo antitumoral, sobrevivéncia e frequéncia de linfocitos T CD8" E7-
especificos produtores de IFN-y no sangue periférico. Diferentes variaveis podem estar
associadas aos resultados observados, como os niveis de expressdo de mAb anti-CTLA-4 in
vivo e sua farmacocinética. Os resultados obtidos mostram que a inibicdo de CTLA-4 precisa
ser melhor caracterizada para avaliar se é possivel obter algum beneficio da sua combinacgéo
com imunoterapias destinadas ao tratamento de tumores associados ao HPV, especificamente
a vacina desenvolvida pelo LDV. Nosso estudo abre perspectivas para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas para o controle de tumores induzidos por HPV e contribuem
para a validagéo de tratamentos baseados no uso de mMRNA-LNP.

Palavras-chave: cancer; HPV; vacinas; imunoterapia; mRNA; mAb anti-CTLA-4.



ABSTRACT

At the Vaccine Development Laboratory (LDV) different therapeutic vaccines were
developed for the control of tumors associated with human papillomavirus (HPV). The use of
monoclonal antibodies (mADbs) directed to specific targets (checkpoints) for the control of
cellular immunity represents another strategy for the immunotherapy of different types of
tumors. Previous work has shown that checkpoint blockers (e.g. anti-CTLA-4 mADb) can
contribute to the control of HPV-induced tumors. In this work, we evaluated the antitumor
effect of the combination of an immunotherapy based on messenger RNA (MRNA)
encapsulated in lipid nanoparticle (LNP) as a method of expression of anti-CTLA-4 mADbs, in
combination with a DNA vaccine (pgDE7h) aimed at the control of tumors induced by HPV-
16, the main type of HPV involved in tumor induction. Initially, the kinetics of CTLA-4
expression in splenic and intratumoral CD4" and CD8" T lymphocytes of mice treated or not
with pgDE7h vaccine was characterized. The frequency of these cell types was similar in the
two experimental groups. Then, different vaccine regimens involving the combination of the
DNA vaccine (pgDE7h) with the mMRNA-LNP anti-CTLA-4 mAb were tested. The time
interval between vaccination and mRNA treatment was evaluated, as well as the variation of
the doses of both treatments. In addition, we compared the therapeutic protection induced by
the pgDE7h vaccine associated with either anti-CTLA-4 mRNA-LNP mAb or purified anti-
CTLA-4 mAD. In the experimental model used and in the therapeutic condition tested, it was
possible to observe that the co-administration of anti-CTLA-4 mRNA-LNP with the pgDE7h
vaccine is associated with the worsening of some parameters evaluated, such as percentages
of antitumor protection, survival and frequency of CD8" E7-specific IFN-y producers T
lymphocytes in peripheral blood. Different variables may be associated with the observed
results, such as the expression levels of anti-CTLA-4 mAb in vivo and its pharmacokinetics.
The results obtained show that CTLA-4 inhibition needs to be better characterized to assess
whether it is possible to obtain any benefit from its combination with immunotherapies
intended for the treatment of HPV-associated tumors, specifically the vaccine developed by
LDV. Our study opens perspectives for the development of new therapeutic approaches for
the control of HPV-induced tumors and contributes to the validation of treatments based on
the use of MRNA-LNP.

Key-words: cancer; HPV; vaccines; immunotherapy; mRNA,; anti-CTLA-4 mAb.
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1. INTRODUCAO

1.1. O VIRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV)

Os virus do papiloma humano (HPVs) representam uma vasta familia de virus néo
envelopados, com DNA circular de fita dupla, capazes de infectar epitélios pavimentosos
estratificados, como a pele e as mucosas (Graham, 2017). Atualmente, ja foram identificados
mais de 200 gendtipos diferentes de HPV, sendo um subgrupo de aproximadamente 40
genotipos responsavel por infecgdes sexualmente transmissiveis, as quais podem acometer
toda a regido anogenital, boca e orofaringe de homens e mulheres (Bzhalava et al., 2015;
Stanley, 2010).

Em geral, o genoma do HPV contém aproximadamente 7.800 pares de base e esta
organizado em genes que codificam oito proteinas distintas: seis de expressdo precoce (E) e
duas de expressdo tardia (L). As proteinas E1 e E2 sdo responsaveis por modular a transcrigdo
e replicacdo viral; ja E5, E6 e E7 possuem capacidade de regular o crescimento celular e
promover evasao ao sistema imune; enquanto a proteina E4, cujo gene se sobrepfe a fase de
leitura do gene da proteina E2, tem a funcdo de reorganizar o citoesqueleto. Por fim, as
proteinas tardias L1 e L2 comp&em a estrutura do capsideo viral (Van Doorslaer et al., 2012;
zur Hausen, 2002; Danos et al., 1982).

1.2. EPIDEMIOLOGIA E RELACAO COM CANCER

O HPV é responsavel pela infeccdo sexualmente transmissivel mais frequente no
mundo, sendo estimado que mais de 80% da populacdo mundial serd infectada pelo virus em
algum momento da vida (Winer e Koutsky, 2004). Embora a maioria das infec¢bes por HPV
sejam eliminadas naturalmente pelo sistema imunoldgico do individuo em até dois anos, foi
constatado que, em cerca de 10% a 20% das mulheres infectadas, a infeccdo se torna
persistente (Moscicki et al., 1998).

H& mais de trés décadas, foi identificada a associacdo entre a infeccdo crdnica por
alguns tipos de HPV, principalmente HPV-16 e HPV-18, e 0 desenvolvimento de canceres no
trato anogenital (zur Hausen, 1991). Posteriormente, foi demonstrado que a infeccdo por HPV
é uma condicdo necesséria para o surgimento do cancer cervical, ja que esta presente em mais
de 99% dos casos (Walboomers et al., 1999). Baseado nisso, foi feita uma classificagdo para

os diferentes tipos de HPV segundo seu potencial carcinogénico, dividindo-os entre HPVs de
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alto risco (hrHPV), em que se incluem HPV-16 e HPV-18 (associados a 70% dos casos de
tumores cervicais), e baixo risco (IrHPV), por exemplo, HPV-6 e HPV-11 (Burd, 2003;
Stanley, 2010).

Segundo o Observatério Global do Cancer (IARC/OMS), em 2020, foram
registrados mais de 600 mil novos casos de cancer cervical e quase 342 mil mortes por esse
cancer mundialmente. Somente no Brasil, no periodo de 2012 a 2016, foram perdidas em
média 5,5 mil vidas anualmente por cancer de colo de ttero (Tallon et al., 2020). Além desse
tipo especifico de cancer, a infeccdo persistente por HPV esta associada ao surgimento de
88% dos canceres de anus e 25% dos canceres de orofaringe no mundo em homens e
mulheres (Bruni et al., 2019). Esses dados confirmam que, ainda hoje, novas terapias
precisam ser desenvolvidas para reduzir a mortalidade por canceres associados ao HPV e

oferecer qualidade de vida para os pacientes.

1.3. MECANISMOS DE ONCOGENESE DO HPV

Uma vez no interior celular, o genoma do virus pode permanecer na sua forma
epissomal ou integrar-se ao da célula hospedeira, fendbmeno observado em 83% dos casos de
cancer cervical positivo para HPV (Burk et al., 2017). Durante o processo de integracdo
gendmica, é frequente ocorrer a inativacdo do gene E2, responsavel por reprimir os genes E6
e E7, o que leva ao aumento da expressdo dessas duas proteinas na célula hospedeira (Pal e
Kundu, 2020). Nos tumores associados a infeccdo por esse virus, as proteinas E6 e E7 foram
identificadas como as principais responséveis por induzir a imortalizagdo de queratindcitos
humanos e inibir sua diferenciacdo (Klingelhutz e Roman, 2012).

Esse fenbmeno ocorre por meio da interagdo dessas proteinas virais com proteinas da
célula hospedeira envolvidas na regulagdo do ciclo celular. A proteina E7, por exemplo, é
capaz de interagir com a proteina retinoblastoma (pRb), um importante supressor de tumor o
qual regula a entrada da célula na fase S do ciclo celular, e induzir sua degradacéo pela via
ubiquitina-proteassoma (Boyer et al., 1996; Dyson et al., 1989). Ja a proteina E6 tem como
alvo molecular outra proteina supressora de tumor, a p53, responsavel por regular genes
envolvidos no processo de apoptose e controle do ciclo celular. A interagdo entre essas duas
proteinas leva a degradacdo da p53 pela via proteassomal (Green e Kroemer, 2009; Scheffner
et al., 1990). Embora isso ndo seja suficiente para promover a transformacdo celular, sdo
criadas condigcbes favoraveis para a ocorréncia desse evento, uma vez que as células

infectadas passam a se proliferar mais intensamente e com menos controle. Ao longo do
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tempo, isso as torna mais suscetiveis a acumularem mutacfes e seguirem no processo de

carcinogénese (Mclaughlin-Drubin e Munger 2009).

1.4. ESTRATEGIAS PROFILATICAS E TRATAMENTOS ONCOLOGICOS
DISPONIVEIS

Com o surgimento de mais evidéncias da relacdo entre HPV e o desenvolvimento de
cancer, ainda na década de 1990, vacinas profilaticas comecaram a ser pesquisadas e
desenvolvidas. As primeiras vacinas comercialmente disponiveis foram a Cervarix®
(GlaxoSmithKline Biologicals) contra HPV-16 e HPV-18 e a Gardasil® (Merck) contra os
mesmos dois tipos adicionados de HPV-6 e HPV-11. As duas vacinas sdo baseadas em
particulas semelhantes ao virus (VLPS) contendo a proteina L1 recombinante do capsideo
viral de cada genoétipo-alvo de HPV, induzindo alta protecdo contra a infeccdo (Schiller e
Lowy, 2012). J4 existe também uma vacina de segunda geracdo, a Gardasil® 9, composta por
VLPs de proteina L1 dos mesmos quatro gendtipos da Gardasil® acrescida de mais cinco:
HPV-31, HPV-33, HPV-45, HPV-52 e HPV-58, prevenindo até 90% dos casos de cancer
cervical (Zhai e Tumban, 2016).

No entanto, apesar de as vacinas profilaticas garantirem uma alta protecdo contra a
infeccdo inicial, elas ndo sdo eficazes em auxiliar a eliminacdo de infeccdes pré-existentes
(Hildesheim et al., 2016; Hildesheim et al., 2007). Isso porque a proteina L1 do capsideo viral
ndo € expressa em niveis detectaveis nas células epiteliais basais nem em células de tumores
cervicais, impedindo seu reconhecimento pelos elementos do sistema imune (Hung et al.,
2008). Portanto, uma vez estabelecida a infeccéo e, eventualmente, desenvolvidos lesfes ou
tumores, sdo necessarias intervencdes médicas.

Na clinica, os tratamentos comumente disponiveis para tumores associados ao HPV,
independente do sitio anatdmico, baseiam-se na combinacdo de intervengdes cirlrgicas,
radioterapia e quimioterapia, variando de acordo com o0 estagio e a gravidade da lesdo
cancerosa (Hong et al., 2010; Janicek e Averette, 2001; Symer e Yeo, 2018). Entretanto,
pacientes com cancer em estagio avangado e aqueles com lesdes recorrentes podem néo se
beneficiar dos tratamentos convencionais, resultando em baixas taxas de sobrevida e impactos

negativos na qualidade de vida (Hu e Ma, 2018; Nguyen et al., 2002).
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1.5. VACINAS TERAPEUTICAS CONTRA TUMORES INDUZIDOS POR HPV

Diante desse cenario, as vacinas terapéuticas tém ganhado destaque por terem alvos
moleculares mais especificos, reprogramando respostas imunoldgicas do proprio paciente
contra o tumor, o que pode contribuir para minimizar efeitos adversos e aumentar a eficacia
terapéutica (Peralta-Zaragoza et al., 2012). A fim de promover um efeito antitumoral
eficiente, essas vacinas devem ser capazes de desencadear respostas imunoldgicas celulares
baseadas na apresentacéo de antigenos por células dendriticas e ativagdo de linfocitos T CD8”
(Huang et al., 2010).

Os principais alvos moleculares para tumores induzidos por HPV para o
desenvolvimento de vacinas terapéuticas sdo as proteinas E6 e E7, expressas
constitutivamente tanto nas lesdes pré-malignas quanto nas invasivas, além de estarem
ausentes em células saudaveis (Hancock et al., 2018). Seguindo essa ideia, nosso grupo tem
estudado os efeitos terapéuticos de vacinas de DNA em modelo murino de cancer induzido
por HPV-16, utilizando o plasmideo codificante para uma proteina hibrida (pDE7h), formada
pela fusdo da glicoproteina D (gD) do Virus Herpes Simplex do tipo 1 (HSV-1) a proteina E7
do HPV-16 como antigeno vacinal. Estudos anteriores do nosso grupo ja revelaram que a
vacina composta pelo plasmideo pgDE7h é capaz de ativar linfocitos T CD8" E7-especificos e
gerar protecdo antitumoral em camundongos transplantados com as células TC-1 que
expressam as oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16 (Diniz et al., 2010; Diniz et al., 2013; Lasaro
et al., 2005). Além disso, quando a administracdo é associada a eletroporacgéo in vivo, obtém-
se um efeito terapéutico maior (Sales et al., 2017).

As vacinas de DNA tém como vantagens sua seguranca, facilidade de producdo e
purificacdo, e a capacidade de apresentacdo de antigenos via MHC de classes | e 11 (Lee et al.,
2016). Contudo, essa plataforma vacinal costuma apresentar uma baixa imunogenicidade,
sendo necessario investigar novas formas de aumentar as respostas imunoldgicas
desencadeadas (Ma et al., 2012).
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1.6. MOLECULAS DE CHECKPOINT IMUNOLOGICO: RELACAO ENTRE CTLA-4 E
CANCER

O microambiente tumoral é caracterizado por um perfil imunossupressor, o que pode
impactar negativamente a eficacia de vacinas terapéuticas, visto que a ativacdo dos linfdcitos
esta prejudicada (Chen e Mellman, 2013). Um importante mecanismo de evasdo ao sistema
imune é a subversdo dos checkpoints imunologicos, isto é, o conjunto de vias inibitorias que
mantém a autotolerdncia e modulam negativamente a resposta imune. Por outro lado, em
situacdes fisioldgicas normais, os checkpoints imunolégicos atuam de forma a evitar danos
excessivos aos tecidos do organismo, mas favorecem a sobrevivéncia das células cancerosas
(Pardoll, 2012).

Uma das moléculas de checkpoint melhor descrita dentro desse processo € a proteina
associada ao linfécito T citotoxico 4 (CTLA-4), expressa na superficie de linfécitos T
ativados e responsavel por evitar uma superestimulacdo do receptor de células T (TCR)
(Marin-acevedo et al., 2021). Essa atenuacdo da sinalizacdo do TCR ocorre por meio da
competicdo do CTLA-4 com a molécula coestimulatéria CD28 pelos mesmos ligantes: CD80
e CD86, presentes nas células apresentadoras de antigenos (Wei et al., 2018). No entanto, a
afinidade do CTLA-4 pelos ligantes € maior quando comparada a afinidade do CD28 (Linsley
etal., 1994).

Nesse sentido, novas terapias anticancer tém sido desenvolvidas visando bloquear
tais alvos moleculares por meio de anticorpos monoclonais (mAb), de forma a aumentar a
ativacdo de linfécitos T (Seidel et al., 2018). Em modelo murino de cancer oral positivo para
HPV-16, a imunoterapia com mAbs bloqueadores de PD-1 e CTLA-4 garantiu a
sobrevivéncia de mais de 93% dos camundongos com tumores na lingua por 100 dias (Dorta-
Estremera et al., 2019). Na clinica, o primeiro mAb anti-CTLA-4 aprovado foi o
ipilimumabe, o qual apresentou resultados promissores ao aumentar a sobrevida de pacientes
com melanoma metastatico (Hodi et al., 2010; Ledford, 2011). Entretanto, um dos fatores que
dificulta a utilizacdo dos mAbs em larga escala nos tratamentos médicos ainda é o alto custo
(Fellner, 2012).
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1.7. USO DA PLATAFORMA mRNA-LNP NO CONTEXTO IMUNOTERAPEUTICO

Uma estratégia que pode ser utilizada para contornar tais dificuldades é a terapia com
RNA mensageiro (MRNA). Desde o inicio da década de 1990, mRNAs transcritos in vitro
(IVT mRNAs) tém sido estudados pelo seu potencial terapéutico em diversas areas, como
reposicdo de proteinas, desenvolvimento de vacinas contra cancer e doencas infecciosas
(Sahin et al., 2014). Com essa tecnologia, em vez de produzir e purificar em escala industrial
proteinas complexas como os mADbs, é possivel administrar apenas um mRNA codificante
para essas moléculas, de forma que o organismo do préprio paciente utilize a informacédo
genética e sintetize-as (Van Hoecke e Roose, 2019). Além disso, a sintese de MRNA in vitro
tem um alto rendimento, o que permite uma producéo rapida a um custo relativamente baixo
(Pardi et al., 2018). A evidéncia mais recente desse fato foram as vacinas de mRNA contra a
COVID-19, produzidas pela Pfizer-BioNTech e Moderna, cujos precos ndo passam de US$
30,00 por dose (Jennings, 2020).

A estrutura dos IVT mRNAs, em geral, € composta por alguns elementos basicos:
regides ndo traduzidas (UTRs) 5° e 3°, regido codificante, cauda poli(A) e cap 5°. Todos esses
componentes juntos agem de forma a aumentar a estabilidade da molécula e permitir a
expressao da proteina de interesse (Sahin et al., 2014). No entanto, somente essas estruturas
ndo sdo suficientes para garantir o efeito esperado do mRNA in vivo. Torna-se necessario
assegurar que a molécula de mMRNA chegue integra e funcional nas suas células-alvo. Nesse
sentido, o uso de nanoparticulas lipidicas (LNPs) como método de entrega tem demonstrado
resultados promissores in vivo e em testes clinicos, sendo inclusive empregadas nas
formulagdes de algumas vacinas contra a Covid-19 (Alameh et al., 2021; Polack et al., 2020;
Saunders et al., 2021). Isso se deve a capacidade de as LNPs de promoverem a captacdo do
mRNA pela célula-alvo e oferecerem protecdo contra endonucleases extracelulares e
endossomais (Oberli et al., 2017). As LNPs sdo estruturas de diametro inferior a 100 nm
compostas por diferentes tipos de lipidios: estruturais, catidnicos ionizaveis, PEGuilados (isto
é, ligados a polietilenoglicol (PEG)) e colesterol, os quais envolvem o0 mRNA (Cullis e Hope,
2017).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo de anti-CTLA-4 codificado por mRNA (mRNA-LNP) na
potencializagdo da eficacia terapéutica da vacina pgDE7h contra tumores induzidos por HPV

em modelo experimental.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a cinética de expressdo de CTLA-4 em linfocitos de animais portadores de
tumor, tratados ou ndo com a vacina pgDE7h;

b) Estabelecer um regime vacinal de combinacdo da terapia com anti-CTLA-4
MRNA-LNP associado com a vacina pgDE7h em modelo de tumores ja estabelecidos;

c) Analisar a resposta imunoldgica associada a protecdo antitumoral induzida pela
combinacéo terapéutica;

d) Comparar o uso do anti-CTLA-4 codificado pelo mMRNA-LNP com o anticorpo
monoclonal (proteina) associado a vacina pgDE7h na protecdo antitumoral utilizando o
modelo de tumores induzidos por HPV-16.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas, de 7 a 9 semanas, oriundos do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP (FMUSP), os quais foram mantidos no
biotério dos Departamentos de Parasitologia e Microbiologia do ICB-USP e manipulados

segundo as normas estabelecidas pela comissédo de ética (CEUA).

3.2. LINHAGEM CELULAR

A linhagem de células tumorais TC-1 (cedida pelo Dr. T.C. Wu, Universidade Johns
Hopkins, EUA) foi gerada a partir de células epiteliais pulmonares de camundongos C57BL/6
transformadas com os oncogenes E6 e E7 do HPV-16 e c-Ha-Ras (Lin et al., 1996). Essas
células TC-1 foram cultivadas com meio RMPI suplementado com 10 mM tampédo HEPES,
50 U/mL penicilina/estreptomicina, 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas a 37°C e 5%
de CO..

3.3. PCR PARA DETECCAO DE CONTAMINACAO POR Mycoplasma

Foi coletada uma aliquota de 1 mL de células TC-1 previamente tripsinizadas e
ressuspensas em 5 mL de meio RPMI. O material foi centrifugado a 13000 RCF por 5
minutos, e o sedimento foi lavado com 200 pL tampéo fosfato-salino (PBS) 1x. Novamente o
material foi centrifugado a 13000 RCF por 5 minutos e o sedimento foi ressuspenso em 20 pL
de PBS 1x. Em seguida, a amostra foi fervida em banho-maria a 100°C por 10 minutos e
resfriada em gelo por mais 10 minutos para lisar as células. Apds mais uma centrifugacdo a
13000 RCF por 5 minutos, o sobrenadante foi coletado em um tubo limpo. Aliquotas de 1 pL
do sobrenadante, controle positivo (lisado de células positivas para Mycoplasma) ou controle
negativo (lisado de células negativas para Mycoplasma) foram misturadas a 10 pmol de
primers forward (5’TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC3) e reverse
(5’ GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT3’), DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific) e dgua ultrapura em quantidade suficiente para 25 pL. Em seguida, foi realizada a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em termociclador (Eppendorf) com aquecimento

inicial a 94°C por 5 minutos; 34 ciclos de aquecimento a 94°C por 30 segundos, resfriamento
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a 57,7°C por 30 segundos e reaquecimento a 72°C por 30 segundos; manutencdo de
temperatura a 72°C por 10 minutos e finalizacdo da reagéo a 4°C por tempo indeterminado.
Apds a completude do PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
0,8% (FastBio) 90 V por 30 minutos, junto dos marcadores 1 kbp e 100 bp (Thermo
Scientific). Por fim, o gel foi analisado utilizando fotodocumentador (Bio Rad).

3.4. VACINA

A sequéncia de DNA codificante para a proteina E7 do HPV-16 fusionada a proteina
gD do HSV-1 (pgDE7h) possui cddons otimizados para o sistema de expressdo proteica
humano e foi clonada no vetor pUMVC3 (Aldevron), o qual possui o promotor de
citomegalovirus (CMV) e gene de resisténcia a canamicina. Foi preparado um inoculo de
Escherichia coli DH5a transformada com o vetor em 50 mL de meio Luria-Bertani (LB)
autoclavado suplementado com canamicina (50 uL./mL) e crescido overnight sob agitacdo de
220 RPM a 37°C. No dia seguinte, o inoculo crescido na razdo de 1:100 e canamicina na
razdo de 1:1000 foram adicionados a 2L de meio LB autoclavado, e novamente foi permitido
0 crescimento overnight sob agitacdo de 220 RPM a 37°C. Apds o crescimento, o volume
final foi centrifugado a 6000 RCF a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi utilizado para a purificacdo do plasmideo com Plasmid Mega Kit (QIAGEN),
seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante. Em seguida, uma aliquota de 400 ng do
plasmideo purificado foi duplamente digerida com as enzimas Pstl e Bglll em O Buffer
(Thermo Scientific) a 37°C por 4 horas e o material foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8% (FastBio). O gel foi analisado em fotodocumentador (Bio Rad) em busca dos
fragmentos correspondentes a pgDE7h (1,5 kbp) e o vetor pUMVC3 vazio (4,5 kbp).

Os mRNA IVT codificante para 0 mAb anti-CTLA-4 e para luciferase (controle),
ambos encapsulados em LNP, foram cedidos pelo professor Norbert Pardi da Universidade da
Pensilvania (EUA), cujo grupo de pesquisa possui grande expertise na producdo de vacinas
baseadas em mRNA. Os mRNAs s&o do tipo convencional e ndo replicativo, sintetizados com
modificacdo nucleosidica a partir da substituicdo de 100% das uridinas (UTP) pela N1-metil-
pseudouridina 5’-trifosfato (pseudouridina - m1WTP). Essa estratégia foi adotada com base
em estudos demonstrando que a incorporagdo da m1¥ € capaz de diminuir a imunogenicidade
intrinseca do mMRNA e aumentar sua traducdo (Kariké et al., 2008). As preparacdes foram
mantidas congeladas a -80°C (Figura 1).
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3.5. ENSAIO DE CARACTERIZACAO DA TRADUCAO IN VITRO DO mRNA-LNP

Células da linhagem HEK 293T foram cultivadas em garrafas plasticas (Corning)
com meio DMEM High Glucose (Gibco) suplementado com 50 U/mL
penicilina/estreptomicina, 10% SFB Ultra-low IgG (Gibco) e mantidas a 37°C e 5% de CO,
até a terceira passagem. Em seguida, as células foram plaqueadas na concentracdo de 2,5 x
10° células/poco em trés placas de cultura de 12 pogos (Corning), permitindo seu crescimento
por 24h nas mesmas condi¢fes anteriores. No dia seguinte, 0 meio de cultura foi descartado e
foi adicionado um novo meio DMEM High Glucose (Gibco) suplementado com 50 U/mL
penicilina/estreptomicina e 2% SFB Ultra-low 1gG (Gibco). Depois de 1h em estufa, foi
realizada a transfeccdo das células, adicionando o mMRNA-LNP anti-CTLA-4 nas
concentragOes de 3 ug/poco e 1 ug/poco e 0 mMRNA-LNP luciferase na concentracdo de 3
ug/poco (controle), diluidos em 50 pL/po¢o do mesmo meio de cultura. Apos 12h, 24h e 48h,
0s sobrenadantes de cada placa foram coletados e mantidos a -20°C até analise.

Tendo em vista que a quantidade de anticorpo produzida seria provavelmente
pequena, os sobrenadantes foram liofilizados e ressuspendidos em um volume 10x menor, a
fim de aumentar a concentracdo da proteina-alvo e facilitar sua deteccdo. Em seguida, foi
realizado um dot blot, adicionando 15 uL de sobrenadante de cada amostra (em 5 adi¢des de 3
uL, aguardando a secagem quase completa do volume adicionado anteriormente) a uma
membrana de nitrocelulose Amersham® Protran® (GE Healthcare Life Sciences). Da mesma
forma, foi feita uma escala utilizando o0 mAb anti-CTLA-4 na forma proteica (CellXBio®) nas
quantidades de 1000 pg a 100 pg, permitindo estimar a quantidade de mAb obtida a partir da
transfeccdo e servindo de controle positivo do experimento. Na sequéncia, a membrana foi
bloqueada em PBS 1x com Tween® a 0,05% (PBS-T) e leite desnatado em p6 a 3% por 12h a
4°C. ApoOs esse periodo, a membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos com PBS-T e
incubada por 1h com anticorpo anti-mouse conjugado com peroxidase diluido em PBS-T com
leite a 3% em temperatura ambiente. Por fim, a membrana foi lavada novamente trés vezes
por 5 minutos com PBS-T, revelada com o kit Amersham® ECL Select® (GE Healthcare Life

Sciences) e analisada em fotodocumentador (Bio Rad).
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3.6. DESAFIO COM CELULAS TUMORAIS E IMUNIZACAO

No dia do desafio, as células TC-1 foram tratadas com tripsina, lavadas duas vezes e
ressuspensas em RMPI sem soro. Os camundongos foram desafiados por via subcutanea, na
regi&o dorsolateral, com 1 x 10° células TC-1 suspensas em 100 pL de meio. Quando o tumor
atingiu cerca de 2 mm de didmetro (aproximadamente 7 dias ap6s o desafio), foi iniciada a
imunoterapia, com a pgDE7h combinada ou ndo ao mMRNA-LNP anti-CTLA-4.

A vacina pgDE7h foi administrada nas doses de 100 pg, 50 pg, 25 pg ou 5 ug (de
acordo com o grupo experimental), diluidas em um volume final de 50 uL de PBS 1x, pela via
intramuscular no masculo tibial anterior direito, seguido de eletroporacdo in vivo por meio da
aplicacdo de dois pulsos de permeabilizacdo (130 V, 450 ms) seguidos de quatro pulsos de
transferéncia (70 V, 450 ms), utilizando o equipamento NEPA 21 e o eletrodo CUY560-5-0.5
(NepaGene) conforme descrito previamente (Sales et al., 2017). Para tanto, os animais foram
previamente anestesiados com uma mistura de cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
por via intraperitoneal. A imunoterapia MRNA-LNP codificante para anti-CTLA-4 ou o
MRNA-LNP luciferase (controle) foram administrados nas doses de 5 ug, 10 pg ou 20 ug,
diluidas em um volume final de 50 pL de PBS 1x, por via intramuscular no muasculo tibial
anterior esquerdo nos intervalos de 0 e 7 dias, ou 7 e 14 dias ap6s a imunizagdo com pgDE7h,
de acordo com o grupo experimental. O mAb anti-CTLA-4 (BioXCell®) foi administrado na
dose de 50 pg em um volume final de 100 pL de solugdo salina a 0,9% NaCl por via
intraperitoneal (Figura 1).

Os animais foram acompanhados por um periodo minimo de 60 dias para a avaliacao
de sobrevida e animais livres de tumores. Os tumores, quando presentes, foram medidos com
0 auxilio de um paquimetro, e 0s animais que apresentaram tumores maiores que 15 mm de
didametro, sinais visiveis de dor e/ou perda de peso significativa foram eutanasiados com

sobredose de cetamina (300 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg).
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Figura 1. Esquema de formulagdes vacinais e rotas de administracéo.

3.7. CARACTERIZACAO DA CINETICA DE EXPRESSAO DE CTLA-4 EM
LINFOCITOS

No dia 0 (D0), os camundongos foram desafiados por via subcuténea, na regido
dorsolateral, com 1 x 10° células TC-1 suspensas em 100 puL de RPMI embebidas em
Matrigel. Sete dias ap6s o desafio, os animais foram imunizados com a vacina pgDE7h em
dose tnica de 100 pg pela via intramuscular no musculo tibial anterior direito, seguido de
eletroporacdo in vivo, conforme descrito anteriormente. Nos dias 7 (D7), 11 (D11), 17 (D17) e
24 (D24) apoés o desafio com as células tumorais, os animais foram eutanasiados, e 0 baco e 0
tumor foram retirados para a avaliagdo da expressdo de CTLA-4 na populagdo de linfocitos.
Para isso, os bacos foram tratados com tampé&o de lise ACK para eliminar as hemécias, por 5

minutos, centrifugados a 400 RCF por 5 minutos e as células foram ressuspensas em meio
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RPMI suplementado com 2% de SFB. J4 os tumores foram macerados e digeridos pela
enzima colagenase (Roche) na concentracdo de 1 mg/mL por 1h a 37°C. Na sequéncia, as
células foram lavadas e filtradas em filtro de 70 um (Easy strainer Greiner Bio One) e
ressuspensas em PBS 1x suplementado com SFB a 2%. As células totais foram imuno-
fenotipadas com anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8 e anti-CTLA-4. A expressdo dos marcadores
celulares foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o aparelho Fortessa® (BD

Biosciences).

3.8. ENSAIO DE MARCACAO INTRACELULAR DE IFN-y EM LINFOCITOS T CD8*

Para a marcacdo de IFN-y intracelular foram utilizadas células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) de camundongos imunizados 7, 14, 21 e 28 dias apds a
administracdo da vacina pgDE7h. Para eliminar as hemécias, o sangue foi tratado por 5
minutos com tampdo de lise ACK (BioSource International) em gelo e entdo centrifugado a
400 RCF por 5 minutos. Em seguida, as células foram estimuladas por 12 horas a 37°C e 5%
CO, na presenca de Brefeldin A (GolgiPlug; BD Biosciences), anti-CD28 purificado (1
pg/mL) e com o peptideo sintético E7-especifico MHC-I (Kb)-restrito (aminoécidos 49-57;
RAHYNIVTF) que corresponde ao epitopo CD8" imunodominante em animais C57BL/6 na
concentracdo de 1,5 pg/mL. Células ndo estimuladas com o peptideo ou estimuladas com
PMA na concentracdo de 10 ng/mL e ionomicina na concentracdo de 1 pg/mL foram
utilizadas como amostras negativas e positivas respectivamente. Apds este periodo, as células
foram incubadas por 30 minutos a 4°C com marcador de viabilidade celular LIVE/DEAD
Fixable Aqua Stain (Invitrogen) e anticorpo anti-CD8 conjugado com fluoresceina (FITC)
(BDBiosciences). Apds permeabilizacdo com Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 20
minutos a 4°C, as células foram tratadas com anticorpo anti-IFN-y conjugado a ficoeritrina
(PE) (BD Biosciences) por 30 minutos a 4°C. As células foram ressuspensas em PBS 1x
suplementado com SFB a 2% e examinadas por citometria de fluxo utilizando o aparelho
Fortessa® (BD Biosciences). Os dados foram analisados com o auxilio do programa FlowJo

para a determinagéo das porcentagens de células INF-y*/CD8" sobre o total de células CD8".
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3.9. TRATAMENTO ESTATISTICO

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
versdo 8.0. Os diferentes regimes vacinais foram avaliados por meio de two-way ANOVA com
analises multiplas seguidas do pds-teste de Bonferroni. As curvas de sobrevivéncia e de
animais livres de tumor foram analisadas pelo teste Log-rank seguido de pos-teste Mantel-
Cox. Todos os testes realizados foram bicaudais, e o nivel de significancia foi estabelecido tal
que p < 0,05 (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001) com um intervalo de confianca de 95%.
Os métodos utilizados e o nivel de significancia estatistica de cada experimento estdo
descritos na legenda das figuras apropriadas.
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4. RESULTADOS
4.1. CARACTERIZACAO DA EXPRESSAO DE CTLA-4 EM LINFOCITOS MURINOS

A fim de determinar qual seria o melhor timepoint para iniciar a imunoterapia
associada a0 mMRNA-LNP codificante para 0 mAb anti-CTLA-4, foi realizada uma cinética de
expressdo de CTLA-4 nos linfocitos T CD4" e CD8" presentes no bago (Figura 2A) e no
tumor (Figura 2B) dos camundongos desafiados com 1 x 10° células TC-1, vacinados com
100 pg de pgDE7h e comparadas ao grupo de animais ndo vacinados (PBS). Como
demonstrado na figura 2 A-B, podemos observar que os animais vacinados com a pgDE7h
apresentaram uma maior frequéncia de linfécitos T CD4'-CTLA4" e CD8'-CTLA4"
esplénicos e intratumorais 17 dias ap6s a imunizacgdo, porém os valores decairam ao longo do
tempo. Embora com um padréo de cinética similar, o fenébmeno se mostrou mais intenso com
os linfocitos T CD4"CTLA4", tanto no baco quanto no tumor dos animais (Figura 2 A-B).
Por outro lado, nos animais do grupo PBS, as frequéncias de linfocitos T CD4*-CTLA4" e
CD8'-CTLA4" variaram ao longo do tempo. N&o foram observadas diferencas estatisticas
entre o grupo tratado com PBS (controle) e o com pgDE7h, sugerindo que a vacina nao afetou
a expressdo de CTLA-4 nos linfécitos desses animais (Figura 2 A-B).

Com base nesses resultados, foi decidido administrar o mMRNA-LNP codificante para
0 mADb anti-CTLA-4 em dois pares de timepoints diferentes: 0 e 7 dias apds a imunizacdo com
a vacina de DNA pgDE7h, ou 7 e 14 dias ap0s a imunizacdo. Em relacdo ao dia do desafio,
esses timepoints correspondem a aproximadamente 7-14 ou 14-21 dias, coerente ao que foi
observado nas curvas de cinética da expressdo de CTLA-4 nos linfocitos dos animais
desafiados (Figura 2 A-B).



34

A

. - PBS + -+ PBS

325 = pgDE7h [ ¥ 29 . pgDE?hIn '

_ =

= _ = -

T 2.0 IT) 2.0

T )

(=] - =] -

o 1.5 o 1.5

- -

@ 1.0 2 1.0+

2 2

Q Q

L 0.5+ 9 0.5

c £

| |

4 0.0 T T T T 1 =X 0.0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Dias apés o desafio Dias apos o desafio
B -- PBS I - PBS I
B + .

T 80 "= pgDE7hL" I 80 = pgDE7h 1"

3 =

'_

O 60 O 60+

< [-2]

o a

(&) (&)

I 404 - 40-

[ @

2 2

S 20— 8 20+

£ £

3 |

= 0 T T T T 1 < 0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Dias apés o desafio Dias ap6s o desafio

Figura 2. Caracterizacdo da expressdo de CTLA-4 em linfocitos de camundongos C57BL/6. Frequéncia
média (%) de linfocitos T CD4'CTLA4" e CD8'CTLA4" presentes no (A) bago ou no (B) tumor de
camundongos C57BL/6 desafiados com 1 x 10° células TC-1, tratados com PBS (controle) ou 100 pg da vacina
pgDE7h por via intramuscular seguida de eletroporacdo. (Teste t de Student pareado). (n=8). (n.s.) diferenca

estatistica ndo significativa (p > 0,05).
4.2. CARACTERIZA(;AO DO EFEITO ANTITUMORAL DA COMBINAC}AO DA
VACINA pgDE7H COM O mRNA-LNP CODIFICANTE PARA ANTI-CLTA-4

4.2.1.Producéo e caracterizacdo da vacina pgDE7h

O primeiro passo para iniciar o protocolo de imunizacdo foi produzir a vacina
pgDE7h, clonada no vetor pUMVC3 (Aldevron), o qual possui o promotor de
citomegalovirus (CMV) e gene de resisténcia a canamicina. Esse plasmideo foi amplificado
em Escherichia coli DH5a transformada com o vetor plasmidial. Apos a purificacdo, uma
amostra do plasmideo foi duplamente digerida com as endonucleases Pstl e Bglll nas posic¢oes
upstream e downstream do gene que codifica a proteina gDE7, cujo tamanho € de 1,5 kbp.
Em seguida, essa amostra digerida foi analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8%
paralelamente a uma amostra do plasmideo integro (Figura 3).
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Figura 3. Controle de qualidade da vacina pgDE7h. O plasmideo pUMVC3, nas suas formas digerida e
integra e contendo o gene que codifica para a proteina pgDE7h, foi submetido a eletroforese em gel agarose a
0,8% a fim de averiguar a qualidade e integridade da vacina produzida.

Ao correr o gel, notamos na amostra digerida a formacdo de duas bandas nitidas,
correspondentes a dois fragmentos de tamanhos aproximados de 4,5 kbp e 1,5 kbp. Esses
fragmentos correspondem, respectivamente, ao plasmideo pUMVC3 vazio e ao fragmento
contendo o gene codificador da gDE7, confirmando que a identidade da vacina pgDE7h.
Além disso, na amostra ndo digerida, é possivel observar bandas nitidas, o que indica a
integridade do plasmideo nas suas formas enoveladas, caracteristico da corrida de plasmideos

em gel de agarose.

4.2.2. Avaliacdo da traducao in vitro do mMRNA-LNP anti-CTLA-4

A fim de garantir que 0 mMRNA-LNP fosse capaz de ser transfectado e traduzido nas
células dos animais, foi realizado um ensaio in vitro para avaliar a traducéo e a producao do
mAb anti-CTLA-4 em células HEK 293T. Apo6s 12h, 24h e 48h da transfeccdo, o

sobrenadante foi coletado, concentrado e analisado por meio de dot blot (Figura 4).
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Figura 4. Dot blot de sobrenadante de cultura de células HEK 293T ap6s transfeccdo com mRNA-LNP
anti-CTLA-4. Apos 12h, 24h ou 48h de transfecgdo de células HEK 293T com 3 pg ou 1 pg de mRNA-LNP
anti-CTLA-4, 3 pg mRNA-LNP luciferase (controle) ou nenhuma adicdo de mRNA (@ - controle), os
sobrenadantes ja concentrados foram analisados por meio de dot blot com anticorpo secundario anti-mouse
conjugado com peroxidase. Uma escala de controle positivo (+) foi criada por meio da diluigdo de anticorpo
anti-CTLA-4 na forma proteica em quantidades de 1000 pg a 100 pg, a fim de estimar a quantidade de anticorpo
produzida na transfecgéo.

Ao observar a imagem da membrana, notamos nitidamente a detec¢cdo do anticorpo
anti-CTLA-4 nos pogos em que foram adicionados 3 ug e 1 pg do mRNA-LNP apos 48h,
ainda que seja possivel também notar um sinal menos intenso nos tempos de 12h e 24. Por
meio da escala do controle positivo, realizada com diluigdes do mAb anti-CTLA-4 na forma
proteica, € possivel estimar que a quantidade de anticorpo produzida é superior a 1000 pg.
Nos pogos de controle negativo, com 3 pg do mRNA-LNP luciferase ou sem adigdo de
mRNA (ndo transfectado representado pelo simbolo &), ndo foi detectado nenhum sinal
positivo para a presencga do anticorpo, apenas alguns sinais inespecificos os quais podem ser

desprezados quando comparados com as amostras.
4.2.3. Testagem das celulas TC-1 quanto a auséncia de Mycoplasma

Antes de realizar o desafio com as células TC-1 nos camundongos, foi necessario
assegurar que as células estavam livres de contaminantes que eventualmente poderiam
impactar o desenvolvimento do tumor nos animais. Um desses contaminantes sdo bactérias do
género Mycoplasma, parasitas intracelulares que podem contaminar culturas de células e
comprometer seu funcionamento normal (Rottem, 1993). Por isso, foi realizado um ensaio de
PCR seguido de eletroforese em gel de agarose a 0,8%, para assegurar auséncia de DNA

especifico para o género Mycoplasma nas células TC-1 (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo da presenca de Mycoplasma em cultura de células TC-1. Apos realizar PCR e correr as
amostras em gel de agarose a 0,8%, foi observada apenas uma banda no controle positivo (+), indicando
amplificacdo do DNA bacteriano. No controle negativo (-), no mix da reacdo e nas duas amostras de células TC-
1 ndo foi detectada amplificagdo, indicando auséncia de Mycoplasma.

Ao analisarmos o gel, notamos a presenca de uma banda com tamanho aproximado
de 270 bp apenas na amostra do controle positivo, o que corresponde a sequéncia de tamanho
esperado amplificada pelos primers. As amostras de células TC-1 e os demais controles ndo
apresentaram nenhuma banda na regido de 270 bp, indicando que estavam livres de

contaminag&o por Mycoplasma.

4.2.4. Avaliacéo do efeito antitumoral terapéutico mediado pela combinacao da vacina
pgDE7h com 0 mMRNA-LNP codificante para anti-CTLA-4

Foram realizados ensaios de protecédo terapéutica em camundongos desafiados com 1
x 10° células TC-1. Quando os tumores atingiram um diametro de 2 mm (8 dias ap6s o
desafio), os animais foram imunizados com uma dose Unica de 100 pg ou duas doses de 50 ug
(intervalo de 1 semana) de pgDE7h por via intramuscular (i.m.) seguida de eletroporacéo
(e.p.). Grupos de camundongos vacinados foram administrados pela via intramuscular com 20
ug de mRNA-LNP anti-CTLA-4 em dois diferentes timepoints: 0 e 7 dias ou 7 e 14 dias apés
a imunizagdo com pgDE7h, em um intervalo de sete dias entre as doses (Figura 6A).

Como observado na figura 6, todos 0s grupos que receberam a vacina pgDE7h, tanto
dose Unica de 100 pg quanto duas doses de 50 pg, combinadas ou ndo ao mMRNA-LNP anti
CTLA-4 demonstraram controle do desenvolvimento tumoral em relacdo ao grupo PBS. No

entanto, 60 dias apds o desafio, notamos que 0s grupos que receberam 0 mMRNA-LNP anti-
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CTLA-4 em associagdo com a vacina apresentaram areas tumorais medias estatisticamente
maiores que as dos grupos que receberam apenas a pgDE7h (Figura 6B-C). Além disso,
apesar de todos 0s grupos terem apresentado a mesma porcentagem de sobrevivéncia (Figura
6D), a porcentagem de animais livres de tumores foi diferente entre os grupos (Figura 6E).
Para os animais dos grupos vacinados com 100 pg de pgDE7h, a associacdo a0 mMRNA-LNP
anti-CTLA-4 em ambos os timepoints, reduziu a protecdo de 100% para 80%, porém sem
significancia estatistica entre os grupos (Figura 6E). No entanto, nos grupos que receberam
duas doses de 50 pg de pgDE7h, a porcentagem de animais livres de tumores caiu de 80%
para 20% com a associagdo com 0 mMRNA-LNP anti-CTLA-4 (Figura 6E).
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Figura 6. Ensaio de protecdo terapéutica em camundongos C57BL/6 desafiados com células TC-1
imunizados com a vacina pgDE7h em associacdo com o mRNA-LNP codificante para anti-CTLA-4. (A)
Quando o tumor atingiu cerca de 2 mm de diametro, os animais foram imunizados com uma dose Unica de 100
pg ou duas doses de 50 pg (intervalo de 7 dias) de pgDE7h (i.m. + e.p.), associada ou ndo a duas doses de 20 pug
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de mMRNA-LNP anti-CTLA-4 (intervalo de 7 dias), em dois diferentes timepoints: 0 e 7 dias ou 7 e 14 dias apds a
imunizacdo com pgDE7h. (B) e (C) Acompanhamento da area tumoral ao longo do tempo dos grupos vacinados
respectivamente com 100 pg ou 50 pg de pgDE7h (two-way ANOVA, poés-teste de Bonferroni). (D)
Acompanhamento da sobrevivéncia dos animais por 60 dias (log-rank, pds-teste de Mantel-Cox). (E)
Porcentagem de animais livres de tumor ao longo de 60 dias (log-rank, pos-teste de Mantel-Cox). (*) vs PBS, (#)
vs 50 pg de pgDE7h + mRNA 7-14 dias. (n=5). (n.s.) diferenca estatistica ndo significativa. (*) p < 0,05; (**) p
<0,01; (***) p<0,001.

Em seguida, avaliamos semanalmente a frequéncia de linfécitos T CD8" E7-
especificos ativados no sangue periférico dos animais imunizados com os diferentes grupos
experimentais. Como esperado, a vacinagcdo com a pgDE7h promoveu a ativacdo linfocitos T
CD8" E7-especificos produtores de IFN-y, independente da dose administrada. O pico de
ativacdo dos linfécitos foi detectado duas semanas pos imunizacdo que decai ao longo do
tempo. Interessantemente, todos os grupos que receberam o MRNA-LNP anti-CTLA-4
associado com 100 pg ou 50 pg da vacina pgDET7h, apresentaram frequéncias médias de
linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y estatisticamente inferiores em relagio
ao0s grupos que receberam apenas a pgDE7h (Figura 7B-D). E possivel notar também que os
grupos tratados com MRNA-LNP anti-CTLA-4 demonstraram um desempenho igual ou
inferior aos grupos imunizados com a vacina, em relacdo a protecdo antitumoral e inducao de

resposta imune mediada por linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y.
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Figura 7. Ensaio de marcagdo intracelular de IFN-y em linfécitos T CD8" E7-especificos presentes no
sangue periféricos dos camundongos C57BL/6 imunizados com a associacdo de pgDE7h ao mMRNA-LNP
anti-CTLA-4. (A) Estratégia de gate utilizada para analise de citometria de fluxo a partir de células de sangue
periférico. Isolamento de linfécitos, seguido de células Unicas, células vivas e células duplo-positivas para CD3 e
CDS8. (B) llustracdo das populacdes de linfocitos T CD8* E7-especificos produtores de IFN-y 14 dias apés a
imunizacdo, estimuladas in vitro com peptideo MHC classe | restrito derivado de E7. Porcentagem de linfécitos
T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y mensurados semanalmente nos dias 7, 14, 21 e 28 ap0s a primeira
dose de (C) 100 ug ou (D) 50 ug de pgDE7h. Anélise estatistica: two-way ANOVA, pés-teste de Bonferroni. (*)
vs PBS, (#) vs 100 pg de pgDE7h + mRNA 7-14 dias (C) ou 50 pg de pgDE7h + mRNA 7-14 dias (D). (n=5).
(*) p <0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.
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4.2.5. Avaliacéo do efeito antitumoral terapéutico mediado por diferentes doses da
vacina pgDE7h

A partir dos resultados encontrados no experimento anterior, notamos que a protecao
antitumoral mediada pela vacina pgDE7h foi elevada: 100% com a dose de 100 ug e 80%
com duas doses de 50 pg. Dessa forma, dificilmente seria possivel observar um efeito
terapéutico aditivo a partir da associacdo com o mRNA-LNP anti-CTLA-4. Portanto, a
préxima etapa do trabalho consistiu em avaliar a protecdo antitumoral com diferentes doses
Unicas de pgDE7h sem nenhuma outra associagdo, a fim de escolher a dose mais apropriada
para alcancar os objetivos propostos neste trabalho. Para isso, camundongos C57BL/6 foram
desafiados com 1 x 10° células TC-1 e acompanhados até o didmetro dos tumores atingir a
medida de aproximadamente 2 mm (9 dias apds o desafio). Em seguida, os animais foram
imunizados com uma dose tnica de 100 pg, 50 pg ou 25 pg de pgDE7h por via intramuscular

seguida de e.p. (Figura 8A).
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Figura 8. Ensaio de protecdo terapéutica em camundongos C57BL/6 desafiados com células TC-1
imunizados com a vacina pgDE7h em trés diferentes doses. (A) Quando o tumor atingiu cerca de 2 mm de
didmetro, os animais, os animais foram imunizados com uma dose tinica de 100 pg, 50 pg, ou 25 pg de pgDE7h
(i.m. + e.p). (B) Acompanhamento da area tumoral ao longo do tempo (two-way ANOVA, pos-teste de
Bonferroni). (C) Porcentagem de animais livres de tumor ao longo de 70 dias (log-rank, pos-teste de Mantel-
Cox). (D) Acompanhamento da sobrevivéncia dos animais por 70 dias (log-rank, pds-teste de Mantel-Cox).
(PBS n=5; pgDE7h 100 pg n=6; pgDE7h 50 pg n=7; pgDE7h 25 ug n=7). (n.s.) diferenca estatistica ndo
significativa. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01; (***) p < 0,001.

Como observado na figura 8, notamos que as trés diferentes dosagens da vacina
pgDE7h foram capazes de induzir do desenvolvimento tumoral nos animais imunizados em
relacdo ao grupo PBS. Porém, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos vacinados
(Figura 8B). Esse mesmo padrdo foi observado ao analisarmos as porcentagens de animais
livres de tumor (Figura 8C) e a curva de sobrevivéncia (Figura 8D). Isso foi um indicativo
de que a dose de pgDET7h utilizada nos experimentos seguintes poderia ser ainda mais
reduzida a fim de permitir a visualizacdo de um possivel efeito aditivo proporcionado pela
coadministracdo do mMRNA-LNP codificante para anti-CTLA-4.
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Notamos também que a protecdo antitumoral induzida pela dose Unica de 100 ug da
vacina pgDE7h nesse experimento foi diferente da obtida anteriormente: 80% de protecdo
contra 100% no experimento anterior. Essa variacdo pode estar relacionada, entre outros

fatores, a eficiéncia da transfeccdo do DNA e a expressdo da proteina gDE?7 in vivo.

4.2.6. Avaliacéo do efeito antitumoral terapéutico mediado pela combinacéo da vacina
pgDE7h com 0 mMRNA-LNP codificante para anti-CTLA-4 em diferentes doses ou
com o mAb anti-CLTA-4

Com base nos resultados obtidos nos experimentos anteriores, foi realizado um novo
ensaio de protecdo antitumoral, mas com uma dose reduzida de pgDE7h e doses diferentes do
MRNA-LNP anti-CLTA-4, além de incluir um grupo tratado com o mAb anti-CLTA-4 na
forma proteica. Esse ensaio foi estabelecido de forma a avaliar trés fatores: o efeito
antitumoral da vacina com uma dose de apenas 5 pg, a influéncia da dose do mMRNA-LNP
anti-CTLA-4 sobre a vacina e o efeito do mAb comparado com o mRNA. Portanto,
camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1 x 10° células TC-1 e acompanhados até o
didmetro dos tumores atingir a medida de aproximadamente 2 mm (8 dias ap6s o desafio). Em
seguida, os animais foram imunizados com uma dose Unica de 5 ug de pgDE7h por via
intramuscular seguida de eletroporacdo in vivo, exceto grupo controle. Apo6s 7 e 14 dias da
imunizacdo, os animais receberam 20 ug, 10 pug ou 5 ug de MRNA-LNP anti-CTLA-4, 20 g
de mRNA-LNP luciferase (controle) por via intramuscular ou 50 pug de mAb anti-CTLA-4 por
via intraperitoneal (Figura 9A).

Conforme observado na figura 9, uma unica dose de 5 ug de pgDE7h foi capaz de
retardar o crescimento tumoral até cerca de 30 dias ap6s o desafio em relacdo ao grupo
MRNA luciferase ndo vacinado. No entanto, apds esse periodo, 0s tumores voltaram a crescer
progressivamente, atingindo uma area semelhante a dos outros grupos (Figura 9B). A
sobrevivéncia dos animais foi o pardmetro mais variavel no experimento, sendo 0s grupos
vacinados com 5 pg de pgDE7h, sozinha ou associada a 10 ug mRNA-LNP anti-CTLA-4, os
unicos com aumento de sobrevivéncia superior a 90 dias apds o desafio, com taxas de
sobrevivéncia e animais livres de tumores de 20% e 25% respectivamente (Figura 9C-D).
Embora tenham sido observadas diferencas estatisticas entre 0os grupos vacinados com a
pgDE7h e o grupo que recebeu apenas MRNA-LNP luciferase, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos vacinados com a combinacao terapéutica, independentemente da
dose de MRNA-LNP anti-CTLA-4.
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Em seguida, avaliamos semanalmente a frequéncia de linfécitos T CD8" E7-
especificos ativados circulantes no sangue dos animais vacinados. Duas semanas apds a
imunizacdo, todos os grupos que receberam o0 MRNA-LNP anti-CTLA-4 e os controles
apresentaram frequéncias médias de linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y
inferiores em relacdo ao grupo que recebeu apenas a vacina pgDE7h (Figura 9E), o qual
apresentou um pico de resposta. No 21° dia, notamos que 0 grupo que recebeu o mAb anti-
CTLA-4 apresentou um pico de frequéncia média de linfécitos T CD8* E7-especificos
produtores de IFN-y mais tardio quando comparado com todos 0s outros grupos vacinais de

todos os experimentos realizados.
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Figura 9. Ensaio de protecdo terapéutica em camundongos C57BL/6 desafiados com células TC-1
imunizados com 5 pg vacina pgDE7h em associacio com o mRNA-LNP codificante para anti-CTLA-4 em
trés diferentes doses. (A) Quando o tumor atingiu cerca de 2 mm de didmetro, os animais, 0s animais foram
imunizados com uma dose tnica de 5 ug de pgDE7h (i.m. + e.p.), associada ou ndo a duas doses de 20 pg, 10 ug
ou 5 ug de mRNA-LNP anti-CTLA-4 (i.m.), 20 ug de mRNA-LNP luciferase, ou 50 pg de mAb anti-CTLA-4
(i.p.), 7 e 14 dias apds a imunizagdo com pgDE7h. (B) Acompanhamento da &rea tumoral ao longo do tempo
(two-way ANOVA, pos-teste de Bonferroni). (C) Acompanhamento da sobrevivéncia dos animais por 85 dias
(log-rank, pos-teste de Mantel-Cox). (D) Porcentagem de animais livres de tumor ao longo de 85 dias (log-rank,
pos-teste de Mantel-Cox). (E) Porcentagem de linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y
mensurados 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a primeira dose de 5 ug pgDE7h, estimulados in vitro com peptideo MHC
classe | restrito derivado de E7. (*) vs Luc, (#) vs pgDE7h 5 pg + mRNA 5 pg, (&) vs mRNA 20 pg, (£) vs
pgDE7h 5 pg + mRNA 20 pg. (n=5; pgDE7h 5 pg + mRNA 5 pg n=4). (n.s.) diferenca estatistica ndo
significativa. (*) p < 0,05; (**) p <0,01; (***) p < 0,001.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho prop6s explorar novas formas de aumentar a eficacia terapéutica
de uma vacina de DNA contra tumores associados ao HPV-16. Contudo, o conjunto de dados
obtidos durante a pesquisa demonstra que ndo houve beneficio significativo a partir da
combinagdo da vacina pgDE7h e 0 mRNA-LNP anti-CTLA-4, independente da dose de
ambas as formulacdes e o tempo de administracdo. Foi possivel observar que a
coadministracdo do mMRNA-LNP anti-CTLA-4 e a vacina pgDE7h esta associada a piora de
alguns parametros avaliados, como as porcentagens de protecdo antitumoral, sobrevivéncia e
frequéncia de linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y no sangue periférico.
Embora os resultados ndo demonstrem efeitos sinérgicos entre os dois tratamentos, eles
devem ser interpretados a luz do modelo experimental empregado e, sobretudo, da condicéo
terapéutica testada (combinacdo com uma vacina de DNA especifica).

Os estudos realizados utilizando o modelo tumoral de implante subcutaneo de células
TC-1 em camundongos C57BL/6 e imunoterapia baseada no bloqueio de CTLA-4 com
anticorpos monoclonais apresentam resultados variados. Nosso grupo havia verificado
anteriormente que a coadministracdo do mAb anti-CTLA-4 por via intraperitoneal junto da
vacina pgDE7h por via intramuscular seguida de eletroporacdo era capaz de aumentar a
protecdo antitumoral e a sobrevida dos animais (Sales, 2021). Além disso, um trabalho
anterior ao nosso foi demonstrado que a administracdo sistémica do mAb anti-CTLA-4 por
via intraperitoneal (100 pg a cada dois dias), mesmo sem o uso de uma vacina especifica
contra as células TC-1, foi capaz de retardar o desenvolvimento tumoral nesse mesmo modelo
experimental (Persson et al., 2011). Entretanto, outro estudo constatou que a utilizacdo de
repetidas doses do mAb anti-CTLA-4 (150 pg), administradas por via intraperitoneal, ndo
afetou o desenvolvimento do tumor e ainda ocasionou respostas autoimunes no figado dos
animais. Esses autores observaram um efeito antitumoral quando a expressdo constitutiva do
mADb anti-CTLA-4 foi feita diretamente nas células TC-1, o que também reduziu as respostas
autoimunes (Tuve et al., 2007). Esses dados em conjunto demonstram que, ainda que seja
utilizado o mesmo modelo experimental, os resultados obtidos com a imunoterapia baseada
no uso do mAb anti-CTLA-4 sdo variaveis e altamente dependentes do protocolo de
administracdo adotado.

Levando essas informagcBes em consideracdo, passamos a formular hipoteses para
explicar os fendmenos observados no atual trabalho. A primeira levantada foi relacionada a

capacidade de transfeccéo e traducdo do mMRNA-LNP. No entanto, apds transfectar as células
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HEK 293T e analisar o sobrenadante por dot blot, observamos que, de fato, 0 mAb anti-
CTLA-4 foi sintetizado e expresso nas células eucaridticas a partir do mMRNA. Embora néo
tivéssemos meios disponiveis para verificar se 0 mesmo fendmeno ocorria in vivo, essa
evidéncia enfraqueceu a hip6tese inicial. E importante destacar também que houve varias
tentativas de realizar um western blot para melhor caracterizar o mAb produzido in vitro,
porém ndo conseguimos visualiza-lo por meio dessa técnica. Isso provavelmente se deve a
dois fatores: a baixa concentracdo de mAb no sobrenadante e a alta quantidade de outras
proteinas presentes no meio de cultura suplementado com SFB, o que dificulta a deteccao.

Essa observacdo nos leva a outra possivel explicacdo para a falta de efeitos
antitumorais do mRNA-LNP codificante para anti-CTLA4. Embora a transfec¢éo e a tradugéo
ocorram in vitro, a expressao do mAb especifico ainda ¢ baixa, e esse fenémeno também pode
ter ocorrido in vivo. Consequentemente, a acdo do mAb anti-CTLA-4 em sitios sistémicos
envolvidos na ativacdo das respostas imunoldgicas necessarias ao controle do crescimento
tumoral também poderia estar reduzida. Entretanto, quando administramos de forma sistémica
o0 mADb anti-CTLA-4 purificado, também ndo notamos nenhum efeito sinérgico com a vacina
pgDET7h, o que nos levou a inferir que possivelmente a falta de efeito anti-tumoral nao esteja
relacionado com o nivel de expressdo do mRNA in vivo.

As demais hipdteses que surgiram estdo relacionadas com outros parametros que ndo
puderam ser avaliados diante das técnicas disponiveis, como a capacidade do mAb ser
transportado até o tumor por meio da corrente sanguinea, a influéncia da vascularizacdo do
tumor nesse processo, as diferencas entre os efeitos sistémico e local da terapia de blogueio de
CTLA-4 e até mesmo o tipo de interacdo que ocorre entre 0 mAb anti-CTLA-4 codificado
pelo MRNA e a molécula de CTLA-4 nos camundongos, uma vez que todos esses fatores
influenciam no sucesso de terapias anticancer (Bagchi et al., 2021; Jain, 2003).

Anticorpos podem atuar como agonistas ou antagonistas de receptores celulares,
caracteristica influenciada por fatores relacionados a estrutura proteica, como seu epitopo-
alvo, afinidade e até mesmo o dominio do fragmento cristalizavel do anticorpo (Fc) (Mayes et
al., 2018). Visto que desconhecemos a estrutura do mAb codificado pelo mRNA, assim como
nédo realizamos nenhum tipo de caracterizacdo molecular dele, desconhecemos se, de fato, o
mADb anti-CTLA-4 desempenha a funcdo teorica e esperada de antagonista de CTLA-4.
Estudos demonstraram que, alem das funcdes inibitorias extracelulares do CTLA-4, isto é, a
competi¢do com o CD28 pelos ligantes CD80 e CD86, essa molécula é capaz de ativar vias de
sinalizacdo inibitorias intracelulares tambeém, pela inducéo de ubiquitina-ligases e inibi¢do da

traducdo proteica, as quais reduzem a expressdo de citocinas, como o préprio IFN-y, e
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impactam negativamente a ativacéo e diferenciacéo dos linfocitos T (Hoff et al., 2010; Lingel
etal., 2017).

Essas informacbes vdo ao encontro dos nossos dados a respeito da frequéncia de
linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y, que se apresentou reduzida quando
houve administragdo do mMRNA-LNP anti-CTLA-4. No entanto, ndo temos dados suficientes
para fazer essa afirmacdo, apenas indicios apontando para a hipdtese de que o mAb anti-
CTLA-4 codificado pelo mRNA pode desempenhar uma fungéo de agonista de CTLA-4, em
vez de antagonista como esperado, e impactar negativamente a ativacdo de linfocitos T CD8".
Isso explicaria, consequentemente, o porqué da piora em relagdo ao controle do
desenvolvimento tumoral e a reducdo das porcentagens de protecdo antitumoral e
sobrevivéncia dos animais observados nesse trabalho. As hipdteses para explicar os resultados
obtidos sdo diversas, tendo sido relatado que até mesmo a composicdo da microbiota
intestinal de camundongos pode influenciar a eficacia da imunoterapia de bloqueio de CTLA-
4 (Vétizou et al., 2015). Logo, tendo em vista a complexidade de fatores envolvidos, ndo
podemos acatar ou rejeitar qualquer hipotese para a explicacdo dos efeitos observados sem a
realizacdo de experimentos adicionais.

Outro objetivo importante desse trabalho foi comparar os efeitos obtidos a partir da
administragdo do mMRNA-LNP anti-CTLA-4 ou do mAb anti-CTLA-4 diretamente na sua
forma proteica. Contudo, visto que, apds diversas tentativas e altera¢cdes nos regimes vacinais,
ndo observamos nenhum efeito sinérgico entre a vacina de DNA e 0 mMRNA-LNP, decidimos
incluir apenas um grupo experimental tratado com o mAb anti-CTLA-4 para fins
comparativos. O que observamos a partir desse experimento foi que os parametros analisados,
como sobrevivéncia, protecdo antitumoral e controle do crescimento tumoral, foram
semelhantes aos observados com os animais que receberam o mMRNA-LNP. Porém, a
frequéncia de linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y apresentou um pico mais
tardio em relacdo aos dos demais grupos vacinados: 21 dias contra 14 dias apds a vacina para
0s animais tratados com 0 mRNA e com o mAb purificado, respectivamente. Esse fato pode
estar relacionado com as caracteristicas farmacocinéticas das duas formulagdes. Enquanto o
mAb em sua forma proteica esta pronto para desempenhar sua acdo biolégica, 0 mRNA
precisa ser transfectado e traduzido para dar origem a proteina, o que gera diferengcas no
momento de acdo dessas formulacdes in vivo, embora sejam administradas simultaneamente.
Outro fator a ser levado em consideracdo foi a quantidade de proteina sintetizada in vivo a
partir de uma dose definida de mMRNA-LNP. N&o tivemos condi¢Oes de aferir quanto uma
dose de 20 ug, 10 ug ou 5 pg de MRNA-LNP anti-CTLA-4 geraria de mAb na forma proteica
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no organismo do animal, e se as concentragGes atingidas seriam, de fato, comparaveis a dose
de 50 pug do mAb anti-CTLA-4 utilizada no experimento.

Portanto, é notavel que o estabelecimento de comparages entre as duas plataformas
de entrega do mAb anti-CTLA-4 in vivo se torna dificil, visto a complexidade dos efeitos e
multiplas variaveis envolvidas . Logo, além dos ensaios de protecdo antitumoral terapéutica,
seria necessario estudar experimentalmente as propriedades farmacocinéticas dessas
formulacGes de modo a estabelecer um regime vacinal mais adequado e definir comparagdes
mais equivalentes entre as plataformas. Ademais, embora tenhamos levantado diversas
hipoteses acerca dos resultados obtidos no trabalho apresentado, pouco pode-se afirmar a
respeito delas, uma vez que ndo possuimos dados experimentais. O que de fato afirmamos é
qgue, no modelo experimental utilizado, ndo encontramos as condi¢cGes necessarias para
detectar efeitos antitumorais sinérgicos a partir da combinacao da vacina de DNA pgDE7h e o
MRNA-LNP anti-CTLA-4.
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6. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

e A associacdo entre a vacina pgDE7h e 0o mRNA-LNP codificante para 0 mAb anti-
CTLA-4, quando administrado pela via intramuscular, ndo aumentou a protecédo
antitumoral terapéutica induzida pela vacina de forma significativa. Em alguns
experimentos, observou-se inclusive um impacto negativo nos parametros avaliados,
como controle do desenvolvimento tumoral, taxa de sobrevivéncia e quantidade de

animais livres de tumor;

e A administracdo do mRNA-LNP codificante para 0 mAb anti-CTLA-4 resultou em
baixos niveis de expressao, detectaveis em células transfectadas mantidas em cultura,

0 que poderia afetar a inducgdo de efeitos imunoldgicos in vivo;

e Diferentes metodologias devem ser testadas para avaliar a relacdo entre a
administracdo do MRNA-LNP anti-CTLA-4 e a diminuicdo da protecdo antitumoral
ou se ainda se, de fato, seria possivel obter algum beneficio terapéutico a partir dessa

associagdo imunoterapéutica por meio de outras abordagens experimentais;

e Mesmo com a administragdo do mAb anti-CTLA-4 purificado ndo foi possivel
detectar um efeito antitumoral sinérgico com a vacina pgDE7h, sugerindo a inducéo
de vias imunolégicas que ndo se beneficiam do bloqueio de CTLA-4 nas células da

sistema imune.
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