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RESUMO

O céancer cervical é quarta neoplasia mais prevalente em mulheres no mundo. Além
disso, os canceres associados a infeccéo pelo papilomavirus humano (HPV) incluem
desde lesbes neoplasicas anogenitais bem como orofaringeas. A atividade da
proteina E7 produzida por HPV de alto risco é apontada como uma das principais
mediadoras da carcinogénese. O presente estudo objetivou desenvolver estratégias
terapéuticas contra lesdes associadas a infeccdo pelo HPV-16 através da elicitacéo
de resposta imune contra epitopos imunogénicos da proteina E7 do HPV-16, em
modelo pré-clinico. Como adjuvante vacinal foram utilizados o imunomodulador li-
PADRE e sequéncias linkers. Quanto a confeccédo da vacina de DNA, os genes de
interesse foram clonados no vetor pVAX. Camundongos C57 black foram desafiados
com a linhagem tumoral C3, seguido de imunizacdo em esquema prime-boost
homologo e eletroporacdo. A avaliacdo dos efeitos antitumorais foi realizada através
da investigacdo de citocinas presentes no soro e nos tumores, além da pesagem,
monitoramento do crescimento, e analise histopatologica dos tumores. Nossos dados
ndo revelaram diferenca estatistica entre os grupos, porém € possivel observar uma
tendéncia para o aumento de citocinas Thl, menor densidade tumoral, e menor
pleomorfismo em tumores de animais imunizados com o plasmideo multi E7
associado ao li-PADRE, o que pode indicar um possivel potencial imunogénico desta
estratégia vacinal para a inducdo da resposta celular protetiva. Além disso, melhorias
na construcdo vacinal E7 se fazem necesséarias para obtencdo de uma melhor
performance.

Palavras-chave: Cancer cervical; Vacina de DNA; HPV-16; Imunoterapia; li-PADRE.



ABSTRACT

Cervical cancer is the fourth most prevalent neoplasm in women worldwide. Also,
cancers associated with human papillomavirus (HPV) infection range from anogenital
to oropharyngeal neoplastic lesions. The activity of the E7 protein produced by high-
risk HPV is identified as one of the main mediators of carcinogenesis. The present
study aimed to develop therapeutic strategies against lesions associated with HPV-16
infection through elicitation of the immune response against immunogenic epitopes of
the E7 protein of HPV-16, in a preclinical model. As a vaccine adjuvant, the
immunomodulator li-PADRE and linker sequences were used. As for the production of
the DNA vaccine, the genes of interest were cloned into the pVAX vector. C57 black
mice were challenged with the C3 tumor lineage, followed by homologous prime-boost
immunization and electroporation. The assessment of antitumor effects was performed
by investigating cytokines present in serum and tumors, in addition to weighing,
monitoring growth, and histopathological analysis of tumors. Our data revealed no
statistical difference between the groups, but it is possible to observe a slight trend
towards an increase in Thl cytokines, lower tumor density, and lower pleomorphism
in tumors of animals immunized with the plasmid multi E7 associated with li-PADRE,
which may indicate a possible immunogenic potential of this vaccine strategy for
inducing a protective cellular response. Furthermore, improvements in the E7 vaccine
construction are necessary to achieve better performance.

Key words: Cervical cancer; DNA vaccine; HPV-16; Immunotherapy; I11-PADRE.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude classifica o cancer cervical como a quarta
neoplasia mais prevalente em mulheres em todo o mundo. No Brasil, estima-se que
a prevaléncia do cancer cervical constitui também a terceira maior causa de cancer
em mulheres, apenas superada pelo cancer de pele (ndo melanoma) e cancer de
mama. Os céanceres associados a infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV)
incluem desde lesGes neoplasicas anogenitais até orofaringeas. Apenas para o
cancer cervical, a OMS contabiliza mais de 604 mil novos casos em 2020. A
infeccao pelo HPV é principalmente contraida pelo contato sexual, através do qual
microtraumas na mucosa permitem o acesso de particulas virais ao epitélio basal.

Evidéncias mostram que infeccbes persistentes causadas pelo HPV,
relacionadas também a algum nivel de comprometimento do sistema imunolégico
e variagcbes hormonais, sdo fatores preponderantes para o desenvolvimento do
cancer cervical. Embora seja um grave problema de salde publica, o cancer
cervical ndo possui um tratamento eficaz nos estigios mais avangcados e sua
prevencdo depende majoritariamente de uma detecgdo precoce das lesdes pré-
malignas. A mais recente medida preventiva ao cancer cervical adotada em
diversos paises € a vacinacdo contra o HPV16 e 18. Entretanto, para uma eficiente
protecéo ao cancer cervical associado ao HPV, essa vacina deve ser administrada
em mulheres que ainda ndo tenham sido infectadas pelo virus, uma vez que a
vacina nao exerce significativo efeito terapéutico. Devido a alta disseminacédo da
infeccdo pelo HPV entre individuos sexualmente ativos, a protecdo contra 0s
canceres associados ao HPV pela vacinacdo ainda é muito restrita. Portanto, a
busca por estratégias terapéuticas, como proposto no presente estudo, constitui um

esforco global de pesquisa acerca do HPV.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER CERVICAL

Em 1976, Zur Hausen detectou o DNA de papilomavirus humano em
diversas amostras de verrugas genitais e canceres cervicais (Zur Hausen 1976).
Em seus trabalhos subsequentes o conjunto de dados gerados constituiu uma das
associacdes mais bem estabelecidas entre uma infecgao viral e a carcinogénese.
Nas décadas seguintes, estudos implicariam em mais de 98% dos casos de cancer
cervical com a infeccao pelo HPV (Zehbe & Wilander, 1997; Walboomers et al.
1999; Schiffman et al. 2000).

O cancer cervical é o quarto tipo mais prevalente de cancer em mulheres no
mundo todo, sendo também a quarta maior causa de mortes por cancer, com cerca
de 604.000 casos e 342.000 mortes no ano de 2020. Porém, considerando-se
apenas os paises de baixo IDH, o cancer cervical alcanca a segunda posicdo em
prevaléncia e morte de mulheres (Sung et al. 2021). Adicionalmente, sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer cervical é o terceiro mais
incidente em mulheres no Brasil, e o primeiro mais incidente na regido Norte. Nas
regides Nordeste e Centro-oeste, ocupa a segunda posicdo mais frequente;
enquanto naregido Sul ocupa a quarta posicéo, e na Sudeste, a quinta, constituindo
assim um grave problema de saude publica em todo o pais (INCA 2019).

Estudos epidemiolégicos destacam que a infec¢do por algum tipo de HPV
ocorre cedo, logo apds as primeiras atividades sexuais (Winer et al. 2003).
PrevisGes indicam que mais de 80% da populacdo mundial ira contrair infeccao
anogenital por a-HPV pelo menos uma vez durante a vida, sendo que a faixa etaria

mais atingida € entre 20 e 25 anos nos paises desenvolvidos (Hammer et al. 2016).
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O risco de infeccdo € proporcional ao nimero de parceiros sexuais e pelo fato de
as infec¢des quase sempre serem assintomaticas, os individuos contaminam seus

parceiros inadvertidamente (Ho et al. 1998; Winer et al. 2003).

2.2 O PAPILOMAVIRUS HUMANO

2.2.1 Estrutura e organizagédo do genoma

Os papilomavirus humano (HPVs) sé&o virus icosaédricos ndo envelopados,
com genoma dupla fita de DNA circular com diametro de aproximadamente 55nm.
Até o presente momento sdo conhecidos 226 tipos de HPV (Doorslaer and Dillner
2019) e cada genotipo difere um do outro em pelo menos 10% na sequéncia do
gene L1, altamente conservado (Kocjan et al. 2015). Estes virus podem causar
infeccdes cutaneas e na mucosa epitelial que podem levar a lesdes ou verrugas
(Doorslaer and Dillner 2019).

Atualmente sao definidos cinco grupos evolutivos de HPV (a, B, y, y,and v).
Destes, o maior grupo é constituido pelo grupo a (Doorslaer and Dillner 2019). Este
grupo contém pelo menos 64 tipos de HPVs que infectam principalmente o epitélio
de mucosas. Aproximadamente 40 destes HPVs podem infectar o trato anogenital
e destes, pelo menos 14 tipos (HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68,
73, 82) sao classificados como HPVs de alto risco (high risk HPV ou hrHPV)
(Graham, 2017), visto que podem causar neoplasias intraepiteliais de niveis
progressivos, as quais podem progredir para o cancer invasivo (Graham, 2017). Os
demais HPVs deste grupo sao considerados HPVs de baixo risco (IrtHPV — low risk
HPV), o quais podem causar verrugas genitais ou hiperplasia epitelial focal oral
(doenca de Heck), dependendo do local da infeccdo. Dentre os IrHPVS, os tipos 6

e 11 sdo os mais prevalentes (Alemany et al. 2014; Serrano et al. 2015).
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HPVs de alto risco sdo agentes causadores de aproximadamente 5,2% de
todos os canceres humanos no mundo. Incluindo quase todos os casos de
canceres cervicais, 90-93% dos canceres anais, 12-63% de canceres orofaringeos,
40-64% dos canceres vaginais, 40-51% dos canceres vulvar e 36-40% de canceres
penianos (Chaturvedi 2010). Dentre os hrHPVS, os tipos 16 e 18 contribuem com
55% e 15% de todos os casos de cancer cervical, respectivamente. Os demais
casos sao distribuidos dentre os demais hrHPVs, sendo que dentre estes tipos
menos prevalentes, os gendtipos de maior incidéncia variam entre as diferentes
populacdes (Stanley 2010).

O genoma viral pode ser dividido em trés sessdes funcionais: 0os genes E
(early ou precoce), compostos por uma regido codificante de pelo menos sete
proteinas virais que desempenham funcdes regulatorias no epitélio infectado (E1,
E2, E4, E5, E6, E7, EB); a regido L (late ou tardia) que codifica as duas proteinas
estruturais do virus (L1 e L2) que formam o capsideo e por fim, a regido LCR (Long
control region) contendo sitios regulatorios para o controle da replicacdo e
transcricao dos genes virais (Graham, 2010) (Figura 1). A funcdo resumida de cada

gene viral se encontra no quadro 1.
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Figura 1- Representacao diagramaticado genoma circular do HPV.

L1 E1

Fonte: A autora (2021). Os diferentes genomas possuem organizacao similar. As ORFs (Open read
frames ou quadros abertos de leitura) s&o indicadas com arcos coloridos. L: genes tardios (late); E:
genes precoces (early); LCR: regido regulatéria (Long control region).

Quadro 1- Relacdo sumarizada das proteinas de HPV e suas principais funcdes na célula
hospedeira.

Proteina  Principais funcdes

E1l Replicacdo do DNA viral; possui funcéo de helicase

E2 Ativador da replicacao; regulador da transcricdo viral (repressor de E6 e E7)

E4 Montagem e liberacdo da particula viral

E5 Ativacao do Fator de Crescimento Epidermal (EGF); dificulta a
apresentacao de antigenos via MHC

E6 Inativacao do supressor tumoral p53 via degradacao proteossomal

E7 Inativacdo do supressor tumoral pRB via degradacdo proteossomal

E8NE2 Resultado de processamento via splicing, Inibidor da transcricéo e traducao

dos genes virais

L1 Principal proteina do capsideo

L2 Proteina interna do capsideo

Fontes: Massimietal. (2008); Moody & Laimins (2010); Dreer, van de Poel, & Stubenrauch (2016);
Graham (2017); Songock, et al. (2017); Paolini et al. (2017); Estévéo, et al. (2019).
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2.2.2 Mecanismo de infeccao do virus na célula hospedeira

Para o estabelecimento eficiente da infeccéo, os hrHPVs precisam infectar
as células da camada basal, as quais se encontram em constante divisdo celular
(Pyeon et al. 2009). O acesso a essa camada basal de células se da através de
microabrasdes no epitélio (Doorbar 2005). Adicionalmente, a infec¢do pode ocorrer
na camada Unica de células localizada na juncdo escamocolunar entre a endo e a
ectocervice denominada zona de transformacéo (Herfs et al. 2012).

O mecanismo exato de entrada do virus na célula e alcance do nucleo pelo
genoma ainda esta sob debate, porém alguns estudos recentes apontam os
receptores de heparan sulfato dos proteoglicanos (HSPG) como receptor primario
para ligacdo inicial do virus. Ao se ligar a esses receptores localizados na
membrana basal ou na matriz extracelular, a proteina L1 do capsideo viral sofre
mudancas conformacionais expondo a regido N-terminal da proteina capsidial L2
na superficie viral (Bienkowska-Haba et al. 2009; Aksoy et al. 2017). A proteina L2
por sua vez, sofre clivagem na regido N-terminal mediada por furinas, o que leva a
perda de afinidade da L2 pelo receptor HSPG permitindo o movimento do virus para
um complexo receptor (ainda desconhecido) promovendo a internalizagdo do virus
provavelmente através de macropinocitose envolvendo actina (Day et al. 2008;
Aksoy et al. 2017). Outra hipo6tese para a liberagcdo do virus da matriz extracelular
para dentro do complexo de entrada na célula, envolve a clivagem do complexo
receptor HSPG/L2 por metaloproteinases de matriz (MMPs) (Surviladze,
Dziduszko, & Ozbun, 2012; Cerqueira et al. 2015).

No interior da célula, o virus migra pelo citoplasma através da via
endossomo/lisossomo, onde sofre a dissociacdo da proteina L1 devido as enzimas

proteoliticas lisossomais, restando apenas a proteina L2 associada ao genoma viral
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(Bienkowska-Haba et al. 2012; Gottschalk & Meneses, 2015). O complexo genoma
viral/L2 por sua vez, alcanca o Complexo de Golgi provavelmente através da
interacdo da L2 com a proteina motora dineina através dos microtubulos (Kamper
et al. 2006), em seguida podendo entrar nas cisternas do Reticulo Endoplasmatico
antes de alcancar o nucleo, durante o rompimento da membrana nuclear no
decorrer da mitose (Aydin et al. 2014; Harden & Munger, 2017).

Assim gue alcanca o nucleo, a transcricdo dos genes virais € iniciada. Em
seguida, a proteina E2 se liga a proteina E1 na origem de replicacdo viral
recrutando a maquinaria de replicacdo celular (Sanders and Stenlund 2000).
Inicialmente, a replicacdo do genoma viral gera aproximadamente de 50 a 100
copias epissomais por nucleo, constituindo o inicio da manutencéo do genoma viral
nas células da camada basal. Ali, o genoma viral é replicado juntamente com o

DNA celular e igualmente dividido entre as células filhas (Maglennon et al. 2011).

2.2.3 0 Ciclo viral

Em um primeiro momento, as proteinas virais sdo expressas em baixos
niveis evitando a ativagdo da resposta imune local (McBride 2013). Isto é possivel
devido a regulacdo negativa do gene E2 sobre o promotor dos genes E6 e E7.
Desta forma, o HPV é capaz de manter uma infeccdo reprodutiva nas células
epiteliais por um longo periodo de tempo, ao passo que evita a deteccdo pelo
sistema imune. Enquanto isso, a medida que as células basais vao se
diferenciando, migram para as camadas superiores do tecido, levando consigo as
copias do genoma viral. A evolucdo do virus permitiu que este acoplasse seu ciclo
de vida ao programa de diferenciacao do epitélio através de uma refinada regulacéo

da expresséao génica viral de acordo com a diferenciacéo do tecido (Figura 2). Um
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exemplo disso € o fato de os genes tardios (L1 e L2), responsaveis pela formacéo
do capsideo viral, serem expressos nas camadas apicais do tecido, liberando as
particulas virais juntamente com a descamacdao natural do tecido, evitando assim a
necessidade de um ciclo litico e, portanto, a deteccdo viral pelo sistema imune

(Egawa et al. 2015; Westrich, Warren, & Pyeon, 2017).

Figura 2- Ciclo de vida e expressao génica do HPV.
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Fonte: A autora (2021). O ciclo viral acompanha a diferenciacdo dos queratinécitos. A figura
exemplifica o ciclo viral e o surgimento e evolucdo da neoplasia no tecido devido & infec¢ao viral
persistente. O HPV pode se ligar a receptores diretamente na membrana basal (linha azul) através
de micro abrasdes no tecido (ndo mostrado) e continuar infectando as células basais do epitélio.
Alternativamente, o virus pode infectar as células basais localizadas na jungdo escamocolunar. A
diferenciacéo de células epiteliais basais infectadas pode dar origem a células diferenciadas repletas
de cdpias do genoma viral, visto que 0s principais oncogenes virais (E6 e E7) estimulam a divis&o
celular nessas células. Estas por sua vez, vao sendo transportadas para as camadas apicais do
tecido, onde ocorre a expresséo do capsideo viral, montagem e liberacdo de novos virus juntamente
com a descamacéao normal do tecido.

Uma vez que o queratindcito diferenciado néo sintetiza novas moléculas de
DNA, as atividades das proteinas virais E5, E6 e E7 sdo especificamente adaptadas
para prejudicar o programa normal de diferenciacéo desta célula, induzindo¢ esta
a iniciar novos ciclos celulares sucessivamente, conferindo assim vantagem para o
virus, visto que esses eventos aumentam a replicacdo do genoma viral de um baixo
para um alto numero de copias por célula. Os eventos sucessivos incluem o

agrupamento de células-filhas infectadas no tecido, estas por sua vez, se movem
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lateralmente sobre a membrana basal ou mais adiante na camada celular espinosa,
onde este subconjunto de queratinécitos aberrantes permanece em divisao celular

amplificando o genoma viral (Egawa et al. 2015).

2.2.4 As oncoproteinas virais

E6 e E7 s&o as principais oncoproteinas virais de hrHPVs, atuando como
proteinas multifuncionais (Martinez-Ramirez et al. 2018). Estas proteinas séo
responsaveis pela proliferacdo e sobrevivéncia celular, inibicdo da apoptose,
instabilidade gendmica e evasdo da resposta imune do hospedeiro através das
suas intera¢cdes com um conjunto de proteinas-chave como o supressor tumoral
p53 e a proteina do retinoblastoma (pRB), respectivamente (Yeo-Teh et al. 2018).
Ambos 0s genes estdo submetidas ao mesmo promotor e, portanto, possuem
padrbes semelhantes de expressdo (Vande Pol & Klingelhutz, 2013; Ann & Karl,
2013; Estévao et al. 2019).

A oncoproteina E7 é considerada a principal proteina transformante de
hrHPVs devido a sua interacao com pelo menos 20 proteinas, incluindo importantes
supressores tumorais como a pRB, além de diversos fatores de transcricdo como
STAT1, NF-kB, c-Myc, E2F1 e E2F2 e CBP/p300 (Balsitis et al. 2005; Songock, et
al. 2017; Martinez-Ramirez et al., 2018) e mdltiplos elementos da maquinaria
epigenética como a histona desacetilase 1 (HDAC1), a DNA metiltransferase 1
(DNMT1) e a histona metiltransferase EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2). Desta
forma, E7 possui potencial para provocar grandes alteracdes transcricionais em
células infectadas levando a sua malignizacdo. Talvez a funcédo mais relevante da
proteina E7 dos hrHPVs seja a sua habilidade em se ligar e promover a degradacéao

proteossomal via ubiquitinacdo da proteina pRb, e supressao de outras proteinas



28

pocket como p107 e p130. Desta forma, o fator de transcricdo E2F, na auséncia do
seu repressor pRB, fica livre para ativar a transcricdo de genes como as ciclinas A
e E, relacionadas ao avanco do ciclo celular da fase G1 para a fase S (Moody and
Laimins 2010).

Em condi¢cdes normais, a célula responde a eventos de proliferacdo néo
programada através da indugcdo a apoptose. Porém, este evento € impedido pela
proteina E6 de hrHPVs, visto que EG6 interage com a ubiquitina ligase E6AP (E6-
associated protein) levando o supressor tumoral p53 — um regulador-chave da
apoptose — a degradacdo proteossomal, alterando assim todos o0s genes
subordinados a este (Moody & Laimins, 2010; Vande Pol & Klingelhutz, 2013;
Martinez-Zapien et al. 2016). Aléem disso, a oncoproteina E6 possui um dominio de
ligacdo ao motivo PDZ (PDZ-binding motif) e desta forma, é capaz de interagir com
pelo menos outras 14 proteinas que contém este motivo, 0 que na maioria dos
casos as direciona a degradacéo proteossomal. A perda dessas proteinas resulta
na alteracdo da morfologia celular, reorganizagédo da rede de microfilamentos e
perda das jun¢des celulares, eventos associados a imortalizacdo dos queratinocitos

(Massimi et al. 2008; Yeo-Teh, Ito, & Jha, 2018).

2.2.5 A integragcdo do genoma viral

A maioria das infec¢des por HPV séo solucionadas pelo sistema imune do
hospedeiro e, portanto, transitérias. Porém, em certos casos podem ocorrer
mudancas ainda ndo completamente compreendidas no genoma viral, e/ou na
célula hospedeira, tornando a infeccao persistente, o que pode levar a progressao
para o cancer (Walboomers et al. 1999). Um dos eventos chave nesse processo &

a integracdo do genoma dos hrHPV no genoma do hospedeiro (Manawapat et al.
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2012). Como mencionado anteriormente, os genes E1 e E2 sdo reguladores
negativos da expressdo dos principais oncogenes virais, desta forma, na
auséncia/reducéo drastica da expressao desses genes — como observado na forma
integrada — ocorre o disparo da expresséo dos genes E6 e E7 na célula, levando a
progressédo tumoral (Bechtold et al. 2003).

Os primeiros estudos realizados sobre a integracdo do genoma viral (El
Awady et al.1987) focaram principalmente nos genes E1 e E2 e, apesar das
limitagcBes tecnoldgicas da época, foram identificados sitios de quebra nesses
genes como fator necessario a integracdo do genoma. Porém, recentes estudos,
utilizando sequenciamentos massivos tem mostrado que a ruptura do gene E2 nédo
€ necessariamente requerida no processo de integracéo, ja que foram identificados
outros sitios de quebra ao longo do genoma do HPV, sugerindo assim que outros
mecanismos regulatorios da expressdo de E2 podem estar envolvidos no
mecanismo de tumorigénese (Bhattacharjee & Sengupta, 2006; Ojesina et al. 2014,
Hu et al. 2015; Oyervides-Muioz et al. 2018).

A integracao do genoma viral tem sido identificada no genoma do hospedeiro
sob duas formas: copia Unica ou multiplas cépias repetidas em tandem (McBride
and Warburton 2017). Sabe-se que o HPV pode utilizar a maquinaria de replicacao
e reparo da célula hospedeira para inserir seu genoma, porém o0 mecanismo exato
de integracdo ainda € fonte de intensos debates. Neste sentido, uma das propostas
sugere que a integracao ocorra em regides ricas em microhomologia; (Hu et al.

2015) entre os genomas do virus e do hospedeiro.
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2.2.6 Lesdes provocadas por HPVs de alto risco

Estudos da histéria natural do HPV demonstram que a grande maioria das
infecgbes é transiente. Um estudo demonstrou que aproximadamente 70% de
mulheres jovens infectadas se tornaram HPV negativas apds um ano, e ap0s o
segundo ano, 91% delas estavam livres da infec¢do, apresentando uma média de
8 meses de duracdo da infeccdo (Ho et al. 1998). Porém, uma pequena parte das
infeccbes € persistente podendo levar a alteracdes no epitélio cervical, tais
alteracbes podem ser detectadas no teste de Papanicolaou. Fatores associados
com a infeccdo persistente de HPVs de alto risco incluem o inicio precoce das
atividades sexuais, coinfeccdo com multiplos tipos de HPVs, idade superior a 30
anos, multiparidade, imunossupressao, uso de contraceptivo oral e habito de fumar
(Castellsagué & Mufioz, 2003; Braaten & Laufer, 2008).

Quando diagnosticadas pelo teste histolégico, as alteracdes no epitélio
associadas ao HPV séo denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs).
Estas sado classificadas de | a lll, dependendo da profundidade das células
anormais presentes no tecido. A NIC | (ou lesdo de baixo grau) inclui displasia
suave com anormalidades do epitélio no 1/3 proximal da membrana basal.
Enquanto isso, a NIC Il (lesdo de alto grau) envolve o avanco da displasia para os
2/3 proximais da membrana basal. E por ultimo, a NIC Il (lesdo de alto grau) ou
carcinoma in situ, na qual a anormalidade é observada em todas as camadas do
epitélio, sem rompimento da membrana basal. Quando as alteracdes celulares se
tornam mais severas e invadem a membrana basal, denomina-se carcinoma
invasivo (Brasil, Secretaria de Atencdo a Saude, 2006).

As NICS causadas por HPVs de alto risco podem desaparecer sem

tratamento, porém a taxa varia de acordo com a severidade da lesédo. Cerca de
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60% das NICs | regridem espontaneamente, enquanto isso, 10% destas podem
progredir para NIC Ill, e apenas 1% progridem para o cancer invasivo. Ja para as
NICs Ill, aproximadamente um terco das lesGes regridem, sendo a taxa de

progressao para o cancer cervical maior que 12% se nao tratadas (Ostor 1993).

2.3 VACINA DE DNA COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA CONTRA O CANCER

CERVICAL

Duas vacinas profilaticas baseadas em particulas semelhantes ao virus
(VLPs) estdo comercialmente disponiveis: A Gardasil® (Villa et al. 2006) e a
Cervarix® (Garland et al. 2007). A vacinacao profilatica contra o HPV foi
implementada no mundo h& 15 anos e ao longo desse tempo ja € possivel analisar
0 grande impacto no controle das infeccdes virais. Apods 5-8 anos da vacinacao, a
prevaléncia de HPV 16/18 e NICs 2+ foi reduzida entre garotas de 13-19 anos de
idade em 83% e 51%, respectivamente, com maior significancia em paises com
maiores coberturas da vacina (Drolet et al. 2019). Esses dados refletem o impacto
do desenvolvimento e implementacdo de novas tecnologias vacinais nos
programas de saude publica para profilaxia e combate ao cancer.

Os testes das vacinas profildticas demonstraram uma excelente eficacia
clinica nos individuos que nunca tinham sido expostos aos tipos virais vacinais.
Entretanto, a eficacia da vacinacdo é muito baixa em mulheres com infeccao
prevalente por HPV (Paavonen et al. 2009), o que aponta para um baixo impacto
no controle do cancer cervical pré-existente. Diante deste quadro € indispensavel
0 desenvolvimento de estratégias terapéuticas no combate ao cancer cervical. No
momento, o foco do combate ao cancer em mulheres ja diagnosticadas com lesdes

consiste em aumentar as taxas de sobrevivéncia, principalmente por meio de
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terapias direcionadas em combinacdo com a crioterapia, quimio-radiacdo padréo e
histerectomia (del Campo et al. 2008).

A imunizacdo mediada por DNA (imuniza¢do genética) comegou nos anos
90, quando foi observado que um plasmideo de DNA codificando uma
nucleoproteina do virus influenza conseguiu gerar uma resposta humoral e
citotoxica especifica protetiva (Yankauckas et al. 1993). Desde entdo, varias
vacinas de DNA tém sido desenvolvidas para tratar uma grande variedade de
patologias, incluindo alergias, doencas infecciosas, doencgas autoimunes e cancer.
As vacinas podem ser entregues por diferentes rotas, sendo as mais comuns a
intramuscular (IM) e intradermal (ID) que resultam na transfeccéo direta de miocitos
e queratinocitos, respectivamente, além de células apresentadoras de antigeno
(APCs) especializadas (Shedlock and Weiner 2000; Lopes et al. 2019).

Para a efetiva entrega da vacina de DNA no ndcleo da célula, é necessario
romper as barreiras extra e intracelular, para isso, as estratégias de entrega mais
comumente utilizadas sdo os meétodos fisicos como a eletroporacdo (EP)
(Lambricht et al. 2016), a “tatuagem” de DNA (ou DNA tattoing) (van den Berg et al.
2014) e a biobalistica (gene gun) (Bergmann-Leitner and Leitner 2015). Tais
métodos além de entregar eficientemente a vacina, contribuem para a geracdo de
uma pequena resposta inflamatoria local com infiltragdo de células do sistema
imune favorecendo a captacdo do antigeno vacinal por APCs.

Dentre estes métodos de entrega do plasmideo vacinal, destaca-se a
eletroporacéo in vivo (Lambricht et al. 2016), no qual a aplicacéo de pulsos elétricos
desestabiliza a membrana plasmatica, originando temporariamente poros
hidrofilicos nesta, o que permite a passagem direta do DNA para o citoplasma

célula (Wagner et al. 2004). O DNA injetado, obedecendo a um efeito eletroforético,



33

se movimenta através desses poros chegando ao nucleo, o que aumenta
eficientemente a transfeccao celular (Pavselj and Préat 2005). A rapida e eficiente
captagdo do plasmideo vacinal pelas células alvo é um fator importante, visto que
Cappelletti e colaboradores (2003) demonstraram que grande parte do DNA
injetado é degradado quatro horas apos a inoculacao, neste sentido, a EP contribui
com o aumento da eficiéncia da imunizacdo ao viabilizar a maior captacao
plasmidial pelas células do tecido.

Ao chegar no nucleo, o plasmideo vacinal — codificando o antigeno de
interesse — é transcrito, e em seguida traduzido no citoplasma da célula utilizando
a maquinaria traducional do hospedeiro (Figura 3). A proteina vacinal, contendo os
epitopos integros segue entdo para o processamento pela via de reconhecimento
antigénico do MHC (Complexo Principal de Histocompatibilidade) e é apresentada
para reconhecimento pelo sistemaimunoldgico. Uma grande vantagem das vacinas
de DNA é gue elas podem ser codificadas para antigenos processados pela via
MHC classe | e Il, desta forma ativando ambas as respostas T CD8 e T CD4,
respectivamente, promovendo assim uma resposta imune humoral (efeito da
apresentacdo cruzada) e celular, esta ultima, tdo necessaria para 0 sucesso de

uma terapia (Dunham 2002).
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Figura 3- Mecanismo de processamento e apresentacdo de uma vacina de DNA via MHC-I.
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Fonte: modificado de Cordeiro et al. (2018). Inicialmente o plasmideo vacinal é captado pela célula
Neste caso, uma APC. Ao chegar ao nucleo, o plasmideo é transcrito em mRNA e exportado para
traducao do peptideo vacinal no citoplasma. Antes de ser ligado a uma molécula do MHC no Reticulo
Endoplasmatico (R.E), o peptideo precisa ser processado no proteossomo, onde é clivado em
peptideos menores e introduzido no R.E via transportador TAP. Ao chegar no R.E, chaperonas
acessorias fazem a ligagao do peptideo na molécula do MHC-1 e o complexo MHC-I/peptideo segue
— através de transporte vesicular — para o Complexo de Golgi (ndo mostrado). O trafego vesicular
do complexo MHC-I/peptideo vacinal continua a partir do Golgi, até finalmente ser apresentado na
superficie celular, onde o complexo podera ser reconhecido por um TCR especificode um linfocito
citotoxico (T CD8), ativando esta célula. Um estimulo forte o suficiente, leva o linfécito T CD8 a
maturacao, producdo de citocinas efetoras contra células produtoras do antigeno especifico (neste
caso, a célula tumoral) e expansao clonal com geragéo de células T de memodria.

2.3.1 A oncoproteina E7 como antigeno vacinal

Como mencionado anteriormente, as atividades de duas proteinas virais
produzidas por HPV de alto risco sao apontadas como as principais mediadoras da
carcinogénese. Pelo fato de a oncoproteina E7 atuar nas fases iniciais e avancadas

da transformacao de queratindcitos e no desenvolvimento de lesdes cervicais
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malignas, uma resposta imune elicitada contra epitopos imunogénicos dessa
proteina deve erradicar as células tumorais eficientemente. Estudos pré-clinicos
recentes sugerem antigenos virais baseados em E6 e E7, administrados através
de imunizacao genética, como terapia anticanceres induzidos por HPV (Peng et al.
2004; Lopes et al. 2019).

Alguns testes clinicos comecam a demonstrar 0os potenciais beneficios de
vacinas de DNA contra lesdes relacionadas ao HPV (Lopes et al. 2019). Tais
estudos visaram principalmente avaliar a seguranca e a resposta imunoldgica
dessas vacinas. Dentre os ensaios para o cancer cervical com abordagem
terapéutica, dois estudos ja publicaram seus resultados até o momento.

O estudo clinico de fase Ilb (NCT01304524) demonstrou a seguranca e
eficacia da vacina VGX-3100 codificando peptideos baseados nos genes E6 e E7
de HPV-16 e 18 em pacientes com NICs Il e Il (Trimble et al. 2015). Neste estudo,
107 pacientes receberam 3 doses da vacina via injecdo intramuscular seguida de
eletroporacdo e 42 receberam o placebo. Os resultados histopatologicos
demostraram a regressao das lesdes em 49.5% dos pacientes (n= 53) e a
regressao espontanea das lesdes em 30.6% (n=11) dos placebos. A vacina foi bem
tolerada e apos imunizacdo ndo foram verificados efeitos colaterais graves, sendo
gue alguns pacientes registraram apenas reacdes leves no local da inje¢éo, fadiga,
nausea e mal-estar em geral. A andlise imunolégica demonstrou a ativacao
especifica de linfécitos T CD8 significativamente maior nos pacientes vacinados,
além de uma maior resposta humoral comparado ao placebo, tornando-se a
primeira vacina terapéutica a provocar uma resposta imune adaptativa completa

em pacientes com doenca cervical pré-invasiva causada por HPV 16 e 18 (Trimble
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et al. 2015). Dois ensaios clinicos de fase Il (NCT03185013 e NCT03721978)
usando a VGX-3100 estdo em andamento no momento.

O estudo clinico (NCT01634503) de outra vacina de DNA, a GX-188E (Kim
et al. 2014) que codifica epitopos imunogénicos de E6 e E7 de HPV-16 e 18, testou
3 doses vacinais via intramuscular seguido de eletroporacdo em 9 pacientes com
NICs Il e lll. Destes, 8 dos 9 dos pacientes exibiram uma resposta polifuncional de
células CD8 reativas especificas, e 7 dos 9 dos pacientes apresentaram uma
regressdo completa da lesdo, com auséncia do virus ap6s 36 semanas de
acompanhamento. A administracdo dessa vacina também n&o provocou eventos
efeitos colaterais graves, sendo considerada segura e bem tolerada.

Nezafat et al. (2014) utilizaram ferramentas de bioinformatica a fim de
desenhar uma vacina de DNA multiepitopo terapéutica. Dentre os antigenos
componentes da vacina, estédo epitopos oriundos da proteina E7 de HPV, preditos
como ligantes para moléculas de MHC-I, resultando assim, na ativacao de linfocitos
T CD8 com resposta citotoxica (Nezafat et al. 2015). Assim como no estudo de
Nezafat et al. (2014), neste estudo, utilizamos o servidor Immune Epitope Database
(IEDB) (Vita et al. 2019) para predicdo de epitopos imunogénicos baseados no
oncogene E7 de HPV-16 para desenvolvimento de uma construgao vacinal

multiepitopo antitumoral.

2.3.2 Imunomoduladores e estratégias para o aprimoramento de construcdes
vacinais

A maioria dos estudos reconhece a necessidade de incrementar a resposta
imune elicitada por vacinas de DNA, através de associacdo a algum

imunomodulador, adjuvante molecular ou terapia auxiliar. Os adjuvantes sao
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elementos essenciais para a administracdo de muitas vacinas, principalmente as
de DNA, ja que os vetores codificantes de DNA naturalmente possuem baixa
imunogenicidade, especialmente em primatas superiores e humanos (Coban et al.
2011). A adicao de adjuvantes a vacinas pode reduzir a quantidade de antigeno e
0 numero de imunizacBes necessarias para se atingir a resposta imune desejada
(Dubensky and Reed 2010) j& que eles aumentam em grande parte a magnitude e
a gualidade das respostas imunes especificas para o antigeno coadministrado
(Degen et al. 2003). Além disso, estratégias para elicitar uma resposta imune
celular mais eficiente incluem a inducdo simultanea de células T CD8 e CD4,
explorando assim ambas as vias de processamento do antigeno (MHC-I e MHC-I1)
(Ji etal. 1999).

Diversos adjuvantes tém sido testados a fim de promover o aumento da
respostaimune. Um potente imunomodulador descrito € o epitopo pan reativo HLA-
DR para células T CD4, conhecido como PADRE. Este consiste em um epitopo
promiscuo de alta afinidade de ligacdo a moléculas MHC-I1I para ativagédo de células
T CD4 helper, em certos casos chegando a estimular esses linfocitos 1000 vezes
mais eficientemente do que epitopos naturais comuns (Alexander et al. 1994).
Esses linfocitos s@o capazes de ativar células dendriticas (DCs) através de vias de
sinalizacdo coestimulatérias, contribuindo para a geracdo de células T de memaria
(Castellino and Germain 2006).

O estudo de Hung et al. (2007) adotou a construcdo de um plasmideo pVAX
contendo a sequéncia PADRE em substituicdo a sequéncia CLIP do gene da cadeia
li, obtendo-se assim, um potente imunoestimulador conhecido como li-PADRE
(Figura 4). Neste estudo, foi verificada uma potente resposta imune elicitada por

linfécitos T CD8, levando ao aumento da resposta antitumoral vacina especifica.
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Figura 4- Diagrama esquematico da cadeia invariante (li) e da quimera li-Pan HLA-DR reactive
epitope (PADRE).

cadeia li li-PADRE
81- 102 21102
KPVSQMRMATPLLMRPM AKFVAAWTLKAAA
CLIP Pept. antigénico PADRE
N\ 4 \y 2
—
—

1 — | —F— ——1

Fonte: Adaptado de Hung et al. (2007).

Como estratégia para o melhoramento da apresentacado dos antigenos via
MHC-I e Il, é possivel a utilizacdo de sequéncias linkers espacando os epitopos na
construgéo vacinal. Dois motivos, HEYGAEALERAG e AAY, séo utilizados como
linkers para epitopos para ativacdo de linfocitos T citotoxicos. O primeiro motivo
fornece alvos especificos de clivagem tanto para a via de degradacgéo proteolitica
lisossomal como proteossomal. Os doze residuos peptidicos consistem em todos
0s cinco sitios de clivagem apropriados (A7-L8, A5-E6, Y3-G4, R10-All e L8-E9),
0s quais séo especificos para complexos proteossomais de eucariotos (Dolenc et
al. 1998). O segundo motivo (AAY) também aumenta a eficiéncia de apresentacéo,
visto que depois da clivagem apds este motivo, o0 C-terminal gerado no epitopo é
um sitio adequado a ligacdo ao transportador TAP ou outras chaperonas
(Bergmann et al. 1996). Epitopos de ligacdo ao transportador TAP tem papel central
na apresentacao de epitopos (Uebel et al. 1997).

Além das caracteristicas citadas anteriormente, é ideal que os produtos dos
genes das construcbes tenham um tamanho razoavelmente grande, ja& que
peptideos menores que 30 aminoacidos podem ligar diretamente a moléculas
MHC-I ou MHC-1l em células apresentadoras de antigenos ndo profissionais, o que

potencialmente estimula a tolerancia e anergia (Melief and van der Burg 2008). A
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construcado multiepitopo do presente estudo € constituida por 115 aminoacidos, o
gue consiste em um comprimento aceitavel para vacinas anticancer. Mais
informacdes sobre estratégias utilizadas atualmente nos estudos de
desenvolvimento de vacinas terapéuticas e adjuvantes vacinais podem ser
encontradas em nosso artigo de revisdo (Apéndice B) (Cordeiro et al. 2018).
Embora seja um grave problema de salde publica, o cancer cervical ainda
carece de opcOes terapéuticas menos invasivas e debilitantes e sua prevencao
depende majoritariamente de uma deteccdo precoce das lesGes pré-malignas.
Ainda que sejam promissoras, nenhuma vacina de DNA terapéutica contra lesdes
associadas ao HPV se encontra licenciada, o que refor¢a a necessidade de estudos
pré-clinicos que potencializem a eficiéncia em elicitar uma resposta imune
adequada contra a proteina E7, fornecendo estratégias inovadoras no combate as
neoplasias cervicais. A pesquisa aqui proposta contribui com a busca pelo aumento
da qualidade e sobrevida de pacientes com lesdes provocadas por HPV, através
do desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas para o controle de uma
doenca de dificil manejo, provocada por um virus altamente disseminado na

populacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver estratégias terapéuticas contra lesdes associadas a infeccao

pelo HPV-16 em modelo pré-clinico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir plasmideos, antigenos de HPV e imunomodulador adjuvante em
sistema bacteriano para imunoterapia contra o HPV-16;

Avaliar em ensaio pré-clinico uma construcdo antigénica para imunizacao
genética com epitopos ligantes de MHC-I preditos in silico baseados no
oncogene E7 de HPV-16, através da analise de expressao de citocinas no
microambiente tumoral e no soro dos animais, além da analise
histopatol6gica dos tumores;

Explorar a poténcia do imunomodulador Ili-PADRE, para a inducdo de
resposta T CD4 helper, combinado com a adicdo das sequéncias linkers
HEYGAEALERAG e AAY, objetivando o aumento da apresentacdo dos

antigenos pelo sistema imune.
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4 METODOLOGIA

4.1 GENES

Genes sintéticos otimizados para expressao em células de mamifero foram
adquiridos (GenScript) como antigenos propostos para cada estratégia vacinal. A
construcdo vacinal multiepitopo € composta por sequéncias duplicadas para trés
epitopos preditos mais imunogénicos pelo banco de dados IEDB - ligantes de
MHC-I, alelo H-2-Db - para ativacdo de linfocitos T citotoxicos presentes na
oncoproteina E7 do HPV-16. A sequéncia dos epitopos presentes nas construcdes
multiepitopo e do PADRE estéo representados no Quadro 2.

O gene multiepitopo foi intercalado por sequéncias linkers para sitios de
clivagem proteossomal e lisossomal (HEYGAEALERAG e AAY) (Bergmann et al.,
1996; Dolenc et al., 1998; Nezafat et al., 2014) como abordagem para aumento da
apresentacao via MHC. A duplicidade de cada epitopo foi arranjado de tal forma
para que cada réplica pudesse ser circundada por um ou outro sitio de clivagem
nas extremidades, consistindo na tentativa de aumentar a apresentacao de cada
epitopo pelo melhor processamento possivel. Além disso, a sequéncia viral original
dos epitopos foi otimizada para expressdo em Mus Musculus permitindo aumentar
a producdo de proteina e, consequentemente, a imunogenicidade vacinal. Em
relacdo a isso, vacinas anticancer otimizadas demonstraram uma boa eficiéncia em
diferentes modelos pré-clinicos (Lopes et al. 2017). O esquema da construcéo

vacinal do gene E7 esta ilustrado na Figura 5.
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Quadro 2- Descricéo dos epitopos ligantes de MHC-I preditos pela ferramenta IEDB utilizados neste

estudo.
Gene Epitopo | Epitopo Il Epitopo Il Tamanho da
construcao (em pb)
E7 HPV-16 QAEPDRAHYNIVT STLRLCVQSTHVDI | VDIRTLEDLLMGTL 372
multiepitopo (44-56) (63-76) (74-87)
PADRE AKFVAAWTLKAAA 849

Fonte: A autora (2021).

Figura 5- Esquemailustrativo do gene sintético multiepitopo para o antigeno E7 de HPV-16.
Gene sintético multiepitopo

Sequéncias Linkers: aumento da apresentagdo dos

: | I antigenos (HEYGAEALERAG e AAY).
Epit. Il Epit, 1 [aay | Epitt [aav] Epit.1l_[aav] Epit
|

[ |

Epitopos de HPV-16 ligantes de MHC-I (alelo H-2-Db) para ativacao de
células T CD8.Predicdo: Immune Epitope Database (IEDB).

Fonte: A autora (2021).

Como no estudo de (Hung et al. 2007), nosso estudo também utilizou um
plasmideo contendo o imunodulador 1i-PADRE, visando elicitar a resposta imune
de linfécitos T CD4 helper. Detalhes das sequéncias de cada construcdo, bem

como de seus respectivos peptideos, estao explicitadas no Apéndice A.

4.2 CLONAGEM E OBTENCAO DOS PLASMIDEOS VACINAIS

Os genes de interesse foram adquiridos e propagados em plasmideo pUC57
através de cultura de Escherichia coli TOP10 quimiocompetente. Para a transformacéo
bacteriana, aproximadamente 100ng de DNA foram adicionados a 50uL de bactérias

guimiocompetentes previamente tratadas com Cloreto de Calcio (CaCl2). Durante o
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processo de transformagao foi seguido o seguinte protocolo: Foram adicionadas a 50uL
de células competentes a um volume de 10uL de DNA, seguido de incubagcdo em gelo
durante 20 a 30 minutos. Em seguida, elevou-se a temperatura a 42°C em termobloco
por 5 minutos e novo resfriamento em gelo por 5 minutos. Adicionou-se 800uL de meio
de cultura Luria-Bertani (LB) e incubou-se em estufa a 37°C por 1 hora. Posteriormente,
centrifugou-se a cultura a 1200 rpm por 10 minutos, e descartou-se 600uL do
sobrenadante. A cultura remanescente (200ulL) foi utilizada para semeio em placa de
Petri contendo meio de cultura LB soélido e antibidtico, seguido de crescimento overnight
a 37°C. As colonias obtidas foram repicadas em nova placa para triagem dos clones.
Apos confirmados, os clones foram preservados (500uL de Glicerol 100% + 500uL de
cultura) a -70°C.

Durante o processo de clonagem, os genes de interesse foram retirados do vetor
comercial pUC57 e subclonados no vetor especifico para expressdo em célula de
mamifero (pVAX). Para isto, o DNA das colbnias foi extraido utilizando-se kit comercial
de mini extracdo plasmidial (KitYield™ Plasmid Miniprep System) e submetido a digestéo
enzimética pelas enzimas de restricio BamHI e Xbal (Thermo Scientific™) de acordo
com as recomendacg0des do fabricante. Os genes de interesse foram entéo separados do
vetor pUC57 através de eletroforese em gel de agarose a 1% e os recortes do gel foram
purificados através de kit de purificacdo de DNA comercial (kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-Up System™ - Promega®) e subclonados, por meio de reacédo de ligacdo (T4 DNA
ligase - Invitrogen™) no plasmideo vacinal (pVAX) previamente digerido pelas enzimas
correspondentes. Os clones foram selecionados utilizando-se o antibiético de resisténcia
contido nos diferentes vetores: ampicilina (100 pg/ml) para o vetor pUC57 e canamicina

(50 pg/ml) para o vetor pVAX. Desta forma, para a obtencdo das vacinas de DNA, cada
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inserto (multi E7 e li-PADRE) foi inserido no vetor de expressao pVAX (Invitrogen™) em
orientacdo para os sitios de clonagem BamHI-Xbal.

Todos os plasmideos foram confirmados quanto a integridade das sequéncias
através de PCR (Polymerase Chain Reaction), clivagem com enzimas de restricdo e
sequenciamento de DNA dos clones. Para a analise do sequenciamento, foram utilizados

0s programas Pregap4 (pacote Staden V. 1.5) e Bio Edit V. 7.1.

4.3 MODELO DE DESAFIO TUMORAL

Como modelo de desafio tumoral para 0s ensaios pré-clinicos de
imunoterapia anti-HPV, foi utilizada a linhagem tumoral C3, uma linhagem de
células tumorais portadoras de mutacdo no gene ras, bem estabelecida para
investigacdo pré-clinica do cancer cervical. A linhagem C3 é singénica ao
camundongo C57BL/6 e derivada da linhagem embrionaria murina B6 (B6mec),
com a vantagem de que a primeira foi transfectada com o genoma completo do
HPV-16 (Feltkamp et al. 1993), com expressédo de todos os genes virais sob 0
dominio do préprio promotor viral (baixa expressdo dos genes), mimetizando
melhor um tumor originado através de uma infeccao natural. Esse modelo indicou
ser adequado para testes em camundongos C57BL imunizados com plasmideos
codificantes da proteina E5 de HPV16 (Paolini et al. 2017). Tais dados foram
obtidos pelo nosso grupo em um estudo prévio em parceria com o Laboratério de
Virologia do Istituto Nazionale Tumori Regina Elena em Roma.

As células de desafio tumoral foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino a temperatura de 37°C e 5% de CO?Z.
Antes do in6culo, as células C3 foram submetidas a tripsinizacdo, seguido de duas

lavagens com tampao PBS 1x e ressuspendidas em solugéo salina para contagem
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em camara de Neubauer, seguido do preparo da solucdo para inoculacdo nos

animais.

4.4 AVALIACAO DOS EFEITOS ANTITUMORAIS INDUZIDOS PELOS

CANDIDATOS VACINAIS

Para a realizacdo desse experimento, grupos de camundongos C57 black
(C57BL/6) fémeas com 12 semanas de idade foram mantidos sob condi¢des livres
de agentes patogénicos no biotério do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). E importante salientar que todos os
procedimentos envolvendo experimentacdo animal foram executados estritamente
de acordo com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica para Utilizacdo de
Animais da instituicdo (processo n.002/20019) (Anexo A).

Para este ensaio, 0s animais previamente anestesiados com uma solucao de
cloridrato de xilazina (10mg/kg) e cetamina (115mg/kg) foram inoculados
subcutaneamente com 5 x10° células C3 eluidas em 50uL de meio DMEM na regiéo
dorsal previamente tricotomizada com o auxilio de aparelho elétrico de tosa de
baixo ruido. Este ultimo procedimento foi realizado para melhor palpacdo e
mensuragao do tumor nos dias seguintes.

Trés dias ap0ds o desafio, os camundongos previamente anestesiados foram
imunizados pela via intramuscular no musculo tibial da perna esquerda previamente
tricotomizada. A remocao prévia dos pelos da area foi realizada a fim de permitir a
passagem dos pulsos elétricos durante a eletroporacdo. A dose vacinal foi
composta de 50ug de DNA eluido em soro fisiolégico, seguida imediatamente por
eletroporacdo in vivo. A eletroporacao foi realizada com o equipamento Electro

Square Porador ™ (BTX ® — ECM 830) através de eletrodo de pingas de 7mm do
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mesmo fabricante (modelo 45-0488) em 3 posi¢cdes — longitudinal, transversal e
obliquo — contando com um pulso de 100V de 50ms de durag¢do em cada posicéo,
totalizando assim 3 pulsos.

O processo de imunizacdo obedeceu a regimes de prime-boost homologo,
contando com duas doses de 50ug de DNA vacinal. Cada dose foi eluida em 30uL
de soro fisiologico e o intervalo entre as doses foi de uma semana (Figura 6). A
imunizagdo genética consistiu na administracdo no candidato vacinal pVAX-
MultiE7, em associacdo ou ndo com o plasmideo imunomodulador pVAX-Ili-
PADRE. Como grupo controle, foram utilizados animais vacinados apenas com o
plasmideo pVAXZ (pVAXJ). Os demais grupos foram compostos por animais
imunizados com: plasmideo pVAX contendo a construcao multiepitopo E7 (E7);
plasmideo pVAX contendo o adjuvante Ii-PADRE (IP); coadministracdo dos
plasmideos pVAX E7 e pVAX |li-PADRE (E71P); administracdo do plasmideo pVAX
li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost (IP/E7). A representacdo esquematica

dos grupos deste estudo se encontra na Figura 7.

Figura 6- Esquema do ensaio de eficiénciaterapéutica das propostas vacinais.

Monitoramento

v v
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Inoculagao de células C3 Imunizagao Eutanasia
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Monitoramento do crescimento Remogdo do tumor e ‘
tumoral e pesagem dos animais coleta de sangue total

Fonte: A autora (2021).
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Figura 7- Descricao dos diferentes grupos estudados.

pVAX®D =
— — 1
Animais:
r C57BL/6 fémeas
|P/E7 com 3 meses

Fonte: A autora (2021). pVAX@: plasmideo pVAX vazio; E7: plasmideo pVAX contendo a
construcao multiepitopo baseada no gene E7 de HPV-16; IP: plasmideo pVAX contendo o adjuvante
li-PADRE; E7IP: coadministrac&o dos plasmideos pVAX E7 e pVAX |i-PADRE; IP/E7: administracéo
do plasmideo pVAX |li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.

A partir do 3° dia de experimento, trés vezes por semana foram realizadas a
mensuragao do crescimento tumoral e pesagem dos animais a fim de detectar
eventual perda de peso provocada por estresse ou pela presenca dos tumores. A
eutanasia foi realizada no 24° dia de experimento, quando ao menos um tumor
(dentre todos os tumores) atingiu 2cm de diametro. Esta foi realizada a partir da
coleta de sangue periférico total através de puncédo cardiaca nos animais
previamente anestesiados, seguido da extracdo, seccdo, processamento e/ou
conservacao dos tumores. Cada tipo de amostra foi processado para uma analise
especifica, conforme descrito na Figura 8. As diferentes metodologias seréo

abordadas nos subtdpicos seguintes.
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Figura 8- Representa¢céo esquematica das diferentes amostras biolégicas coletadas dos animais e
seus respectivos processamentos.

-4 Sangue total: separagdo do soro
para anadlise do padrio de
citocinas pela técnica de CBA.

~| Tumor:
A. Maceracao em meio RPMI e separagdao do sobrenadante para
analise do padrao de citocinas por CBA (Th1/Th2/Th17).

B. Imprint do tumor fresco em laminas de vidro para analise
citopatoldgica através de coloragcdo de Papanicolaou e reserva da
peca representativa do tumor para analise histopatoldgica através da
inclusao em parafina, microtomia e coloragao HE.

Fonte: A autora (2021).

4.5 MONITORAMENTO DO CRESCIMENTO TUMORAL

Como mencionado no tépico anterior, a mensurag¢ao do crescimento tumoral
e pesagem dos animais foram realizadas a partir do 3° dia de experimento, trés
vezes por semana até o momento da eutandsia no 24° dia. Em seguida, os tumores
dos diferentes grupos estudados foram coletados, mensurados e pesados em
balanca analitica.

Para a mensuracdo dos tumores foi utilizado um caliper analégico e a
pesagem dos animais ocorreu em balanca digital de precisdo. O célculo do volume
tumoral foi realizado através da férmula: menor comprimento? (cm) X maior
comprimento (cm) x 0,52. Ja para o calculo da densidade tumoral foi utilizada a

férmula: peso do tumor (g)/ volume tumoral (cm3).

4.6 INVESTIGACAO DE CITOCINAS PRODUZIDAS
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Apdbs remocédo, pesagem e seccao longitudinal dos tumores, uma parte da
amostra foi imediatamente armazenada em 1lmL de meio DMEM, seguido de
maceragao em douncer de vidro. O sobrenadante resultante da centrifugagao de
cada amostra foi analisado quanto ao perfil de citocinas expressado pelos
camundongos nos diferentes grupos vacinais. Para isto, foi utilizado um kit para
ensaio CBA (Cytometric Bead Array) (BD™ CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine
Kit), o qual inclui a analise das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-
Q.

A técnica de CBA consiste, resumidamente, na quantificacdo das diferentes
citocinas na amostra a partir do emprego de microesferas de poliestireno
conjugadas a anticorpos especificos para cada citocina. Tais esferas possuem
tamanhos e intensidade de fluorescéncia diferentes para serem prontamente
reconhecidas durante a citometria de fluxo. O reagente de deteccdo deste Kit
consiste em anticorpos conjugados a ficoeritrina (PE) que, ao se ligar ao complexo
microesferas/analitos, fornecem um sinal de fluorescéncia correspondente a
guantidade de cada citocina na amostra.

As amostras foram processadas de acordo com as recomendagfes do
fabricante e analisadas em citébmetro de fluxo (BD FACSCalibur™). Os dados
resultantes foram analisados a partir da plataforma FACSVerse e processados

através do software BD FACSuite®.

4.7 ANALISE CITOPATOLOGICA DO TUMOR PELO METODO DE IMPRINT

TUMORAL

Imediatamente apds a coleta e seccdo do tumor, foi realizado o imprint deste

em lamina de vidro como forma de andlise preliminar a histopatologia, através do
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meétodo de Papanicolaou. Esta técnica permite a verificacdo da presenca de células
neoplasicas e infitrados celulares, complementando assim as analises
histopatoldgicas. Para isto, a amostra foi fixada em etanol 100% até o momento da
coloracao conforme descrito a seguir: A lamina foi mergulhada 10 vezes em
solucdes de etanol 100%, etanol 95%, etanol 70% e &gua destilada; seguido de
dois mergulhos em hematoxilina e incubacao por dois minutos na mesma solucao;
10 mergulhos em solugcbes de agua destilada, etanol 70%, etanol 95% e etanol
100%; dois mergulhos em Orange G6, seguido de incubacéo por um minuto e 30
segundos na mesma solucédo; 10 mergulhos em duas solucbes de etanol 100%
(etanol 100% I e II); dois mergulhos em Eosina 65, seguido de incubacao por dois
minutos na mesma solucéo, finalizando com 10 mergulhos em duas solu¢cdes de
etanol 100% (etanol 100% I e Il). ApOs secagem, foi realizada a montagem com
laminula utilizando resina sintética (Entellan/Merck®) e analise em sistema de

microscopia automatica ZEN blue edition Axio zeiss®.

4.8 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO TUMOR

A analise histopatoldgica dos tumores de camundongos foi realizada a fim de
caracterizar melhor essas amostras segundo a presenca de um padrdo na formae
tamanho das células e seus nucleos (pleomorfismo), eventos fibroticos, necroticos,
celularidade e presenca de fibroblastos e infiltrado de linfocitos. Neste sentido, a
coloracdo com HE, é bastante utilizada, na qual a hematoxilina € um corante basico
de cor azul-purpura que, por ter afinidade por substancias acidas, cora o nucleo
das células. Ja a eosina € um corante acido que destaca, por sua vez, o citoplasma

na cor avermelhada, permitindo, desta forma, identificar a presenca de parametros
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importantes na patologia de tumores, especialmente pleomorfismos nucleares e
celulares, presenca de linfécitos infiltrados, dentre outros.

O preparo das amostras para esta analise iniciou-se com a fixacdo da amostra
tumoral em formalina tamponada a 10% durante 24 horas, seguido de quatro
lavagens com &gua destilada com duracdo de uma hora cada lavagem. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em cassetes histologicos para dar
inicio a desidratagdo do material. Esta foi realizada em solu¢des crescentes de
alcool etanol, iniciando-se com o etanol 70%, seguido de etanol 80%, etanol 90%
e finalmente trés solucdes de etanol 100% (etanol 100% I, Il e IIl), durante uma
hora cada solucédo. Posteriormente as amostras foram mergulhadas em uma
solucdo de etanol-xilol (1:1) e duas solucdes de xilol (xilol I e 1) por uma hora cada.
Em seguida, foi realizada a inclusdo da parafina liquida a amostra. Nesta etapa o
cassete contendo a amostra foi mergulhada em duas solugcdes de parafina (parafina
| e Il) aquecida previamente a 60° C por uma hora cada, seguido do emblocamento
da amostra com parafina, microtomia — com espessura de cinco micra — e preparo
da lamina histologica para coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE). Tal coloracéo
foi realizada conforme o protocolo a seguir: mergulho das laminas em solucéao de
Xilol I por 10 minutos; seguido por Xilol Il durante cinco minutos; etanol-xilol durante
cinco minutos; etanol 100%, seguido por etanol 90%, etanol 70% e agua destilada
durante cinco minutos em cada solucdo; hematoxilina durante um minuto; agua
destilada durante 10 minutos; eosina durante dois minutos, seguido por 10
mergulhos da lamina histolégica nas solucfes de etanol 70%, etanol 90%, etanol
100%, etanol-xilol (1:1), xilol | e xilol II. Apés secagem, foi realizada a montagem
com laminula utilizando resina sintética (Entellan/Merck®) e analise em sistema de

microscopia automatica ZEN blue edition Axio zeiss®.
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4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos nos testes de CBA foram processados através do software
BD FACSuite® e o volume e densidade tumorais foram analisados pelo teste
ANOVA one-way e Kruskal-Wallis com confirmacédo pelo teste Mann-Whitney,

utilizando significancia de p<0,05 pelo GraphPad Prism 5 Software®.
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5 RESULTADOS
5.1 OBTENCAO DOS PLASMIDEOS VACINAIS

Bactérias quimiocompetentes da linhagem E. coli TOP10 foram utilizadas no
processo de clonagem para producdo em grande escala dos plasmideos e manutencao
destes. A vacina de DNA do presente estudo consiste na clonagem dos insertos multi E7
e li-PADRE no vetor de expressdo pVAX. Os insertos foram clonados em orientacao
BamHI/Xbal, resultando em um plasmideo pVAX com 3.297pb para o plasmideo
pVAX/multi E7 (Figura 9) e 3.774 pb para o plasmideo pVAX/li-PADRE (Figura 10).

Os clones foram confirmados através de PCR (Figura 11), clivagem pelas

respectivas enzimas de restricdo (Figura 12) e sequenciamento de DNA.

Figura 9- Mapa do plasmideo pVAX contendo o inserto multi E7 clonado em orientagao BamHI-Xbal.
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Fonte: A autora (2021). Mapa construido através do programa SnapGene v.4.0.8.
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Figura 10- Mapa do plasmideo pVAX contendo o inserto li-PADRE clonado em orientagdo BamHI/Xbal.
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Fonte: A autora (2021). Mapa construido através do programa SnapGene v.4.0.8.

Figura 11- Amplificacdo através de PCR de um fragmento do plasmideo pVAX para confirmacgéo dos
clones pVAX/multi E7 e pVAX/li-PADRE em E. coli TOP10 (vacinas de DNA).
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Fonte: A autora (2021). Os clones selecionados para o estudo estéo destacados. Pogos 6-9: multi E7;
Pogos 10-13: li-PADRE. Tamanho dos amplicons: inserto multi E7: 475pb; 1i-PADRE: 952pb; Controle
positivo  (C+):  177pb. Primer F. 5TAATACGACTCACTATAGGG-3; Primer R: 5'-
TAGAAGGCACAGTCGAGG-3'. Anelamento a 56°C; Gel de agarose a 1,5%; coloragc&o por brometo de
edideo (0,5ug/mL); corrida: 1h/80V; M: marcador de peso molecular (GeneRuler 1 Kb -- Thermo Scientific);
C: colbnia; C+: PCR com DNA do pVAX vazio; C-: PCR sem DNA.
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Figura 12- Digestéo de DNA plasmidial com as enzimas BamHI/Xbal para confirmag&o dos clones
pVAX/multi E7 e pVAX/1i-PADRE em E. coli TOP10 (vacinas de DNA).
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Fonte: A autora (2021). A digestdo foi realizada em duas etapas durante 16 horas a 37°C, cada
etapa. Tamanho dos insertos apds clivagem com as enzimas BamHI/Xbal: multi E7: 360pb; i-
PADRE: 837pb. Gel de agarose a 1,5%; coloracdo por brometo de edideo (0,5ug/mL); corrida:
1h/80V; M1k: Marcador de peso molecular (GeneRuler 1 Kb -- Thermo Scientific); ND: vetor pVAX
vazio nao digerido.

5.2 MONITORAMENTO DO CRESCIMENTO TUMORAL

O presente estudou teve inicio com cinco animais em cada grupo, sendo que
ao longo do experimento um total de quatro animais vieram a Obito minutos apos
anestesia, 0 que acarretou uma reducao no n amostral em alguns grupos: E7 n=3;
E7IP n=4 e IP/E7 n=4. Desta forma, foram realizados alguns ajustes na dose do
anestésico a fim de evitar a perda de mais animais. Assim, ao final do experimento,
a viabilidade dos camundongos foi de 84%. E importante salientar que nenhum
Obito ocorreu devido a presenca do tumor ou aos procedimentos inerentes a
imunizacdo. Também foi observado que os tumores ndo provocaram nenhum tipo
de ferida, secrec¢do ou dano tecidual local, ndo interferindo inclusive, na proliferacéo

de anexos do tecido epitelial, no qual o pelo voltou a crescer normalmente apés
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tricotomia. Além disso, ao longo do experimento 0os animais ndo apresentaram, falta

de apetite, alteracdo no comportamento ou perda de peso significativo (Grafico 1).

Gréfico 1- Monitoramento do peso dos animais nos diferentes grupos vacinais.
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Fonte: A autora (2021). A pesagem foi realizada trés vezes por semana durante o periodo de 24
dias de estudo. Os valores médios do peso dos camundongos ao fim do experimento foram: pVAXdJ
20,4g; IP 19,12g; E7m 19,99 ; E7IP 19g: ;IP/E7 20,25g. pVAX: plasmideo pVAX vazio; E7:
plasmideo pVAX contendo a construcéo multiepitopo E7; IP: plasmideo pVAX contendo o adjuvante
li-PADRE; E7IP: coadministracéo dos plasmideos pVAX E7 e pVAX |i-PADRE; IP/E7: administracéo
do plasmideo pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.

Como mencionado anteriormente, a mensuracao do crescimento tumoral e
pesagem dos animais foram realizadas a partir do 3° dia de experimento, trés vezes
por semana até o momento da eutanasia no 24° dia, quando os tumores foram
coletados, mensurados e pesados.

Em relacdo ao crescimento tumoral, ao final do experimento todos os animais
apresentaram tumor e estes apresentaram, em sua maioria, um crescimento
alongado no sentido cranio caudal. Na Figura 13 se encontram 0s tumores
seccionados longitudinalmente sobre uma placa de Petri e separados por grupo
vacinal. A foto foi realizada durante o processamento para a andlise histologica e

representa apenas uma das metades de cada tumor. A outra metade fora
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processada imediatamente apds a remoc¢dao para investigacao de citocinas. Como

pode ser visto, em todos os grupos foram observados tumores pequenos (<0,28

cm3), médios (0,29 - 0,49 cm3) e grandes (20,5 cm?).

Figura 13- Apresentacdo dos tumores de cada animal em seus respectivos grupos vacinais apés
seccdo longitudinal em uma placa de Petri.
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Fonte: A autora (2021). Na imagem esta representada apenas uma metade de cada tumor. Os
numeros ao lado de cada tumor representam a identificagéo do individuo em cada grupo. pVAX@:
plasmideo pVAX vazio; E7: plasmideo pVAX contendo a construgéo multiepitopo E7; IP: plasmideo
pVAX contendo o adjuvante li-PADRE; E7IP: coadministragdo dos plasmideos pVAX E7 e pVAX li-
PADRE; IP/E7: administracao do plasmideo pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.

O monitoramento do crescimento tumoral ao longo dos 24 dias de
experimento (Grafico 2) revelou que o crescimento € constante e este apresenta
um crescimento exponencial mais acentuado a partir do 17° dia em todos 0s grupos
estudados. Ao fim do experimento, o grupo IP/E7 apresentou o maior volume

tumoral médio (0,54 cm?), enquanto que o menor volume foi observado no grupo
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E7IP (0,26 cm?®). A analise estatistica revelou que ndo houve diferenca significativa

no volume tumoral entre os diferentes grupos (p>0,05).

Gréafico 2- Monitoramento do volume tumoral nos diferentes grupos vacinais.
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Fonte: A autora (2021). A mensuracdo do tumor foi realizada trés vezes por semana durante o
periodo de 24 dias de estudo. Para a obtencédo do volume tumoral foi utilizada a férmula: menor
comprimento? (cm) x maior comprimento (cm) x 0,52. Os valores da média do volume tumoral de
cada grupo ao fim do experimento (24° dia) foram: pVAXd 0,31cm3 (x0,15); IP 0,47cm3 (x0,35); E7m
0,49cm3 (£0,27); E7IP: 0,26cm?3 (+0,25); IP/E7 0,54cm3 (20,26). O destaque em linha tracejadaindica
o0 periodo de acentuado crescimento exponencial dos tumores. pVAXdJ: plasmideo pVAX vazio; E7:
plasmideo pVAX contendo a construgdo multiepitopo E7; IP: plasmideo pVAX contendo o adjuvante
li-PADRE; E7IP: coadministrag&o dos plasmideos pVAX E7 e pVAX li-PADRE; IP/E7: administracéo
do plasmideo pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.

Embora o grupo IP/E7 tenha apresentado o maior volume tumoral ao final do
experimento, este grupo foi também aquele que apresentou 0 menor peso tumoral,
seguido do grupo E7IP (Grafico 3). Desta forma, a fim de caracterizar melhor a
relacdo entre o volume e o peso tumoral, foi realizado o célculo da densidade de
cada tumor — peso do tumor (g)/ volume tumoral (cm3) — e este dado revelou uma
caracteristica interessante: foi observada uma relacdo oposta entre o tamanho dos
tumores e a sua densidade na maioria das amostras e em todos 0S grupos

estudados, exceto IP/E7. Ou seja, com excecado deste Ultimo grupo, na maioria das



59

amostras, os tumores pequenos (<0,28 cm?®) apresentaram grande densidade

(21,2g/cm3) (Gréfico 4).

Gréfico 3- Pesagem dos tumores nos diferentes grupos vacinais.
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Fonte: A autora (2021). A pesagem dos tumores ocorreu ao fim do estudo (24° dia) e os valores
médio de cada grupo foram: pVAXd@ 0,389 (x0,17); IP 0,35g (+0,2); E7m: 0,49 (x0,04); E7IP: 0,3g
(20,34); IP/ET: 0,24g (+0,1). pVAX@: plasmideo pVAX vazio; E7: plasmideo pVAX contendo a
construcdo multiepitopo E7; IP: plasmideo pVAX contendo o adjuvante |i-PADRE; E7IP:
coadministragdo dos plasmideos pVAX E7 e pVAX li-PADRE; IP/E7: administragdo do plasmideo
pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.

Gréfico 4- Comparacédo do volume médio com a densidade média dos tumores em cada grupo

vacinal.
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Fonte: A autora (2021). Os valores da densidade tumoral foram coletados ao fim do experimento
(24° dia) apos a remocao e pesagem dos tumores. Para a obtencédo da densidade de cada tumor
foi utilizada a férmula: peso do tumor (g)/ volume tumoral (cm3). A média da densidade em cada
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grupo foi: pVAX@ 1,52g/cm? (x0,82); IP 0,88g/cm? (+0,39); E7m 0,97g/cm3 (+0,45); E7IP: 1,33g/cm?
(20,62); IP/E7 0,48g/cm?3 (+0,16). pVAX@D: plasmideo pVAX vazio; E7: plasmideo pVAX contendo a
construcdo multiepitopo E7; IP: plasmideo pVAX contendo o adjuvante |i-PADRE; E7IP:
coadministracéo dos plasmideos pVAX E7 e pVAX li-PADRE; IP/E7: administracao do plasmideo
pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.

5.3 INVESTIGACAO DE CITOCINAS

Conforme mencionado anteriormente, as citocinas de camundongo — IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a — foram mensuradas a partir das amostras de
soro dos animais (Figura 14), como também do sobrenadante de cada tumor
(macerado) (Figura 15).

Nossos resultados ndo apontaram diferenca estatistica entre os grupos
(p>0,05). Considerando todos 0s grupos, as citocinas mais expressas tanto em
amostras de soro quanto em amostras de tumor foram IL-2, IFN-Y e TNF-q, seguido
de IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17. Além disso, o grupo IP/E7 apresentou um discreto
aumento da expressdo de citocinas, com destaque para aquelas de perfil Thl,
como IFN-y e TNF-a. Este desempenho néo foi observado no grupo E7IP, porém é
importante salientar que neste grupo, durante a investigacdo de citocinas das
amostras de tumor, foram incluidas na analise apenas as amostras dos dois
maiores tumores (individuos 1 e 4), ja que ndao houve massa tumoral suficiente nos

tumores pequenos desse grupo (individuos 2 e 3) para integrar essa analise.
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Figura 14- Perfil da produg&o de citocinas analisadas a partir de amostras do soro dos animais.
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Fonte: A autora (2021). A. IL-2; B. IL-6; C. IL-4; D. IL-10; E. IL-17; F. IFN-y; G. TNF-a. pVAX@:
plasmideo pVAX vazio; E7: plasmideo pVAX contendo a construgéo multiepitopo E7; IP: plasmideo
pVAX contendo o adjuvante li-PADRE; E7IP: coadministracdo dos plasmideos pVAX E7 e pVAX li-
PADRE; IP/E7: administracao do plasmideo pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.
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Figura 15- Perfil da produg&o de citocinas analisadas a partir de amostras de tumor dos animais.
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Fonte: A autora (2021). A. IL-2; B. IL-6; C. IL-4; D. IL-10; E. IL-17; F. IFN-y; G. TNF-a. *Nos gréficos
do grupo E7IP estao representados somente as amostras dos maiores tumores do grupo (individuos
1 e 4), pois ndo houve massa tumoral suficiente para esta analise para os tumores pequenos deste
grupo (individuos 2 e 3). pVAX@: plasmideo pVAX vazio; E7: plasmideo pVAX contendo a
construcdo multiepitopo E7; IP: plasmideo pVAX contendo o adjuvante li-PADRE; E7IP:

coadministracéo dos plasmideos pVAX E7 e pVAX li-PADRE; IP/E7: administracao do plasmideo
pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost.

5.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO TUMOR

ApOs a coleta e seccao do tumor, metade da amostra foi processada a fim de
realizar a analise histopatologica dos tumores emblocados em parafina, como
descrito na secdo 4.8 da Metodologia. Tal analise revelou uma composicdo

eminentemente de células neoplasicas (compativeis com a natureza de uma
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linhagem de células de desafio tumoral) nas amostras, com intenso pleomorfismo
celular e nuclear, eventuais entraves fibroticos e areas de necrose.

Algumas amostras apresentaram relevante populacdo de fibroblastos e
fiborose mais destacada. A exemplo do grupo E7IP que apresentou aumento no
namero de fibroblastos com padrdo levemente diferente dos demais,
principalmente nos individuos 2 e 3 (0 que corresponde aos menores tumores deste
grupo). Enquanto isso, o individuo 4 do grupo IP/E7 apresentou acentuado nimero
de fibroblastos. Né&o foi observado presenca de infiltrados inflamatérios, inclusive
nas areas periféricas, em nenhum grupo estudado (Figura 16). A Tabela 1 mostra

o resultado das andlises histopatologicas para cada grupo vacinal.

Figura 16- Amostras representativas dos cortes histolégicos de tumores derivados da linhagem
celular C3 em camundongo em cada grupo vacinal.

Fonte: A autora (2021). As fotos revelam amostras com intensa celularidade entremeadas por
filamentos fibrosos, sangue e fibroblastos. As células neoplasicas apresentam elevado
pleomorfismo celular e nuclear o que caracteriza seu elevado grau de anaplasia. Verifica-se também
areas de necrose composta de detritos celulares e material amérfico. Coloragdo por HE. A: 100x e
barra de escalade 50 micra; B: 400x e barra de escala de 10 micra. pVAX@ A-B: plasmideo pVAX
vazio - individuo 4; E7 A-B: plasmideo pVAX contendo a construgao multiepitopo E7 - individuo 1;
IP A-B: plasmideo pVAX contendo o adjuvante li-PADRE - individuo 3; E7IP A-B: coadministracéo
dos plasmideos pVAX E7 e pVAX |i-PADRE - individuo 3; IP/E7 A-B: administragdo do plasmideo
pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no boost - individuo 3.
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Tabela 1- Resultado das andlises histopatolégicas dos grupos vacinais estudados.

Grupo Celularidade Pleomorfismo Fibrose Necrose
60% Intenso [2-4] 80% Ausente [1-3 e 5]
pVAXQJ  100% Intensa 100% Ausente
40% Moderado [1 e 5] 20% Moderada [4]
80% Intenso [1-3 e 5] 80% Ausente [1- 4] 60% Ausente [2-4]
IP 100% Intensa
20% Moderado [4] 20% Leve [9] 40% Moderada [1 e 5]
66% Ausente [1 e 2] 66% Leve [1e 2]
E7 100% Intensa 100% Intenso
33% Moderada [3] 33% Ausente [3]
50% Intenso[1 e 4] 50% Moderada [Le 4] 75% Leve [2-4]
E7IP 100% Intensa
50% Moderado [2e 3] 50% Ausente [2 e 3] 25% Intensa [1]
50% Ausente [3 e 4]
75% Ausente [1-3]
IP/IE7 100% Intensa 100% Moderado 25% Leve [1]

25% Intensa [4]

25% Moderada [2]

Fonte: A autora (2021). Os numeros entre colchetes representam os individuos de cada grupo.
pVAX@: plasmideo pVAX vazio; E7: plasmideo pVAX contendo a construcdo multiepitopo E7; IP:
plasmideo pVAX contendo o adjuvante li-PADRE; E7IP: coadministragdo dos plasmideos pVAX E7
e pVAX |i-PADRE; IP/E7: administracdo do plasmideo pVAX li-PADRE no prime e do pVAX E7 no

boost.
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6 DISCUSSAO

Apesar de o cancer cervical ter passado de terceiro para o quarto cancer mais
incidente em mulheres no mundo todo, o numero de casos aumentou de 530.000
em 2011 para 604.000 em 2020, bem como o numero de mortes. Além disso, sédo
em paises de menor IDH que esta doenc¢a tem maior impacto, situacdo semelhante
ocorre nas regifes Centro-oeste, Nordeste e principalmente no Norte do Brasil
(INCA 2019; Sung et al. 2021). Infelizmente a vacina profilatica ndo é eficaz no
combate de les@es ja existentes (Paavonen et al., 2009) e a cobertura e reforco da
vacina varia muito entre os paises, sendo necessario, portanto, o desenvolvimento
de estratégias terapéuticas no combate as lesdes provocadas por HPV de alto
risco.

O presente estudo objetivou desenvolver estratégias terapéuticas contra o
cancer cervical em modelo pré-clinico. Para este fim, utilizamos como proposta
vacinal, uma vacina de DNA contendo epitopos imunogénicos ligantes de MHC |
baseado no oncogene viral E7 de HPV-16, uma proteina constitutivamente
expressa em lesdes malignas e pré-malignas (Talebi et al. 2017), na qual sua
expressao aumenta conforme o tumor progride (Padilla-Paz 2005; Daftarian et al.
2006). Desta forma, teoricamente, uma vacina capaz de elicitar uma resposta
imune eficiente contra esse gene, € capaz de limitar a progresséo e/ou induzir a
regressao das lesdes intraepiteliais ndo invasivas através da elicitacdo da resposta
citotoxica.

Uma das vantagens em se trabalhar com vacinas de DNA é a possibilidade
de utilizar diversas técnicas de design para otimizacdo de sequéncias e escolha
dos epitopos preditos mais imunogénicos para alelos especificos de moléculas

MHC I. Neste estudo, durante a escolha das sequéncias dos epitopos preditos mais
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imunogénicos, foram preservados alguns aminoacidos marginais das sequéncias
fornecidas pelo programa, a fim de evitar a perda de aminoacidos imunogénicos
importantes nas extremidades durante o processamento proteossomal.

Como modelo de desafio tumoral utilizamos a linhagem celular C3. Ao final do
experimento, todos os animais apresentaram tumor e estes foram monitorados
guanto ao crescimento ao longo do estudo. A analise estatistica ndo apontou
diferenca significativa em relacdo a regressao/supressao tumoral entre 0s grupos
estudados. Além disso, todos 0s grupos vacinais apresentaram tumores grandes
(20,5 cm3), médios (0,29 - 0,49 cm?) e pequenos (<0,28 cm3).

Ao final do experimento, o céalculo da densidade de cada tumor revelou uma
interessante relacdo oposta entre o tamanho dos tumores e a sua densidade na
maioria das amostras e em todos 0s grupos estudados, exceto no grupo IP/E7. Ou
seja, em geral um pequeno volume tumoral (20,28 cm?®) foi compensado por uma
grande densidade (21,2g/cm?) e vice-e-versa. Diferentemente dos demais grupos
experimentais, o grupo IP/E7 apresentou baixos valores de densidade em todos os
tumores, independentemente do seu tamanho. Em contraste, o grupo pVAXJd
apresentou valores altissimos de densidade (1,9 - 2,25g/cm?), especialmente nos
tumores pequenos. Neste sentido, infere-se que, um microambiente tumoral muito
denso poderia representar um ambiente mais imunossupressor, Visto que o
aumento da densidade pode dificultar a penetracao de células de defesa, citocinas
e até mesmo drogas terapéuticas (Heldin et al. 2004; Sun et al. 2020).

O microambiente tumoral compreende uma estrutura complexa composta por
uma vasculatura desorganizada entremeada por uma variedade de populacdes
celulares que incluem células cancerosas em intensa proliferacdo, células

imunoestimulatérias/imunossupressoras e células estromais embebidas em uma
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matriz extracelular rica em proteinas, produtos resultantes do intenso metabolismo
das células tumorais e moléculas de sinalizacdo (Chandler et al. 2019; Rumfield et
al. 2020). Neste sentido, uma matriz extracelular densa e rigida, associada a
compressao da massa tumoral crescente, acarreta o aumento da pressao de fluido
intersticial, interferindo na difusdo e atividade de agentes terapéuticos, além de
dificultar a penetracdo de células de defesa e citocinas no intersticio tumoral (Heldin
et al. 2004; Sun et al. 2020). Associado a todos esses fatores, a hipdxia e acidose
criam um microambiente intratumoral imunossupressor ao ataque imunoldgico
(Kobayashi et al. 2014). Desta forma, se for considerado apenas o parametro
volume tumoral durante a caracterizacdo de tumores, corre-se o risco de perder
uma analise qualitativa mais aprofundada destes. Um exemplo € o0 nosso grupo
IP/E7, visto que, se fosse considerado apenas 0 volume tumoral, este grupo
representaria o pior tratamento. Porém, se o0s parametros volume tumoral e
densidade forem levados em consideracao, logo o painel terapéutico se inverte,
apontando este grupo como o que obteve os melhores resultados.

De acordo com o que foi discutido anteriormente, a relacdo volume X
densidade tumoral detectada no nosso estudo, nos encoraja a levantar as seguintes
guestdes para estudos futuros: 1- O volume tumoral é realmente o Unico parametro
gue deve ser levado em consideracdo como prognostico dos tumores em testes
pré-clinicos, como fazem grande parte dos estudos? 2- Os tumores pequenos do
grupo controle (pVAXQ) realmente podem ser considerados menos agressivos,
mesmo apresentando altissimos valores de densidade?

Assim como nosso estudo, Rumfield et al. (2020) utilizou o peso dos tumores
como um indicador adicional de atividade antitumoral e observaram que os tumores

com menor peso apresentavam um maior nimero de linfécitos ativados (Rumfield
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et al. 2020). Em relacdo ao peso tumoral observado no nosso estudo, 0s grupos
IP/IE7 e E7IP apresentaram o0s menores pesos médios, 0,24g e 0,3g,
respectivamente. Desta forma, esse dado pode fornecer bons indicios para a
administracdo do adjuvante li-PADRE em associacdo ao plasmideo E7 como
adjuvante vacinal.

A fim de realizar uma melhor caracterizacdo do status imunologico dos
animais experimentais, amostras de soro e de tumores foram investigadas quanto
a expressao de citocinas. Essa avaliacdo € importante a fim de caracterizar o perfil
funcional das células T CD4+ — em Thl, Th2 ou Th1l7 — elicitado pelas nossas
estratégias vacinais através da expressao qualitativa e quantitativa de citocinas,
visto que, para o combate de células infectadas e eliminacdo de patdgenos
intracelulares — a exemplo de uma infeccéo viral — a polarizacdo para a resposta
imune Thl, com secrecado de IFN-y € critica. (Yasaghi and Mahdavi 2016).

A diferenciacdo de células T CD4+ naive (ThO) nos fenétipos Thl ou Th2
determina se o antigeno ativara predominantemente uma resposta imune celular
ou humoral, respectivamente. Em relacdo a resposta Thl7, esta possui como
citocina de assinatura a IL-17 e promove inflamacdo e emigracéo de neutrofilos
para os locais de infec¢ao. Desta forma, o tipo de resposta induzida pela célula ThO
costuma ser decisiva para o desfecho da doenca. No caso dos tumores provocados
por HPV, o fen6tipo cancer, bem como a sua manutencéo, foi fortemente associado
a falha em montar uma forte resposta helper Thl e citotoxica especificas contra o
HPV (Desmedt et al. 1998; Welters et al. 2008; Bagarazzi et al. 2012; Morrow et al.
2013).

A fim de detectar a polarizacdo imune da resposta helper elicitada pelos

nossos candidatos vacinais, as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-
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a foram avaliadas. Nossos resultados ndo apontaram diferenca estatistica entre os
grupos (p>0,05), porém foi observado uma forte tendéncia para a polarizacdo Thil,
jd que as citocinas mais expressas, tanto em amostras de soro, quanto de tumor
foram as citocinas efetoras comuns desta via: IFN-Y e TNF-a. Adicionalmente, foi
observado uma alta expressao da citocina IL-2, proliferativa para linfécitos.

Nossos resultados demonstraram que o0 grupo controle produziu uma
guantidade de citocinas semelhante aos demais grupos. Isso pode ter ocorrido
devido ao efeito adjuvante da eletroporacdo aplicada nesse grupo logo apés a
inoculacdo do DNA contendo o vetor vazio (pVAX@). Estudos demonstram que o
leve grau de dano muscular e necrose provocado pela eletroporacéo induz, por si
s6, um ambiente inflamatorio apropriado, levando a producdo imediata de citocinas
responsaveis pela sinalizacdo de perigo e pelo recrutamento de macréfagos,
células dendriticas e linfocitos T (Arcuri et al. 2008; Chiarella et al. 2013). Além
disso, a prépria inoculacdo das células de desafio tumoral pode ter tido alguma
influéncia no estimulo do sistema imune.

Em relacdo ao desempenho dos demais grupos vacinais, apesar de ter
apresentado o maior volume tumoral, o grupo IP/E7 foi o que apresentou, em geral,
a maior expressao de citocinas de perfil Th1l. Neste sentido, vale destacar que este
grupo atingiu uma concentracdo de 5000pg/mL das citocinas IFN-Y e TNF-a no
soro, em detrimento a apenas 3500pg/mL de IL-4 nesta amostra. Adicionalmente,
este grupo apresentou 5000pg/mL no soro para IL-2. JA o grupo E7IP nédo
apresentou 0 mesmo desempenho na producdo destas citocinas, porém &
importante salientar que neste grupo, durante a investigacdo de citocinas das
amostras de tumor, foram incluidas na analise apenas as amostras dos dois

maiores tumores (individuos 1 e 4), ja que ndo houve massa tumoral suficiente nos
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tumores pequenos desse grupo (individuos 2 e 3) para integrar essa analise, sendo
gue toda a amostra tumoral foi encaminhada para a analise histoldgica. Desta
forma, o gréfico resultante do ensaio de CBA do tumor para o grupo E7IP pode néo
representar de forma fiel a performance desse tratamento.

De acordo com o0s resultados expostos anteriormente, o0 uso do
imunomodulador li-PADRE parece fornecer algum suporte a vacina E7. Nesse
sentido, embora a resposta citotoxica seja considerada a principal protagonista em
vacinas antitumorais, a insercado de um epitopo ligante de MHC Il para ativacdo da
resposta helper pode ativar uma ampla resposta imune, ja que diversos estudos
apontam a importancia da resposta T CD4 atuando coordenadamente com a
resposta citotoxica através de vias de coativacdo (Galaine et al. 2015; Protti et al.
2014; Kreiter et al. 2015; Efremova et al. 2017). Neste sentido, Ishioka et al (1999),
ao investigarem uma vacina de DNA multiepitopo, encontraram que a
imunogenicidade de pelo menos alguns epitopos no minigene era dependente da
resposta helper, visto que a dele¢do do imunomodulador PADRE da construgao
inibiu as respostas citotoxicas especificas de quatro dos seis epitopos testados,
sendo que em um deles, a reducao foi de 20 a 30 vezes.

Como mencionado anteriormente, nossos dados da producéo de citocinas
parecem indicar um efeito adjuvante vacinal maior quando utilizamos o
imunomodulador li-PADRE apenas no prime, conforme representado pelo grupo
IP/E7. Nesse sentido, um estudo que utilizou uma vacina de DNA codificante de E7
de HPV-16, encontrou que a administracao do li-PADRE apenas no prime, induziu
uma resposta citotoxica especifica para E7 mais eficiente e duradoura do que com
0 regime reverso, produzindo cerca de 3 vezes mais células T CD8+ especificas

(Park et al. 2010). Neste sentido, este estudo sugere ainda que as células T CD4+
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ativadas na fase inicial sdo importantes para gerar as respostas T CD8+ especificas
para E7 e células de memoria, visto que, quando cultivadas na presenca de células
T CD4+ especificas para PADRE, as DCs que expressavam E7 foram protegidas
do efeito letal das células T CD8 especificas para este antigeno.

Em relacdo ao desempenho da nossa vacina de DNA multiepitopo E7, quando
esta foi administrada sozinha ndo apresentou uma boa performance. Neste sentido,
apesar de as vacinas de DNA surgirem como uma estratégia promissora como
imunoterapia contra o cancer, a imunogenicidade inerentemente baixa dessas
vacinas exige a adicdo de adjuvantes a fim de garantir uma forte ativacdo da
resposta imune (Park et al. 2010). Na nossa construcdo vacinal multiepitopo,
optamos pela adicdo de apenas 3 epitopos do oncogene viral E7 em duplicata, a
fim de evitar uma possivel competicdo de uma grande quantidade epitopos
imunodominantes pelos sitios MHC na mesma célula, ou até mesmo a
imunotolerancia (Cordeiro et al. 2018; Khalili et al. 2015). No entanto, é possivel
também que um namero muito reduzido de epitopos possa limitar a resposta celular
em relacdo ao proprio componente genético MHC do individuo. Desta forma,
melhorias podem ser realizadas na nossa construcdo vacinal a fim de incluir um
maior niamero de epitopos, adicionando inclusive mais alvos terapéuticos, a
exemplo do oncogene E6 de HPV-16.

Um estudo clinico de fase 1 para uma vacina de DNA terapéutica contendo
antigenos E6 e E7 de HPV16 e 18 encontrou que as maiores detec¢cbes de IFN-y
no ensaio ELISpot foram medidas contra o antigeno E6 de HPV18, seguido de E6
de HPV16 (Bagarazzi et al. 2012). Adicionalmente, um outro estudo envolvendo
uma vacina de DNA terapéutica testada em pacientes com NIC Il que utilizou uma

construcdo E6/E7 de HPV 16 e 18, encontrou que o antigeno E6 ativou uma
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resposta mais vigorosa do que o antigeno E7, 69-89% contra 11-31%,
respectivamente, no ensaio ELISpot apos a vacinacao (Kim et al. 2014).

Outra estratégia que vem ganhando atenc&o no aprimoramento da resposta
de vacinas genéticas € a utilizacdo de regimes de prime-boost heterélogo, visto que
ensaios clinicos dessas vacinas, quando utilizadas sozinhas ou em regimes de
reforco homologo repetidos, ndo obtiveram o efeito desejado (Lin et al. 2003). Neste
sentido, um estudo utilizando uma vacina de DNA codificante de E6/E7 e uma
proteina de fusdo contendo L2/E6/E7 de HPV-16, encontrou que o0 esquema
consistindo em dois primes com a vacina de DNA, seguido de um boost com
proteina, obteve um resultado muito superior em relacdo a todas as demais
combinacdes testadas, com geracao de forte resposta T CD8+ especifica. Além
disso, a vacina alcancou um potente efeito tanto profilatico quanto terapéutico
(Peng et al. 2016).

Ao final do experimento, os tumores também foram caracterizados
histologicamente. Nossos dados apontam que, em geral 0S grupos vacinais
apresentaram caracteristicas semelhantes, com destaque para algumas amostras
de grupos especificos contendo um nivel mais acentuado de pleomorfismo,
fibroblastos e fibrose. O termo pleomorfismo neste contexto, refere-se a
variabilidade no tamanho e forma das células tumorais e seus nucleos, sendo a
intensidade deste parametro relacionada a um pior prognéstico em diversos tipos
de tumores. Adicionalmente, o pleomorfismo tem sido amplamente utilizado por sua
importancia diagnostica na diferenciacdo de lesbes pré-malignas e malignas de
diferentes neoplasias humanas, incluindo na carcinogénese cervical (Srivastava et
al. 2013). Além disso, nossos resultados apontam que nao foram observados

infiltrados inflamatdrios nos tumores.
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A presenca de infiltracdo de células T CD4+ e CD8+ no tumor esta bem
caracterizado na literatura como fator-chave na regressao deste, e estd também
associado a sobrevida do paciente em uma ampla variedade de tipos de tumores
(Pages et al. 2010; Zeng et al. 2016). Desta forma, a auséncia de infiltracéo
linfocitaria neste estudo poderia explicar a auséncia de regressdo tumoral
significativa nos grupos estudados. Isso pode ter acontecido devido a falha das
nossas vacinas em elicitar uma forte resposta imune precoce, de modo a impedir a
geracdo de um ambiente intratumoral imunossupressor, conforme comentado
anteriormente. Neste sentido, algumas abordagens tém sido aplicadas, a exemplo
da utilizacdo de um indutor apoptético no tumor durante o prime, acarretando na
reducdo da densidade celular deste, além da expanséo do espaco intersticial e na
maior penetracao intratumoral de nanomedicamentos (Jang et al. 2001).

A fibrose é a formacéo de tecido conjuntivo em excesso que se segue apds
uma injdria no tecido, cancer ou infec¢do, causando o adensamento estromal e
formacdo de cicatriz. A relagdo existente entre fibrose, regeneracdo e
carcinogénese sdo complexas e as vezes contraditorias. Uma hipétese plausivel
para a manutencao da fiborose mesmo em face da perda funcional do tecido, é que
em organismos superiores, a regeneracdo pode ter sido selecionada
negativamente e substituida pela fibrose no curso da evolucdo, visto que a
producdo e proliferagdo desenfreada de células pluripotentes aumentaria o risco de
desenvolvimento de tumores nos individuos (Cernaro et al. 2012). A ocorréncia de
fibrose associada ao cancer pode ser explicada pelo fato de que o cancer € uma
doenca de inflamagao crénica que mimetiza uma “ferida que néo cicatriza”, ativando

assim mecanismos fibroticos (Dvorak 2015).
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O papel da fibrose no inicio, manutencdo e metastase do cancer ainda é
controverso e estudos encontraram a fibrose tanto inibindo, quanto sustentando o
cancer sob determinadas condi¢des. Tais condigBes parecem variar de acordo com
0 contexto estudado como o tipo de tumor e estagio em que este se encontra, visto
gue o estroma associado a um tumor metastatico é diverso do estroma encontrado
no tumor primario ou em lesdes pré-malignas. Nesse contexto, os fibroblastos sao
considerados um dos principais efetores da fibrose, visto que sado células estromais
gue controlam a integridade do tecido, por meio do remodelamento (através da
secrecdo de MMPs) ou deposicdo de matriz extracelular (Parsonage et al. 2005;
Chandler et al. 2019). Alguns estudos relataram que a fibrose suporta o crescimento
do céancer por meio de uma variedade de mecanismos, incluindo a remodelacao da
matriz extracelular. Em contraste, ha evidéncias que argumentam que a fibrose
relacionada ao tumor tem o papel de restringir a proliferacdo deste. Em modelos
gue utilizaram células estromais normais, tanto os fibroblastos quanto as células-
tronco mesenquimais inibiram o crescimento do cancer (Alkasalias et al. 2014;
Chandler et al. 2019).

Os resultados da histologia dos tumores revelaram que, com excec¢ao do
grupo pVAX@, todos os tumores pequenos apresentaram pleomorfismo moderado
e fibrose ausente o que poderia indicar que, apesar de pequenos, 0s tumores dos
individuos 3 e 4 do nosso grupo controle ndo imunizado (pVAX@) ndo representa
necessariamente tumores menos agressivos. Além disso, 60% dos individuos
desse grupo possuem pleomorfismo intenso e altissima densidade (1,9 -
2,25g/cm?).

O grupo IP/E7, por outro lado, apesar de conter dois tumores grandes

(individuos 2 e 3), apresentou a maior taxa de tumores com pleomorfismo
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moderado (100% das amostras), seguido pelo grupo E7IP (50% das amostras).
Enquanto isso, os demais grupos apresentaram a maioria das amostras com
pleomorfismo intenso, indicando um possivel efeito protetor ao imunizar os
camundongos com o adjuvante li-PADRE, principalmente na primeira dose vacinal,
como discutido anteriormente. Além disso, a intensa fibrose observada no individuo
4 do grupo IP/E7 pode ser explicada pelo acentuado numero de fibroblastos nesse
tumor.

Apesar de o grupo E7IP ter apresentado uma grande densidade tumoral —
superado apenas pelo grupo controle (pVAXQ) — isto pode estar relacionado a
grande quantidade de fibroblastos observada neste grupo, o qual contou com
pleomorfismo moderado em metade das amostras. Apesar disto, um tumor deste
grupo apresentou uma intensa necrose, o que provavelmente esta relacionado com
a combinacdo grande densidade (1,8 g/cm3) e grande volume tumoral (0,52cm3)
especialmente acentuados nessa amostra (individuo 1 - E7IP). Neste sentido, a
hipoxia gerada nesses grandes tumores é um fator-chave para o desenvolvimento
de necrose, como demonstrado por estudo em carcinomas de células escamosas
de cabeca e pescoco localmente avangados e positivos para HPV (Ou et al. 2018).

E importante ressaltar também que o grupo E7IP, apresentou aumento no
namero de fibroblastos com padrdo levemente diferente dos demais. Além disso,
metade dos individuos (individuos 2 e 3) responderam satisfatoriamente a vacina,
apresentando uma leve regresséao tumoral ao longo dos 24 dias do estudo (Gréfico
2), e ainda pleomorfismo moderado (Tabela 1), com presenca de uma quantidade
maior de fibroblastos. Em contraste, na outra metade da amostra deste grupo
(individuos 1 e 4) foram observados grande e médios volumes tumorais (individuos

1 e 4, respectivamente) e intenso pleomorfismo (Tabela 1), o que pode ter ocorrido
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devido a existéncia de alguma variabilidade genética intrinseca aos organismos.
Desta forma, mais estudos sdo necessarios a fim de compreender melhor as
divergéncias intragrupos encontradas neste estudo.

O projeto proposto faz parte de um conjunto de pesquisas que incluiu uma
colaboracdo com Istituto Nazionale Tumori Regina Elena, em Roma, Italia, sob a
supervisdo do Dr. Aldo Venuti através de dois programas na modalidade Doutorado
Sanduiche no exterior, sendo eles o PDSE (sele¢do 2018 — Edital n° 47/2017 -
Processo: 88881.189738/2018-01) e CAPES - PRINT (selegdo 2019 — Edital
n°41/2017 - Processo: 88887.467001/2019-00). Apdés o estagio no exterior, as
metodologias aplicadas em Roma, foram implementadas pela doutoranda no
biotério do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE) através da realizacdo de novos ensaios pré-clinicos, visto que o inicio e
agravamento da pandemia no novo coronavirus — especialmente na Italia em
fevereiro de 2020 — coincidiu com o periodo de seis meses de estagio neste pais,
nao sendo possivel desenvolver a pesquisa em sua plenitude no instituto de Roma.
Desta forma, ao retorno da doutoranda, um novo experimento foi iniciado no biotério
do departamento de antibiéticos da UFPE e, devido a problemas de tempo de
doutorado e recursos escassos, ndo foi possivel realizar o teste das duas
construcdes vacinais previstas anteriormente (genes E6 e E7). Desta forma, foi
possivel testar apenas a constru¢cdo multiepitopo E7 e o adjuvante li-PADRE.
Apesar desses obstaculos, o estagio no exterior contribuiu para estabelecer a
transferéncia de tecnologia em vacinas de DNA para a UFPE.

Embora néo tenha sido verificada diferenca estatistica entre os grupos
controle e tratados, quando tomados em conjunto, nossos dados apontam uma

tendéncia discreta para um melhor estimulo de resposta imune celular nos grupos
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tratados com a vacina E7 adjuvantada com o imunomodulador li-PADRE.
Adicionalmente, estudos posteriores com um maior numero amostral sao

necessarios para confirmar nossos resultados.



78

7 CONCLUSOES

Quanto tomados em conjunto, Nossos resultados demonstram que a nossa
vacina multiepitopo E7 associada ao imunomodulador li-PADRE pode fornecer
alguma protecéao contra células do desafio tumoral em modelo pré-clinico, visto que
foram observados um discreto aumento de citocinas Th1, menor densidade tumoral
e menor pleomorfismo em tumores de animais imunizados com variacoes deste
tratamento. Embora seja apenas uma tendéncia, estes resultados indicam o
potencial imunogénico desta estratégia vacinal para a inducdo da resposta celular
protetiva. Mostramos também que a vacina E7 sozinha ndo alcancou uma boa
performance. Desta forma, o suporte do imunomodulador li-PADRE, principalmente
no prime, se faz necessério para o reforco da resposta imune. Além disso,
melhorias na nossa construcao vacinal podem ser realizadas, como a adi¢céo de
mais epitopos imunogénicos, incluindo aqueles baseados no gene E6 de HPV-16,

e a utilizacdo de esquema de prime-boost heterélogo.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Introduction: Cervical cancer and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) are well-known outcomes of a Received 8 November 2017
human papillomavirus (HPV) infection. Viral oncogenes expressions like E5, E7, and, recently recognized Accepted 22 February 2018
ES, lead to HPV-related malignant progression. Although HPV prevention by powerful vaccines against KEYWORDS

most frequent and oncogenic genotypes is feasible, current treatment against cervical neoplasia is Human papillomavirus;
distant from an ideal one. In addition, late diagnosis is commonly associated with a poor prognosis. On cervical cancer; thempeutic
top of that, radiotherapy, chemotherapy, or surgery are less effective in high-grade lesions. vaccines; immunctherapy;
Areas covered: Due to their peculiarities, HPV oncogenes represent an excellent target for cancer DMA vaccines; HPV
immunotherapy. Safety, efficacy, and potential immunogenicity are features achieved by DNA vaccines

targeting HPV. The literature search has indicated that genetic immunotherapy is becoming a pharma-

cological tool and therapeutic option against cervical disease, as more and more DNA vaccines are

reaching clinical trial phases.

Expert commentary: Among some of the promising results, a phase Il randomized trial showed a

clinical activity of a nucleic acid-based vaccine in HPV16 or HPV1 8 positive CIN patients. The concept of

a synergic combination of anti-HPV DNA wvaccines with radiotherapy, chemotherapy, sophisticated

delivery methods, immunomodulators or immune adjuvants opens a new and interesting perspective

in cervical malignancy treatment.

1. Introduction vaccines can provide a significant impact on cervical cancer
incidence [4], control measures against high-disseminated
HPVs still require therapeutic alternatives. Therapeutic vac-
cines, such as DNA and RNA-based vaccines through genetic
manipulation and synthetic long peptides, allowed to design
immunostimulatory strategies against virus-infected and/or
tumor cells antigens. Gene therapy appears to be one of the
most promising tools to induce strong effective immune
responses and, therefore, this review will be focused on DNA
vaccine immunotherapy. Briefly, this approach consists of in
vivo transfection of antigen-expressing recombinant plasmids
or viral vectors into key recognition cells, namely local den-
dritic cells (major therapy target), or even muscle cells (cross-
priming), allowing activation pathways of cytolytic and helper
T cells responses. Consequently, choosing the appropriate
antigen to be encoded into a DNA vaccine is the most impor-
tant determinant of a successful approach. Other key features
of a genetic vaccine are the level of antigen expression in the
target cell, its post-translational processing, and its effective
binding to lymphocyte cell family receptors. Furthermore, the
immune response is modulated against tumor cells or even
oncogenic virus host cells at a level of specificity and efficacy
still rarely achieved.

Therapeutic vaccine research is growing up for the need of
innovative approaches toward anti-tumor therapy in order to

Spontaneous regression of tumors has been attributed to a
reactivation of immune response mechanisms, which some of
them are not necessarily specific against tumor cells. In fact, this
regression can be elicited by the defensive reaction resulting
from the presence of uncorrelated pathogens, such as viruses,
bacteria, fungi, and protozoa. Some of the first anti-tumor immu-
notherapeutic attempts were based on non-specific immunosti-
mulatory approaches [1], from which the concept of therapeutic
vaccines was developed.

Vaccines are developed as preventive measures. Primarily,
vaccines are immunity inductors by either humoral or cellular
ways. Their role is to prepare the immune system to attack
pathogens before establishing a productive infection or
another health menace. The protective effect, therefore,
depends on the adequate production of highly specific neu-
tralizing antibodies or activation of spedialized cells to
immediate recognition and attack to infected cells. However,
defense against immune-evasive wviruses, such as high-risk
human papillomaviruses (HPV), or against epidermal/mucosal
tumors, as observed in HPV-related genital warts, relies on
both a strong cytolytic response of CD8+ lymphocytes [2] as
well as a specific and long-term CD4+ helper lymphocytes
response [3]. Despite the fact that anti-HPV prophylactic

CONTACT Aldo Venuti () aldovenuti@ifo.gov.t ) HPV-Unit UOSD Tumor Immunology and Immunctherapy, Regina Elena National Cancer Institute, Rome, Italy
"These authors contributed equally to this work,
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Recently, in China, in 2019, a new type of disease has arisen caused by a new strain of coronavirus, the
SARS-CoV-2 virus, considered extremely worrying due to its high infectivity power and the easy ability to
spread geographically. For patients in general, the clinical features resulting from respiratory syndromes
can trigger an asymptomatic condition. However, 25 % of patients infected by SARS-CoV-2 can progress to
severity. Pregnant women are an unknown field in this complex process, and although they have
symptoms similar to non-pregnant women, some points should be considered, such as complications

gg’:;v_o;gi:v during pregnancy and postpartum. Thus, the ajm of- this study was to understand the consequences of
Pregnancy pregnancy and fetal development, caused by infections by the SARS-CoV, MERS-CoV and SARS-CoV-2
Pandemic viruses. Among the aforementioned infections, MERS-CoV seems tobe the most dangerous for newborns,
SARS inducing high blood pressure, pre-eclampsia, pneumonia, acute renal failure, and multiple organ failure
Newborns inmother. This also causes a higher occurrence of emergency cesarean deliveries and premature births, in
addition, some deaths of mothers and fetuses were recorded. Meanwhile, SARS-CoV and SARS-CoV-2
appear to have less severe symptoms. Furthermore, although a study found the ACE2 receptor, used by
SARS-CoV-2, widely distributed in specific cell types of the maternal-fetal interface, there is no evidence
of vertical transmission for any of the coronaviruses. Thus, the limited reported obstetric cases alert to the
need for advanced life support for pregnant women infected with coronaviruses and to the need for

further investigation for application in clinical practice.
© 2020 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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COVID-19 pandemic outbreak: the
Brazilian reality from the first case to
the collapse of health services
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Abstract: Coronavirus is associated with several infectious diseases that cause outbreaks
in humans, such as SARS in 2002-2003 and MERS in 2012. In December 2019, COVID-19,
promoted by the SARS-CoV-2 virus, was first reported in Wuhan (China) as a new
coronavirus disease. This outbreak quickly reached a pandemic status, affecting at least
185 countries and territories to date on all continents. The first case of COVID-19 reported
in S3ao Paulo city (Brazil) occurred in February 26%. Days later, 182 suspected cases in
16 states were being monitored. In May 30, 514,849 cases and 29,314 deaths were
confirmed in Brazil comprising all 26 states and Federal District. The primary measure in
order to contain the spread of SARS-CoV-2 involved social isolation. At that time there
were not enough diagnostic tests to identify infected individuals and data were strongly
associated with sub notifications. Nevertheless, the effectiveness of this measure largely
depends on the individual's social responsibility. This measure has a severe economic
and social impact, as in other countries. In this review, we present an overview and
scientific perspectives of the evolution of COVID-19 from Brazilian databases in which
climate and economic situations differ from China, European countries, and the USA.

Key words: COVID-19, SARS-CoV-2, Pandemic, Brazil.

November 2019, probably from a horseshoe bat
contagion in Yunnan Province (Wang & Hu 2013,
Murdoch & French 2020, Huang et al. 2020).

The COVID-19 growth curve in China was built
through daily infographics (Figure 1), with an
initial plateau in February 29" and new increase
of confirmed cases and deaths in April 30". The
evidence of the pandemic could be observed in
Figure 2, and 188 countries presented confirmed

INTRODUCTION

Coronaviridae is a family of enveloped positive-
stranded RNA viruses of vertebrates, introduced
into humans from a zoonotic reservoir and which
can promote a respiratory syndrome. In the past,
the Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS),
with a fatality rate of around 10% (8,098 cases
and 774 deaths), and the Middle East Respiratory

Syndrome (MERS), around 34% (2,494 cases and
858 deaths) are the major representants of this
virus family (Gorbalenya 2020, Mahase 2020).
Currently, a new virus representative of this
family, named SARS-CoV-2, has been promoted
a worldwide pandemic outbreak, the 2019-nCoV
(disused term) or COVID-19 disease. The human
first cases were detected in Wuhan, China, in

cases and elevated the number to more than six
million people.

VIRUS CHARACTERIZATION
AND CELL INTERACTION

SARS-CoV-2isapositivesingle-stranded RNAvirus
(.,SSRNA) of approximately 29802 nucleotides

An Acad Bras Cienc (2020) 92(4)
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ABSTRACT

The current pandemic called COVID-19 caused by the SARS-CoV-2 virus brought the need for the search
for fast alternatives to both control and fight the SARS-CoV-2 infection. Therefore, a race for a vaccine
against COVID-19 took place, and some vaccines have been approved for emergency use in several
countries in a record time. Ongoing prophylactic research has sought faster, safer, and precise alternatives
by redirecting knowledge of other vaccines, and/or the development of new strategies using available
tools, mainly in the areas of genomics and bioinformatics. The current review highlights the development
of synthetic antigen vaccines, focusing on the usage of bioinformatics tools for the selection and
construction of antigens on the different vaccine constructions under development, as well as strategies

to optimize vaccines for COVID-19.

The current pandemic called COVID-19 caused by the SARS-
CoV-2 virus is responsible for over 200 million cases and
4 million deaths." It has also brought the need for new political,
economic, and social perspectives which maximize the search
for fast alternatives to both control and fight the SARS-CoV-2
infection. Therefore, a race for a vaccine against COVID-19
took place, and in less than a year, some of the studies have
reached phase 3 of vaccine trials as well as some others have
been approved for emergency use in several countries.”
Ongoing prophylactic research has sought faster, safer, and
precise alternatives that can be reached by redirecting knowl-
edge of other vaccines that already exist for other diseases, and/
or the development of new strategies using available tools,
mainly in the areas of genomics and bioinformatics.” The
current review highlights the development of synthetic antigen
vaccines, focusing on the usage of bioinformatics tools for the
selection and construction of antigens on the different vaccine
constructions under development, as well as strategies to opti-
mize vaccines for COVID-19.

Vaccine development landscape in the context of
COVID-19

Vaccines are excellent tools in controlling infectious diseases
and preventing humanitarian epidemics crisis by inducing the
establishment of an immune response capable of quickly con-
trolling and eliminating pathogens. This long-term protection
is usually characterized by antibody persistence and cell-
mediated immune response.” As a result, vaccines are the
main prophylactic alternative to prevent the spread of
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COVID-19.° There are currently 185 candidates being evalu-
ated during the pre-trial vaccine and 102 with eight different
technology platforms under clinical evaluation’ (Table 1). So
far, 17 vaccines have been approved for use in humans in
several countries.

Many laboratories have invested in more modern vaccine
strategies besides older vaccine platforms such as the attenu-
ated or inactive virus, especially during the COVID 19 pan-
demic. A survey carried out in silico by Defrancesco2 showed
that several vaccine platforms are being tested, such as protein
subunit vaccines, virus-like particle vaccines, DNA- and RNA-
based vaccines, viral vector-based vaccines, among other
strategies.

Nucleic acid vaccines are new and versatile strategies that
use recombinant DNA technology for immunization or immu-
notherapy. They consist of viral vector-based vaccines, in
which a virus unrelated to the pathology, live or inactive,
carries the genetic material of the target antigen, along with
DNA- and RNA-based vaccine platforms, in which the gene
sequence (of one or more genes) encoding the protein of the
pathogen of interest will be delivered as a vaccine. Another
alternative used in these nucleic acid approaches is the use of
epitope coding sequences whose immunogenicity is rigorously
selected in silico, in the so-called synthetic antigen vaccine. In
this review, we will focus on these synthetic antigen vaccines,
which are an interesting strategy since they can combine one or
more antigens from the same pathogen or even from different
variants in the same vaccine.””® In this review, we will focus
on DNA and mRNA vaccine platforms, especially multiepitope
ones that use synthetic antigens.
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Recife, 28 de maio de 2019

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Cristiane Moutinho Lagos de Melo
Departamento de Antibioticos
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 0002/2019

Certificamos que a proposta intitulada “Investigacdo imunomoestimulatéria de
microrganismos utilizados como carreadores e adjuvantes vacinais.” registrado
com o n°® 0002/2019 sob a responsabilidade de Prof. Cristiane Moutinho Lagos de
Melo o que envolve a produgao, manutengao ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO
ANIMAL (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO (UFPE), em

reunido de 28/05/2019.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
 Vigéncia da autorizagdo Maio 2019 a agosto 2021

Espécie/linhagem/raca Camundongo heterogenico

N° de animais 30

Peso/ldade 35g/6-8 semanas

Sexo Macho (30)

Origem: Biotério de Criacao

Keizo Asami (LIKA)

Biotério Laboratorio de Imunopatologia

Destino: Biotério de Experimentagao
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