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RESUMO

Os avancos na area da imunoterapia do cancer tém revolucionado a clinica
meédica. As abordagens que exploram 0s mecanismos de imunossupressao que
previnem a imunidade antitumoral empregam diversas ferramentas como por
exemplo, anticorpos, vacinas, citocinas ou células engenheiradas, que podem
estimular o sistema imune a eliminar as células tumorais. O cancer de mama é uma
relevante questdo de saude publica, consistindo-se na maior causa de morte em
mulheres. O cancer de mama triplo negativo é o que possui pior prognéstico e devido
as caracteristicas fenotipicas destes tumores, atualmente ndo existe um tratamento
eficiente a maioria das pacientes diagnosticadas, justificando-se a necessidade de
desenvolver novas estratégias terapéuticas. Neste projeto, desenvolvemos vacinas
antitumorais derivadas de células tumorais geneticamente modificadas que
apresentam os ligantes imunomodulatérios TNFSF 4-1BBL, OX-40L e a citocina GM-
CSF. Os ligantes TNFSF tém capacidade de coestimular as células T, elevando sua
ativagao e proliferagdo, enquanto a citocina GM-CSF tem relevante atuacdo na
atividade de células dendriticas. Dados prévios de nosso grupo, demonstram que
algumas combinagbdes de vacinas antitumorais podem promover um aumento na
proliferagdo de células T, produgdo de interferon gama, inibicdo de células T
regulatérias e potencializacdo da citotoxicidade antitumoral mediada por células T.
Dessa forma, estabelecemos linhagens tumorais a partir de células primarias
humanas provenientes de amostra clinica de uma paciente com TNBC apoés
quimioterapia neoadjuvante, que foi fornecida pelo biobanco do CAISM — UNICAMP.
Esta linhagem foi geneticamente modificada para a geragéo de vacinas antitumorais
expressando os ligantes de OX-40 e de 4-1BB e nds realizamos ensaios in vitro para
avaliar a atividade antitumoral. foi possivel constatar que as vacinas impulsionam a
resposta imune de linfocitos T de voluntarios sadios e de pacientes com TNBC,
elevando a produgdo de IL-2, IFN-y e a atividade antitumoral. Os ensaios
experimentais mostraram que as vacinas derivadas de tumor induziram uma produgéo

aumentada de citocinas imunomoduladoras e melhora na atividade antitumoral.

Palavras-chave:

Vacinas antitumorais; Imunoterapia; Ligante 4-1BB; Ligante OX40; GM-CSF; céancer.



ABSTRACT

Advances in the field of cancer immunotherapy have been revolutionizing
clinical medicine. The approaches to explore inhibition of immunosuppressive
mechanisms that prevent antitumor immunity employ several tools like antibodies,
vaccines, cytokines or engineered cells, that may stimulate the immune system to
eliminate cancer cells. Breast cancer is a relevant public health issue, consisting of the
leading cause of death in women. The triple negative breast cancer (TNBC) has the
worst prognosis and due to these tumors phenotypic characteristics, there is no
currently efficient treatment to the maijority of diagnosed patients, justifying the need to
investigate new therapeutic strategies. In this project, we developed antitumor
vaccines, derived from genetically modified tumor cells, that harbor immunomodulatory
ligands TNFSF 4-1BBL, OX-40L and the cytokine GM-CSF. The TNFSF ligands have
the ability to costimulate T cells, enhancing its activation and proliferation, while the
cytokine GM-CSF has a relevant role boosting the activity of dendritic cells. Previous
data from our research group demonstrate that combinations of antitumor vaccines
can promote an increase in the proliferation of T cells, production of interferon gamma,
inhibition of regulatory T cells and potentiation of antitumor cytotoxicity mediated by T
cells. Therefore we have established tumoral lineages from human primary cells,
isolated from a clinical sample of a TNBC patient , previously submitted to neoadjuvant
chemotherapy, that was collected by the biobank of CAISM — UNICAMP. These
primary cells were genetically modified for the generation of antitumor vaccines
expressing OX-40 and 4-1BB ligands, and we performed in vitro assays to evaluate
antitumor activity . The experimental assays have shown that tumor-derived vaccines
induced an increased production of immunomodulatory citokines and enhanced

antitumor activity.

Key words:

Antitumor vaccines; Immunotherapy; 4-1BB Ligand; OX40 Ligand; GM-CSF; Cancer.
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1. INTRODUGAO

O cancer € uma doenga multifatorial que pode ocorrer em diferentes estruturas
do corpo humano e que acomete milhdes de pessoas ao redor do mundo. O primeiro
indicio de registro dessa patologia data de aproximadamente 3000 anos a.C no Egito
pelo chamado papiro de Edwin Smith, que a descreveu como uma doencga grave e
sem tratamento que causava protuberéancias na mama (1, 2).

No ano de 2018 houve cerca de 17 milhdes de novos casos de cancer no
mundo, excluindo o cancer de pele ndao melanoma destes, 2.1 milhdes
corresponderam ao cancer de pulmao e de mama, seguido por 1.8 milhdo de casos
para colon e reto e 1.3 milhdo para prostata. As mulheres representaram 47% dos
NOVOos casos e 0 cancer de mama caracterizou 24.2% destes (3).

Para cada ano do triénio 2020-2022, o Instituto Nacional de Cancer (INCA)
prevé 450 mil novos casos no Brasil (desconsiderando cancer de pele ndo melanoma),
visto que o cancer de mama e de préstata sdo os de maior incidéncia com
aproximadamente 66 mil casos cada. Para o cancer de mama, o risco estimado € de

61,61 casos para cada 100 mil mulheres (Tabela 1).
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Tabela 1 - Estimativa de novos casos de cancer no Brasil. Estimativa realizada pelo INCA
sobre incidéncia de novos casos de cancer no Brasil para cada ano do triénio 2020-2022 por
100 mil habitantes de acordo com o género.

Estimativa dos Casos Novos
Homens Mulheres

Localizagdo Primdria -
Neoplasia Maligna stados Capitais Estados Capitais

Taxa Taxa P Taxa

Bruta Bruta Bruta
Prostata 65.840 | 62,95 | 5078 | 13640 | 60,53 | 5733 | - - - - - -
Mama feminina - - - - - - | 66280 | 6161 | 4374 | 19.820 | 78,88 | 4590
Colo do itero - - - - - = | 16590 | 1543 | 1260 | 4180 | 1655 | 10,13
Traqueia, bronquio @ pulmao. | 17.760 | 1699 | 16,19 | 3.180 | 14,17 | 16,11 | 12440 | 11,56 | 924 | 3760 | 1496 | 1132
Colon e reto 20520 | 19,63 | 1880 | 5.320 | 2359 | 2126 | 20470 | 19.03 | 1336 | 6.260 | 2480 | 1559
Estomago 13360 | 1281 | 11,37 | 2430 | 1085 | 1123 | 7.870 | 7,34 | 595 | 19820 | 7,71 | 661
Cavidade oral 11180 | 1069 | 925 | 2040 | 903 | 919 | 4010 | 371 | 266 | 1.040 | 400 | 321
Laringe 6470 | 620 | 575 | 1150 | 500 | 497 | 1180 | 1.06 | 092 | 360 | 1.06 | 079
Bexiga 7500 | 723 | 461 | 1800 | 787 | 712 | 3050 | 280 | 208 | so0 | 344 | 261
Esdfago 8680 | 832 | 648 | 1.160 | 500 | 627 | 2700 | 249 | 176 | 460 | 160 | 142
Ovério - - - - - - | 6650 | 618 | 484 | 1.870 | 750 | 519
Linfoma de Hodgkin 1500 | 152 | 133 | 450 | 1,71 | 193 | 1050 | 095 | 088 | 430 | 135 | 104
Linfoma nao Hodgkin 6580 | 631 | 567 | 1430 | 641 | 727 | 5450 | 507 | 337 | 1260 | 496 | 427
Glandula tireoide 1830 | 172 | 152 | 1.000 | 452 | 1.81 | 11850 | 1115 | 813 | 4650 | 1847 | 813
Sistema nervoso central 5870 | 561 | 522 | 1150 | 507 | 627 | 5220 | 485 | 417 | 1440 | 569 | 455
Leucemias 5920 | 567 | 555 | 1210 | 543 | 593 | 4890 | 456 | 395 | 1180 | 469 | 464
Corpo do itero - - - - - ~ | 6540 | 607 | 522 | 1930 | 761 | 814
Pele melanoma 4200 | 403 | 201 | 790 | 336 | 340 | 4250 | 394 | 178 | 870 | 328 | 249
Outras localizagdes 4B.060 | 4597 | 4148 | 9.320 | 41,34 | 4809 | 42390 | 3943 | 2940 | 9.790 | 38,88 | 26,48
m;’ “1"""'“ S S @0 525460 | 21565 | 21586 | 46.160 | 20492 | 23847 | 222.980 | 207,36 [ 145,00 | 62.120 | 247,24 | 159,85
Pele nao melanoma 83.770 | 8012 | - | 20010 | 8884 | - | 93160 | 8665 | - | 19.080 | 7598
Todas as neoplasias malignas | 309.230 | 29578 | - | 66.170 | 293.75 316.140| 20400 | - | 81210 | 323,22

Todas as neoplasias malignas, | 467 ga | 379 19 - |2e7980| 27711 | -
corrigidas para sub-registro

‘Populagio padrio mundial (1960). / *Ndmeros aredondados para mdltiplos de 10

Fonte: INCA, 2019.

1.1 Origens da tumorigénese

Células saudaveis possuem padrdes de divisdo que permitem a manutengao e
homeostase da vida. O cancer engloba mais de 100 patologias complexas e de causas
multifatoriais com comportamento que pode variar de acordo com seu local de origem,
estagio e prognéstico (4, 5) mas todas sao caracterizadas por desajustes que
desencadeiam a replicagdo anormal das células e, se houver um microambiente
favoravel, elas podem se disseminar pelo corpo (6).

A tumorigénese envolve a exposi¢cao gradual e constante de eventos que
danificam geneticamente a célula no decorrer do tempo. Uma diversificada gama de
fatores podem desencadear alteragdes na expressao génica e, ao longo de anos, vir

a formar um tumor. Os habitos de vida, como controle do peso corporal, alimentagéo,
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ingestao de alcool e drogas, sedentarismo bem como a exposigao a raios ultravioleta,
agentes infecciosos, substancias quimicas (7, 8) e a predisposi¢cao genética (9),
podem favorecer a superexpressao de determinados genes que desencadeiam um
perfil proliferativo e de sobrevivéncia anormais, resultando na replicagado

descontrolada da célula (10).

1.2 Crescimento descontrolado e outras nove caracteristicas que definem as
células tumorais

Os tumores sao formados por diferentes tipos celulares que apresentam uma
complexa interagao para favorecer o crescimento. Mais do que uma massa de células
danificadas, o tumor € um sistema complexo que interage e modula todo o
microambiente ao seu redor para garantir a proliferagcéo (11).

Em 2011, Hanahan e Weinberg elencaram dez caracteristicas para definir as
células tumorais (Figura 1), eles observaram que essas células; 1. possuem
autossuficiéncia em sinais de crescimento, 2. insensibilidade a sinais anti crescimento,
3. evasao da apoptose, 4. potencial replicativo ilimitado, 5. angiogénese sustentada,
6. potencial de invadir e metastatizar tecidos (5), 7. Instabilidade e mutacdo do
genoma, podendo apresentar diversos antigenos exclusivos (antigenos tumorais
especificos - TSA) ou antigenos que podem ser encontrados em células normais
(antigenos associados ao tumor - TAA) (12-14), como o fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER2) (15), 8. inflamagao promotora do tumor, 9.
reprogramagao do metabolismo energético para crescimento ilimitado e 10.

imunoevaséao (escape da resposta imune) (16).
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Figura 1 - Caracteristicas adquiridas por células cancerosas. Aspectos celulares
associados a um perfil proliferativo e patolégico incluem sinais de crescimento, insensibilidade
a fatores anti-crescimento, evasao da apoptose, replicacao ilimitada, angiogénese e invasao,
metastase de tecidos, reprogramacao do metabolismo energético, evaséo da resposta imune,
instabilidade genémica e inflamagéo promotora do tumor. Fonte: Retirado e adaptado de
HANAHAN; WEINBERG, 2011 (16).

1.3 A trajetéria imunolégica do cancer

A multiplicagdo das células cancerosas ocorre de maneira gradual até que o
crescimento se torna excessivo e danifica o tecido circundante, resultando na
inicializacao de diversos sinais inflamatorios e migragao de células apresentadoras de
antigenos e linfocitos aos locais afetados (17).

Chen e Mellman (2013) propuseram um modelo de ciclo imuno-tumoral, onde
descreveram os eventos para progressao tumoral e mecanismos associados com a
resposta imune antitumoral.

O ciclo imunolégico do cancer se “inicia” com a liberagao de neoantigenos pelos
oncogenes das ceélulas tumorais (Figura 2, etapa 1). As células apresentadoras de
antigeno (APCs) como as células dendriticas (DCs) migram ao local afetado e, através
de receptores de superficie, como o receptor de reconhecimento padrao (PRR),
reconhecem os padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) liberados pelas
células tumorais mutadas ou lesionadas. Apos a captura dos antigenos, eles séo
processados em peptideos, os quais sdo apresentados por meio do complexo maior
de histocompatibilidade de classe | (MHC I) ou Il (MHC Il) (etapa 2) (18, 19).
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Ativadas, estas APCs migram aos 6rgaos linféides para apresentar o antigeno
ao receptor das células T (TCR) naive; células que nunca entraram em contato com
um antigeno (etapa 3) e, uma vez que essa interagcéo ocorre, algumas destas células
T naive sao ativadas (abordaremos este assunto mais profundamente noutro topico)
e diferenciam-se em células T efetoras, saindo do sistema linfatico em diregao aos
vasos sanguineos (etapa 4) (20). O sitio tumoral pode produzir diversas quimiocinas
inflamatdrias, como CCL3, CCL5, CCL10 e CXCL20, que recrutam os linfécitos T
citotoéxicos (CTLs ou células efetoras para o sitio tumoral (etapa 5) (21).

Ao infiltrarem no microambiente tumoral, as células T efetoras reconhecem os
antigenos especificos do tumor (etapa 6) e eliminam a célula tumoral através da
liberagdo de citocinas como interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF-
a) e também de enzimas citotdxicas como perforina e granzima B, (etapa 7) (22, 23).
As células tumorais danificadas, irdo por sua vez, liberar novos antigenos e reiniciar o
ciclo. Dessa forma, o tumor somente podera se desenvolver caso este microambiente
seja capaz de inibir os mecanismos da imunidade antitumoral e desencadear
respostas pré tumorais como por exemplo, através do recrutamento de células T
reguladoras (Treg) que podem antagonizar a atividade antitumoral mediada por

linfocitos efetores (24).
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Figura 2 - O ciclo imunolégico do cancer. O ciclo é representado por 7 etapas que tem inicio
com a liberagéo de neoantigenos das células tumorais, que podem ser neoantigenos mutados
ou provenientes de genes superexpressos (etapa 1). No passo seguinte, as células
apresentadoras de antigeno, como as células dendriticas, processam esses antigenos e
passam a expressa-los através do complexo maior de histocompatibilidade de classe | (MHC
[) ou Il (MHC II) e migram aos 6rgaos linféides, onde apresentam os antigenos tumorais as
células T (etapa 3). Apos apresentagao antigénica e estimulagao via células apresentadoras
de antigeno, as células T citotdxicas tornam-se ativadas e caem na corrente sanguinea (etapa
4) e sao atraidas ao sitio tumoral devido a liberagdo de quimiocinas inflamatdrias produzidas
pelo tumor (etapa 5). No sitio tumoral, as células T reconhecem as células cancerosas (etapa
6) e desencadeiam uma resposta antitumoral que resulta em morte da célula maligna (etapa
7). Fonte: Retirado de CHEN; MELLMAN, 2013 (24).

1.4 O papel do sistema imune na evolugao do cancer

No inicio do século XIX, Paul Erlich hipotetizou sobre a habilidade do sistema
imunologico em detectar e eliminar células malignas antes de tornarem-se tumores,
que mais tarde foi nomeado de vigilancia imunoldgica. Apdés mais um século de
estudos que nos possibilitou compreender melhor como o sistema imunoldgico e o
cancer se relacionam, Dunn e colaboradores nos introduziram o termo de

“‘imunoedicao do cancer” (25).
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O conceito de imunoedigdo é composto por trés processos; eliminacao,
equilibrio e escape (Figura 3). O processo de eliminagao corresponde a resposta do
sistema imune frente aos antigenos liberados pelas células tumorais como descrito no
ciclo abaixo (Figura 3, A). Se a imunovigilancia for capaz de combater as células
neoplasicas, esta etapa marcara o inicio e o fim da imunoedicdo sem as etapas
subsequentes.

O seguinte processo, denominado equilibrio (Figura 3, B) marca a edi¢do do
cancer pelas células imunoldgicas, na qual o microambiente apresenta paridade entre
um perfil imunossupressor e antitumoral (17). Neste ponto da tumorigénese, as células
T tornam-se imunologicamente tolerantes as células neoplasicas devido a uma série
de artificios adotados pelas células cancerosas a fim de evadir o sistema imune, entre
eles; as células cancerosas sdo capazes de diminuir a expressao de seus antigenos
tumorais e moléculas de MHC e também podem desencadear a expresséao de fatores
imunossupressores, como fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e
interleucina 10 (IL-10), levando ao aumento da imunossupressao do tumor no estroma
tumoral por meio do recrutamento de células T regulatorias (Tregs) e células
supressoras de origem mieldide (26-28).

A pressao darwiniana exercida na fase de equilibrio, atua de forma a selecionar
as células transformantes mais resistentes, que sao capazes de evadir e proliferar
sobre um sistema imune exausto, caracterizando o processo de escape (Figura 3, C)
(29).

Elimination b Equilibrium

Genetic instability/tumor heterogeneity

Immune selection

Figura 3 - Os trés “Es” da imunoedicdo. A fase de eliminagdo corresponde ao ataque das
células imune as células malignas. Células transformantes resistentes entram num equilibrio
dindmico e sofrem diversas mutagdes afim de tornarem-se menos imunogénicas e driblar os
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mecanismos de morte celular impostos por células imunes. A fase final de escape é quando
as células resistentes conseguem evadir o sistema imunoldgico e sdo capazes de proliferar.
Fonte: Retirado de DUNN et al., 2002 (29).

1.5 A coestimulagao das células T no reconhecimento e eliminagao das células
tumorais

Apenas a proliferagdo celular tumoral pode n&o ser suficiente para o
desenvolvimento do cancer, o qual é favorecido e sustentado por um microambiente
rico em células inflamatdrias, fatores de crescimento e potenciais agentes
danificadores ao DNA. Quando um tecido é danificado, diversos sinais inflamatérios
s&o iniciados e as células de defesa do organismo migram aos locais afetados (17).
Dentre as células de defesa,os linfocitos T apresentam um relevante papel na
imunidade antitumoral, podendo mediar citotoxicidade (30).

Para desencadear uma resposta imunologica mediada por células T, é preciso
que ocorram dois sinais de ativagdo (Figura 4). Esta sinalizagdo ocorre no érgéo
linfoide, causando a ativacdo da célula T, produgdo de citocinas inflamatérias e
proliferagao celular (31, 32).

A interagao do TCR (receptor da célula T) com uma molécula de MHC contendo
o antigeno numa célula apresentadora, desencadeia a primeira sinalizagdo. As
células dendriticas desempenham um papel fundamental na ativacao linfocitaria por
representarem as principais células apresentadoras de antigeno (APCs). As APCs
também necessitam de ativacdo e o GM-CSF é uma citocina importante para sua
maturagao, ativagao e direcionamento ao microambiente tumoral (TME) (33-36).

Quando se tornam ativadas, as células dendriticas expressam moléculas
coestimulatérias, como o B7-1 e B7-2, que ao interagir com o receptor CD28 nas
células T, fornecem o segundo sinal de ativacdo independente de antigeno aos
linfécitos T (37, 38).

Além dos dois sinais, outros receptores de superficie das células T
desempenham sinalizagdes co-estimulatérias, como aqueles da familia do fator de
necrose tumoral (TNFRs); CD27, OX40 (CD134 ou TNFRSF4) e 4-1BB (CD137) que
potencializam a ativacao e proliferagdo das células T (39). As citocinas também sao
importantes agentes contra o tumor e além do GM-CSF ja mencionado, destacam-se

a IL-2, que atua na ativagao, diferenciagao e proliferacdo de células T CD4+ e CD8+
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e IL-12 que tem papel importante na diferenciagcdo de células T CD4 Th1 e
fortalecimento da fungao dos linfécitos T citotoxicos CD8+ (CTL). (40-44).

;

Figura 4 - Sinais para ativacdo de célula T. Células apresentadoras de antigeno
(representadas em laranja) processam os antigenos tumorais e apresentam via moléculas
MHC aos receptores das células T (TCR). Outra sinalizagao proveniente da ligagdo entre B7
da APC com CD28 da célula T fornece o segundo estimulo desencadeador a ativagao das
células T (representada em cinza). Fonte: Retirado e adaptado de FARKONA et al., 2016 (33).

Os linfécitos apresentam uma gama de receptores de superficie que podem
transduzir sinalizagdes coestimulatorias, ou mesmo sinaliza¢gdes imunossupressoras.
Os receptores coestimulatérios e co-inibitérios atuam na regulagdo do estado de
equilibrio entre imunotolerancia e imunovigilancia (Figura 5) (45). As sinalizagdes
mediadas por receptores coinibitérios, como CTLA-4 e PD-1 estdo associadas a
indugdo de mecanismos de imunossupressdo, favorecendo a imunotolerancia.
Receptores coestimulatérios como 4-1BB e OX-40 estdo associados a ativacao de
células T e favorecem a imunovigilancia (41, 46-49). Num organismo saudavel, o
sistema imunoldgico encontra-se em homeostase entre os sinais estimulatorios e

inibitorios.
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Figura 5 - Interagdo entre imunomoduladores. Esquema representativo de moléculas
coestimulatérias (desencadeiam resposta imunolégica — representados por sinal verde
positivo) e coinibitdrias (suprimem a ativagao de células T — representados por sinal vermelho
negativo) entre células apresentadoras de antigeno e células T. Fonte: Retirado de PARDOLL,
2012 (40).

As células cancerosas aproveitam-se desse sistema de redundancia para
evadir e proliferar (50). Conforme crescem, os tumores necessitam de mais
fornecimento sanguineo e causam pequenas lesdes aos tecidos circundantes,
desencadeando sinais inflamatérios, recrutamento de células de defesa (linfécitos T
infiltrantes - TILs) e consequente eliminagdo de algumas células tumorais e
apresentacao de seus neoantigenos. As células tumorais sobreviventes a “pressao
Darwiniana” entram em equilibrio e tornam-se mais resistentes e capazes de escapar
aos ataques do sistema imune e entédo, proliferam-se descontroladamente (29).

Visando auxiliar o sistema imunoldgico do individuo a reconhecer e preservar-
se dos mecanismos de escape adotados pelas células tumorais, a imunoterapia surgiu
como um tratamento adjuvante as terapias tradicionais (cirurgia, quimioterapia e
radioterapia). Desta forma, fortalecer a apresentagédo de antigenos e a ativagédo das

células T é um processo primordial (50). Essa estratégia desenvolveu-se



27

extraordinariamente na ultima década e a sua peculiaridade é que em contraste a
outros tratamentos até agora usados contra o cancer, o sistema imune pode atingir
metastases e € capaz de diferenciar as células tumorais de forma seletiva. Apesar
disso, como dito anteriormente, o tumor apresenta a caracteristica de adquirir formas
de resisténcia, tal como a utilizacdo de mecanismos de imunossupresséo, e neste
ponto, a imunoterapia se apresenta como uma opg¢ao terapéutica, buscando estimular
o sistema imune, inibir anergia e a exaustao.

O numero de linfécitos infiltrados nos tumores (TILs) esta associado
positivamente a resultados clinicos mais favoraveis em cancer de mama (51, 52)
sendo um indicativo da resposta imune contra as ceélulas tumorais. Portanto, o
desenvolvimento de estratégias antitumorais com o objetivo de fortalecer respostas
mediadas por células T aparece como uma excelente opcdo, baseando-se
principalmente em inibir mecanismos imunossupressores ou em induzir mecanismos

associados a coestimulagao.

1.5.1 A imunomodulagcdao mediada por 4-1BBL e OX-40L pode favorecer a
atividade antitumoral

O receptor de superficie celular, CD137 (4-1BB/ILA) pertence a superfamilia de
receptores do fator de necrose tumoral (TNFRSF) e é encontrado em células natural
killer (NK), podendo ser induzido por ativagdo em mondcitos, linfécitos T CD4 e CD8
(53, 54). Seu ligante (4-1BBL/CD137L) é expresso em células apresentadoras de
antigeno, como macréfagos, células dendriticas e células B (Quadro 1) (55, 56).

Apos sua sinalizagdo em células T, o 4-1BB pode interagir com o fator
associado ao TNFR (TRAF) 1-3; TRAF-1, TRAF-2 e TRAF-3 (57, 58); (59, 60). Essa
interacdo desencadeia uma cascata de ativagao, incluindo a via de NF-kB (fator
nuclear kappa B) (61-63) que culmina no estimulo a divisao celular e sobrevida através
da expressao de genes de sobrevivéncia como BCL-XL e BFL-1 (64-66), ao mesmo
tempo em que reduz a sinalizagao de moléculas pr6 apoptéticas, como BIM (Bcl-2-like
protein 11) (49, 67).

A interagéo entre receptor e ligante gera um sinal coestimulatério em células T
CD4 mas sobretudo, em T CD8, potencializando a ativagédo, sobrevivéncia (64),
proliferagdo e citotoxicidade de células T (68, 69). A produgédo de citocinas proé-

inflamatodrias de perfil Th1, em linfécitos T CD4; aquelas que estimulam a imunidade
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celular, sao elevadas, como IL-2 (70-72) e interferon gama (IFN-y) (73-75) enquanto
que Th2 (imunidade humoral) sdo suprimidas, como IL-4, IL-6 e IL-10, as quais
medeiam a ativagdo de células B e producéo de anticorpos (76).

Na presenca de forte estimulo ao TCR, a sinalizagdo mediada por 4-1BBL pode
desencadear a ativagdo de células T, independente de CD28. Essa resposta é
dependente da via NF-kB e ativa a proliferagao celular, secre¢ao de citocinas como
IL-2 e IFN-y, podendo gerar resposta antitumoral (77) entretanto, a presenga de CD28
desencadeia uma resposta mais robusta e protetora (78-80).

Ainda que a maioria dos trabalhos demonstrem atividade antitumoral mediada
pela coestimulagcao de 4-1BB/4-1BBL, existem dados de que a interagcéo entre essas
moléculas também pode resultar numa sinalizagao antagonica, visto por exemplo que
em células L78 (carcinoma escamoso de pulm&o) a secregao de IFN-y é aumentada,
favorecendo a imunidade antitumoral, enquanto que células HepG2.2.15
(hepatocarcinoma) foram capazes de gerar uma sinalizagcado reversa, pro-tumoral,
através de 4-1BB que induziu a secregdo de IL-8, contribuindo a angiogénese,
apoptose de linfécitos T independente de Fas e consequente estimulo para
progressao tumoral (81-84)

O CD134 (OX-40) também é um membro da familia TNFRSF que é encontrado
transitoriamente apdés o reconhecimento do antigeno e interagcdo com o TCR,
sobretudo em células T CD4 ativadas mas também em T CD8 ativadas sob forte
estimulo antigénico, T regulatérias (Treg) humanas ativadas (em camundongos é
constitutivo) e, em menor proporgdo em neutroéfilos e células NK (Quadro 1) (85-88).

O ligante de CD134 (CD134L/OX-40L/CD252) pode ser induzido em APCs
ativadas, como células B, células dendriticas e macrofagos, bem como células
endoteliais, NK e mastécitos (Figura 6) (89). A interacdo OX-40:0X-40L desencadeia
uma cascata de ativagcao similar a 4-1BB:4-1BBL, incluindo a via NF-kB. Essa
sinalizacao sustenta a expressado de proteinas anti-apoptoticas como BCL-XL e a
secrecao de citocinas como IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-y, promovendo a sobrevivéncia e
proliferacdo de células T CD4 de perfil Th1 e Th2, assim como o desenvolvimento de
células efetoras e de memoria (87). Esses mecanismos e sinalizagdes sdo essenciais
para o desenvolvimento de uma imunidade contra o cancer, tornando-a um alvo

promissor para a imunoterapia tumoral (90).
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Figura 6 - Interacdao entre OX-40/0X-40L. Quanto ativada, a célula apresentadora de
antigeno (APC) processa e expde o antigeno via moléculas MHC e, passa a expressar
moléculas coestimuladoras como CD80/CD86 (B7-1 e B7-2, respectivamente) e CD40. Ao
encontrar uma célula T naive, ocorre a interagdo entre receptores e ligantes de ambas as
células, fornecendo o primeiro (MHC/TCR) e segundo sinal (B7/CD28) necessarios para a
ativacado da célula T. Entre 48-72 horas pods ativagao, a célula T efetora passa a expressar
outras moléculas coestimuladoras, como o OX-40, o qual pode se ligar ao ligante (OX-40L)
de células B, células NK, células T CD4 ativadas, células endoteliais e mastdcitos com o
objetivo de impulsionar uma resposta imune. Fonte: Retirado de Fu et al., 2020 (87).

1.5.2 A ambiguidade de GM-CSF na evolugao do cancer

O GM-CSF (fator estimulador de colbnias de granuldcitos-macréfagos) € uma
das quatro citocinas do fator estimulador de colénias (CSFs) que sao essenciais na
hematopoiese (91). Essa citocina é secretada em resposta a citocinas pro
inflamatdrias, como IL-1, IL-6 e TNF-q, por diferentes tipos celulares, como células T
ativadas, células B, macrofagos, células endoteliais vasculares e fibroblastos (92).
Seu receptor € o CD116 ou CSF2R e pode ser encontrado em células sanguineas,
epiteliais e apresentadoras de antigeno (Quadro 1) (93-95).
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Dentre suas fungdes, o GM-CSF pode auxiliar em processos de cicatrizagao,
pois é capaz de promover a proliferacdo e migragdo de queratinécitos e a migragao
de células endoteliais vasculares, contribuindo também na angiogénese (92). Além
disso, ele também estimula a proliferacdo e ativacdo de macrofagos, células
dendriticas, mondcitos e neutrofilos, aumentando a apresentagdo antigénica, a
fagocitose e consequentemente a quimiotaxia de linfécitos (96). Por esse motivo, o
GM-CSF comecou a ser utilizado como adjuvante em terapias tumorais para diminuir
efeitos adversos da radioterapia e quimioterapia, como a neutropenia (diminui¢cao de
neutroéfilos) e para aumento da resposta contra o tumor (97).

Por outro lado, o aumento dessa citocina no soro de pacientes oncoldgicos
também pode estar associado a um cancer mais metastatico por favorecer a
angiogénese e aumentar a produg¢ao de metaloproteinases de matriz (MMP) -2; -9 e -
26, cuja funcao é degradar proteinas da matriz extracelular possibilitando a migracao
e invasao (97, 98). O papel de GM-CSF como promotor de tumor foi relatado in vivo
no cancer de cabega e pescogo (99) e in vitro em células de cancer de pulméao (100).

Diversos estudos utilizando GM-CSF como adjuvante ou como vacina a partir
de células autdlogas ou alogénicas secretoras de GM-CSF (GVAX) estdo em
andamento e indicam boas perspectivas de resposta imune (101-104) e outros,
necessitam de mais estudos mas sugerem ao menos, segurancga clinica com baixa
toxicidade (105, 106). Esse efeito antitumoral foi relatado em camundongos Balb/c
vacinados de forma profilatica com célula tumoral de cancer de mama, a qual foi
previamente infectada com um vetor adenoviral recombinante para expressao de GM-
CSF (107). Com inicio em 2006 e término ao final de 2021, ocorreram dois estudos
de fase clinica para o tratamento de cancer de mama operavel (NCT00880464) e
metastatico (NCT00317603) a partir de células autdlogas secretoras de GM-CSF
mediante transferéncia génica mediada por adenovirus. Dados preliminares de ambos
os estudos demonstraram baixo efeito adverso grave da terapia neoadjuvante, como
disturbio cardiaco e respiratério. No primeiro ensaio clinico, 28% dos pacientes
chegaram ao final do estudo, enquanto que no segundo, 86% entretanto, ainda néo
existem dados publicados da correlacédo entre as vacinas e a estabilidade do quadro
tumoral.

Efeitos positivos da vacina GVAX também foram visto em melanoma (108),
carcinoma de células renais (109), cancer de pulméo de células ndo pequenas (110,

111) e prostata (112), que conta com a Sipuleucel-T; uma vacina antitumoral aprovada
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pelo FDA (Food and Drug Administration) para casos metastaticos de cancer de
prostata resistente a terapia hormonal (113). Essa vacina consiste em incubar a
proteina recombinante de um antigeno frequentemente expresso pelas células
tumorais dos pacientes com cancer de prostata, chamado de fosfatase acida
prostatica (PAP), em fusdo a citocina GM-CSF, juntamente com as células
apresentadoras de antigeno, isoladas do paciente, afim de elevar a apresentagéo
antigénica e a resposta das células T contra o tumor (114).

O Quadro 1 aborda de forma resumida o resultado das interagdes entre os

imunomoduladores descritos acima.

Quadro 1 - A expressao dos imunomoduladores pelas células e a atividade

resultante de suas respectivas interagoes.

Imunomodulador

Células que expressam o receptor

Células que expressam o ligante

Atividade

Marcadores

CD137/4-1BB

Células NK, Monécitos
Linfécitos T CD4 e CD8 ativados

APCs como macréfagos, células
dendriticas e células B

Expanséo clonal, sobrevivéncia
e cifotoxicidade de células T

Citocinas de perfil
Th1, como IL-2 e
IFN- y

Induzivel em células NK, Neutrofilos

Induzivel em APCs (DC

Sobrevivéncia e proliferagéo

Citocinas de perfil
Th1 e Th2 como

macrofagos, células endoteliais
vasculares e fibroblastos

antigeno, células sanguineas e
epiteliais

antigeno e quimiotaxia de

CD134/0X-40 | Treg (constitutivo em camundongo), | macréfagos, células B), células de células T CD4 e CD8 L2 IL-d IL5
T CD4 e T CD8 ativados endoteliais, NK e mastdcitos efetoras e de meméria ! IFN—-v @
Células sinalizadoras Células Alvo Regulagéo de células
. ) " . hematopoiéticas, maturagéo de
GM-CSF Células T ativadas, células B, Células apresentadoras de células apresentadoras de MHC-II, CD11¢

linfGeitos

Fonte: Autoria propria.

1.6 Receptores hormonais subdividem o cancer de mama

O cancer de mama pode ser dividido com base em seus marcadores celulares
em grandes grupos quanto a presenca de receptor de estrogénio (ER +), receptor de
progesterona (PR +), receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2
+) ou pela auséncia destes, no caso do cancer de mama triplo-negativo (TNBC) (115,
116).

O TNBC corresponde a cerca de 15% dos canceres de mama e € geralmente
diagnosticado em mulheres de ascendéncia africana e hispanica com idade inferior a
50 anos (117, 118). As pacientes diagnosticadas apresentam um mau prognéstico
com um aumento no risco de reincidéncia e metastase comparado com os outros
tipos. Estima-se que 35% das pacientes diagnosticadas com este tipo de cancer irdo

apresentar metastase apos quimioterapia (119-121).
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Uma busca no banco de dados PubMed correlacionando os termos ‘triple
negative breast cancer” AND ‘immunotherapy”, revelou que nos ultimos 10 anos as
pesquisas mundiais sobre imunoterapia e o cancer de mama ganharam notabilidade
mundial (Figura 7), sobretudo o TNBC associado aos checkpoints imunolégicos PD-
1/PD-L1 (122).

Publicacoes sobre Imunoterapia em TNBC
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Figura 7 - Avango dos estudos de imunoterapia no cancer de mama triplo negativo
(TNBC). Quantidade de publica¢gdes anuais sobre imunoterapia em cancer de mama triplo
negativo entre os anos 2000 a 2020. Fonte: Autoria propria.

1.7 Terapias em cancer de mama triplo negativo

Entender a epidemiologia e tragar um perfil genético das doengas auxilia na
profilaxia, possiveis formas de tratamento e terapia (123). Os fatores
desencadeadores do céncer de mama sao diversos e os estudos acerca deles
transitam entre os habitos de vida, fatores genéticos e também hormonais, como a
utilizacdo de métodos contraceptivos (124).

Sua heterogeneidade e agressividade tumoral dificultam o desenvolvimento de
uma estratégia terapéutica eficaz. A terapia padrdo de cirurgia, quimioterapia e
radioterapia funciona para aproximadamente 20% dos pacientes com TNBC sendo a
quimioterapia a primeira linha de tratamento padrdo mas a resposta € de curta

duragéo, o que reflete numa sobrevida global mediana (OS) inferior a 2 anos, ou seja,
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esses pacientes possuem aproximadamente 2 anos desde o inicio do tratamento até
o falecimento (125).

Compreender a complexa interacdo entre células tumorais e 0 microambiente
imunossupressor que as rodeia, trouxe abordagens terapéuticas que tentaram
modular o desempenho do sistema imunoldgico, a evolugéo e o progresso do cancer
(126). Uma terapia que desencadeie morte das células tumorais e consequente
liberacdo de seus neoantigenos possibilita a resposta imune frente ao seu
desenvolvimento, principalmente por linfcitos T (127).

Estudos recentes modificaram os paradigmas sobre o entendimento do cancer
de mama. Considerado até entdo como um tumor “frio” (de baixa imunogenicidade),
de escasso infiltrado de células T (TILs) e de pouca carga mutacional em relagéo a
canceres de pulmao, melanoma e rim (128, 129), as estratégias terapéuticas adotadas
por muitas décadas foram cirurgia e quimioterapia (130). Atualmente, é sabido que o
cancer de mama triplo negativo € imunogénico e que pacientes com este tipo tumoral
e com grande prevaléncia de TILs; possuem melhor prognostico, uma vez que estes
linfécitos podem atuar na imunovigilancia, potencializando o beneficio de protocolos
terapéuticos (131-134).

Estudos indicam que aproximadamente 20 a 30% de pacientes com cancer de
mama expressam PD-L1 (135, 136). Além disso, € conhecido que este tipo oncoldgico
esta associado a mutagdes na via PTEN/PI3K (137-139) e o desequilibrio de PTEN
desencadeia uma regulagdo positiva de PD-L1, que por sua vez, suprime a
proliferacdo e a sobrevivéncia das células T (135).

Baseado nas descobertas acima, terapias a base de taxanos e compostos de
platina estdo sendo utilizadas como agentes quimioterapicos principais no TNBC.
Também tem sido estudado e aplicado inibidores que atuam em vias para supressao
da angiogénese, proliferagao e processos de reparo celular como inibidores de PARP-
1 (Poli-ADP-ribose polimerase) e de ciclina 4 e 6 (140-142). Nao menos importante, o
estudo com anticorpos monoclonais a base de inibidor de checkpoint como PD-L1
também tém sido alvo de diversos estudos (143, 144). O Quadro 2 tras um resumo de

algumas destas abordagens terapéuticas.

1.7.1 Agentes quimioterapicos induzem morte celular e podem potencializar a
imunogenicidade tumoral
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O objetivo da quimioterapia € utilizar uma droga que desencadeie a morte das
células tumorais e, por consequéncia, também ocorre a liberagdo de neoantigenos e
recrutamento de TILs (140). Varios quimioterapicos tém sido utilizados em associagao
a agentes imunoterapéuticos na tentativa de alterar o microambiente imunossupressor
e auxiliar a atividade antitumoral (145-151).

Taxanos como paclitaxel, nab-paclitaxel (paclitaxel associado a nanoparticulas
de albumina) e docetaxel tém sido empregados no TNBC pois agem nos microtubulos;
estruturas necessarias no processo de divisdo celular, transporte intracelular e
motilidade, desencadeando uma sinalizagdo pré apoptodtica e consequentemente
antitumoral (142, 152-155). Compostos de platina como cisplatina, carboplatina e
oxaliplatina também fazem parte deste grupo terapeutico para TNBC (156-159).

O microambiente tumoral é de extrema importancia na resposta contra o tumor.
Foi constatado que estes agentes s&o capazes de inibir a mitose e induzir a morte
celular imunogénica (ICD do inglés, immunogenic cell death) ou seja, as células
tumorais passam a liberar padrdes moleculares associados a dano (DAMPs),
facilitando a atividade das células T. Somado a isso, também foi descrito que esses
reagentes conseguem aumentar a expressdo de MHC de classe | nas células
tumorais; outro fator importante para a atividade antitumoral (160-162).

A aplicacdo destes medicamentos deve ser ponderada, uma vez que podem
desencadear efeitos colaterais relevantes (163) como neurotoxicidade (164) pois
podem induzir a apoptose dos neurénios (165). Outro desafio ainda em investigagao
tem sido como resolver a resisténcia intrinseca ou adquirida dos compostos a base
de platina (166-168)

1.7.2 Terapia alvo-especifica: Mutagcoes em genes BRCA tornam células
tumorais mais susceptiveis a terapias com inibidores de PARP

Os genes supressores de tumor, BRCA1 e BRCA2 regulam o reparo do DNA
através do controle de pontos de verificagao do ciclo celular, regulacao da transcrigéo
e apoptose (169). Mutacbes nestes genes sao responsaveis por 5% dos casos de
cancer de mama (170, 171) e para os casos hereditarios, essa mutagao é responsavel
por 80% deles (172).

Foi observado que mutagdes em BRCA tornavam as células mais receptivas

aos inibidores de PARP-1 (173-177) pois, uma vez que a mutagdo néo é reparada a
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morte celular é induzida (178-180). A polimerase poli (ADP-ribose) (PARP) é uma
familia de proteinas importantes na detecgdo e remogao de bases danificadas no
DNA, atuando em mecanismos de reparo do DNA (181). Resumidamente, células
tumorais sdo marcadas por diversas mutacbes e os inibidores de PARP atuam
impedindo que PARP efetue sua fungdo em reparar a mutagédo, ocasionando o
rompimento na dupla fita do DNA e morte celular. Caso a quebra da fita simples seja
reparada, a célula sobrevive, podendo adquirir um perfil tumoral (182).

Diferentemente da maioria das outras terapias que nédo séo alvo-especificas,
esta demonstrou-se direcionada a células com deficiéncia em BRCA1 ou 2 (175, 176)
contudo, apenas 20-40% dos pacientes beneficiam-se dos inibidores de PARP; ainda
assim o tratamento ndo € muito eficaz, resultando em recidiva precoce e metastase
(183, 184). A competéncia abaixo do esperado pode ser resultante da alta
sensibilidade a PARP que o medicamento gera (185, 186), uma vez que o organismo
tende a adquirir resisténcia. Dentre as drogas hoje utilizadas estdo o Olaparibe
(Lynparza) e o Talazoparibe (Pfizer Inc.) (184).

Com o intuito de aumentar o efeito citotoxico e desencadear a morte celular, foi
descrito que os inibidores de PARP também podem atuar em combinagdo com
agentes danificadores do DNA provenientes da quimioterapia ou radioterapia de forma

a deixar a célula mais vulneravel a danos (187, 188).

1.7.3 Terapia de TNBC com inibidores de CDKs

O gene do retinoblastoma (RB1) é capaz de regular a proliferagao celular ao
interagir com o fator de transcricdo E2F, inibindo a transcrigdo e a parada do ciclo
celular (Figura 8 A), mantendo o crescimento controlado (189-191). A inativacéo da
proteina do retinoblastoma (pRb) é desencadeada apds sua hiperfosforilagao pelas
cinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4 e CDKG6) e liberagao do fator de
transcricdo E2F, permitindo a continuidade do ciclo celular; um fator chave e

desencadeante de tumor para células malignas (Figura 8 B) (192).
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Figura 8 - Regulagao transcricional pelo gene supressor de tumor do retinoblastoma
(Rb). Numa célula saudavel, quando Rb se liga ao fator de transcricdo E2F (A1), o Rb pode
reprimir sua atividade, bem como a de genes necessarios para a continuidade do ciclo celular.
Logo, Rb regula a transcricdo, mantendo os niveis de crescimento celular controlado e a
integridade do genoma (A2). Por outro lado, quando cinases dependentes de ciclina 4 e 6
(CDK4 e CDKG®6) hiperfosforilam Rb (B1), o fator de transcricdo E2F fica livre, possibilitando a
continuidade do ciclo celular (B2). O crescimento celular descontrolado pode desencadear
instabilidade cromossdmica, propiciando o surgimento de células mutadas com genotipo
tumoral. Essas células alteradas podem comecar a secretar fatores angiogénicos, como
VEGF, para gerar um microambiente mais nutritivo e também com potencial metastatico,
através da secreg¢do de COX-2, por exemplo (B3). Fonte: Autoria propria.

Novos medicamentos que inibam as cinases dependentes de ciclina 4 e 6 e,
consequentemente mantenham a fungcédo de Rb em suprimir o ciclo celular para reparo
do genoma foram testados no cancer de mama, resultando no desenvolvimento de
medicamentos como Palbociclibe, Ribociclibe e Abemaciclibe para cancer de mama
HER2 (193).

A principio, essa estratégia ndo parecia promissora para os casos de TNBC,
uma vez que aproximadamente 30% deles possuem perda da fungdo do
retinoblastoma (194, 195) e niveis alterados de ciclina (196) contudo, um modelo pré-
clinico de TNBC tratado com Abemaciclib demonstrou aumento de MHC-I e regresséao

tumoral, indicios positivos para tratamento de uma parcela de pacientes TNBC (197).
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Quadro 2 - Abordagens terapéuticas utilizadas/estudadas para tratamento do cancer de
mama triplo negativo.

Composto Tipo Acdo
Paclitaxel, Nab-paclitaxel (paclitaxel Atuam nos microtibulos desencadeando
associado a nanoparticulas de albumina)e Taxano sinalizacdo pré apoptdtica e atividade
Docetaxel antitumoral

Quimioterapia — -
Inibicdo de mitose, morte celular

imunogénica e recrutamento de células
efetoras

Compostos

Cisplatina, carboplatina e oxaliplatina de Platina

Alvo especifica para células

L Olaparibe (Lynparza) e Inibidor de Impede o reparo da excisdo de base do
com deflmenm; em BRCA 1 ou Talazoparibe (Pfizer Inc.) PARP  DNA ocasionando morte celular
Alvo especifica — reparo do i, Reparo do gene do retinoblastoma,
= . L .. Inibidor de « 3
gene e funcédo do Palbociclibe, Ribociclibe e Abemaciclibe CDK4 e 6 supresséo do ciclo celular para reparo do
retinoblastoma genoma

Fonte: Autoria propria.

1.7.4 Terapia para TNBC com anticorpos monoclonais

O pior prognoéstico e a dificuldade de progresso nas terapias alvo dirigidas em
relacdo a outros tipos de cancer de mama sao em parte, devido a alta
heterogeneidade do TNBC contudo, a comunidade cientifica obteve avangos
promissores para esse tipo oncoldégico no campo da imunoterapia baseada em
inibidores de checkpoints imunolégicos (198).

O ensaio clinico do KEYNOTE-086 (identificador do ClinicalTrial
NCT02447003), utilizou um anticorpo monoclonal anti-PD-1 (pembrolizumabe) que
bloqueia a interagdo com seus ligantes (PD-L1 e PD-L2). O uso do pembrolizumabe
em monoterapia de primeira linha desencadeou boa resposta antitumoral para
pacientes TNBC PD-L1 positivos e baixos efeitos adversos (199). Por outro lado, ao
compara-lo com o KEYNOTE-012 (NCT01848834) que estudou pembrolizumabe
como monoterapia de segunda/terceira linha em pacientes TNBC PD-L1 positivos,
embora a atividade antitumoral tenha sido duravel e a administracdo segura, a
sobrevida livre de progressao foi menor do que se administrado como primeira linha
de tratamento (122, 200), indicando que as respostas dos inibidores de PD-L1 séo
mais favoraveis quando em tratamentos de primeira linha. Estes dados
desencadearam o estudo do KEYNOTE-355 (NCT02819518) envolvendo
pembrolizumabe ou placebo associado a quimioterapia (nab-paclitaxel, paclitaxel e
gemcitabina/carboplatina) para pacientes TNBC inoperavel ou metastatico como
terapia de primeira linha. Uma analise prévia do estudo indicou melhora estatistica e

clinica em sobrevida livre de progressao (201).
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No inicio de 2019, apds publicacdo de dados promissores do estudo
IMpassion130, o FDA (Food & Drug Administration) aprovou o uso do atezolizumab;
um anticorpo monoclonal anti PD-L1 (Tecentriq) associado a um quimioterapico (nab-
paclitaxel) para pacientes TNBC metastatico ndo tratado com perfil PD-L1 positivo
(202). Apods 2 anos, o tratamento passou por uma segunda analise demonstrado uma
mediana de 7 meses de sobrevida global para pacientes PD-L1 positivos tratados com
a imunoterapia enquanto que a mediana da sobrevida livre de progressao foi de
apenas 2.2 meses a mais em relagéo ao grupo placebo (145).

Embora os dados tenham indicado melhora clinica nas taxas de sobrevida
global e livre de progressao para pacientes TNBC avancgados, estes mesmos dados
nao foram estatisticamente significativos conforme metodologia para estudo clinico
prospectivo de “analise por intengéo de tratar” (145, 202). Outro estudo, IMpassion132
(NCT03371017), avaliando atezolizumabe ou placebo com quimioterapia
(gemcitabina mais carboplatina ou capecitabina) em primeira linha para TNBC
avancado/metastatico inoperavel recorrente menor ou igual a 12 meses apos
quimioterapia neo(adjuvante) a base de antraciclina ou taxano ainda estd em
desenvolvimento (203).

Desta maneira, faz-se necessario estudos que tenham como alvo o
desenvolvimento de estratégias que consigam maior eficacia na terapia destes

tumores e evitem reincidéncias.
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Quadro 3 - Ensaios clinicos utilizando imunoterapia como monoterapia ou associada a
quimioterapia para casos de cancer de mama triplo negativo. PFS: Progression-free

Survival (sobrevida livre de progressao).

Ensaio Clinico Estudo Medicamento Agdo Paciente Resultado
Monoterapia de primeira Aplicagdo segura e
NCT02447003 KEYNOTE-086 Pembrolizumabe Anti PD-1 ) mediana de PFS de 2
linha em TNBC PD-L1+
meses
Monoterapia de

segunda/terceira linha

em TNBC avangado PD-
L1+

Aplicag@o segura e
mediana de PFS de 1.9
meses

NCT01848834 | KEYNOTE-012 Pembrolizumabe Anti PD-1

Pembrolizumabe +
quimioterapia (nab-
NCT02819518 | KEYNOTE-355 paclitaxel, paclitaxel e

Mediana de PFS em
Pembro/Quimio foi de
9.7 meses e Placebo+

Primeira linha para NBC

Anti PD-1 + . .
inoperavel ou

Quimioterapia

gemcitabina/carboplati metastatico Quimio de 5.6 meses
na) ou placebo
Atezolizumabe .
. (Tecentriq) + | AntiPD-L1+ TNBC metastéticongo = "coana de PFS de 2
NCT02425891  IMpassion130 s ) - : meses a mais que o
Quimioterapia (nab- | Quimioterapia  tratado com PD-L1+
. placebo
paclitaxel)
(Tet:':]etfitjl;zz;ll';rI ?’F:cebo Anti PD-L1 + s
NCT03371017 = IMpassion132 g . .= " avangado/metastatico Sem resultado
+ Quimioterapia (nab- A Quimioterapia inoperavel

paclitaxel)

Fonte: Autoria prorpia.

1.7.5 Proposta de Abordagens inovadoras baseadas em Vacinas Antitumorais
para terapia de TNBC

Diferentemente das vacinas tradicionais que contém antigenos purificados com
efeito profilatico, a vacina terapéutica ou antitumoral almeja através da imunoterapia,
capacitar o sistema imunolégico do individuo a reagir ao cancer de forma especifica e
que possa atingir metastases através de diferentes métodos, como por exemplo, a
vacina baseada em células autélogas (204).

Uma vacina baseada em células bem sucedida é capaz de elevar a atividade
de APCs e consequentemente a apresentagdo antigénica, de maneira a tornar os
linfécitos T CD4 e CD8 mais responsivos ao tumor. A partir de um sistema imunoldgico
robusto, mais células cancerosas serao identificadas e eliminadas por um processo
conhecido como morte celular imunogénica (ICD). A morte destas células libera
DAMPS e aumenta o recrutamento de APCs, fortalecendo o ciclo eliminatério (205,
206).

Observamos em nosso laboratério que combinagdes de vacinas derivadas de
células tumorais expressando os imunomoduladores OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF que

coestimulam as células T e sado expressos por células apresentadoras de antigenos
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fortalecem a resposta antitumoral em modelos animais, suprimindo tumores e
induzindo uma resposta duradoura, que pode impedir a recidiva (207). Verificamos
também que animais tratados com estas vacinas apresentam um aumento no infiltrado
de células T citotoxicas nos tumores e no bago.

Sabidamente, o TNBC € um tumor que apresenta relevante quantidade de
infiltrado de células T, contudo, essas células podem estar anérgicas ou
imunossuprimidas, podendo contribuir para a diminuicdo da eficacia com terapias
baseadas em inibidores de checkpoint (133, 208). Os resultados observados nos
experimentos in vivo com animais e dados da literatura nos motivaram a ampliar
nossos estudos de forma mais dirigida ao desenvolvimento de uma aplicabilidade
clinica.

Para o desenvolvimento deste projeto, iniciamos uma parceria com o CAISM
da UNICAMP em colaboragao com a Professora Dra. Sophie Derchain, professora
titular em Ginecologia do Departamento de Tocoginecologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas (FCM) da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, Dra. Susana
Oliveira Botelhno Ramalho, médica oncologista clinica do Departamento de
Tocoginecologia da FCM/UNICAMP CAISM e com a Dra. Geisilene Russano de Paiva
Silva, médica patologista. Dessa forma, além de todo o suporte clinico cientifico,
também pudemos utilizar amostras provenientes do biobanco de pacientes
diagnosticadas com TNBC. Estas pacientes receberam quimioterapia neoadjuvante e
nao tiveram resposta terapéutica satisfatéria. Dessa forma, nossa proposta consistiu
em explorar estratégias de imunoterapia baseadas em vacinas antitumorais geradas
a partir de células tumorais provenientes da biopsia destas pacientes com TNBC do
CAISM. Nestes ensaios também planejamos investigar a modulagao de linfécitos
primarios oriundos das pacientes TNBC do CAISM em ensaios in vitro, avaliando a

ativagao linfocitaria e potencialidade de eliminagao tumoral.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este projeto tem como objetivo central realizar uma avaliagéo in vitro do efeito
de vacinas antitumorais derivadas de células tumorais primarias de cancer de mama
triplo negativo geneticamente modificadas com imunomoduladores OX-40L, 4-1BBL e
GM-CSF.

2.2 Objetivos Especificos

1. Clonagem dos genes humanos OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF em vetores
plasmidiais utilizados na producgao de vetor viral recombinante.
Construgao de vetores virais (OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF).

3. Isolamento de células primarias provenientes do tumor da paciente e
estabelecimento de linhagens.

4. Transdugdo dos vetores virais para estabelecimento de células
imunomodulatérias a partir de células primarias isoladas do tumor.

5. Isolamento de células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC)
de doador saudavel e da paciente.

6. Ensaios in vitro com as células tumorais primarias em co-cultivo com
PBMCs previamente incubados com células tumorais geneticamente
modificadas expressando imunomoduladores para verificar a indugao de

citotoxicidade dos PBMCs contra o tumor.
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3. METODOLOGIA

Para desenvolver este projeto, seguimos o fluxo de trabalho como consta na Figura

9. Os passos de cada etapa, foi descrito em detalhes nos topicos que o seguem.

Fluxo de trabalho
Paciente/Voluntario Ensaios Teste da Hipotese
28 aA
»| Ativacdo do Clonagem dos
F'B‘MC imunomoduladores
1A .y mCherry (inserto) em vetor
lentiviral
Coleta e Isolamento | A
§ de PBMC de doador 4
saudavel -
i Producao de
Lentivirus —» Ensaio in vitro
i 3A
¥ 6A
Extracdo de RNA Transducdo da
cDNA e amplificacdo [~ célula priméria
dos imunomoduladores > tumoral com
lentivirus |
A
|
2B
1B Isolamento de célula
»| tumoral proveniente
Coleta do tumor do tumor da paciente v
2
E / Andlise:
E Células tumorais
7 expressando
= 38 imunomoduladores
o
induzem resposta
- citotdxica em células T?
Paciente com » Coleta e Isolamento :
TNBC de PBMC

Figura 9 - Fluxo de trabalho para o desenvolvimento do projeto. Fonte: Autoria prépria.

3.1 Coleta de sangue, isolamento e ativacao de células mononucleares de

sangue periférico (PBMC)

Para obter as moléculas imunomodulatérias, o0 sangue venoso de um doador
saudavel foi coletado através de sistema a vacuo em tubo de heparina (Figura 9, 1A).
Apés gradiende de densidade com Ficoll-Paque (GE) conforme protocolo do
fabricante, as células mononucleares de sangue periférico (Peripheral Blood
Mononuclear Cells - PBMC) foram coletadas, lavadas em PBS 1X, contabilizadas e
colocadas em cultura com meio RPMI 1640 completo (CM) (1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco), 10% de soro fetal bovino (Vitrocell), 1% de HEPES

(Gibco), 1% de piruvato de sédio (Gibco), 1% de aminoacidos nao essenciais (Gibco),
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1% de glutamina (Gibco) e 50 uM de  -mercaptoetanol (Gibco)). Para expressarem
as moléculas de interesse, cerca de 107 células foram estimuladas com 5ug/mL de
anticorpo anti-CD3 (Tonbo) e 5ug/mL de anticorpo anti-CD28 (Tonbo) (Figura 9, 2A).

3.2 Extragao de RNA, cDNA e RT-PCR

Apos 72 horas de estimulo, o RNA foi extraido com TRIzol® Reagent
(Invitrogen) seguido por transcricdo reversa do RNA (RT-PCR) com o kit High
Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems™) (Figura 9, 3A). O inserto GM-
CSF (NM_000758.4) foi amplificado a partir do DNA complementar (cDNA) com
enzima GoTag® Hot Start Polymerase (Promega) numa temperatura de melting (Tm)
de 60°C através de primers contendo sequéncias sticky ends de sitios de restricao;
(foward ERI) CGGCGAATTCAAGGCTAAAGTTCTCTGG e (reverse BHI)
GATTGGATCCTTTCATGAGAGAGCAGCTCC; bem como o inserto OX-40L
(NM_003326.5) Tm 57°C com 0s primers (foward BHI)
GCAAGGATCCCTTCCCTCTACCCAGATTGT e (reverse BHI)
TAAAGGATCCTTCATGCTGGTGCCTGGT. Diferentemente, o inserto de 4-1BBL
(NM_003811.4) foi amplificado numa Tm de 59°C com enzima Phusion High-Fidelity
DNA Polymerase utilizando-se os primers sem sitios de restricdo mas com sequéncias
sticky  ends; (foward) GCTATCATGGAATACGCCTCTG e (reverse)
GTACTTATTCCGACCTCGGTGA e posterior nested PCR com GoTaq.

O Quadro 4 traz o resumo da estratégia utilizada para amplificacdo dos

imunomoduladores e a temperatura de melting proveniente da reacao de amplificacao.

Quadro 4 - Estratégia de amplificagao dos imunomoduladores. A amplificagdo por PCR
convencional do GM-CSF foi feita com enzima GoTagq utilizando temperatura de melting (Tm)
de 60°C e primers com sequéncias de EcoRI (Foward) e BamHI (Reverse) para posterior
clonagem em vetor plasmidial. O OX-40L também foi amplificado com enzima GoTaq em Tm
de 57°C com sequéncia de BamHI em ambos os primers. Diferentemente, o 4-1BBL foi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_000758.4?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=V06ZM1KD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_003326.5?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=V06Y04G2016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_003811.4?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=V06YVEUU016
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inicialmente amplificado com enzima Phusion e posteriormente, foi realizado uma nested PCR
com GoTag em Tm de 59°C e sem sequéncia para enzima de restricdo nos primers.

Enzimade Enzima | Temperatura

Imunomedulador Primer Restricio = Utilizada = de Melting
GM-CSF Floward) CGGCGAATTCAAGGCTAAAGTTCTCTGG = EcoRl GoTaq 60°C
GM-CSF R(everse) GATTGGATCCTTTCATGAGAGAGCAGCTCC — BamHI GoTaq 60°C
OX-40L F GCAAGGATCCCTTCCCTCTACCCAGATTGT  BamHI GoTaq 57°C
OX-40L R TAAAGGATCCTTCATGCTGGTGCCTGGT | BamHI GoTaq 57°C
4-1BBL F GCTATCATGGAATACGCCTCTG e Pl 59°C

enzima GoTaq
441BBLR GTACTTATTCCGACCTCGGTGA Sem | Phusione 59°C
enzima GoTaq

Fonte: Autoria propria.

3.3 Clonagem dos genes humanos OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF em vetores

plasmidiais

Apos amplificagdo com enzima GoTaq, os insertos OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF
humanos foram subclonados no vetor pGEM T-Easy® (Promega), sendo que o
primeiro foi retirado deste vetor através de digestdo com BamHI e os outros dois com
EcoRI.

Os insertos recuperados da subclonagem foram purificados com QIAquick Gel
Extraction Kit® (QIAGEN) e ligado com enzima T4 DNA Ligase (NewEngland BioLabs)
no vetor lentiviral FUW (Addgene #14882), o qual foi previamente digerido com as

mesmas enzimas de seu respectivo inserto (Figura 9, 4A e Figura 10).
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Preparo do Inserto Preparo do Vetor Vetor Lentiviral

Amplificagio Subclonagem no Inserto digerido do Vetor FUW Vetor FUW +
(PCR) pGEM T-Easy pGEM T-Easy digerido Inserto

B BHI
A | |
OX-40L (636bp)

BHI BHI

| |

OX-40L (636bp)

Promotor Ubc Promotor Ubc

BHI BHI

ERI BHI
B

ERI ERI

GM-CSF (543bp)

GM-CSF (525bp)

LTR LTR

ERI ERI

Promotor Ubc Promotor Ubc

ERI
4-1BBL

ERI

4-1BBL (775bp) 4-1BBL (795bp)

LTR ERI LTR ERI

Figura 10 - Clonagem dos imunomoduladores em vetor lentiviral. O inserto OX-40L foi
amplificado por PCR com enzima GoTaq e primers flanqueados com BamHI (BHI). O produto
resultante foi subclonado em vetor pGEM T-Easy, recuperado através de digestdo com
enzima BamHI presente nas extremidades dos primers de amplificacdo do gene alvo,
purificado e ligado no vetor FUW (Addgene) previamente digerido com a mesma enzima (linha
A). O imunomodulador GM-CSF humano foi amplificado por PCR com enzima GoTaq e
primers flanqueados por EcoRI (ERI) no sentido foward (F) e BHI em reverse (R). O produto
resultante da amplificagéo foi subclonado no vetor pGEM T-Easy de acordo com o protocolo
do fabricante. O gene foi recuperado do pGEM utilizando-se a enzima ERI presente no sitio
de multipla clonagem do vetor. Apds purificagao, o inserto foi ligado no vetor FUW também
digerido com ERI (linha B). O imunomodulador 4-1BBL foi amplificado com a enzima Phusion
seguido por nested PCR com GoTaq e posterior subclonagem no pGEM T-Easy. O inserto foi
recuperado através da digestdo do vetor com enzima ERI, seguido de purificagao e ligagao
com o FUW previamente linearizado com ERI (linha C). Todas as ligagbes foram
transformadas em bactéria DH5a e as colénias resultantes foram processadas através de
miniprep caseira. Os melhores clones de cada vetor foram escolhidos apds analise de
sequenciamento de nova geragao (NGS). Fonte: Autoria propria. * Vetor retirado do software
Snapgene.

Para clonagem do FUMW (FUW + mCherry), o vetor foi linearizado com Xbal e
o inserto mCherry foi retirado do vetor comercial pLV-mCherry (Addgene #36084) com
Xba-l e Sal-l HF. Para que a ligacdo entre eles fosse compativel, ambos foram
tratados com T4 DNA Polimerase (NewEngland BioLabs) para preenchimento das

extremidades 5" e 3" (Fill in) seguido por purificagado e ligagao (Figura 11).
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Vetor Plasmidial

-=2

Xbal |

se e = LTR s Promotor Ubc WPRE

LTR

&=

FUW
Xbal Xbal
BHI

see e = LTR — Promator Ubc WPRE

LTR

Inserto

Xbal Sal |

pLV mCherry

Vetor Lentiviral

Taq(T) T

Figura 11 — Clonagem do vetor FUW mCherry (FUMW). A estratégia de clonagem para
obtencao do vetor FUMW consistiu em linearizar o vetor FUW (Addgene) com enzima Xbal. O
inserto (mCherry) foi obtido através da digestédo do vertor comercial pLV-mCherry (Addgene) com
Xbal e Sall. Para tornar as extremidades entre vetor e inserto compativeis, ambos foram tratados
com a enzima T4 DNA Polimerase para preenchimento das extremidades 5" e 3" (fill in). Em
seguida, vetor e inserto foram purificados e ligados. A selegao do melhor clone FUMW foi feita
apos investigacdo das colbnias resultantes da transformagdo da ligacdo através de
sequenciamento e PCR de colbnia. Fonte: Autoria prépria. * Vetor retirado do software Snapgene.

Todas as ligagbes acima foram transformadas com bactéria DH5a
(NewEngland BiolLabs), as colénias provenientes foram processadas por miniprep
caseira ou PCR de colonia e submetidas a mapa de restricdo com enzimas que
liberassem o inserto. Os clones positivos na digestdo ou na PCR foram sequenciados
através do sequenciamento de nova geracdo (NGS), possibilitando analise de
identidade e o sentido de ligag¢ao do inserto no vetor.
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3.4 Construcao de vetores lentivirais (OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF) e titulagao

Os vetores virais foram produzidos em células HEK293T (ATCC) por
transfecgdo transiente pelo protocolo de fosfato de calcio a partir do plasmideo
codificando o gene imunomodulatério humano obtido na clonagem. Estes plasmideos
foram incubados com vetores de empacotamento para a produg¢ao de particulas virais
expressando os genes humanos OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF, bem como o gene
repérter mCherry.

O sobrenadante contendo as particulas virais foi coletado apds 24; 48 e 72
horas da transfecgdo, seguindo por centrifugagcdo a 400g, 5 minutos, 4°C para
remogao de debri. Uma aliquota de 200uL de cada coleta foi guardada antes dos
passos a seguir para posterior controle de rendimento. O sobrenadante proveniente
da centrifugacao foi filtrado em filtro de seringa de 0.22uM e ultracentrifugado a
110.000g a 4°C por 90 minutos na ultracentrifuga Beckman Optima XL-80 para
concentracao viral. O pellet resultante da ultracentrifugagdo contendo as particulas
virais foi ressuspendido em PBS 1x, aliquotado e armazenado em biofreezer para
posterior titulagao e transducéo nas células primarias.

Ap0s as trés coletas, as células produtoras de virus foram recuperadas da placa
para coloragao com anticorpo anti os imunomoduladores OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF
por 30 minutos. A célula parental nao trasnfectada também foi corada e utilizada como
controle negativo. Em seguida, as amostras foram submetidas a citometria de fluxo
para comprovar a transfeccdo do plasmideo viral.

Como demonstrado na Figura 12, a fim de determinar o titulo viral para
subsequente estabelecimento das linhagens, foram plaqueados seis pogos com 5x10*
células HEK293T em placa de 24 pogos para cada virus e mais 6 pogos para controle
biolégico da citometria, ou seja, pogos de células sem virus e sem marcagado com
anticorpo e também pocos de células sem virus mas que foram coradas com anticorpo
dos virus a serem investigados, como um isotipo. Apds 24 horas, um dos pogos
controle foi tripsinizado e contado para que fosse sabido o numero de células no
momento da transdugao para posterior calculo de titulagdo. Dos seis pog¢os para uma
das preparagdes virais, cada um recebeu um volume de virus (5uL e 50 pL de virus
nao concentrado e mais 4 volumes do virus ultracentrifugado e diluido 100 vezes;

0.5uL; 5uL; 50uL e 500uL). Todos os pogos foram transduzidos com meio D10 e
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8ug/mL de polibreno. Passado mais 24 horas, o meio foi trocado e a célula foi incubada
novamente até o dia seguinte para posterior citometria de fluxo (NovoCyte/ACEA). A

partir dos dados obtidos, a concentragao viral foi calculada seguindo a formula:

Numero de células x (% cél. Transduzida - % branco) x 1000 x Diluigdo viral

100 Vol. Virus
transduzido

Nao
Concentrado

1 2.3 4 5 6
L0 O 0000
00000
00 C 00
00 000C

Figura 12 — Esquema representativo de placa para titulagao viral. As preparagdes virais
sdo tituladas células HEK293T em seis volumes diferentes (5uL e 50 pL de virus nao
concentrado e mais 4 volumes do virus ultracentrifugado e diluido 100 vezes; 0.5uL; SuL;
50uL e 500uL) e a eles sado adicionados meio DMEM com 10% de soro e 8jug/mL de polibreno.
A citometria de fluxo & realizada apdés 48 horas da transducdo e os dados obtidos sao
utilizados para calculo do titulo viral. Fonte: Autoria prépria.

Concentrado (ultracentrifugado) e
diluido 100 vezes

{ '

3.5 Estabelecimento de células primarias isoladas de tumores de pacientes

O Centro de Atencdo Integral a Saude da Mulher (CAISM-UNICAMP),
selecionou mulheres diagnosticadas com cancer de mama triplo negativo, que tenham
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido concedendo amostras ao
Biobanco para participarem da pesquisa (CEP 3.691.644 disponivel no anexo).

Para critérios de inclusdo foram inseridas mulheres com diagndstico de
carcinoma de mama invasivo triplo negativo que n&o apresentaram resposta apds

quimioterapia neoadjuvante padrdo do hospital CAISM e que por isso, foram
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submetidas a cirurgia. Foram excluidas mulheres com antecedentes de outros
carcinomas, doengas autoimunes, mulheres que apresentaram resposta a
quimioterapia e gestantes.

Durante a avaliagdo clinico-radioldgica, pacientes que apresentaram pouca
resposta ao tratamento foram selecionadas para a coleta de material no dia da
intervencgao cirurgica. A peca cirurgica foi recebida pelo patologista que fez a analise
macroscopica e no caso de doenga residual extensa foi coletado o fragmento para o
Biobanco. Parte desse fragmento coletado a fresco foi cedido para o presente projeto.

O tecido contendo células tumorais da paciente foi levado ao Centro Nacional
de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM)/Laboratério Nacional de Biociéncias
(LNBio) e foi processado no Laboratério de Vetores Virais (LVV). Através de
dissociacdo mecénica com uma lamina de bisturi, o tecido foi fragmentado em
pequenos pedacos e colocado em pocos da placa de 24 well (Greiner) com meio
completo (CM — RPMI 1640 contendo 1% de penicilina/estreptomicina, 10% de soro
fetal bovino, 1% de HEPES, 1% de piruvato de sddio, 1% de aminoacidos nao
essenciais, 1% de glutamina e 50 yM de 3 -mercaptoetanol).

As células foram tratadas com 50ug/mL de G418 (Gibco) por aproximadamente
3 semanas para eliminar possiveis fibroblastos associados as células primarias do
tumor. O meio foi trocado constantemente e aos poucos, substituido por DMEM com
10% FBS, 1% Penicilina/Estreptomicina e 1% glutamina e as células foram repicadas

conforme o crescimento.

3.6 Transdugcdao dos vetores virais para estabelecimento de células

imunomodulatérias

Para o estabelecimento das linhagens, foram plaqueadas em placas de 24
pocos, 5x10* células primarias provenientes dos tumores. Apds 24 horas, foram
transduzidas com os vetores virais contendo os imunomodulatores ou gene reporter
com MOI (Multiplicity of infection) de 40 em meio D10 acrescido de 4pg/mL de sulfato
de protamina por mais 24 horas. Como controle das transdugdes, foi utilizado a célula
MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™), uma linhagem de cancer de mama triplo negativo
proveniente de um banco de células, a qual foi transduzida em MOI 10. Também

testamos a transdugao dos imunomoduladores em outras linhagens tumorais que néao
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fossem provenientes de cancer de mama ftriplo negativo, como a HT1080
(fibrossarcoma) e PC-3 (prostata), ambas transduzidas pelo mesmo processo.

As células foram subcultivadas conforme crescimento e a expressao dos
transgenes foi verificada por citometria de fluxo através de coloragdo com os
respectivos anticorpos; anti-human 4-1BBL PE (BD Biosciences), anti-human OX-40L
PE (BD Biosciences, clone ik-1) e anti-human GM-CSF PE (BD Biosciences), sendo
que neste ultimo, foi necessario um processo anterior de fixacdo e permebilizagao
celular com o kit Intracellular Fixation and Permeabilization Buffer (eBioscience)
seguindo o protocolo do fabricante, visto que o GM-CSF possui localizagédo

intracelular.

3.7 Ensaio in vitro de citotoxicidade tumoral e o perfil das citocinas inflamatoérias
IL-2 e IFN-y por ELISA

Testamos o efeito da imunomodulagao dos linfécitos sobre as células tumorais
através de PBMCs pré-ativados ou n&o e incubados por apenas 24 horas com células
tumorais expressando os imunomoduladores (células vacinais). Para tanto, no dia 0,
PBMCs isolados com Ficoll-Paque foram descongelados e colocados em dois pocos
da placa de 6 well, ambos com meio CM mas apenas um dos pog¢os recebeu estimulo
com 5ug/mL de anti-CD3 para pré ativar os linfécitos (Figura 13 A). Apds 24 horas,
5x10° células vacinais (célula expressando os imunomoduladores; OX-40L ou 4-
1BBL) ou controle (célula parental ou mCherry) foram semeadas em placa de 6 pogos
com meio CM em duplicata (Figura 13A) e, uma das duplicatas recebeu cerca de
3x10% PBMCs pré-ativados e a outra a mesma quantidade de PBMC sem estimulo
(Figura 13 B).

Afim de verificar se os PBMCs (ativado ou nao) foram estimulados com as
células vacinais ou controle, eles foram coletados do sobrenadante dos pogos com as
células modificadas apdés as 24 horas de incubacdo em estufa. Os PBMCs
provenientes de cada célula modificada foram contados separadamente com azul de
tripan e plaqueados em ao menos quatro replicatas na placa de 96 well com a célula
tumoral ndo modificada. A proporgao utilizada foi de 5 partes de célula efetora (PBMC)
para 1 parte de célula tumoral. Essa mistura foi incubada em meio CM por 72 horas a
37°C com 5% de CO:2 (Figura 13 C) e entdo, o sobrenadante foi coletado e

armazenado a -20°C para posterior analise do perfil das citocinas IL-2 e IFN-y por
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ELISA conforme protocolo do fabricante (Invitrogen), enquanto que as células
presentes na placa foram imediatamente submetidas a ensaio de citotoxicidade por
MTT, conforme protocolo do fabricante. A absorbancia foi medida no EnSpire 2300
(Perkin Elmer) ou CLARIOStar (BMG Labtech) e todos os pogos foram corrigidos pela
subtragado da média do branco (MTT + DMEM). A célula tumoral incubada com PBMC
proveniente de célula tumoral ndo modificada (sem imunomodulador ou gene
repérter), foi utilizada como normalizados afim de gerar a porcentagem de células
viaveis através do seguinte calculo: 100 x (absorbéancia corrigida do pogo de interesse
+ absorbancia corrigida do normalizador). Posteriormente, as analises estatisticas
foram realizadas no software GraphPad Prism versao 5.0 com One-way Anova
seguido pelo Teste de Multipla Comparagao de Tukey com graficos contendo a média
e desvio padrao para ensaios com PBMCs provenientes de voluntarios saudaveis com

p < 0.001 e p < 0.05 para pacientes com cancer de mama triplo negativo.

A A B 5 ;
— Yy J PBMC "Incut?agao por 24hrs dOfS PBMCs (atlyado
FARN ~anticD [T ou ndo ativado) com as células vacinais ou
: ] controle. e
B | E OO0
Y i ) i )
L o N
— Plaqueamento Incubacéo de PBMC l OOO
e 5x10° células  ——> com célula vacinal ou < - ’ Nao Ativado
vacinais/controle controle o
- Anti-CD3 +Anti-CD3 OOO %
Né&o Ativado Ativado g
¥ OOO Ativado
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— [ C Plagueamento 5 (PBMC):1 (Tumor) J PBMC : Tumor J MTT e Anélise
R, Incubag&o entre PBMC coestimulado e 5:1
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Figura 13 — Fluxo de trabalho e desenho experimental do ensaio de citotoxicidade. Para
desenvolver o teste de citotoxicidade, o ensaio foi dividido em quatro tempos. No dia 0, os
PBMCs foram descongelados e, metade recebeu estimulo com 5ug de anti-CD3 e a outra
metade permaneceu apenas em CM (A). Apdés 24 horas (dia 1), as células tumorais
modificadas para expressar os imunomoduladores (OX-40L ou 4-1BBL) ou controle (célula
parental ou FUMW) foram plaqueadas em duplicata com 5x10° células por pogo da placa de
6 well e entdo, a elas foi adicionado o PBMC (ativado ou n&o) (B). No dia 2, os PBMCs de
cada vacina ou controle foram recolhidos do sobrenadante das células modificadas, contados
e plaqueados separadamente numa placa de 96 well, numa propor¢ao de 5 partes de PBMC
previamente coestimulado para 1 parte de tumor (célula tumoral ndo modificada) (C). A
mistura de célula efetora e tumoral foi incubada por 72 horas, seguido por ensaio de MTT para
analise de viabilidade celular. A absorbancia foi medida no EnSpire 2300 (Perkin Elmer) e no
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CLARIOstar (BMG Labtech) e as analises foram feitas no GraphPad Prism (D). CM: Meio
Completo (RPMI 1640 contendo 1% de penicilina/estreptomicina, 10% de soro fetal bovino,
1% de HEPES, 1% de piruvato de sodio, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1% de glutamina
e 50 uM de B -mercaptoetanol). Fonte: Autoria prépria.

4. RESULTADOS

4.1 Clonagem dos genes de imunomoduladores a partir de PBMC estimulado

com anticorpo anti-CD3 e anti-CD28 por 72 horas

O primeiro passo para o estabelecimento de vacinas antitumorais consiste em
construir vetores para expressao de imunomoduladores. Esses vetores podem entéo
ser utilizados para transfectar células-alvo que irdo expressar os transgenes de
interesse. Para construcdo de nossos vetores, inicialmente foi necessario a obtencao
de cDNA codificando imunomoduladores. Este cDNA foi gerado a partir de RNA
isolado de PBMCs humanos. O sangue de doador saudavel foi coletado em tubo de
heparina e o PBMC foi separado por grandiente de Ficoll-Paque. A quantidade de
células presente no PBMC é variavel entre individuos mas de forma geral, &
constituido de aproximadamente; 15% células B, 70% células T, 5% mondcitos € 10%
células NK (209). Durante 72 horas, as células isoladas ficaram incubadas em CM
com estimulo de 5ug/mL de anticorpo anti-CD3 e 5ug/mL anti-CD28. Esta estimulacao

€ necessaria para indugao da expressao dos genes alvo. A Figura 17 demonstra que
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o estimulo com o coquetel de anticorpos anti-CD3 e anti-CD28 utilizado funcionou

para a expressao dos imunomoduladores de interesse.
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Figura 14 - Amplificagcdao das moléculas imunomodulatérias. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo referente a amplificagdo das moléculas
imunomodulatérias; GM-CSF (525bp), OX-40L (636bp) e 4-1BBL (775bp) a partir de PBMC
coletado de doador saudavel e estimulado por 72 horas com 5ug/mL de anticorpo anti-CD3 e
5ug/mL anti-CD28 apés posterior extracdo de RNA.

4.2 Construcao de vetores virais e titulagao

Uma vez obtido o cDNA de nossos genes imunomoduladores, iniciamos a
construgao de vetores virais recombinantes que possibilitam a transdugao de células
alvo. A figura 15 tras resultados das clonagens com OX-40L (linha 1, imagens A-C), a
linha 2 de 4-1BBL (imagens D-F) e a linha 3 do GM-CSF (imagens G-l). Apds
amplificacao (Figura 14), os imunomoduladores, OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF foram
subclonados no vetor pGEM T-Easy e as colbnias resultantes foram processadas por
miniprep caseira e digeridas com enzimas de restrigdo que liberassem o inserto do
vetor. A seta da figura 15, imagem A; D e G, demonstram os clones positivos para
OX-40L (digerido com BamHI), 4-1BBL e GM-CSF (ambos digeridos com EcoRl),
respectivamente. Em seguida, os imunomoduladores foram recuperados do pGEM
através de enzimas de restricdo inseridas nos primers de amplificacao dos alvos ou
através de enzimas presentes no sitio de multipla clonagem do vetor, purificados do
gel de agarose (Figura 15; B, E e H) e por fim, os insertos recuperados foram ligados
ao vetor lentiviral final previamente digerido com as mesmas enzimas do

imunomodulador correspondente (Figura 16). A ligagao foi transformada em bactéria
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DH5a e os clones resultantes foram processados por miniprep caseira, digeridos com
enzima de restricdo para que liberassem o inserto (Figura 15, C, F e |) e entdo foram
sequenciados. Um clone positivo de cada imunomodulador foi escolhido para a
producgao lentiviral.
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Figura 15 - Etapas de clonagem dos imunomoduladores. As linhas 1, 2 e 3 representam
etapas das clonagens com os imunomoduladores OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF,
respectivamente. Os imunomoduladores foram obtidos a partir de extracdo de RNA de PBMC
previamente estimulados com 5ug/mL dos anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, os quais foram
amplificados por PCR e subclonados no vetor comercial pGEM-T Easy conforme protocolo do
fabricante. O produto da ligagédo entre vetor e inserto, foi transformado em bactéria DH5a e
as colbnias resultantes foram processadas por miniprep caseira, digeridas com enzimas de
restricdo que liberassem o inserto e confirmadas por sequenciamento NGS. As setas pretas
das imagens A, D e G demonstram os clones positivos no vetor pPGEM em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo das minipreps digeridas com enzima BamHI para OX-40L e
EcoRI para 4-1BBL e GM-CSF respectivamente. Em seguida, o imunomodulador foi
recuperado do vetor comercial através de digestdo com a mesma enzima de restigao utilizada
no screening de colbénia e purificagao do gel de agarose. Apés a purificagdo, o inserto foi
submetido a gel de agarose de confirmagao (imagens B, E e H). Por ultimo, o inserto purificado
foi ligado no vetor lentiviral FUW previamente digerido com a mesma enzima de restricao
(BamHI para OX-40L e EcoRI para 4-1BBL e GM-CSF), transformado em bactéria DH5a e as
coldnias foram investigadas por miniprep caseira seguida pelo sequenciamento dos clones
positivos encontrados apds digestdo com enzima de restricdo (setas pretas das imagens C; F
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e ). Apds confirmacao por sequenciamento, foi escolhido um clone positivo para cada
imunomodulador, o qual foi expandido por midiprep (MN) para posterior producéo viral.

10.000bp

Figura 16 - Vetor lentiviral FUW linearizado e purificado. Para a clonagem do vetor lentiviral
contendo os imunomoduladores OX-40L, 4-1BBL e GM-CSF, 30ug do vetor FUW (Addgene)
de 9.221bp foi digerido por 2 horas a 37°C com a enzima BamHI e em paralelo, outros 30ug
foi digerido através do mesmo processo com a enzima EcoRI. Em seguida, para prevenir a
religacédo do vetor, eles foram tratados com CIP e aplicados em gel de agarose 1%, 100 V por
40 minutos. A banda do vetor linearizado foi recuperada do gel apds exposicdo em
transiluminador e purificada com QIAquick Gel Extraction Kit. Para confirmar a digestéao e
purificacdo dos vetores, foi realizado um gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
dos vetores digeridos e purificados. Em A, vetor lentiviral FUW digerido com BamHI para
clonagem do OX-40L e em B, vetor lentiviral FUW digerido com enzima EcoRlI para clonagem
do 4-1BBL e GM-CSF.

Diferentemente das etapas de clonagem dos imunomoduladores, para inserir 0
gene repoérter mCherry no vetor lentiviral FUW e obter o FUMW, foi preciso linearizar
o vetor com a enzima Xbal, enquanto que o inserto mCherry; o qual foi retirado do
vetor comercial pLV-mCherry, foi digerido com as enzimas Xba-| e Sal-| HF. Devido a
incompatibilidade das diferentes enzimas utilizadas, vetor e inserto foram tratados
para o preenchimento das extremidades 5" e 3" (Fill in) aplicados em gel de agarose,
cortado do gel e purificado. Um gel de agarose foi realizado para a confirmacao da
linearizagao de 9.2kb do FUW (Figura 17, imagem A1) e da obtengdao do mCherry com
711bp (Figura 17, imagem A2). Em seguida, vetor e inserto foram ligados,
transformados em bactéria e as colénias foram processadas por miniprep caseira ou
PCR de colénia utilizando primers do vetor em que se o inserto ndo estivesse
presente, obteriamos apenas uma banda de 522 pares de base (bp) e, caso houvesse
inserto, obteriamos um fragmento maior com 1.233bp, conforme apontado pela seta

preta na figura 17, B.
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Figura 17 - Clonagem do vetor lentiviral FUMW. Para clonar o gene repérter mCherry no
vetor lentiviral FUW, o inserto foi retirado do vetor comercial pLV-mCherry (Addgene #36084)
com as enzimas de restrigdo Xba-l e Sal-l HF, enquanto que o vetor FUW foi digerido com
Xbal. Devido as diferengas entre as enzimas utilizadas, para que a ligacao entre eles fosse
possivel, ambos tiveram suas extremidades 5 e 3° preenchidas por um processo chamado
Fill in. Posteriormente, eles foram aplicados em gel de agarose com uma corrente de 100 V
por 40 minutos, purificados com kit de extragéo de gel e, um gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo foi realizado para verificar uma banda linearizada e purificada de 9.2kb do
vetor FUW (A1) e a obtencdo de 711 pares de base do inserto mCherry recuperado e
purificado (A2). Em seguida, o FUW e o mCherry foram ligados, transformados em bactéria
DH5a e as colbnias resultantes foram processadas por PCR de colénia com primers para
amplificacdo do vetor em que se o inserto n&o estivesse presente, a banda resultante seria
de 522 bp e, caso contrario, o fragmento seria maior, com 1.233bp representando a ligagao
com o mCherry, conforme apontado pela seta preta em B.

Tais plasmideos puderam ser utilizados para a produgao de vetores lentivirais.
Nossos vetores virais recombinantes sdo defectivos e carecem de informagdes de
replicacéo (210), desta forma, o virus defectivo codificara apenas um cassete de
expressao contendo o gene de interesse a comando de um promotor constitutivo que
se integrara ao genoma da célula hospedeira, podendo se propagar para células filhas
em caso de divisao celular.

Para produgao de particulas lentivirais carreando os genes de interesse (OX-
40L, 4-1BBL, GM-CSF e mCherry), plasmideos virais foram transfectados em células
empacotadoras HEK293T. Apds coletar o sobrenadante contendo as particulas virais,
verificamos através de citometria de fluxo que as células produtoras expressavam os
plasmideos de interesse apods transfecgdo, demonstrando a correta clonagem dos

transgenes (Figura 18).
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Figura 18 - Histograma de HEK293T transfectada com vetores lentivirais. Citometria de
fluxo de células HEK293T transfectada pelo método de fosfato de calcio para producao de
vetor lentiviral carreando os imunomoduladores (OX-40L; GM-CSF e 4-1BBL) ou o gene
reporter mCherry. Apds transfecgdo e coleta dos vetores virais, as células produtoras do
FUMW foram coletadas com PBS 1X, enquanto que as células produtoras dos virus carreando
os imunomoduladores foram coradas com os respectivos anticorpos e depois, todas foram
adquiridas no citdmetro de fluxo no canal de PerCP para o mCherry (virus FUMW — A) e no
canal do PE para os imunomoduladores 4-1BBL (B), OX-40L (C) e GM-CSF (D). Nos
histogramas, o pico vermelho é o controle biolégico, ou seja, a célula parental (sem expressao
do imunomodulador ou gene repérter) corada com o anticorpo de interesse e o pico em verde,
sdo as células produtoras dos genes alvos coradas com o anticorpo e, no caso do vetor
FUMW:; a fluorescéncia do proprio gene repdrter. O deslocamento a direita das curvas em
verde em relagdo a vermelha (controle negativo), representa a intensidade capturada dos
transgenes analisados e portanto, o sucesso de transfecgéo do vetor alvo.

Da mesma maneira, células HEK293T foram transduzidas conforme descrito
no item 3.4 do presente projeto para determinar o titulo da producgao viral e para
posterior estabelecimento das linhagens celulares. Construimos um total de 4 vetores

plasmidias e os respectivos mapas estao apresentados nos apéndices de 1 a 4.

4.3 Transdugcao dos vetores virais para estabelecimento de linhagens

imunomodulatorias

Obtivemos seis pacientes com cancer de mama triplo negativo apés
quimioterapia neoadjuvante que entraram no presente estudo e destas, foi possivel
coletar amostra de bidpsia de apenas cinco. Todos os fragmentos foram coletados em
ambiente ndo estéril e apresentavam alta composicido de tecido necrosado em
diferentes intensidades. Conforme demonstrado no quadro 5, a técnica de remogao

do tecido na rotina cirurgica, bem como o processo de bidpsia na analise patoldgica e
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a condi¢ao de necrose do tecido removido dificultam a obtengao de células primarias
livres de contaminantes, como fungos e bactérias. Sob tais condicdes, foi possivel
obter células cultivaveis apenas da primeira paciente, enquanto que as células das
pacientes 3, 5 e 6, embora houvessem aderido a placa de cultivo, foram contaminadas
por fungo ou bactéria. De todos os 5 tecidos coletados, o Unico a ndo prosperar foi o
da paciente 2.

E possivel notar ainda no quadro 5 que além do tecido tumoral também foram
coletados os PBMCs da maioria das pacientes que participaram deste estudo.
Contudo, a obtencdo de um numero satisfatério deste tipo celular para o presente
estudo foi de relativa complexidade. Devido ao tratamento a qual sdo submetidas em
decorréncia de seu tumor, as veias das pacientes se tornam mais finas e, embora o
sangue tenha sido coletado por enfermeiras da area oncoldgica, a quantidade de
sangue retirada e PBMC obtido foi suficiente para um unico ensaio e, no caso da

paciente 6, insuficiente.

Quadro 5 - Seis pacientes com cédncer de mama triplo negativo apés quimioterapia
neoadjuvante entraram no estudo. Coletado em ambiente nao estéril, foi possivel obter
fragmento proveniente da bidpsia de apenas cinco pacientes, pois uma nao apresentava mais
tumor. Os cinco fragmentos apresentavam pontos de necrose e fibrose em diferentes niveis
e um deles (paciente #6) obteve diagndstico inconclusivo. Todos os tecidos foram
processados por dissociacdo mecanica afim de isolar as células tumorais e modifica-las para
gerar vacinas. Apenas o tecido da primeira paciente foi cultivado com sucesso e sem
contaminacdes.

. Observacdo da patologista sobre a Resultado do cultivo do
Paciente # PBEMC
condicdo do tecido tecido tumoral
1 Necrosado Coletado Cultivado
2 Muito necrosado Nao coletado Ndo cresceu
3 Coletado Contaminou (Fungo)
4 Sem tumor Nao coletado
5 Coletado Contaminou (Bactéria)
6 Inconclusivo/Fibroso Insuficiente Contaminou (Bactéria)

Para gerar as vacinas antitumorais, células imortalizadas de cancer de mama
triplo negativo MDA-MB-231 foram utilizadas como controle de transdugcéo dos
transgenes de interesse. Apds transdugdo, a expressao do transgene foi testada via
citometria de fluxo. Foi possivel estabelecer linhagens MDA expressando todos os
imunomoduladores e gene repérter de interesse (Figura 19). O mesmo teste foi
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realizado com células de fibrossarcoma HT1080 e células de cancer de préstata PC-
3.

MDA MB-231 HT1080 PC-3
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Figura 19 - Transdugéao de células MDA-MB-231, HT1080 e PC-3 com vetores lentivirais.
As linhagens de célula foram transduzidas com pelos vetores lentivirais FUMW (A), FUW OX-
40L (B), FUW GM-CSF (C) e FUW 4-1BBL (D). As curvas em vermelho representam o controle
negativo; células parentais, no caso do item A e, para os demais, células parentais coradas
com os respectivos anticorpos. As curvas em verde representam as células transduzidas com
0s genes de interesse e seu deslocamento a direita representa a intensidade de fluorescéncia
da expressao do vetor alvo.

A mesma metodologia de transdugdo foi aplicada as células primarias
provenientes de amostra da bidpsia da paciente #1, entretanto, foram transduzidas 40
particulas virais por célula com 4ug/mL de sulfato de protamina em meio D10.
Conforme demonstrado na figura 20, foram geradas apenas trés linhagens com o
tumor da paciente #1, sendo elas, OX-40L, 4-1BBL e FUMW. N&o foi possivel
estabelecer a linhagem contendo o GM-CSF, uma vez que as células tumorais
primarias morriam apds 48 a 72 horas da transdugdo com o virus contendo este

imunomodulador.
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Figura 20 - Estabelecimento de linhagens a partir de célula primaria da paciente #1.
Histograma de célula primaria proveniente de cancer de mama triplo negativo humano
transduzidas com lentivirus recombinante em MOI 40 com FUMW (A), FUW hOX-40L (B) e
FUW h4-1BBL (C). Curvas em vermelho sao células parentais e curva em verde sao células
coradas com anticorpos expressando transgenes. Nos graficos B e C foram utilizados
anticorpos marcados com fluoréforo PE.

4.4.1 Vacinas imunomodulatérias induzem resposta antitumoral mediada por

linfécitos de individuos saudaveis

A célula tumoral da paciente 1 foi modificada, como descrito acima, afim de
gerar as linhagens vacinais. Para testar a capacidade das vacinas em estimular a
resposta antitumoral via linfocitos T, foram realizados ensaios in vitro com as células
tumorais da paciente #1 em conjunto com PBMCs pré ativados de doadores saudaveis
ou das pacientes com cancer de mama triplo negativo - foram utilizados os PBMCs de
todas as pacientes com tumor, mesmo daquelas que ndo conseguimos isolar e cultivar
as células tumorais (paciente #3 e #5) (Figura 21 A).

Os ensaios utilizando PBMCs de voluntarios saudaveis ou das pacientes sem

pré ativacdo ndo funcionaram (dados ndo mostrados), por outro lado, ao utilizar o
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anticorpo anti-CD3 para tal finalidade, pudemos notar na figura 21 B que as células
vacinais expressando os imunomoduladores conseguem elevar a resposta
antitumoral através da coestimulacao de linfocitos T. A média das replicatas em trés
experimentos independentes (Figura 21 B1 a B3) demonstraram reducgdoda
viabilidade das células tumorais incubadas com PBMCs pré-ativados estimulados com
as vacinas reduziram , resultando em diferenca estatistica com p < 0.001 das células
controle (tumoral ndo modificada ou modificada para expressao de gene repoérter néo
coestimulador). As vacinas de OX-40L e a mistura mostraram maior imunomodulag&o

do que apenas a vacina com 4-1BBL.

A [piao 1 2 3 4 5

PBMC proveniente

Pré-ativagao do tratamento com MTT
do PBMC célula tumoral
com anti CD-3

PBMC pré-ativado
com célula vacinal
ou controle

Viabilidade (%)

Tratamento

Figura 21 - Ensaio de Ccoestimulagdo de PBMC pré-ativado de voluntario saudavel
mediada por célula tumoral modificada para expressao de OX-40L e/ou 4-1BBL. Na
imagem A, uma linha do tempo ilustra o ensaio realizado em que células tumorais de
pacientes portadores de cancer de mama triplo negativo apds quimioterapia neoadjuvante
foram coletadas, isoladas e modificadas para expressarem moléculas coestimuladoras de
células T; OX-40L, 4-1BBL ou ambas. Este ensaio, consiste em pré-ativar PBMCs de
voluntarios saudaveis com 5ug do anticorpo anti-CD3 por 24 horas e em seguida, incuba-los
por mais 24 horas com as respectivas vacinas. Tais PBMCs foram recuperados e cultivados
em conjunto com as células tumorais ndo modificadas numa proporcdo de 5:1,
respectivamente, durante 72 horas até posterior ensaio de MTT. A absorbancia foi medida no
Enspire e as analises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism verséo 5.0 pelo Teste
de Multipla Comparacgao de Tukey. B. Trés ensaios independentes (B1 a B3) foram realizados
e o mesmo perfil de coestimulagao foi observado; todas as células vacinais testadas
coestimularam os PBMCs, elevaram a resposta antitumoral e reduziram significativamente a
viabilidade das células tumorais quando comparado com uma célula tumoral ndo modificada
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ou modificada para expressar apenas um gene repérter (ndo imunomodulador). Analise pelo
Teste de Comparacao Multipla de Tukey com média e desvio padrao e significancia estatistica
de p < 0.001. PBMC: Células mononucleares de sangue periférico.

4.4.2 Vacinas imunomodulatérias induzem resposta antitumoral mediada por

linféocitos de individuos com TNBC

O mesmo ensaio descrito acima foi realizado com o PBMC das pacientes #1,
#3 e #5 conforme graficos da figura 22. A paciente 1 (Figura 22, A) apresentou redugao
significativa com p < 0.05 quando seus PBMCs foram expostos com a vacina contendo
a mistura entre OX-40L e 4-1BBL, reduzindo a viabilidade das células tumorais em
aproximadamente 30%. O PBMC da paciente #3 (Figura 22, B) respondeu
significativamente com as vacinas de 4-1BBL e também com a mistura, apresentando
reducdo de 23,5% e 34,5% das células tumorais respectivamente. Por outro lado,
foram observados resultados promissores com todos os modelos vacinais com as
células do sangue periférico da paciente #5, com reducao da viabilidade das células
tumorais em 36,3% quando estimulada por OX-40L, 31,4% com 4-1BBL e 43,5% com
a mistura (Figura 22, C).

1501

150+

Viabilidade (%)

Tratamento

Figura 22 - Imunomoduladores OX-40L e 4-1BBL potencializam resposta antitumoral em
pacientes com cancer de mama triplo negativo. Trés pacientes com cancer de mama triplo
negativo tiveram suas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) coletadas e
isoladas através de gradiente de densidade com Ficoll-Paque apds quimioterapia
neoadjuvante. Tais PBMCs foram pré-ativados com 5ug do anticorpo anti-CD3 por 24 horas
e depois expostos a células tumorais nao modificadas (controle) e modificadas para
expressarem o gene reporter mCherry (FUMW) e as moléculas coestimuladoras OX-40L e 4-
1BBL. Posteriormente, os PBMCs coestimulados foram recuperados e incubados com células
tumorais primarias nao modificadas da paciente #1 e apds 72 horas, foi realizado o ensaio de



63

MTT afim de analisar a capacidade das células vacinais em imunomodular linfocitos T e
potencializar a resposta antitumoral. A viabilidade das células tumorais foi medida pela
absorbancia no CLARIOStar e as anadlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism
pelo método do One-Way Anova, seguido pelo Teste de multipla comparacédo de Tukey com
graficos contendo média e desvio padrdo. Apenas a vacina contendo a mistura de OX-40L e
4-1BBL coestimulou significativamente o PBMC da paciente #1 (A), enquanto que com a
paciente #3, além da mistura, esse beneficio também foi observado com a vacina contendo
4-1BBL (B). A paciente #5 obteve os resultados mais promissores, com aumento da resposta
antitumoral em decorrencia da coestimulacdo mediada pelas trés vacinas testadas, sobretudo
com a mistura (C). Grafico de experimentos indivuais realizados em quadruplicata com p <
0.05.

4.4.3 Estudo da producao de citocinas nos ensaios imunomodulatérios com

PBMC de individuos sadios e de pacientes com TNBC

As citocinas desempenham um importante papel na comunicacao celular e sua
secrecao desencadeia uma cascata de sinalizagdes que podem estimular as células
efetoras do sistema imune, como no caso das citocinas inflamatérias IL-2 e IFN-y. A
fim de compreender como nossas vacinas atuam na resposta mediada por células T,
selecionamos algumas das condigdes apresentadas acima para analise do perfil de
expressao das citocinas IL-2 e IFN-y no sobrenadante resultante do ensaio de
viabilidade de doador saudavel e das pacientes #1 e #3 através de ELISA. Conforme
ilustrado pela figura 23, o PBMC de voluntario saudavel demonstrou elevada redugéo
das células tumorais com os trés tratamentos vacinais testados, assim como niveis de
IFN-y significativamente elevados para todas elas, entretanto, no caso da citocina IL-
2, apenas a combinacgao vacinal de OX-40L com 4-1BBL foi estatisticamente relevante
(Figura 23 A).

O ELISA também foi realizado com o PBMC da paciente #1, a qual expressou
atividade antitumoral apenas com a mistura vacinal, acompanhada por niveis mais
elevados de IL-2 e IFN-y para o mesmo tratamento. Embora sem resultado estatistico
significativo com as outras vacinas testadas, concentragdes elevadas de IL-2 também
foram encontradas para a vacina com 4-1BBL e, os trés tratamentos resultaram em
IFN-y superior ao controle ndo vacinal (Figura 23 B). Por outro lado, embora a paciente
#3 tenha apresentado resposta com os trés tratamentos vacinais, ndo foram
visualizados niveis elevados de IL-2 para nenhum deles, enquanto que as
concentracbes de IFN-y foram proeminentes em todas as condicdes vacinais,

sobretudo para a combinacao e também com 4-1BBL (Figura 23 C).
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Figura 23 - Atividade antitumoral versus perfil de citocinas inflamatérias IL-2 e IFN-y. O
sobrenadante proveniente da incubacao de PBMCs expostos as células vacinais ou controle
e incubados com as células tumorais foi coletado e através de ELISA, foi realizado o perfil de
expressao das citocinas inflamatdrias IL-2 e IFN-y com as células de trés individuos distintos.
A. O PBMC de doador saudavel foi eficientemente coestimulado com todos os modelos
vacinais testados (OX-40L; 4-1BBL e OX-40L + 4-1BBL) e seu perfil de IFN-y também foi
elevado para os trés, contudo, apenas a combinagao vacinal demonstrou niveis significativos
de IL-2. B. A paciente #1 apresentou boa resposta antitumoral com a mistura de OX-40L + 4-
1BBL e niveis elevados de IL-2 para 4-1BBL e dupla mas os aumentos de IFN-y foram
significativos em todos os tratamentos. C. O perfil encontrado com a paciente #3 foi muito
semelhante ao do voluntario saudavel; todas as vacinas apresentaram redugao significativa
das células tumorais com elevadas concentragdes de IFN-y em todas elas, porém, os niveis
de IL-2 foram baixos em todas as situacdes testadas. As analises estatisticas dos graficos de
viabilidade foram feitas pelo método do One-Way Anova, seguido pelo Teste de multipla
comparagdo de Tukey com média e desvio padrdo das replicatas com p < 0.001 para
voluntarios saudaveis (A) e p <0.05 para portadores de TNBC (B e C), assim como todos os
graficos de dosagem de citocinas para IL-2 e IFN-y.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho iniciou com a construcdo de vetores plasmidiais codificando
imunomoduladores. Efetuamos a amplificagdo de genes humanos a partir de células
primarias e obtivemos sucesso nas clonagens, conforme relatamos em nossos
resultados. Os plasmidios codificando transgenes foram utilizados para geragao de
particulas virais recombinantes. Essas preparacdes foram tituladas e caracterizadas
quanto a expressao dos transgenes humanos em cultura de células MDA-MB-231,
HT1080 e PC-3, demonstrando sucesso das construgoes.

Por meio de colaboragdo com uma equipe do CAISM Unicamp, coordenada
pela prof. Dra. Sophie Derchain, obtivemos acesso a uma amostra de biopsia de tecido
tumoral, com a qual pudemos estabelecer uma linhagem TNBC. O isolamento das
células primarias foi efetuado através de dissociagdo mecanica, a qual se estabilizou
apos 2 meses, originando a linhagem CAISM #1. Esta linhagem pdde ser transduzida
com vetores lentivirais para a expressao do gene reporter mCherry e das moléculas
imunomodulatérias OX-40L e 4-1BBL, mas ndo com GM-CSF, ja que as células
morriam durante a transdugdo com esta condigdo. Ainda nao temos respostas para
esta observacdo, uma vez que outras linhagens foram eficientemente geradas com o
vetor FUW GM-CSF. Consideramos interessante efetuar ensaios de espectrometria
de massas utilizando células primarias parentais e células transduzidas para
ampliarmos nossa compreensao.

Uma vez que obtivemos linhagens tumorais primarias transduzidas com vetores
de 4-1BBL e OX-40L, efetuamos ensaios de imunomodulagédo in vitro, utilizando
PBMCs de doadores saudaveis e de pacientes portadoras do cancer de mama triplo
negativo. Nossos dados demonstram que as vacinas testadas como monoterapia, ou
seja, apenas OX-40L ou 4-1BBL podem potencializar a resposta antitumoral em
voluntarios saudaveis e em duas das trés pacientes testadas (paciente #3 e #5), sendo
que observamos um padrao de resposta ainda mais exacerbada quando utilizamos a
combinagao vacinal entre OX-40L e 4-1BBL em todos os individuos testados. Nos
ensaios in vitro, incubamos as linhagens vacinais com PBMCs e coletamos também o
sobrenadante da cultura para analise de citocinas. Efetuamos ensaios de ELISA para
medir as citocinas IL-2 e IFN-y, que tem grande importancia na atividade antitumoral

mediada por linfocitos T (211) . Os resultados observados nos ensaios de ELISA
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complementam as informacgdes dos ensaios in vitro, em que medimos a viabilidade de
células tumorais incubadas com PBMCs ativados por vacinas antitumorais.

Em nossos resultados, observamos vantagens de combinar os
imunomoduladores OX-40L e 4-1BBL, em comparacédo a monoterapias. Isto corrobora
resultados anteriormente observados por nosso grupo com vacinas antitumorais em
modelos animais (207). A associagao dos imunomoduladores traz a vantagem de
atuar em duas linhas diferentes de coestimulagao, pois a interacéo entre a molécula
de OX-40 com seu ligante desencadeia a expressao de proteinas anti apoptoticas,
como Bcl-2 e Bcl-xL, prolongando a sobrevivéncia celular e, essa relagdo também
desencadeia a liberagdo de citocinas pré inflamatérias, como IL-2 e IFN-y,
estimulando a sobrevivéncia e proliferacao, principalmente de linfécitos T CD4+ de
perfil Th1, induzindo resposta imune mediada por células T CD4, T CD8 e macrdéfagos,
por exemplo (90, 212). A ligacao 4-1BB/4-1BBL também promove imunidade mediada
por células através da secregao de citocinas de perfil Th1, como IFN-y, IL-2 e TNF-q,
bem como estimulo a células T CD4+ mas, principalmente em células T CD8 de
memoaria e com capacidade efetora, viabilizando a morte celular por apoptose através
da liberagao de granzimas e perforinas (76, 213).

Em nossos experimentos in vitro, observamos que utilizando PBMCs de
voluntarios sadios, 66.66% dos ensaios demonstraram resultados mais promissores
com as vacinas de OX-40L em monoterapia ou quando associado a 4-1BBL, sem
diferengas estatistas significativas entre elas e nos outros 33.33%, todas as vacinas
foram igualmente relevantes (Figura 21). Ao utilizarmos PBMCs isolados de pacientes
com TNBC, observamos um aumento nos niveis de citocinas correspondente ao
fortalecimento da resposta imune antitumoral indicado pela citotoxicidade antitumoral
mediada pelos PBMCs pré-ativados com vacinas antitumorais. Uma observacao
interessante foi obtida com os PBMCs da paciente #1, para medida de IL-2, que foi
bem acima do nivel observado com PBMCs de outros doadores. A paciente #1 doou
o PBMC#1 e também as células para o estabelecimento da linhagem tumoral CAISM
#1 utilizada em todos os ensaios in vitro. Esse nivel aumentado de IL-2 pode refletir a
pré-exposicao aos antigenos tumorais, que no entanto nao € suficiente para modular
a resposta antitumoral. Dessa forma, ao administrarmos as vacinas, € possivel
verificar o aumento no IFN-y e inducédo de resposta antitumoral in vitro (Figura 23 B).
Essa observacao é muito relevante no ponto de vista de uma perspectiva terapéutica,

em que a vacina antitumoral imunomodulatéria potencializa a resposta antitumoral em
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PBMC de paciente TNBC.A paciente #3 também apresentou niveis significativos de
IFN-y no sobrenadante de PBMCs estimulados, contudo, ela obteve 6timos resultados
em todas as condi¢des, sendo a vacina com 4-1BBL a mais responsiva das 3 (Figura
23 C), enquanto que o PBMC da paciente #5 foi responsivo equitativamente em todas
as condigbes (Figura 22 C). E interessante lembrar que as pacientes #3 e #5 podem
ter apresentado melhores respostas devido a incompatibilidade de suas moléculas
MHC com as células tumorais CAISM #1, uma vez que PBMCs e células tumorais
provém de induividuos diferentes, potencializando-se a resposta imunoldgica
observada. Durante a maturagao no timo, os genes dos receptores de células T (TCR)
dos linfécitos T sao rearranjados aleatoriamente, gerando populagdes celulares com
um TCR unico e de alta especificidade tornando-os responsivos aos antigenos
apresentados via moléculas MHC (214).

Observamos em nossos ensaios que os PBMCs de pessoas saudaveis
parecem ser mais responsivos a imunoterapia testada do que as células provenientes
das pacientes TNBC. Além da quimioterapia neoadjuvante, as pacientes podem ter
passado por outros procedimentos terapéuticos desconhecidos por ndés e que
poderiam atuar em maior imunossupressao e consequente diminuicdo da resposta
contra o tumor. E valido ressaltar que embora os dados estatisticos demonstrem que
todas as vacinas utilizadas conseguiram elevar a atividade antitumoral em PBMCs de
voluntarios sadios e de mulheres com cancer de mama triplo negativo apos
quimioterapia neoadjuvante, € perceptivel a diferenga da resposta entre esses dois
grupos testados. Neste sentido, achamos muito interessante explorar aspectos
associados a anergia de células T, com caracterizagao fenotipica de nossos PBMCs,
ensaios in vitro para outras estratégias com alvo no fortalecimento de células
linfocitarias, como a utilizagao de células T CAR (215, 216), que também poderia ser
apresentada como possibilidade terapéutica, em combinagdo as nossas vacinas

antitumorais, com alvo de potencializar ainda mais a resposta imune antitumoral.
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6. CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente projeto demonstram que vacinas antitumorais
provenientes de células primarias de cancer de mama triplo negativo modificadas para
expressarem os imunomoduladores de OX-40L e/ou 4-1BBL sdo capazes de
aumentar a atividade antitumoral in vitro em PBMCs pré ativados de voluntarios
saudaveis e também de PBMCs isolados de pacientes com TNBC recidivo apés
quimioterapia neoadjuvante. Foi consistente a observacédo que em todos os individuos
testados, a combinagdo vacinal de 4-1BBL com OX-40L induziu estimulagao
antitumoral, de forma mais acentuada que em condicdes de monoterapia. Esses
resultados sugerem que a tecnologia de vacinas antitumorais, contendo elementos
coestimulatorios, apresenta potencial para o desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas para o tratamento de TNBC.
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8. APENDICES

8.1: Mapa do vetor lentiviral FUMW.
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8.2: Mapa do vetor lentiviral FUW OX-40L.
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8.3: Mapa do vetor lentiviral FUW GM-CSF.
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8.4: Mapa do vetor lentiviral FUW 4-1BBL.
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Extracellular vesicles produced
by immunomodulatory cells
harboring OX40 ligand and 4-1BB
ligand enhance antitumor
immunity

Isadora Ferraz Semionatto®?, Scledad Palameta®?, Jéssica Marcelino Toscaro®?,
Andrea Johanna Manrigue-Rincon®?, Luciana Pereira Ruas?, Adriana Franco Paes Leme? &
Marcio Chaim Bajgelman® 3+

Genetically modified tumor cells harboring immunomodulators may be vsed as therapeutic vaccines
to stimulate antitumor immunity. The therapeutic benefit of these tumor vaccines is extensively
investigated and mechanisms by which they boost antitumaor response may be further explored.
Tumear cells are large secretors of extracellular wesicles (Evs). These Evs are able to wehiculate RMA and
|proteins to target cells, and engineered EV's also vehiculate recombinant proteins. In this study, we
explore |mummdulamrypmpﬂh5dmdﬂwadﬁnmimmwwcmﬁupmthew
ligands &-1BBL and OX50L, d by i ells and eliminating
tumors. Ch.lna.lllssuggﬁtﬂnﬂheﬂ'sseumd hygeuetl:llymdrﬁedmmwcellsha'hunng
THFSF ligands can induce T cell profiferation, inhibit the transoiption factor FoxP3, associated with
the maintenance of Treg phenotype, and enhance antitumor activity mediated by immune cells. The
immunomodulatory extracellular vesicles have potential to be further engineered for developing new
approaches for cancer therapy.

Extracellular wesicles secreted by cells can act as important mediators in the modulation of the immune system!.
The EV's are a heterageneous group of membranous structures, of submicmon size, secreted by practically all the
cells of the organism. They are dassified according to their size and subcellular origin. Vesicles produced by
budding of the plasma membrane, measuring hetween 100-1,000 nm, are called microvesicles. In contrast, EVs
smaller than 100 nm, generated inside multivesicular badies (MVE) and secreted after the fusion of the MVEs
with the cell surface, are called erosomes”. The EVis may carry on their surface numerous proteins inkerited from

their parent cells, such as tetraspanins CD63, CDBL and CI09, the heat shack Hsp90 and 70 and

Pmmﬂepummmmmﬂwﬁd]rmw mdmu:ﬂllu:l:}::ﬂannu
:E?Jumcdk” In this mannes, EVs are essential el for cellular thmglkqmlemllu
regulation of multiple biclogical processes such as pr blood lati o of i ion
and camcer® ™.

Tumar cells arz bage EVs-secreting cells. Although numerous studies evidenced that tumor EWs participate in
the progresion of cancer, othes studies have demonsirated that genetically modified tumor cells can secrete EVs
capable of transparting BNA and proteins of intesest to target cells, inducing tumar elimination™'*. In this work,
we investigated the antitumor role of EVs derived from genetically modified tumor cells for expression of 4- 188
and OX40 membrane ligands.

The 4-1BE receptor {also known as CIN 37 or TNFRSPS) is expressed on activated CDM* and CDE T

cytes, functioning as hmtmmmhmnfadlpmelmmlmenq:mﬂ Thzmnuauloubemd.llmandm
]-lsﬂﬂd,ﬂzd. mslmfnue.md.nm d antigen | cells (APCs), the proliferation,
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Boosting Antitumor Response by
Costimulatory Strategies Driven to
4-1BB and OX40 T-cell Receptors

Danigle E. Mascarelii'=, Rhubiz 5. M. Rosats, Jessica M. Toscarots,
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Immunotherapy explores several sirategies to enhanca the host immune system's ability
to detect and eliminale cancer cells. The use of antibodies that block immunological
chechkpoints, such as anti-programed daath 1/programed death 1 igand and cyiotoxic
T-lymphocyte—associaled profein 4, ks widely recognized fo generale a long-lasting
antitumor mmune response in several types of cancer. Evidence indicates that the
elimination of tumors by T cells & the key for fumor conirol. | is wel known that
costmulatory and comhibitory pathways are oitical regulators n the activation of T
cals. Basides blocking checkpoints inhibitors, the agonistic signaling on costimulatory
molecules also plays an important ok in T-call activation and antitumor response.
Therefora, mokecules driven to cosfimulatory pathways constitute promising targets
in cancer therapy. The costimulation of tumor necrose factor suparfamily recaptors
on ymphocytes surface may transduce signals that control the survival, profiferation,
differentiation, and effector functions of these immumna calls. Among the membears of the
tumior necrosis factor receptor superfamily, thero are 4-1BB and OX40. Saveral clinical
studies have bean camiad out targeting thess mokcules, with agonit monoclonal
antibodies, and precinical studies exploring their igands and othar experimental
approaches. In this review, we discuss functional aspects of 4-1BB and OX40
costimulation, as well as tha progress of its application in immunotherapias.

K T ool
anibody

THFR, 4-1B8, OXAD, cancer therapy, aptamars, agonistic

INTRODUCTION

Immunotherapy explores the host immune system to enhance antitumor response. The inhibition
of immunological checkpoints, on T cells, such as anti-programed death 1 (PD-10programed
death 1 ligand (PD-L1) and cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4), has been
shown to generate long-lasting antitumor immune responses in cancer therapy. However, this
approach is effective in only 30% of patients because of mechanisms of tumor resistance (Chen
and Mellman, 2013; Swart et al, 2016). There are several signaling mechanismes that may drive
T-cell phenotype switching the balance between immunotolerance and surveillance.
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Sardogcal tasting is a powarkul toal in apidemiclogical sudias for undarstanding viral
cnoulation and assassing tha effectivenass of vinus cantrol measuras, as i the casa of
SARS-Cav-2, the pathogenic agant of COVID-19. Immunoassays can quantitatively
revaal the concantration of antiviial antibodise The assassmant of antivieal antibody
titars may provide information on virus expasune, and changas in IgG levels ae ako
indicative of a raduction in viral Ginculation. In this work, wa dascribe a saralogical study far
the evaluation of antiviral IgG and lgM antibodiss and thair comalation with antivieal activity.
The samibgical assay far G dataction usad two SARS-Cav-2 pratains &8 antigans, the
nudeocapeid N protan and the 301 proteasa. Cross-raactivity teds n anmak hawe
shown high salactivity for detection of antiviial antibodies, using bath tha N and 3CL
anfigans. Using samphas of human serum from individuals previously dagnosed by PCR
for COWID-19, wa absared high sansitivity of the BLISA assay. Seraiogical results with
human sampies ako suggest that the combinaton of higher tters of antivial 1gG
antibodies to dfferent antigen targets may be amsocated with greater neutralization
actiity, which can ba anhanced in the presance of antiviral IgM antibodies

Waywords: COVID-19, SARS-Cov-2

301,

INTRODUCTION

SARS-CoV-2 is a single-stranded RNA vins dhat o the Betammymnines gemes The virs
genome encodes 27 proteins. The vins envelope of SARS-CoV-2 consists M:p}ﬂp}n}hpudlﬁ]:}!r
containing sruchiral probeins such a spke protein (), membmne protein (M), and envelope
proiein (E]. The capsid abo harbors the most abundant structurl nudescapsid protein (N) dat
plays a eritical mle in genome packaging. The S protein is a sudace glyaprotein that decorates the
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Boosting antitumor response with PSMA-targeted
immunomodulatory VLPs, harboring costimulatory
TNFSF ligands and GM-CSF cytokine
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Therapeutic strategies based on immunomodubtion have
improved cancer therapy. Most approaches target co-stimula-
tory pathways or the inhibition of immusosuppressve
mechan i . o enh i r and owvercome
hmmﬂm#mlﬁ&mmanaﬂ
pltform to deliver targeted immunomodulatory signaling
enhancing antitumor response. The platform is based on
virus-like particdles derived from lentiviral capsids. These
particles may be engineered to hartbor mubifunctional
ligands on the surface that drive tropism to the tumor ste
and deliver immunomod ulatory signaling, boost ing the anti-
tumor response. We generated virus-like particles harboring
a PSMA-ligand, TNFSF co-gtimubitory ligands 4-1BBL or
OXA0L, and a membmne-anchored GM-CSF cytokine. The
virus-like particles ame driven to Psm-np:uing tumars
and deliver i dulka tory from the TNFSF
surface ligands and the mr.hmd E.H.‘_SF inducing T cell
proliferation, inhibition of regulatory T cells, and potenti-
:h:gehmumtm of tumor cells. The PSMA-targeted particles
immunomoedo b tors: enhanced antitumor activity
in immunecompetent challenged mice and may be explored
a8 a potential tool for cancer immunotherapy.

INTRODUCTION

The thempetic strategies trgeting antimmor immunity have
shown remarkable clinicad resuls. However, there are sl
mmeous cases of resisant tumors and therefore the need to
ecplare new antitumar approaches '~" Mast of the imrunomodu-
Ltary straiegies that are currently being pursuald in clinics target
checkpoint inhibition,"™ while othe approaches may also aim at
@-stimulating lymphocyte recepiom, such as 4-1BB (CD137) and
K40 {CD13) expressed an the surface of T clls, inducing agonist
phenatypic changes in addition to contributing to the inhibition of
immumosuppressive mechanisms associated with tumor cell oler-
ance

The co-siimulstary signaling driven to 4-1EB receptor promate sur-
vival, clanal expansion, and s trengthening of T cell activation, indncing

the dimination of tumom in animal """ The agonist anti-4-1BE
manackmal antibody exhibits co-stimulatory activity and has ben
wed inclinical trials ™ Agonist antibodies driven to the OX40 receptar
may abo co-stimulate T cdls, enhancing activation and indncing
hmphoorte proliferation. The @-stimmlation of OX40 may increase
the longevity of T cdls, and clinical daty suggest that lymphacytic in-
fitrates. that have high (40 apression are cormelated with a lower
inddence of metastases and a betier prognasis for patients " Litera-
ture dats alsn demonstrate that agonist anthadies for the o-stirmis-
fion of 40 expressed inregubvinny T odbs may inhibit the expression
of FoP'3 tramscription fachar, which is assodater with the maintenance
af the immunosuppressive regulatary T cell {Treg) phenatype ' The
antitumar T cd | activity may be enhanced by combiningother additive
stirmdi a6 previded by the granul acyte-macrophage mlony-stimulating
fictor (GM-CSF) cyiokine, which plays an impartat role in dendritic
the immune sysem

The generation of monaclonal antibadies requires a relatively com-
plex approach, invalving the immunization of animals and the selec:
fion of producer clnes and establ ishment of lineages In this sense,as
an demative to monadanal antihadies, thereare sforts being made
o develop ather molecules, for eample, hased on the use of soluble
lipndsu'wwhm_“”'ﬂehmmwﬂpdﬂmnvmdm
extacellular vesicles (EVs) pmdoced by antitimaor vacdnes
harbaring tumor necrosis factor superfamily 4- IBBL and CX40L
may exhihit immunomadulinry activity, simubiing antimor of-
fecks in vitra.™ These vesicles represent a heterogensous population
mmpmed of micovesides md exsomes. The microvesicles them-
selves are parfides from 50 to 1,000 nm in diameter that are formed
by the shedding of the phsma membrane ™ Exasomes are formed
by the fusion of the multvesiolr edsome with the phsma
memivane, generating particles of approximately 40-100 om in
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