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Resumo

O céancer do colo do utero tem como o principal agente etiolégico o
Papilomavirus Humano (HPV), envolvido em lesGes benignas cutaneas e de
mucosas. Alguns HPVs apresentam potencial carcinogénico e as lesdes associadas
podem evoluir para o cancer. Atualmente estdo disponiveis trés vacinas profilaticas
aprovadas e comercializadas, e embora contemplem diversos tipos virais, ndo séo
capazes de tratar tumores existentes ou que possam vir a se desenvolver em
pacientes j& infectados. O presente projeto buscou desenvolver estratégia
terapéutica para o cancer do colo do utero baseado em vacina de DNA contendo
epitopos da oncoproteina E5 do HPV16. Os epitopos de E5 adicionados a estratégia
sdo capazes de induzir a resposta imune celular com perfil de células T citotdxicas.
E5 é expressa nas fases iniciais da infeccdo, tornando-a atrativa para terapias
vacinais que visam as fases iniciais da transformacao tumoral. Para tal, avaliamos in
Vivo a expressdo dos respectivos antigenos e in vitro a partir de esplendcitos dos
camundongos imunizados. A resposta imune avaliada em camundongos
previamente desafiados com células tumorais C3, mostrou ativacdo do perfil de
células adaptativa e de citocinas. O volume tumoral também foi avaliado e
apresentou os menores valores nos grupos vacinados (pVAXE5m). O estresse
oxidativo e os niveis toxicologicos investigados demonstraram em modelo animal a
capacidade da vacina proposta em ativar células T citotoxicas e citocinas Thl, Th2 e
Th17 em niveis de secrecao equilibrados.

Palavras-chave: Imunoterapia; cancer do colo do (tero; vacina de DNA;
oncoproteina E5; HPV 16.



Abstract

The main etiological agent of cervical cancer is the Human Papillomavirus
(HPV), involved in benign skin and mucosal lesions. Some HPVs have carcinogenic
potential and the associated lesions can progress to cancer. Three approved and
marketed prophylactic vaccines are currently available, and although they include
several viral types, they are not capable of treating existing tumors or those that may
develop in already infected patients. The present project sought to develop a
therapeutic strategy for cervical cancer based on a DNA vaccine containing epitopes
of the HPV16 oncoprotein E5. The E5 epitopes added to the strategy are capable of
inducing a cellular immune response with a profile of cytotoxic T cells. E5 is
expressed in the early stages of infection, making it attractive for vaccine therapies
that target the early stages of tumor transformation. To this end, we evaluated in vivo
the expression of the respective antigens and in vitro from splenocytes from
immunized mice. The immune response evaluated in mice previously challenged with
C3 tumor cells, showed activation of the adaptive cell profile and cytokines. Tumor
volume was also evaluated and showed the lowest values in the vaccinated groups
(pPVAXESmM). The oxidative stress and the investigated toxicological levels
demonstrated in an animal model the ability of the proposed vaccine to activate
cytotoxic T cells and Thl, Th2 and Th17 cytokines at balanced levels of secretion.

Keywords: Immunotherapy; cervical cancer; DNA vaccine; E5 oncoprotein; HPV 16.
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1 INTRODUCAO

O céancer do colo do utero é considerado um grave problema de saude
publica e apresenta forte crescimento em seu numero de casos por ano, com 70%
dos casos diagnosticados encontrados em regides menos desenvolvidas do
mundo, como o Brasil. O presente projeto coaduna com a Portaria (N° 874, de 16
de Maio de 2013) do Ministério da Saude do Brasil, que institui a Politica Nacional
para a Prevencédo e Controle do Cancer e visa promover acdes de prevencao,
deteccdo precoce, tratamento oportuno e cuidados paliativos. Tendo como
principal agente etiologico do cancer do colo do Utero o Papilomavirus Humano
(HPV), atualmente estdo disponiveis apenas trés vacinas profilaticas baseadas
em particulas semelhantes ao virus. Portanto, é evidente a necessidade de
abordagens profilaticas e terapéuticas, haja vista que as atuais vacinas nao
fornecem tratamento capaz de combater lesGes ja estabelecidas, e néo
contemplam os diversos tipos de HPVs de alto risco oncogénico.

Trabalhos recentes vém explorando o potencial da oncoproteina E5 do
HPV e assinalaram atividade antitumoral em lesdes pré-malignas, e torna este
alvo terapéutico objeto de estudo em ascendéncia. Assim, a proposta vacinal
representada por oncogenes tém funcdes terapéutica para estagios precoces do
cancer cervical, e pode elicitar resposta imune celular capaz de impedir a
progressao maligna desses tumores.

Nesse contexto, vacinas de DNA tém emergido como estratégia para
imunoterapia contra o cancer, e apresentam caracteristicas como estabilidade,
seguranca e reprodutibilidade. O presente trabalho busca explorar o uso de

epitopos da oncoproteina E5 do HPV16 organizados entre epitopos auxiliadores



16

da entrega de antigenos intracelulares via MHC |. Dessa forma, nossa abordagem
para o tratamento das lesdes e tumores do colo do atero induzido pelo HPV16

também visa eficacia antitumoral aliada a baixo custo de producéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A historia do cancer

O cancer esta presente na histéria da humanidade desde a Pré-histéria e a
Antiguidade, com a datacdo mais antiga descoberta em Hominidae que viveu ha
1,7 milhdes de anos (Chene et al., 2016). Trata-se do osteoma osteoide benigno,
descrito em hominideo Australopithecus sediba, do sexo masculino, e representa
o tumor mais antigo que se tem registro até o presente momento (Randolph-
Quinney et al., 2016). Além desse achado, Dr. Augustus Bozzi Granville (1783-
1872), famoso obstetra italo-londrino (Sakula, 1983), publicou em 1825 “An Essay
on Egyptian Mummies; With Observations on the Art of Embalming among the
Ancient Egyptians” na revista inglesa Royal Society. O artigo apresenta o primeiro
diagnoéstico oncoginecoldgico realizado em mulher, identificado como tumor
ovariano maligno, que mais tarde, apés reavaliacao histologica foi reclassificado
como cistadenoma ovariano benigno (Nun & Tapp, 2000). Além do exemplar
citado anteriormente, outras 39 neoplasias foram identificadas em mumias do
Egito antigo, o que pode sugerir o cancer como uma doenc¢a mais comum do que
0 esperado nesses povos (Veiga, 2009).

Na Inglaterra, a prevaléncia do cancer entre britAnicos antes da
industrializagdo (entre os séculos 6 a 16), foi observada a partir de 143
esqueletos, e aponta a estimativa de 9 a 14% da presenca do cancer na antiga
populacdo, ainda inferior a prevaléncia moderna do cancer no final de vida dos
britanicos, com valores entre 40 e 50% (Mitchell et al., 2021). Embora haja

limitacbes para a identificacdo dos tipos de canceres mais comuns em tempos
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remotos, o avanco da tecnologia diagnodstica tem fomentado novas descobertas
relacionadas ao cancer e o homem moderno (Chene et al., 2016).

Atualmente, a teoria do acumulo de mutacBes € aceita como a principal
forma de origem do cancer (Ewald, 2018). Entretanto, muitas pesquisas foram
necessarias para o estabelecimento etiologico do cancer, como a realizada pelo
meédico e pesquisador alemao Dr. Karl Heinrich Bauer (1890-1978).

Bauer observou e documentou em sua monografia o desenvolvimento do
cancer frente a agentes quimicos e energias radiantes, e pode ter sido um dos
primeiros a propor a teoria da mutacdo como fator carcinogénico (Bauer, 1943).
Além dessa contribuicdo, nos primérdios da area da oncologia, Bauer publicou em
1949, o livro Das Krebsproblem, considerado um marco na pesquisa sobre o
cancer na Alemanha.

Outra referéncia nos estudos de cancerologia, Dr. Leonell C. Strong (1894-
1982), bi6logo e geneticista estadunidense, € conhecido pelo desenvolvimento de
diversas linhagens de camundongos consanguineos (Strong, 1976). Entre tais,
esta presente a linhagem endogamica CsH, na qual, camundongos fémeas
originam espontaneamente carcinoma de mama. Dessa forma, fornecendo meios
para ascensao dos patamares da investigacdo tumoral (Strong, 1935; Strong,
1942). Ambos produziram trabalhos importantes em suas areas, pertinentes a
genética, etiologia, prevencdo e tratamento do cancer, e embora tenham sido

indicados ao prémio Nobel, ndo obtiveram o titulo (Hansson et al., 2021).
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2.2 O Cancer do colo do utero e o HPV

No ano de 1983, Harald Zur Hausen e colaboradores publicaram “A
papillomavirus DNA from a cervical carcinoma and its prevalence in cancer biopsy
samples from different geographic regions”. Neste estudo, o DNA do recém
denominado HPV16 foi utilizado como sonda, na qual 61,1% das amostras de
bidpsias de cancer cervical de pacientes aleméas foram hibridizadas fortemente.
Neste mesmo estudo, o Brasil apresentou 34,8% de hibridizacdo (Durst et al.,
1983; Zur Hausen, 2009). No ano seguinte, foi publicada a descoberta de um
novo tipo de papilomavirus, o HPV18, também encontrado em bidpsias tumorais e
linhagens de células derivadas do cancer cervical (Boshart et al., 1984). Dessa
forma, a partir dos anos 70, o HPV foi associado e estabelecido como provavel
fator etiolégico no desenvolvimento do cancer do colo do atero (Jenkins, 2020).

Atualmente sdo descritos mais de 200 tipos de HPVs, e estdo presentes
nessa classificacao os tipos 16 e 18 como HPVhr (Chen et al., 2018). Os HPVs do
tipo 16 e 18 sdo reconhecidos como 0s principais agentes virais responsaveis por
cerca de 70% de todos os tumores e lesdes pré-canceres no colo do Gtero. Em
Sundstrém e Dillner (2020), o HPV16 foi detectado em 85,3% das amostras do
cancer cervical invasivo. Devido ao fato de ser comumente detectado em lesdes
de alto grau, o genétipo de HPV16 é considerado de alto risco, e responsavel por
mais de 80% dos casos de cancer cervical em todo mundo (Bravo et al., 2010; Li
et al., 2011, Crosbie et al., 2013; WHO, 2019).

A infeccao por HPV ocorre usualmente pelas relagbes sexuais, e na maior
parte dos organismos € resolvida ou controlada pelo sistema imune em até 24

meses, e pode levar anos, ou décadas, para a manifestacdo clinica. Entretanto,
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uma pequena parcela da populacdo portadora da infeccdo persistente avanca
para as formas mais graves da doenca (Bodily & Laimins, 2011; Sanjosé et al.,
2018).

Nas ultimas décadas, o entendimento sobre a biologia molecular envolvida
no processo da carcinogénese aumentou, e com isso o0 aprofundamento da
ciéncia sobre as interacdes biologicas necessarias para o desdobramento
tumoral, como a atuacdo dos oncogenes virais ha modulacdo das células do
hospedeiro e interferéncias exercidas nas vias supressoras tumorais. A evolucao
no campo da epidemiologia, das tecnologias aplicadas as areas da citologia e
diagndésticos moleculares, permitiu que ha mais de 30 anos, a infec¢do por HPVhr
fosse admitida como causa etiolégica do cancer do colo do Uutero. Em
consequéncia de suas contribuicbes nessas descobertas, o Dr. Harald Zur
Hausen recebeu o prémio Nobel em fisiologia ou medicina no ano de 2008 (Zur

Hausen, 2002; Bosch et al., 2002; Castellsagué, 2008; Zur Hausen, 2019).

2.3 A epidemiologia do cancer do colo do utero

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization -
WHO) revelam que 9.6 milhBes de pessoas faleceram de cancer no ano de 2018.
Desse total, 3.3% foram devidos ao cancer do colo do uUtero, que esta entre os
principais tipos de cancer diagnosticados no mundo e ocupa o quarto lugar no
ranking de prevaléncia entre as mulheres, com 310000 mortes em 2018 (WHO,
2019). Nas Américas, esse cancer € a segunda principal causa de morte em
mulheres (PAHO, 2018). Além disso, o cancer do colo do Utero ocupou a segunda

causa de morte devido ao cancer no mundo no ano de 2018, para mulheres com
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idade entre 15 a 44 anos (ICO, 2019). Estimativas apontam incidéncia de 16.590
casos, equivalente a 7.4% de canceres em mulheres no Brasil para cada ano do
triénio 2020-2022 (INCA, 2020) (Figura 1). Hoje, esta em curso o projeto “A
Global Strategy for elimination of Cervical Cancer” proposto em 2018 pelo diretor
geral da WHO, que visa a aceleracdo da eliminacédo do cancer do colo do utero
até o ano de 2030 (Canfell, 2019). Além disso, a Portaria (N° 874, de 16 de Maio
de 2013) do Ministério da Saude do Brasil, institui a Politica Nacional para a
Prevencéo e Controle do Cancer e visa promover acdes de prevencao, deteccao
precoce, tratamento oportuno e cuidados paliativos.

Atualmente, para a protecdo contra a infeccdo pelo HPV, estdo
disponiveis trés vacinas profilaticas aprovadas para uso humano, a bivalente
Cervarix® (HPVs 16 e 18) da fabricante GlaxoSmithKline Biologicals e a
quadrivalente Gardasil® (HPVs 6, 11, 16 e 18) produzida pela Merck Sharp
& Dohme (Cheng et al., 2018). As duas vacinas possuem registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e foram aprovadas para
comercializacdo no Brasil, indicadas a meninas e mulheres de 9 a 45 anos e
meninos e homens de 9 a 26 anos (ANVISA, 2015). No ano de 2017, a mais
recente vacina foi registrada, a nonavalente Gardasil9® (HPVs 6, 11, 16, 18, 31,
33, 45, 52 e 58) com adicao dos tipos 31, 33, 45, 52 e 58 do HPV (ANVISA, 2017;
Joura et al.,, 2015). As trés vacinas atuam na prevencao contra infeccoes
persistentes e lesdes pré-malignas ano-genitais, que englobam o colo de utero,
vulva, vagina e anus. Entretanto, somente as vacinas que contemplam o0s tipos
virais 6 e 11 sao comprovadamente capazes de prevenir contra as

verrugas genitais (Guevara et al., 2019). Ademais, nenhumas das vacinas Sao
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capazes de tratar ou eliminar qualquer infeccdo preexistente (Hildesheim et al.,

2007).

Figura 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer. O esquema aponta a incidéncia
estimada em porcentagem e os nimeros de casos para 0s principais tipos de cancer e a sua
distribuicdo por sexo previsto para o ano de 2020 no Brasil. (Fonte: INCA, 2020).

Prdstata 65.840  29,2% Homens Mulheres ~ Mama feminina 66.280 29.7%
Cdlon e reto 20.520 9,1% Colon e reto 20470 9,2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7.9% Colo do (tero 16.590 74%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pumao ~ 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Gléndula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3,9% Estomago 7.870 3,9%
Bexiga 7.590 3,4% QOvario 6.650 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9% Corpo do dtero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 9.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

2.4 Biologia do HPV
2.4.1 Organizagcdo gendmica do papilomavirus

O HPV pertence a familia Papillomaviridae, o seu material genético é
formado por DNA em dupla fita, que se apresenta na forma epissomal de 8 Kb, de
estrutura viral ndo envelopada, em conformacdo icosaédrica, com diametro
aproximado em 50-55 nm (Estévao et al., 2019). O genoma do HPV esta
segmentado em trés regides: a regido de expressao precoce (E ou early) codifica
as proteinas (E1, E2, E4, E5, E6, E7, E8) com fungbes no tecido epitelial
infectado; a regido de expressao tardia (L ou late) codifica proteinas L1 e L2, que
formardo o capsideo viral, e a regido reguladora (LCR ou long control region)

responsavel pela replicacao e transcricdo do genoma viral (Graham, 2017).
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Figura 2: Representacdo do genoma circular do HPV e VLP. A) O genoma do HPV 16 contém
organizacéo similar para os diferentes tipos de genomas virais. Genes tardios (L), Genes precoces
(E), Regido regulatdria (LCR), Regides promotoras (P97, P670, PE8), Regides de poliadenilagdo
(PAE-pALs), ORFs (Open read frames ou quadros abertos de leitura) em arcos coloridos. B)
Imagem de Microscopia eletronica criogénica (CryoEM) de uma particula semelhante ao virus
(virus-like particle ou VLP) do HPV16 (adaptado de Zhang et al., 2016; Graham, 2017).
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A proteina L1 é a principal formadora do capsideo viral e seus pentameros
estdo organizados em 72 capsémeros (Wang et al., 2020). A associacdo desses
capsdmeros ocasiona as chamadas particulas semelhantes a virus (virus-like
particles ou VLPs), e atualmente sdo utilizadas nas estratégias vacinais
profilaticas disponiveis no Brasil (Zhang et al., 2016; Guevara et al., 2019) (Figura
2). A proteina L2, embora pouco imunogénica, contém epitopos conservados
entre os diversos HPVs de alto risco. A por¢cdo N-terminal esta voltada para a
camada externa ao capsideo enquanto a por¢cdo C-terminal encontra-se ligada ao
genoma viral, exercendo fungbes de ancoragem na etapa de infecgdo (Boxus et

al., 2016).



24

2.4.2 A replicacdo do papilomavirus

Os papilomavirus (PVs) possuem tropismo celular, e, para a manutencao
da replicacdo do seu material genémico, assim como a liberagdo dos virions, 0
ciclo de infeccdo viral evoluiu de maneira interligada aos processos de
diferenciacdo natural dos queratindcitos, que também é realizado de forma
assintomatica (Doorbar, 2016). A proteina L1 do HPV atua no primeiro passo da
infeccdo, na interacdo virus e célula hospedeira, uma vez que sua por¢ao
superficial interfere no estabelecimento da infecgéo (Mistry et al., 2008).

A entrada do virus e o0 seu estabelecimento na camada basal do epitélio
cervical ocorrem por meio do reconhecimento da proteina L1 ao receptor celular
de proteoglicanas de heparan sulfato (Heparan sulfate proteoglycans ou HSPG)
presente na matriz extracelular (MEC). Apés a etapa da ligacdo ao receptor, o
material genético sera encaminhado ao nucleo celular e durante esse processo 0s
virions terdo o capsideo viral desmontado, a partir do chamado escape
endossomal (Horvath et al., 2010).

No primeiro momento, as proteinas E1 e E2 sdo expressas para a
manutencdo do DNA viral, e baixos numeros de copias epissomais serao
replicados, onde cada célula infectada produzira entre 50-100 cOpias genémicas
epissomais (Tsakogiannis et al., 2015). A proteina E2 atua como fator de
transcricdo e permite que E1 reconheca a sequéncia LCR viral, E1 por sua vez,
desempenha acdo da enzima helicase, permitindo o acesso a maquinaria de
replicacéo viral (Chojnacki & Melendy, 2018). Os promotores para expressao das
proteinas E6 e E7 s&o ativados conforme ocorre diferenciacdo dos queratinocitos

basais, e tornam a fase inicial da infeccdo mais propicia, uma vez que ambas as
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proteinas interferem no ciclo celular normal e induzem ao disparo da atividade da
proteina viral E2 (Moody, 2017). Embora tenham sido consideradas
evolutivamente proteinas acessoérias, as proteinas E4, E5, E6 e E7,
desempenham papéis importantes no ciclo dos HPVs (McBride, 2017).

A oncoproteina E5 ir4 agir de forma sinérgica com as oncoproteinas E6 e
E7, promovendo a progressdo da malignizacdo celular. Por interferir no trafego
intracelular de peptideos, através da mudanca no pH de organelas na qual se
encontram ligadas, E5 permite o escape do sistema imune, além de sinalizar o
crescimento celular e estimular a proteina MAPK (mitogen-activated protein
kinase) que atua no ciclo celular (Graham, 2017; Cordeiro et al., 2018).

Apos a diferenciacao do epitélio, a expressao génica de L1, na maior parte
dos HPVs procede a liberacdo da proteina estrutural L2, e seguird para a
montagem dos capsideos virais e liberacdo dos virions, realizada nas camadas
superficiais do epitélio, tornando o ciclo viral produtivo (Cerqueira & Schiller, 2016;

Moody, 2017) (Figura 3).
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Figura 3 - Ciclo do virus HPV. Representagéo da diferenciacéo dos queratinécitos infectados pelo
HPV e liberagédo dos virions. (Adaptado de Cordeiro et al., 2018).

0o
0
0 00 — Liberago de virus
o 0 0
I 2 =
Camada =4 = % =
superficial TR i Byl &< = S Lle L2
Ly - X Qe ==
=)=l o i )&
Camada s @2/2 0)© L
intermedidria 0
o o|le|° :
L |lo]e)9/~ o | @) 5,66 €7
caaty " sTo o9, Blcice
5 09"
f. : Expressdo génica
esposta imune \ viral nas diferentes
Epitélio Entradade  Epitélio i das do epitélio
Membrana  Mhormal vius  infectado " # A
basal Célula dendritica

2.5 Carcinogénese do cancer do colo do utero

Durante a infec¢do cronica, ha a producéo dos virions do HPV (Doorbar et
al., 2016). Diferentemente, a infeccdo persistente associada aos HPVs de alto
risco (high-risk HPV ou HPVhr) podera evoluir para um perfil de malignizacao
celular quando presente mutagbes ao genoma do hospedeiro, sem a liberacdo
das particulas virais infectantes (Schiffman et al., 2016). A integracdo do genoma
viral ao cromossomo do hospedeiro é observada em tumores HPV-positivos. O
rompimento da janela de leitura (open reading frames ou ORFs) dos genes E1 e
E2 acentua a expressdo das oncoproteinas E6 e E7 e compromete a replicacao

do virus (Tsakogiannis et al., 2015).
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A funcdo carcinogénica provocada por HPVhr € correspondente a
expressdo dos oncogenes E5, E6 e E7 que conferem as células crescimento
descontrolado, inibicdo da apoptose e imortalidade, condicfes essenciais para a
transformacdo maligna das células e progressao da carcinogénese (Zur Hausen,
1996; Boulet et al.,, 2007). Os oncogenes E6 e E7 sao integrados ao DNA do
hospedeiro, 0 MRNA e suas respectivas proteinas, sao altamente expressas em
células tumorais diagnosticadas HPVs positivas (Fan & Shen, 2018; Hoppe-Seyler
et al., 2018; Derbie et al., 2020).

A interferéncia no controle celular via oncoproteina E6, ocorre devido a sua
interacdo com proteinas do sistema ubiquitina ligase (E6AP), juntas, irdo ligar-se
ao supressor tumoral p53, levando a degradacao proteolitica do supressor e, por
fim, desencadeando alteracbes no ciclo celular (Hoppe-Seyler et al., 2018).
Entretanto, toda regulacdo precisamente envolvida na montagem, ainda ndo esta
totalmente esclarecida. Li e colaboradores (2019) averiguaram que a degradacgao
da proteina p53 acontece ap0s a ubiquitinacdo da oncoproteina E6, e essa Ultima
somente seria marcada apds chegada da proteina p53 ao complexo, mostrando
gue separadamente E6 e E6AP seriam incapazes de se ligarem ao supressor
apoptaético.

Outra aliada no processo celular oncogénico € a oncoproteina E7,
reguladora negativa da proteina do retinoblastoma (pRb), conhecida por promover
a degradacao proteossomal de pRb e causar o rompimento do ciclo celular
normal (Giarré et al., 2001). A proliferacdo celular que E7 exerce em células
tumorais HPV-positivo € possivel através da degradacdo da pRb, que age como

repressor da transcricdo do fator de transcricdo E2F na fase G1 (Litwin et al.,
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2017). Uma vez livre do seu supressor pRb, E2F estara ativo e auxiliara na
sintese dos genes envolvidos na progressao celular descontrolada (Wu et al.,

1993; Oh et al., 2010a).

2.6 Atividades oncogénicas de E5 do HPV

A oncoproteina E5 atua nas fases iniciais da transformacdo dos
queratindcitos e pode auxiliar no processo da malignizacdo das lesdes cervicais
(Liao et al., 2013; Paolini et al., 2017). De tamanho pequeno, seus 83
aminoacidos apresentam interacbes de carater hidrofobico elevado. Por esta
constituicdo, sua deteccao é dificultada, por vezes realizada via técnica de reacao
em cadeia de polimerase quantitativa (qPCR) (Venuti et al., 2011). A proteina E5
super expressa, encontrada nas células infectadas dos queratindcitos, localiza-se
na regido transmembranar do reticulo endoplasmatico (RE) ligada a partir da sua
regido C-terminal, implicando em alvos moduladores das bombas de prétons, e
consequentemente, interferindo no pH homeostéatico da célula (Disbrow et al.,
2005).

Estudos prévios determinaram a interacdo da proteina E5 com a
subunidade 16 kDa da H*-ATPase vacuolar, importante enzima responsavel pela
acidificacdo dos compartimentos internos de organelas (Rodriguez et al., 2000;
Briggs et al., 2001; Lee et al., 2004). Em menores niveis de producao proteica, E5
também pode ser detectada no aparato de Golgi, endossomos primarios e RE
(Venuti et al.,, 2011). Recentemente, a atividade viroporina tem sido atribuida a

E5, na qual muitos patdgenos virais sintetizam proteinas que atuam no canal
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ibnico, e conduzem um pH mais propicio para replicacao viral (Mller et al., 2015;
Nieto-Torres et al., 2015).

Esses dados sugerem que um dos efeitos da expressdo do oncogene E5
nas células seja a regulacdo negativa da resposta imunoldgica via complexo
principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex ou MHC) do
tipo I. A alcalinizacdo das organelas promovida por E5 alteraria a sinalizacéo e o
processamento intracelular suprimindo a apresentacdo de antigenos via MHC |
(Schapiro et al., 2000; Ashrafi et al., 2005).

Além disso, o oncogene E5 do papilomavirus bovino (BPV) é capaz de se
ligar ao receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived
growth fator B receptor ou PDGFB-R), enquanto o oncogene E5 do HPV16
interfere no metabolismo do fator de crescimento epidermal (epidermal growth
factor ou EGF), aumentando e prolongando a sua ativagédo, o que contribui para a
progressao neoplasica celular (DiMaio & Mattoon, 2001; Campo et al., 2010).

Importantemente, a expressdo de E5 do HPV desencadeara a inibicdo da
apoptose, passo importante para imortalizacdo das células tumorais (Kim et al.,
2010; DiMaio & Petti, 2013). Em Oh et al. (2010b) observou-se que a proteina E5
do HPV16 é capaz de modular negativamente a apoptose induzida por peréxido
de hidrogénio, isso ocorre devido ao estimulo exercido por E5 para ubiquitinacao
e degradacdo de proteinas envolvidas na via pro-apoptotica Bax. Por essas
caracteristicas, nos ultimos anos, a oncoproteina E5 tem se destacado como alvo

terapéutico.
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2.7 Resposta imune ao HPV

A resposta imune inata representa a primeira barreira a ser ultrapassada
pelo virus. Na linha de frente da defesa imunolOgica, participam as células
dendriticas, interferons (IFN), citocinas, além dos neutréfilos, macrofagos e
células NK (natural killer). Como ocorre na maior parte das infec¢des por virus de
DNA, os HPVs possuem elementos genéticos que alteram a resposta inata, e
podem levar ao bloqueio ou inibicdo da producédo de interferons, citocinas ou a
sinalizacao de receptores celulares (Mariani & Venuti, 2011).

ApoOs adentrar a célula do hospedeiro, o HPV produz e libera os capsideos
infectantes, devido a habilidade dos queratindcitos infectados em escapar a
imunovigilancia realizada por células do sistema imune. O ciclo viral curto, proprio
dos queratindcitos que se diferenciam rapidamente, favorece a resisténcia. Ainda,
o ciclo lisogénico do HPV impede o processo inflamatdrio gerador da resposta
imunolégica (Westrich et al., 2017).

Em um panorama favoravel ao organismo hospedeiro, uma vez iniciada a
replicacdo do virus, o DNA viral do HPV16 ativara a sinalizacdo celular por meio
da proteina nuclear ausente em melanoma 2 (AIM2), caspase-1, interleucinas (IL-
1B), IFN-y e proteina induzivel 16 (IFI16). Todas essas moléculas sédo sensiveis a
presenca de DNA exdgeno dentro da célula, e contribuem para o processo natural
de resolugéo da infecgdo viral. Esse perfil de ativagcdo é comumente encontrado
em lesdes e queratinécitos infectados por HPV16 (Mariani & Venuti, 2011;
Reinholz et al., 2013; Westrich et al., 2017).

Por outro lado, a manutengcdo das formas epissomais e replicacées do

genoma do HPV, sob o comando dos genes E1 e E2, permite a expressao
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estratégica dos genes E5, E6 e E7. Nessas condi¢cbes, os baixos indices da
expressao génica dos oncogenes dribla vias importantes e responsaveis pela
ativacdo da resposta inata. As caracteristicas mitigadoras dos HPVs de alto risco,
como o tipo 16 e 18, sdo também necessarias para a evolugéo, persisténcia viral
e conducédo a tumorigénese (Lo Cigno et al., 2020).

Ainda no inicio do contato entre o virus e 0 seu hospedeiro, a cascata de
sinalizacdo envolvendo o IFN, o receptor da superficie celular Janus quinase
(JAK), e posteriormente, as proteinas transdutoras de sinal e ativadoras de
transcricdo (STAT 1 e 2) irdo promover o controle da infeccdo viral a partir da
resposta inata. Todavia, a supressdo da via JAK ocorre pela expressdo do
oncogene E6, capaz de inibir moléculas sinalizadoras de IFN a e B, como as
proteinas STAT 1 e 2, importantes ativadoras da via de sinalizacdo de
fosforilacdo. As modificacdes de E6 incluem o bloqueio da expressdo de genes
ativados por inducdo dos IFNs, indubitavelmente, as cascatas ligadas a resposta
inata sdo alvos iniciais das oncoproteinas do HPV (Hong et al., 2011; Wu et al.,
2020).

O HPV16 regula negativamente a expressao dos genes da via NF-kB e
favorece o estabelecimento da infeccdo viral. A regulacdo positiva dos genes
responsivos a via NF-kB causa o quadro de inflamacédo crbnica, propicio para o
desenvolvimento das neoplasias como o céancer cervical (Nees et al.,, 2001;
Tilborghs et al., 2017). Em estudo de Silva e colaboradores (2020), ha evidéncias
da oncoproteina E5 do HPV31 atuando na hiperativacdo da via NF-kB, diferindo

da acao supressora dos oncogenes E6 e E7 sobre a via.
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A expressao do gene E7 também interfere na regulacdo negativa do fator
regulador de interferon (Interferon regulatory factor ou IRF). Além disso, a
producdo da oncoproteina E5 nas fases iniciais da infeccdo também auxilia o
escape ao sistema imune do hospedeiro, por meio da inibicdo da producdo das
proteinas do MHC I, importante sinalizador na superficie das células infectadas
(Um et al., 2002).

Assim, a expressao das proteinas do HPV16, tanto na diferenciacdo de
gueratinécitos quanto nas fases da progressado tumoral, também sao processos
ligados diretamente a resisténcia e funcdo imunolégica do hospedeiro que, por

sua vez, poderao refletir no surgimento ou ndo da doenca (Lo Cigno et al., 2020).

2.8 Resposta imunoldgica ao cancer cervical
2.8.1 O papel das citocinas do perfil Thl

As citocinas sao parte importante na regulacdo do sistema imunolégico. O
sinal fornecido por essas moléculas distingue a resposta imunoldgica quanto ao
nivel e duracdo da ativacdo necessaria, e atua como moduladora das células
efetoras sobre as células-alvo (Silk & Margolin, 2019).

A avaliacdo da expresséao e o balanco entre as citocinas do perfil Thl e Th2
para a depuracdo do HPV ainda estd sobre investigacdo, visto o papel
pleiotrépico das citocinas no hospedeiro (Xu, 2014). As citocinas IFN-y, IL-2 e 0
TNF-a sdo secretadas por células T auxiliares do tipo 1 (Th1l) (Romagnani, 1999).

A IL-2 é primariamente produzida por células T CD4*, células NK e células
dendriticas primadas por antigenos. A IL-2 possui agédo ativadora e proliferativa,

além de promover a agdo antitumoral das células T CD8* (Rosenberg, 2014).
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Essa interleucina € a mais utilizada em estudos clinicos, justamente por seu papel
em induzir a maturacao e a diferenciacdo das células T imaturas para a suas
formas efetoras, auxiliares, natural killer ou reguladoras. O seu potencial levou ao
desenvolvimento de imunoterapias baseadas na expanséo de células T induzidas
por IL-2 e usadas para o tratamento de pacientes com melanoma (Behbahani et
al., 2007; Silk & Margolin, 2019).

Por outro lado, as células tumorais ndo possuem expressao natural dos
receptores IL-2, 0 que torna essencial o seu estimulo pelos componentes da
vigilancia imune. Em camundongos, administracdo da IL-2 por via intraperitoneal
apos a inoculacdo das células T modificadas, tendo como alvo o antigeno tumoral
E7 do HPV16, mostrou eficacia na remissdo de tumores da linhagem 4050 e
CasSki, o que aponta a IL-2 como importante fator imunoterapico (Jin et al., 2018).

O fator de necrose tumoral (Tumour necrosis factor ou TNF) é uma
importante citocina inflamatoria, que pode ser induzida por infeccao através dos
receptores celulares TLR (Toll-like receptors) e via NF-kB. Um dos seus principais
papéis € recrutar os macrofagos e linfocitos T ativados para os locais de danos ou
infeccdo, resultando em apoptose (Balkwill, 2009). O uso local em tecidos
tumorais deve-se ao seu papel em fragilizar a membrana do endotélio e as
juncgdes ceélula-célula, permitindo o melhor desempenho dos quimioterapicos, com
morte seletiva das células endoteliais angiogénicas, o que levara a remissao
tumoral. Na clinica, sua administracdo € realizada via perfusdo isolada de
membro (ILP) com taxas de resgate de membros em até 80% dos casos (Lejeune

et al., 2006).
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O TNF possui papel pleiotropico e, ainda hoje, busca-se delimitar o seu
papel, uma vez que a regulacao irregular a nivel postranscricional ou de ligacao
ao receptor poderd inibir a resposta imune adequada (Salomon et al., 2018). Além
disso, polimorfismos na regido promotora do gene TFN-a ja foram associados a
maior susceptibilidade ao cancer cervical por infeccdo do HPV16 (Deshpande et
al., 2005). Futuras abordagens para elicitacdo a nivel sisttmico do TNF para
imunoterapia contra o cancer incluem a producao de niveis adequados do TNF
para ativacdo celular, combinado a acdo permeabilizadora endotelial angiogénica,
e administracdo de drogas que também visam a limpeza tumoral (Montfort et al.,

2019).

2.8.2 O papel das citocinas perfil Th2 e Th17

As citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 s&o liberadas por células T
auxiliares do tipo 2 (Th2) (Romagnani., 1999; Da Costa et al., 2019). A hipotese
classica da teoria da homeostase imunoldgica explana que deve haver equilibrio
biolégico entre a secrecdo dos perfis Thl e Th2, visto que ambos se regulam
mutuamente (Kasakura, 1998; Kidd, 2003; Hariri et al., 2005).

O ambiente tumoral comumente identificado nos casos de cancer cervical
uterino (CCU) é baseado na expressao das citocinas Th2. A liberacdo aumentada
das citocinas anti-inflamatoérias IL-4 e IL-10 pode suprimir a resposta imune contra
o cancer (Sharma et al., 2009; Bedoya et al.,, 2014). A IL-10 é uma citocina
produzida principalmente por células B, células NK, mondcitos, macrofagos,
células dendriticas, e também células T. Esta citocina atua como reguladora da

via Thl e consequentemente, na resposta pro-inflamatéria, podendo interferir no
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controle antitumor baseado em células (Wei et al., 2019). Enquanto isso, a
citocina IL-4, pleiotrépica, produzida principalmente por macréfagos e linfocitos T,
é também identificada como fator de crescimento de células B (B-cell grow fator
ou BCGF) e tem sido estudada devido ao seu papel ainda ndo bem estabelecido
no cancer (Puri & Siegel, 1993). A IL-4 tem sido relatada com atuacao dupla, com
efeitos antitumorais, enquanto o seu aumento no sangue periférico também foi
associado ao maior risco de tumores de mama, prostata, célon e pulméo (Lathers
& Young, 2004).

A citocina IL-6 também possui carater pleiotropico e possui papel critico no
desenvolvimento de ambientes inflamatorios. Esta citocina podera ser expressa e
ativar resposta contra infec¢des, porém o seu aumento e persisténcia resultam
em processos que favorecem o surgimento do cancer (Schmidt-Arras & Rose-
John, 2016). As células tumorais possuem habilidade de sobreviver em ambientes
altamente inflamatorios, o que confere a IL-6 potencial em ativar a proliferacéo e
malignidade dessas células por meio da ativagdo da via STAT3. Além disso, 0
aumento da IL-6 no sangue de pacientes acometidos do cancer representa um
prognaostico ruim (Wei et al., 2003; Kumari et al., 2016). Entretanto, a ativacédo do
seu carater Th2 € devido a sua capacidade em induzir células B e o equilibrio das
respostas reguladoras entre células T (Rose-John, 2018). Também de carater
pleiotropico, seu envolvimento na modulacdo anticancer ou pro cancer ainda esta
em discusséo (Liu et al., 2014).

Alguns trabalhos tém reportado aumento significativo da IL-10 e IL-17 em
pacientes portadores de CCU, e mostra aumento desproporcional do perfil Th17 e

do Th2, relacionados ao avango da gravidade das lesdes (Zhang et al., 2011; Lin
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et al., 2019). Recentemente, a interleucina 17, derivada da célula T CD4* auxiliar
perfil Th17, tem sido estudada quanto ao seu papel em relacdo ao cancer (Chang,
2019). No entanto, um estudo associou significativamente IL-17 a maiores taxas
de sobrevida em 85 pacientes portadoras do cancer no ovario e ascite com
intervalo de confianca de 95%.

O perfil de citocinas relacionados a infeccdo com o HPV auxilia o
entendimento sobre o mecanismo envolto na resisténcia e resolucao tumoral. No
entanto, ainda existe muita dificuldade em relacionar as diferentes abordagens
locais e periféricas da resposta imunol6gica, em humanos e animais, in vivo e in

vitro (Scott et al., 2013).

2.8.3 Imunidade Inata

A inflamacao conduzida por agentes externos e internos, infeccdes virais e
mutacBes genéticas, respectivamente, consistem em possiveis causas da
progressdo do cancer. Porém, as células tumorais secretam um conjunto de
biomoléculas, como citocinas e quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS)
além dos mediadores associados a morte celular (TNF-a), interferons e
interleucinas. Essas biomoléculas recrutam células como leucdcitos, neutrofilos,
macroéfagos, linfocitos, mastécitos e células dendriticas, e apds a ativacdo
necessaria, sdo capazes de migrar e atuarem sobre o tumor (Hemmat & Baghi,
2019).

O sistema imunolégico tem habilidade para reconhecer antigenos

associados a tumores (Tumor-associated antigens ou TAA) enddgenos ou

provenientes do virus. O perfil do reconhecimento anti-TAA €é usado para
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modulacdo da resposta imune a partir do uso de citocinas e vacinas no tratamento
de tumores, uma vez que naturalmente, nem sempre a célula induzira a regresséo
tumoral (Brigati et al., 2002).

Nos infiltrados tumorais, € comum a presenca dos macrofagos associados
a tumor (Tumor-associated macrophages ou TAMs). Esses macrofagos séo
recrutados em sua maioria pela proteina MCP-1 (Monocyte chemoattractant
protein-1), quimiocina recrutadora de monocitos e macréfagos. A expresséo
diferenciada desses marcadores entre os tecidos de lesfes cervicais € relatada
em lesdes NIC lll, na qual a deteccdo da proteina MCP-1 é nula, assim como a
presenca dos macréfagos nao foi identificada. No entanto, em tecidos adjacentes
aos carcinomas cervicais ha alta expressao da MCP-1 e acumulo dos macréfagos
infiltrantes (Kleine-Lowinski et al., 1999).

A dualidade exercida por TAM ocorre devido a habilidade dessas células
em produzir as citocinas inflamatorias IL-6 e TNF-a, promotoras do perfil celular
citotoxico, e, em também induzir imunossupressdao e formacdo de fatores
angiogénicos essenciais a progressdo tumoral. Os TAMs imaturos ndo sao
eficazes contra tumores, mas tornam-se citotéxicos apés inducéo com INF ou IL-2
(Brigati et al., 2002).

As citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a dosadas a partir da secrecdo cervical de
amostras HPV-positivas, lesdes intraepiteliais escamosas de baixo-grau (LSIL ou
Low-grade squamous intraepitelial lesions) e lesdes intraepiteliais escamosas de
alto-grau (HSIL ou High-grade squamous intraepitelial) apresentaram valores
elevados quando comparados ao colo do utero normal. O aumento da IL-10 foi

associado ao maior risco relativo para o desenvolvimento das LSIL, enquanto a
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super expressdo da TNF-a em mulheres com 40 anos ou mais, associou-se ao
maior risco relativo para HSIL (Azar et al., 2004).

Enquanto isso, as citocinas IL-2, IFN e IL-4 identificadas em tecidos
cervicais monoinfectados com HPV procedentes de biopsia apresentaram
expressdo elevada quando confrontadas a tecidos co-infectados com HIV ou
controles negativos e, diferentemente, a baixa expresséo da IL-10 foi identificada
em todas as situacOes (Behbahani et al.,, 2007). Por outro lado, a IL-10 foi
detectada com maior expressdo em amostras do plasma de pacientes portadoras
da neoplasia intraepitelial cervical grau Il ou carcinomas, comparadas a
individuos saudaveis (Bais et al., 2005).

A secrecdo aumentada das interleucinas 17 e 10 também foi
significativamente maior em amostras do sangue das pacientes portadoras de
CCU confrontadas com portadoras da neoplasia intraepitelial do colo uterino
(Zhang et al., 2011). Outro dado curioso aponta que a IL-17 apresenta secrecao
significativamente maior em amostras de tumores frescos obtidas de pacientes
com cancer cervical invasivo e portadores de HPV 16 e 18 comparadas a
mulheres infectadas por outros tipos de HPV (Vidal et al., 2015).

Recentemente, Lin e colaboradores (2019) reportaram que a secrecdo do
perfil Th2 e Th17 é regulada positivamente ao passo que o perfil Thl é regulado
negativamente em amostras de CCU comparado ao grupo controle saudavel. Em
outro estudo, pacientes portadoras de CCU apresentaram queda na secrecéo das
citocinas circulantes do perfil Thl conforme evolugdo do estagio da leséo,
enquanto o perfil Th2 exibiu aumento em estagios mais avancados (Lin et al.,

2020).
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O desequilibrio entre a secrecéo dos perfis das citocinas Thl, Th2 e Thl7
tem sido notado e aponta a maior expressdo das citocinas Th2 e a baixa
regulacdo do perfil Thl como fatores chaves para o desenvolvimento do cancer
cervical (De Grujji et al., 1999; Azar et al., 2004; Bais et al., 2005; Lin et al., 2020;

Bonin-Jacob et al., 2021).

2.8.4 Imunidade celular adaptativa

O sistema imune adaptativo estd subdividido em duas classes de
respostas: a primeira resposta € mediada por anticorpos e a segunda por células,
gerados a partir das células B e T, respectivamente (Alberts et al., 2002). No timo,
ao se tornarem maduras, essas células passam a expressar proteinas de
superficie celular CD4* e CD8* (Litwin et al., 2020).

Uma das principais formas de eliminacdo das células tumorais é baseada
na resposta de células T citotoxicas. Os linfécitos T CD8* ativados sao
encontrados nos tecidos linfoides e sangue, e além de combaterem a infeccao e a
reinfeccdo causada por virus ou outros patdgenos intracelulares, podem migrar
para a lesdo tumoral e promover apoptose (Gerritsen & Pandit, 2016).

A entrega desses antigenos tumorais aos linfécitos T imaturos ocorre
principalmente a partir do contato com as células apresentadoras de antigenos via
MHC |. Embora células tumorais tenham a capacidade de evadir ao sistema
imune, os antigenos tumorais adequados sao capazes de reconhecer, promover
estimulos e diferenciar os linfécitos T imaturos para sua forma efetora citotoxica
CD8*, além de designar os linfocitos T de memodria (Zhang & Bevan, 2011;

Maimela et al., 2019). Diferentemente, as células T do tipo NK, com marcadores
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de superficie celular CD16*, ndo necessitam do reconhecimento prévio a
antigenos para ativacao do perfil citotoxico e desempenham papel antitumoral
naturalmente (Abel et al., 2018).

Em estudo de Maskey e colaboradores (2019), o epitélio do colo do utero
normal apresentou niveis de linfécitos T infiltrantes tumorais (LIT ou infiltrating T-
lymphocyte) do tipo T CD8* significativamente mais elevados, e a diminuigédo foi
observada ao longo da progressao da gravidade da lesdo. Enquanto no estroma,
os indices de CD8* nao oscilaram entre ledes mais graves ou tecido normal. Em
outro trabalho, os niveis de T CD4* e T CD8* foram maiores em tecidos normais
quando comparados a lesdes cervicais e o cancer (Litwin et al.,, 2020). Além
disso, a ocorréncia das metastases € significativamente menor em pacientes que
possuem LIT CD8* (Ohno et al.,, 2020). A administracdo de células T CD8*
reativas para os epitopos de E6 e E7 do HPV, apos realizagdo da quimioterapia,
resultou em completa regressdo durante 22 meses, com niveis de T CD8*
observados no sangue de pacientes até um més apdés o tratamento (Stevanovic et
al., 2015).

Por outro lado, a expressdao prolongada e desregular do receptor de
superficie celular PD-1 pode culminar em células T ativadas e funcionais, porém
com baixa resposta efetiva, denominado estado anérgico, e pode comprometer

tanto os linfocitos T CD4* quanto T CD8* (Schwartz, 2003; Otter et al., 2019).
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2.9 Vacina de DNA e eletroporacéo

Com o avanco tecnoldgico, novas abordagens terapéuticas tém emergido,
e possibilitaram que ha 30 anos, a primeira vacina de DNA fosse relatada por
Wolff e colaboradores (1990). Desde entédo, vacinas de DNA sao utilizadas para
expressao de antigenos e modulacdo da resposta imune (Tang et al., 1992).

Os principais mecanismos para inoculacdo de antigenos baseado em
vacina de DNA sao por: via intramuscular (IM) ou a via intradérmica (ID), e sendo
entregues aos miocitos e queratinécitos, ou entdo as proprias ceélulas
apresentadoras de antigenos (APCs) especializadas, como células dendriticas,
podendo ter o auxilio de ferramentas, como a injecdo intramuscular com ou sem
eletroporagéo in vivo (Cordeiro et al., 2018).

Para efetiva entrega da vacina de DNA ao nucleo da célula, as barreiras
extra e intracelulares precisam ser ultrapassadas, e 0 método fisico comumente
utilizado é denominado por eletroporacdo (EP) (Lambricht et al., 2016). A
eletroporacdo permite 0 aumento de antigenos expressos intracelularmente
(Monie et al., 2009). Os pulsos elétricos aplicados permeabilizam a estrutura da
membrana plasmatica, e facilitam a passagem da molécula de DNA para o interior
da célula através dos poros hidrofilicos criados na membrana (Wagner et al.,
2004).

Adentrando o nucleo celular, o plasmideo vacinal contendo a informacao
antigénica usurpara a maquinaria de transcricdo e de tradugdo da célula. A
proteina gerada passara pelas etapas do processamento proteico que ocorrera no
proteossomo do citoplasma, gerando os epitopos imunogénicos de interesse. Os

mesmos epitopos seguirdo via transportador TAP ao RE, 14, as proteinas
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chaperonas conduzem os peptideos para ligacdo ao MHC, formando o complexo
MHC/peptideo. Os peptideos serdo apresentados na superficie celular através
das vesiculas do complexo de Golgi, e somente entdo disponiveis para o
reconhecimento via receptores de células T (TCR) dos linfécitos (Figura 4).

No caso das vacinas de DNA, os antigenos serdo entregues via MHC
classe | e I, permitindo que ambas as respostas T CD8 e CD4, respectivamente,
gerem a resposta imune humoral (apresentacdo cruzada) e celular. Para os
tumores cervicais, € imprescindivel a ativacdo da resposta imune celular na
promocao do efeito terapéutico da vacina (Dunham, 2002; Cordeiro et al., 2018).

No presente contexto insere-se a necessidade do estabelecimento de
novas abordagens vacinais, capazes de impedir a progressdo de lesdes pré-
cancerosas, ou até mesmo a regressao de tumores existentes (Yang et al., 2017).

As atuais vacinas profilaticas licenciadas sdo baseadas na resposte imune
gerada apos o reconhecimento das proteinas estruturais do capsideo, e que
culminam na producdo de anticorpos neutralizantes. Diferentemente, as
estratégias vacinais contra tumores induzidos por HPV e que vislumbram
aplicacdo na imunoterapia do cancer empregam as oncoproteinas E5, E6 e E7 e
geram respostas de células T citotoxicas. Ainda, vacinas de DNA aparecem cada
vez mais como uma alternativa segura e de facil fabricacdo, assinalando grande
potencial nessa combinacéo (Cheng et al., 2018).

A mais recente vacina terapéutica em fase Il dos testes clinicos (VGX-
3100) utiliza a abordagem das vacinas de DNA. Os seus peptideos sintéticos séo

baseados nos oncogenes E6 e E7 dos HPVs 16 e 18, que apresentaram eficacia
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em mulheres portadoras do cancer do colo do utero nos estagios NIC 2/3 (Trimble

et al., 2015).

Figura 4 - Mecanismo de processamento e apresentacao de uma vacina de DNA via MHC-I. Apés
entrada na célula APC o plasmideo seguira até a apresentagéo via MHC |, onde reconhece o
receptor de linfécitos TCD8, esse encontro podera induzir a secre¢do de citocinas, ativagao de
células T por maturacéo levando a expansao clonal e células de meméria contra o antigeno
tumoral (adaptado de Cordeiro et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento molecular de
uma vacina de DNA terapéutica baseada em multiepitopos da oncoproteina E5 e

a sua aplicagéo para o controle ou regressao de tumores induzidos pelo HPV16.

3.2 Objetivos especificos

1. Construir o plasmideo pVAXES5m contendo epitopos da proteina E5 do HPV16
para expressdo em células de mamiferos como proposta vacinal.

2. Avaliar a resposta imune induzida pela construcdo vacinal pVAXES5m em
camundongos C57BL/6 via injecdo intramuscular seguida por eletroporacéo in
Vivo.

3. Avaliar o perfil toxico-hematolégico a partir do sangue de camundongos
imunizados com a constru¢do vacinal pVAXE5m e desafiados com células
tumorais C3.

4. Avaliar acdo antitumoral desenvolvida em camundongos imunizados com a

construcdo vacinal pVAXE5m e desafiados com células tumorais C3.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Construcdo da vacina de DNA

A sequéncia de nucleotideos denominada E5m (374pb) foi sintetizada e
clonada em vetor pUC19 pela empresa GenScript, com codon-otimizacao para
expressdo em Mus musculus. Os trés epitopos contidos em E5m séo referentes a
oncoproteina E5 do HPV16 (GenBank ID: 1489077) (Tabela 1). Os epitopos
imunogénicos para os linfocitos T citotdxicos e ligantes do MHC | alelo H-2-Db
foram preditos pelas ferramentas presentes no IEDB (Immune Epitope Database)
e citados por Kumar e colaboradores (2015). A construgcdo pVAXES5Sm é
constituida pelos epitopos duplicados e interpostos por dois segmentos ligantes,
sendo o primeiro o motivo de ligagdo HEYGAEALERAG, sitio de clivagem para o
sistema de degradacéao lisossomal e proteossomal dos eucariotos (Dolenc et al.,
1998). O segundo motivo ligante AAY, ap0s a sua clivagem, gera em sua por¢ao
C-terminal o sitio apropriado para ligacdo ao transportador TAP, importante para
apresentacdo de epitopos, aprimorando a resposta celular (Bergmann et al.,

1996; Uebel et al., 1997; Nezafat et al., 2014).

Tabela 1. Epitopos utilizados na construgéo vacinal pVAXE5m.

Peptideo? Sequéncia Alvo MHC-I Alvo Celular
ES5s5-96 FCVLLCVCLLIRPL Alelo H-2-Db Linfocito T CD8
ES5i7s-215 FIVYIVFVYIPLF Alelo H-2-Db Linfocito T CD8
ES5100-141 LSVSTYTSLILLVL Alelo H-2-Db Linfocito T CD8

L Epitopos de E5 preditos pela ferramenta IEDB e citados em Kumar et al. (2015).
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A sequéncia E5m foi excisada do vetor pUC19 por digestdo dupla com as
enzimas BamHI e EcoRI. A subclonagem foi realizada em vetor de expressao
pVAX1 (Invitrogen) também por meio de digestdo enzimatica, utilizando os
mesmos sitios de corte. A reacao de ligacao foi realizada pela acdo da enzima T4
ligase, e posteriormente, a construcdo plasmidial pVAXES5m foi utilizada para
transformacao de bactéria Escherichia coli DH5a quimiocompetente por método
de choque térmico. A escolha dos clones e a confirmag¢do da subclonagem da
construcdo pVAXESm foi realizada por digestdo enziméatica e sequenciamento. A
construcdo pVAXESCP contendo o gene E5 do HPV16 fusionado ao gene CP
(coat protein) do PotatoVirus X foi aproveitada de estudos anteriores (Paolini et
al., 2017) e cedida pelo Dr. Aldo Venuti (Instituto Regina Elena, Roma, Italia).
Para a etapa de imunizacdo, a extracdo dos plasmideos vacinais livres de
endotoxinas foi obtida a partir do kit de Maxiprep Endotoxin-free, de acordo com

orientacdes do fabricante (Invitrogen).

4.2 Desafio tumoral e Imunizacao

Camundongos fémeas C57BL/6 entre 6-8 semanas de vida, provenientes
do biotério do Instituto Aggeu Magalhdes (Recife, Brasil) foram divididos em 4
grupos experimentais, 5 animais por grupo. Todos os animais foram imunizados
por via subcutanea com 5x10° da célula tumoral C3 (contendo genoma do
HPV16). Todas as células C3 foram previamente cultivadas em meio RPMI com
10% de soro fetal bovino de acordo com o protocolo de Cordeiro et al. (2015). Os
quatro grupos foram nomeados NaCl (animais imunizados com solucdo salina

0,9%), C3 (animais ndo imunizados e somente inoculados com célula C3), ESCP
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(animais imunizados com plasmideo pVAXE5CP) e E5m (animais imunizados
com plasmideo pVAXES5m) (Figura 5).

Antes do procedimento de imunizacdo, os animais foram anestesiados com
solucéo de cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (115 mg/Kg). 50ug dos
plasmideos vacinais foram ressuspensos em 50ul de solucdo salina e injetados
por via intramuscular, na regiao tibialis esquerda, seguido de eletroporacao in vivo
(2 pulsos de 100V por 30ms) (BTX830 Harvard Apparatus) segundo protocolo
modificado de Cordeiro et al. (2018). As imuniza¢des ocorreram duas vezes,
Prime e Boost homodlogos, com intervalo de 7 dias para cada dose, utilizando
50ug dos plasmideos por dose. O grupo C3 nao foi submetido a imunizagéo ou
eletroporacéo. O crescimento dos tumores foi aferido com auxilio de caliper digital
e o0 volume tumoral estimado de acordo com a formula (larguraz x comprimento x
0.52) (Cordeiro et al., 2018). Todos os procedimentos foram realizados de acordo
com o0 guia estabelecido pelo comité de ética para uso de animais aprovado pelo

Instituto Aggeu Magalhaes (IAM/FIOCRUZ-PE) (CEUA Protocolo N° 99/2016).

Figura 5 - Esquema do cronograma de imunizagdo. Os camundongos C57black foram inoculados
com células C3-HPV16 e receberam o Prime e boost homdlogos das vacinas de DNA (pVAXE5m),
(PVAXESCP) e (0,9 % solugéo salina) administrados por via intramuscular (i.m) seguida de
eletroporacao (EP). O grupo C3 somente foi inoculado com células, sem eletroporacgéo.

| | |

Inoculacéo das Prime Boost Eutanasia
células C3 - Coleta do sangue

HPV16 Obtencéo do esplendcito

v
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4.3 Isolamento e cultura de célula do baco

Apés a eutandsia dos animais, o pool de células do baco referente aos
grupos de animais foi devidamente isolado e cultivado de acordo com da Cruz
Filho et al. (2019). Anteriormente, os camundongos foram anestesiados com
cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (115 mg/Kg) e eutanasiados por meio
de deslocamento cervical. Os esplendcitos foram depositados em tubos contendo
0 meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) e separados por grupo experimental. Para o
isolamento das células mononucleares foi utilizado o Ficoll-Pagque PLUS 1.077
g/mL (GE Healthcare) e a suspensao celular distribuida em placas de 48 pocos,
108 células/pogo. Os cultivos celulares foram mantidos a 37°C com 5% de CO2 e
estimuladas por 24h e 48h com o peptideo LSVSTYTSLILLVL proveniente da

oncoproteina E5 do HPV16 (sintetizados pela GenOne Biotechnologies).

4.4 Investigacdo do estresse oxidativo celular in vitro

Para a investigacdo do estresse oxidativo celular, os esplendcitos foram
estimulados com o peptideo LSVSTYTSLILLVL, cultivados em placas de 24
pocos, por 24 horas em meio RPMI 1640 e incubados & 37°C com 5% de CO..
Foram investigadas as espécies reativas de oxigénio citosolicas (ROScito) através
do marcador Dihidroetidio (DHE) e mitocondriais (ROSmito) através do marcador
MitoSox (ambos da ThermoFisher Scientific). Além disso, também foram
investigadas as mudancas no potencial da membrana da mitocondria (A¥Ym)
(marcador MitoStatus, BD Biosciencies) e na liberacdo de calcio citosolico
(Ca?*cito) através do marcador Fluo-3AM (ThermoFisher Scientific). Todas as

aquisicbes foram realizadas em Citobmetro de Fluxo FACS Calibur (BD
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Biosciencies) em 10.000 eventos e as analises foram obtidas através do

programa Flowing 2.01 (Turku Centre for Biotechnology).

4.5 Citocinas do sangue periférico e in vitro

As citocinas IL-2, IL-4, TNF-a, IL-10 e IL-17 das células esplénicas
estimuladas e cultivadas nos tempos de 24h e 48h foram determinadas. O sangue
obtido dos grupos de animais também foi analisado quanto ao mesmo perfil de
secrecdo das células do baco, ambos, de acordo com o fabricante (Kit
CBA Mouse Th1/Th2/Thl7, BD Biosciences). Todas as aquisicbes foram
realizadas em Citdbmetro de Fluxo FACS Calibur e as analises foram obtidas

através do programa Flowing 2.01.

4.6 Imunofenotipagem das células do sangue periférico e in vitro

Para a deteccdo da resposta de linfécitos T induzidos pelas vacinas, a
imunofenotipagem das células circulantes do sangue e isoladas do baco para as
culturas foi avaliada. As células foram centrifugadas, lavadas com PBS
(suplementado com BSA 0,5% e azida 0,1%) e incubadas com 0s anticorpos
utilizados para a marcacdo das células de camundongos anti-CD4-FITC, anti-
CD8-PE e anti-CD16/32-FITC, segundo protocolo do fabricante (BD Biosciences).
Todas as aquisi¢ces foram realizadas em Citdbmetro de Fluxo FACS Calibur em

10.000 eventos e as analises foram obtidas através do programa Flowing 2.01.
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4.7 Analises hematoldgicas dos animais experimentais

Todos os camundongos foram previamente anestesiados para 0 momento
da eutanasia e para coleta do material sanguineo por meio da puncéo cardiaca.
As amostras foram depositadas em tubos contendo o anticoagulante EDTA Ko
(Hemstab), separados de acordo com 0s seus respectivos grupos, € em seguida
centrifugados a 3600 rpm por 10 minutos para separacao do plasma.

Para a analise hematoldgica, as contagens globais de hemacias,
leucdcitos, plaquetas, determinacdo do hematocrito e da concentracdo de
hemoglobina foram realizadas. O célculo dos indices hematimétricos, referentes
ao volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média
foram possiveis a partir dos dados obtidos para hemacias, hematocrito e
hemoglobina.

O hemograma foi obtido através da contagem em camara de Neubauer e
contagem diferencial em laminas coradas pelo método Panédtico Rapido.
Enquanto o numero de plaquetas foi determinado por método de Fonio e a
hemoglobina mensurada por método colorimétrico, por espectrofotometria. A
determinacao dos niveis de glicose, ureia e creatinina foram obtidos através do
ensaio enzimatico colorimétrico de ponto final.

Para a deteccdo da fosfatase alcalina, foi utilizado o teste cinético
colorimétrico Roy modificado, e a deteccdo das transaminases hepaticas

realizada a partir do teste Reitman Frankel.
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4.8 Analise estatistica

Os dados foram apresentados com os desvios padrdo (xSD). O teste de
analise da variancia (ANOVA) multiplas comparacdes foi aplicado para avaliar
diferencas estatisticas entre os grupos. Os valores de *p < 0,0001 e **p < 0.0005
foram considerados estatisticamente significantes para todas as analises, exceto
a andlise do estresse oxidativo, na qual os valores *p < 0.0001; **p < 0.002; ***p <
0.04 foram considerados estatisticamente significantes. Todos os graficos e as
analises estatisticas foram gerados com auxilio do programa GraphPadPrism

versao 7.04.
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5 RESULTADOS

5.1 Construcao das vacinas de DNA

O gene sintético E5 multiepitopos (E5m) foram produzidos e clonados em
vetor pUC19 (Figura 6A). Apos a transformacéo e liberacdo dos insertos contidos
no vetor pUC19, a etapa de subclonagem foi realizada. A sequéncia E5m liberada
por digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI foi purificada e, em
seguida, ligada ao vetor de expressao pVAX1l. A confirmagédo da subclonagem
adequada dos genes sintéticos ao vetor pVAX1 foi realizada por digestédo

enzimatica (Figura 6B) e sequenciamento.

Figura 6 - Esquema e digestéo da construcdo pVAXE5m. A) Esquema mostra a disposi¢éo dos
epitopos e linkers contidos na construcao vacinal de trabalho. B) 1. Gel evidenciando a digestao
do DNA plasmidial extraido da constru¢cdo pVAXE5m (enzimas BamHI e EcoRl). 2. Gel
evidenciando a digestéo do DNA plasmidial extraido da constru¢do pVAXE5m (apenas a enzima
BamHI). 3. M. Marcador de corrida de 1Kb - (ThermoScientific). Eletroforese em gel de agarose
1%, em TAE 1X. Voltagem 100V por 30 minutos.

(A) Linkers  Epitopos E5
v ]
- Epit. Il |
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5.2 Desafio tumoral

Nés investigamos a atividade antitumoral das vacinas de DNA em
camundongos desafiados com células da linhagem tumoral C3 (Figura 7A e B).
As células foram cultivadas e quantificadas quando em confluéncia aproximada
de 70% em camara de Neubauer, para uma concentragdo final de 5x10° por

animal.

Figura 7 - A célula C3. Células embrionarias de camundongos C57black contendo o genoma do
HPV16) cultivadas em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino utilizadas no desafio tumoral.
Visualizagdo em microscopio invertido. A. Célula C3 aderida e visualizada por aproximacéo de 4X.
B. Célula C3 aderida e visualizada por aproximagédo de 20X.

A B

ApoOs a tricotomia realizada em todos os camundongos, esses foram
inoculados com as células na regidao dorsal. O acompanhamento dos animais
realizado nos 17 dias experimentais, e as medidas tumorais foram anotadas 4
vezes durante todo este periodo. 3 dias ap0s o desafio, 0s grupos apresentaram
crescimento tumoral insignificante, e a evolugdo do tamanho desses tumores

entre os grupos foi acompanhada.
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No terceiro e sétimo dia apds o desafio, a eletroporacéo foi efetivada logo

apoés o prime e o boost vacinal homologo (Figura 8A-F).

Figura 8 - Etapas do desafio tumoral e eletroporacéo. A. Tricotomia. B. Inocula¢édo das células C3
por via subcutanea. C. Tumor identificado 7 dias apds desafio tumoral D. Tumor identificado 10
dias apo6s desafio tumoral. E. Caliper digital utilizado para aferir o tamanho dos tumores. F. Pin¢ca
utilizada para eletroporacéo na perna esquerda pés vacinagéo.
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5.3 Efeito antitumoral

Os resultados demonstraram que o crescimento tumoral dos animais dos
grupos NaCl e C3 foram maiores especialmente apds o 10° dia do ensaio (Figura
9). Diferentemente, animais tratados com as vacinas E5m e E5CP foram capazes
de atrasar o crescimento do volume tumoral entre o 10° e o 17° dias, com
diferenca significativa de E5m sobre os demais grupos. Assim como a vacina
pVAXESCP, os animais vacinados com pVAXE5m mostraram efetivo controle
tumoral frente & NaCl e C3, confirmando dados anteriores do grupo, e apontando

um futuro promissor para vacinas anti-tumor especificas para a resposta E5.

Figura 9 - Crescimento tumoral. Todos os quatro grupos de fémeas de camundongos C57BL/6
foram inoculados com células C3-HPV16 para avaliagéo antitumoral especifica das vacinas E5.
Séo eles: NaCl - animais imunizados com 0,9% de solucé&o salina; C3 - controle ndo imunizado;
E5CP - imunizado com vacina pVAXE5CP; E5m - imunizado com vacina pVAXE5m. As vacinas
foram previamente diluidas em solucdo salina antes da inoculagéo. A imunizacao ocorreu por via
intramuscular seguida de eletroporacéo in vivo, com exce¢éo ao grupo C3 que nao foi imunizado e
nem eletroporado.
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5.4 Perfil imunoldgico dos animais experimentais in vivo

O sangue periférico dos camundongos foi recuperado para avaliar o perfil
imunologico provocado pelo tumor e pelas vacinas. O grupo C3 induziu um
aumento dos linfocitos T CD4* e CD16*, mas houve diminuicdo dos linfocitos T
CD8* (Figura 10A-C). Ja o grupo NaCl somente mostrou alto nivel de estimulo
para linfocitos T CD16* (Figura 10C). Os animais imunizados com as construces
vacinais mostraram comportamento similar entre eles e, diferentemente ao grupo

C3, induziram baixa contagem de linfocitos T CD4* e alta contagem de linfocitos T

CD8* (Figura 10A e B).

Figura 10 - Expresséo dos marcadores das células linfocitarias in vivo. Concentrag¢éo dos linfocitos
T CD4* (A), T CD8* (B) e T CD16* (C) provenientes do sangue periférico de animais NaCl, C3,
E5CP e E5m apo6s 17 dias do desafio tumoral da linhagem C3. *p < <0,0001; **p < 0.0005.

—_
1007 F——F—r 100+ " 100 p—*
—_

7 . ] ol }*—1 @ -
2 80 _ e 80- 4 80 TR
=:f —* g g‘ 40 [ S ,_:,‘ L e
23T 60 & i3 B 235 60
3 i -
2 e T e i
S 40 =< 204 l_é40—
+ + +
z : :
o M O 101 8 M

0 0 0

NaCl C3 ESCP E5m NaCl C3 ESCP ESm NaCl C3 E5SCP E5m

O resultado das citocinas circulantes no sangue mostrou que animais do
grupo C3 tiveram aumento da citocinas IL-2, IL-4, IL-17 e TNF-a, e diminuicéo das
citocinas IL-10 (Figura 11A-E). O grupo NaCl mostrou aumento das citocinas IL-
10, IL-17 e TNF-q, e IL-4 em relagéo aos vacinados E5m. O grupo E5CP induziu

alta producéo de citocinas IL-10 e IL-4, e menor de citocinas IL-17 e TNF-a.
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Embora tenha havido baixa producdo de IL-2 proveniente de E5CP, essa foi
significativamente superior a E5m. De outro modo, o grupo E5m induziu altos
niveis de IL-10 em relacdo a animais C3, além de producdo de IL-17 moderada
frente aos grupos E5CP e NaCl, e menor das citocinas IL-2, IL-4 e TNF-a. Embora
a investigacdo do sangue periférico seja importante, outros interferentes
sanguineos advindos do organismo animal podem interferir nos parametros

imunoldgicos.

Figura 11 - Secrecéo de citocinas in vivo. Concentracéo das citocinas circulantes IL-2 (A), TNF-a
(B), IL-17 (C), IL-4 (D) e IL-10 (E) provenientes do sangue periférico de animais NaCl, C3, E5CP e
E5m apés 17 dias do desafio tumoral da linhagem C3. *p < <0,0001; **p < 0.0005.
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5.5 Parametros hematoldgicos dos animais experimentais

O perfil hematoldgico dos procedimentos experimentais adotados e das
estratégias vacinais foi avaliado a partir do sangue obtido, individualmente,
coletado via puncédo cardiaca dos animais estudados. Os testes hematoldgicos
para hemoglobina e hematocrito apresentaram valor dentro do desvio padrédo
referencial, enquanto MCV, MCHC e leucdécitos mostraram valores proximos aos
valores de referéncia (Tabela 2). Todavia, os leucocitos do grupo C3 mostraram-
se mais elevados entre os grupos. Por outro lado, a analise dos neutrdfilos,
linfécitos e mondcitos apresentou resultados alterados comparados ao valor
referencial, com menores valores observados em relacdo aos mondcitos, onde
somente C3 apresentou valor dentro do desvio padrdo. Além disso, 0s niveis
observados no hemograma para as plaquetas mostraram-se inferiores ao
referencial, especialmente para os animais do grupo E5m.

Entretanto, na maior parte dos parametros analisados, 0s resultados
obtidos entre os grupos de animais mostraram-se pouco distintos. Os parametros
bioquimicos foram determinados e desvios maiores para uréia, aspartato
aminotransferase e fosfatase alcalina, e menores para glicose e creatinina foram

notados em relacéo ao valor de referéncia (Tabela 2).
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Tabela 2: Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos do sangue periféricos de

Testes
hematolégico

Hemacias
(108/mm3)

Hemoglobina
(g/dL)
Hematocrito (%)
(MCV) (U3)
(MCHC) (%)
Leucocitos
(103/mm3)
Neutrofilos (%)
Linfocitos (%)
Eosinofilos (%)

Monécitos (%)

Plaguetas
(103/mm3)

Glicose
Ureia (mg/dL)

Creatinina
(mg/dL)
Aspartato
Aminotransferase
(AST) (UI/L)

Fosfatase
Alcalina (UI/L)

Fonte: Schnell et al., (2002); Barrios et al., (2009) e Santos et al., (2016).

NacCl

5.09 + 0.45

15.18 +
1.47
45.8 £ 4.55
92.54 +
3.03
33.24
0.19
8.8 +0.69
42.8 £ 3.7
54 +2.92
1.2+0.45
2+£1.0

419.2+
38.69

74.48 +
5.67
67.4 +3.51
0.42 + 0.02

144 +2.21

169.2 +
2.38

animais experimentais

C3

5.4 +0.08

16.65 *
0.49
50+ 1.41
94.35 +
1.41
33.4+0.14
9.15+0.21
43.5 + 6.36
46+ 1.41
15+£0.71
4+283

457.5 +
4.94

E5CP

5.48 + 0.31

16.55+1.11

49.75 + 3.40

93.82 + 2.59

33.27+ 0.21

8.77+0.4

48 £5.1

49.25 + 457

1+0.0

1.75+0.96

432.7 £ 28.18

Testes Bioguimicos

75.45 +
3.75
63.15 +
4.31

0.55 + 0.06

126.7
8.06

176.55 *
0.78

81.85+11.83

64.35 + 3.48

0.63 +0.08

134.7 +12.11

167.05 +1.95

E5m

4.86 + 0.41

14,42 +1.25

44 + 4.64

91.04 + 3.39

33.12+0.13

8.06 + 0.93

44.6 +1.82

52.6 +1.95

1.6 £0.55

1.2+0.45

371 +£62.87

77.6 +4.92

63.6 + 2.53

0.46 + 0.07

138.8 +17.37

179.4 +18.25

Valores de
referéncia

9.42 +
0.245

134+1.0

459 + 1.59

48.9+1.23

29.3+359

6.9+1.6

23.4+0.6

8747

2+2

5+2

985 + 140

185+ 4

31+£25

0.8+0.3

91 + 33

120 + 17
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5.6 Investigacao in vitro do estresse oxidativo

Os ensaios in vitro foram realizados para avaliacdo do perfil de ativacdo e
resposta imunolégica de células T perante as vacinas propostas. Assim, as
células primadas no organismo a partir das vacinas administradas puderam ser
analisadas. Para tanto, o baco dos animais de cada grupo foi removido e os
esplendcitos isolados e estimulados in vitro por 24 e 48 horas com o peptideo E5
(LSVSTYTSLILLVL). Nesse contexto, a ativacdo celular, investigada por inducao
de estresse oxidativo nos esplendcitos, foi avaliada através de quatro sinais
celulares diferentes e complementares. O grupo C3 promoveu um aumento nas
espécies reativas de oxigénio (ROS) citosélicas e mitocondriais e, na liberacéo de
alta quantidade de calcio no citosol (Figura 12A-D). Interessantemente, 0s grupos
contendo os animais imunizados com as construcfdes vacinais ndo aumentaram
0s niveis de estresse oxidativo, enquanto o grupo E5m apenas induziu a liberacao
de calcio em valores mais altos (Figura 12D). O potencial da membrana

mitocondrial ndo foi alterado em nenhum grupo experimental.
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Figura 12 - Ativacao celular através da investigacao do estresse oxidativo. Esplenécitos foram
cultivados com o peptideo de E5-HPV16 (LSVSTYTSLILLVL) por 24 horas. A) Parametros sobre
espécies reativas de oxigénio citosolicas (ROScito), B) Parametros sobre espécies reativas de
oxigénio mitocondrial (ROSmito), C) Potencial de membrana mitocondrial ( A¥Ym) e D) Liberag&o
de calcio no citosol (Caz*cito). Barras verticais representam as médias de 5 animais por grupo.
*p<0.0001; **p<0.002; ***p<0.04.
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5.7 Resposta imune celular e de citocinas in vitro

Os resultados sobre a contagem de linfécitos T em culturas de esplendcitos
mostraram que o grupo C3 apresentou ativacado de linfécitos T CD4* em 24 e 48
horas, com maior producao de CD8* em 24 horas (Figura 13A-C). Os niveisde T
CD8* gerados pelo grupo E5m foram superiores ao grupo C3 em 48 horas
(Figura 13B), além de apresentarem aumento na contagem dos linfécitos T CD4*
em 24 horas. As vacinas E5SCP e E5m ativaram semelhantemente as respostas
de linfocitos T CD8* e CD16* em 24 horas. Contudo, o grupo E5CP obteve
destaque na producéo de linfécitos T CD4* em 48 horas.

O grupo NaCl mostrou um aumento na contagem de CD16* em 24 horas e
gueda em seus niveis ap0s 48 horas. As vacinas E5S5CP e Eb5m ativaram

semelhantemente as respostas de linfécitos T CD8* e CD16* em 24 horas. Nota-
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se também que, em dados gerais, as respostas T CD4* e CD8" foram
aumentadas para o grupo E5m apds 48 horas de ensaio. E importante ressaltar
que, as estratégias vacinais adotadas promoveram, em sua maioria, um padrao
proximo aos estimulos imunolégicos originados pelos animais do grupo C3.

Os dados sobre a produgéo de citocinas no sobrenadante das culturas
mostrou um perfil polifuncional Thl e Th2 promovido pelas vacinas ESm e E5SCP
(Figura 14A-F). A vacina E5m induziu a secregéo de citocinas IL-2, TNF-a e IL-17
em 24 horas (Figura 14A, B e D, respectivamente), e apresentou aumento
significativo em seus niveis apds 48 horas de ensaio. Importantemente, dados da
cultura E5m em 48 horas de incubagdo mostraram uma evidente inducdo da
citocina TNF-a. Ainda, altos niveis de IL-4 foram induzidos pela vacina E5m em
48 horas e IL-10 em 24 horas. Os grupos E5CP e E5m promoveram um perfil de
secrecdo de citocinas parecido, contudo, E5m despontou significativamente na
maior parte dos casos. Em dados gerais, as culturas de NaCl e C3 também
mostraram aspectos semelhantes em relacdo a inducdo de todas as citocinas,
exceto os niveis de IL-2, TNF-a e IL-17 produzidos que em 24 horas se

Mmostraram opostos entre esses grupos.
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Figura 13 - Expresséo dos marcadores das células linfocitarias in vitro. Concentracéo dos linfécitos
TCD4+ (A), T CD8+ (B) e T CD16+ (C) provenientes do esplendcito de animais NaCl, C3, E5CP e
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Figura 14 - Secrecéo de citocinas in vitro. Concentragcéo das citocinas da cultura celular IL-2 (A),
TNF-a (B), IL-17 (C), IL-4 (D) e IL-10 (E) provenientes do sangue periférico de animais NaCl, C3,
ES5CP e E5m apds estimulo do peptideo de E5-HPV16 (LSVSTYTSLILLVL) em 24 e 48 horas. *p <
0,0001; **p < 0.0005.
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6 DISCUSSAO

Recentemente, abordagens vacinais baseadas no gene E5 do HPV16 tém
demonstrado resultados positivos no controle de tumores em modelos pré-clinicos
(Liao et al., 2013; Cordeiro et al., 2015; Paolini et al., 2017). Em trabalhos
anteriores, N0sSso grupo de pesquisa mostrou que a imunizacdo de animais com
epitopos provenientes de sitios identificados como imunogénicos da oncoproteina
E5 de HPV16 foi capaz de adiar a progresséo ou reduzir tumores (Cordeiro et al.,
2015; Paolini et al., 2017).

No presente estudo, desenvolvemos e testamos uma vacina de DNA
(PVAXES5mM) empregando uma combinacéo de epitopos imunogénicos da proteina
E5 arranjados entre sequéncias ligadoras (Bergmann et al., 1996, Dolenc et al.,
1998; Nezafat et al.,, 2014) que aumentam o reconhecimento intracelular e
melhoram a entrega dos peptideos antigénicos. As regides imunogénicas contidas
no oncogene E5 propdem interagdo com moléculas do MHC | (alvo alélico H-2-DP)
e linfocitos T CD8*. Essas regifes foram testadas, e confirmam dados da predi¢cao
de Kumar e colaboradores (2015). Ainda, avaliamos a competéncia de trés
epitopos, e nossos resultados estdo de acordo com o Liao et al. (2013) quanto ao
potencial imunodominante e antitumoral da regido  sobreposta
(LSVSTYTSLILLVL100-141) da proteina E5. Para o nosso conhecimento, é a
primeira vez que o0s outros dois epitopos de E5 sdo avaliados como antigenos-
especificos em analises in vivo e in vitro participando dos arranjos de entrega

para fins vacinais.



65

Para mimetizar o curso normal de infeccdo, o modelo pré-clinico de
camundongos da linhagem C57BL/6 foi escolhido devido ao seu perfil de
uniformidade genética e entdo avaliado apés desafio tumoral com linhagem C3
(Song & Hwang, 2017; Kanodia et al., 2008).0s resultados mostraram que 0
volume tumoral induzido foi menor em animais imunizados com a vacina
pVAXES5m (Figura 3) e maior nos grupos NaCl e C3, e confirmaram dados que E5
pode prover epitopos antitumorais especificos importantes na ativacao de células
T citotoxicas (Liao et al., 2013; Cordeiro et al., 2015).

Os resultados sobre a regressédo tumoral, e a ligeira expressao superior
dos linfécitos T CD8* comparado aos niveis de T CD4* no grupo E5CP, a partir de
linfécitos circulantes no sangue, estdo de acordo com o visto previamente (Paolini
et al.,, 2017). Em nossos resultados, houve expressao levemente superior de
células T CD4* do grupo E5m em relacdo ao grupo E5CP, embora sem
significancia. Porém, os niveis de T CD8* e T CD16* foram significativamente
maiores para E5CP.

A porcentagem de linfécitos T CD4* e CD8* saudaveis em mulheres varia
entre 40.2% e 31.3%, respectivamente (Uppal et al., 2003). Em nossos
resultados, os niveis de T CD4* e T CD8* no sangue e in vitro estdo de acordo
com dados observados em Das et al. (2018), no qual a porcentagem de células
identificadas em sangue de pacientes em estagios avancados da doencga oscilou
entre 25% e 17%, respectivamente. No entanto, o mesmo estudo também aponta

gue os menores niveis de linfécitos sdo encontrados em tecidos tumorais.
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Trabalhos prévios tém relatado o papel estratégico da resposta T CD4* na
inducao da resposta T CD8"* antitumoral, capaz de promover diferenciacao efetora
e a formacgéo de células T de memodria antivirais (Stanley, 2006; Munk-Madsen et
al., 2018). Interessantemente, o mesmo perfil celular é identificado nas
subpopulacdes de linfécitos T infiltradores de tumor em regressao e, sinaliza um
bom progndstico (Patel & Chiplunkar, 2009). Nosso estudo, a partir do sangue
coletado de animais, mostrou que a administracdo da vacina pVAXE5m ativou
células T CD4* e CD8" em niveis significativamente maiores do que 0 grupo
controle NaCl (Figura 10A e B), sugerindo atividade desse conjunto de linfocitos
T na remissdo dos tumores vista nos animais vacinados em comparacdo com 0
grupo controle.

De outra maneira, o grupo C3 foi capaz de ativar significativamente células
T CD4* e CD16* (Figura 10A e C), contudo, assim como no grupo NaCl, ambos
apresentaram maior volume tumoral entre os grupos (Figura 9). Este resultado foi
possivel, visto que o acumulo de linfécitos T anérgicos e imunossupressores ja foi
descrito e pode ser identificado em sangue de pacientes e em infiltrados tumorais
(Schwartz, 2002; Maimela et al., 2019; Maskey et al., 2019; Ohno et al., 2020).
Além disso, a super expressdo de células NK pode levar a competicdo por
citocinas e espago e ativar vias imunossupressoras de células reguladoras
(Bachanova & Miller, 2014). Outra implicagdo comumente encontrada em
ambientes tumorais HPV-positivos € a baixa apresentacdo de antigenos tumorais
via MHC | culminando na menor atuacao dos linfocitos T citotdxicos (CTL) (Song

et al., 2015; Chen et al., 2019).
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A secrecdo das citocinas circulantes no sangue teve perfil polifuncional
Thl, Th2 e Thl7, com os niveis mais elevados obtidos pelos grupos C3, NaCl e
E5CP, semelhante ao visto em pacientes portadores de lesdes de alto grau (Pita-
Lopez et al.,, 2014). Em nossos resultados, os niveis de citocinas Thl e Th2
circulantes foram superiores aos obtidos por Namvar et al. (2020), onde animais
vacinados com os epitopos E5 e E7 (HPV16,18, 31 e 45), administrados
isoladamente ou ndo, apresentaram protecao superior de E7 sobre Eb5.

De outro modo, a maior producdo da IL-2 nos grupos C3 e NaCl (Figura
11A) pode ser uma evidéncia da competicdo por IL-2 entre as células tumorais e
os linfocitos T. A alta demanda por citocinas IL-2, direcionadas a proliferacéo
descontrolada de células tumorais, leva a uma maior producdo, porém, nao
atingindo o fator de crescimento e ativagédo dos linfécitos T (Rangel-Corona et al.,
2010) e implica na interferéncia do crescimento dos tumores na inducdo das
citocinas nos grupos. Em contexto geral, o desequilibrio e a super expressao das
citocinas Thl, Th2 e Thl7 no sangue esta associado ao desenvolvimento e
formas graves do céancer cervical, com modulacdo negativa e desfavoravel aos
grupos C3 e NaCl. No entanto, os niveis de secrecdo mais baixos no sangue,
para 0 mesmo conjunto de citocinas pode ter modulado favoravelmente a
resposta antitumoral observada no grupo E5m (Zhang et al., 2011; Kumari et al.,
2016).

Embora a maioria dos testes hematoldgicos e bioquimicos tenha
apresentado resultados semelhantes para os grupos (Tabela 2), algumas
peculiaridades foram notadas. Os parametros renais de ureia e creatinina foram

inferiores aos valores referenciais de animais saudaveis observados em Schnell



68

et al. (2002). Estudos ja relataram que pacientes portadores do cancer cervical
podem desenvolver complicacbes renais, além de mostrarem alteracbes nos
niveis de ureia e creatinina (Souza et al., 2016; Maguire et al., 2020). Os dados
hepaticos foram analisados pelos testes da fosfatase alcalina (ALP) e
aspartatoaminotransferase (AST) com superioridade identificada frente aos
valores de referéncia. Para Hung e colaboradores (2017), o0 acréscimo nos niveis
de ALP esteve associado a tumores avancados e baixas taxas de sobrevivéncia
em pacientes com cancer coloretal. Da mesma maneira, niveis séricos elevados
da (AST) em pacientes portadores de tumores solidos foram associados a um
desfecho ruim (Wu et al., 2019).

A analise hematoldgica realizada nesse estudo observou o perfil
inflamatorio sistémico, e mostrou valores superiores para 0s neutréfilos e
leucdcitos em todos os grupos quando comparados ao valor de referéncia,
enquanto E5m mostrou o menor valor de plaguetas entre todos os grupos. Além
disso, valores médios de hemoglobina, hematdécrito, leucocitos e MCHC se
mantiveram proximo da normalidade (Schnell et al., 2002) entre 0s grupos
estudados, com excecdo da média superior observada em MCV. Esses dados
mostram a provavel influéncia das células tumorais C3 nessas analises e ndo
necessariamente o uso das vacinas de DNA ou eletroporacao.

O nivel do estresse oxidativo induzido também foi investigado. Embora
todos os grupos tenham respondido ao estimulo in vitro, os resultados mostraram
maior promoc¢do do estresse no grupo C3, com producdo significativa para
espécies reativas de oxigénio (ROS) citosélicas e mitocondriais (Figura 12A e B).

Resultados semelhantes foram observados em Liu et al. (2018) nos quais
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linhagens de células HPV16/18 positivo induziram translocacdo da proteina
nuclear lactato dehidrogenase (LDHA) de forma dependente ao acumulo de ROS,
e possivelmente re-direcionando e facilitando a proliferacdo celular tumoral por
glicolise através do efeito Warburg (Zhu et al., 2018). A elevada taxa de liberacdo
de Ca?* intracelular em animais do grupo C3 (Figura 12D) esta de acordo com
estudos prévios (Rinnerthaler et al., 2014; Ramirez et al., 2018) e propdem que as
oncoproteinas presentes nas células infectadas por HPV provocam um
desbalanco do Ca?* intracelular dependente do ATP, levando a proliferacdo das
células tumorais.

Possivelmente, o conjunto de oncogenes expressos nas células C3 possa
ter influenciado no trafico celular culminando na liberacdo de Ca?*, principalmente,
E5, uma vez que a mesma se encontra ligada estrategicamente as membranas de
organelas citoplasmaticas (Ashrafi et al., 2006; Freitas et al., 2017).
Interessantemente, animais imunizados com E5m ndo apresentaram niveis
significativos de ROS, mas alta liberacdo do Ca?*cito (Figura 12D). Em nossos
resultados, a elevada deteccdo de Ca?'cito em E5m pode ser resultado da
secrecdo de quimiocinas e co-estimuladores com ativacdo positiva dos linfécitos T
citotéxico T CD8*, CD16* e CD4*, contribuindo para regressao tumoral (Feske et
al., 2007).

O experimento in vitro com células esplénicas mimetizou um segundo
encontro desses animais frente ao re-estimulo peptidico de E5 de HPV16. Nesse
ensaio, demonstramos que as vacinas E5m e E5CP ativaram linfocitos T CD4",
CD8* (dado ausente para 48 horas em ESLCP) e CD16* (Figura 13A-C).

Certamente, esse conjunto celular foi o responsavel pela vigilancia imune e
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promocao dos efeitos antitumorais HPV-especificos observados nesses grupos, e
aponta eficiéncia na ligacdo, entrega e reconhecimento dos antigenos vacinais
E5-HPV16 necessarios para o estimulo de resposta imunoldgica (Liu et al., 2000;
Cordeiro, et al., 2015; Van den Bergh et al., 2014; Yang et al., 2015).

Em particular, nosso candidato vacinal pVAXE5m permitiu a ativacdo de
linfécitos T CD8* de forma gradativa e significativa em 48 horas (Figura 13B),
sugerindo relacdo do efeito antitumoral a expressdo dos linfocitos T CD8* apos
terem sido primados por antigenos E5-HPV16. Os dados também confirmaram
que epitopos imunogénicos do E5 do HPV podem burlar o bloqueio das vias do
MHC | e também induzir resposta de linfécitos T CD8* e células T de memdéria
especificas contra o HPV. Bem como, ativar linfocitos T CD4* e T CD16* como
visto nos grupos E5m e E5CP (Liu et al., 2007; Liao et al., 2013; Paolini et al.,
2017).

Assim como visto no sangue circulante, as taxas da expressdo dos
linfécitos T CD4™ in vitro foram mais elevadas para o grupo E5CP, e estaveis para
T CD8* nos grupos E5m e E5CP, com dosagens parecidas em resposta ao
estimulo por peptideo E5 do HPV16, também observado em Paolini et al. (2017).
Esses dados sao importantes, visto que linfécitos T CD4* sdo mais efetivos diante
do estimulo priméario imunogénico que propicie interagbes estaveis entre o
receptor de linfécitos T (TCR) e a molécula co-estimulatéria CD28, resultando na
maior taxa de expansao clonal e origem de células T de memodria re-estimuladas
(Wells et al., 2000). Grande parte dos estudos sobre vacinas terapéuticas tém

como alvo principal as oncoproteinas E6 e E7. Esses antigenos especificos do
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HPV revelam eficiéncia na ativacdo da resposta imune de células estimuladas
pelo perfil Th1 de citocinas (de Oliveira et al., 2015; Yang et al., 2017).

O primeiro estudo clinico de fase Il com vacinas terapéuticas é baseado em
antigenos E6 e E7, e obteve eficacia significativa sobre os placebos, com
resposta significativa também para células T CD8* e producéo de citocinas Thl
em pacientes com neoplasias NIC II/lll (Trimble et al., 2015).

A maior parte dos trabalhos sobre E5 identifica os linfécitos T CD8" e T
CD4* na resolucdo tumoral, como nas estratégias baseadas em adenovirus
recombinante expressando E5 de HPV16 (Liu et al., 2000), vacinas de DNA
(Cordeiro et al., 2015; Paolini et al., 2017), vacina de peptideos (Liao et al., 2013)
e vacina de DNA com oncoproteinas do HPV16 fusionadas (E5/E6/E7) (Diniz &
Ferreira, 2011). Estratégias vacinais baseadas em E5 ainda sdo raras, e juntos
esses dados ratificam o potencial imunogénico do alvo E5 como gerador de
resposta celular.

Embora a marcacao de citocinas intracelulares néo tenha sido realizada, €
provavel que o mesmo conjunto de linfécitos T provenientes dos esplendcitos de
animais do grupo E5m tenha modulado a producéo significativa das citocinas IL-2
e TNF-a (Figura 14A e B), com sucesso na dosagem das citocinas do perfil Thl,
Th2 e Thl7. Ativacdo Thl é importante, uma vez que estudos apontam o perfil
Thl de citocinas na promocdo da chamada resposta imune mediada por células,
moduladora do controle da infec¢do viral e resposta citotoxica contra o tumor
(Bagarazzi et al.,, 2012). Além disso, 0 balango entre essas citocinas parece
estagio-associado com a gravidade das lesbes e determina os caminhos da

resposta imune celular no hospedeiro (Lin et al., 2020).
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Em um contexto geral, nossos resultados para os grupos NaCl e C3
mostraram ativacao do perfil Thl superior a encontrada por Grgnevik et al. (2005),
a partir da combinacédo entre EP e inoculacdo de DNA, ou EP e inoculacédo de
solucéo soro salina. Porém, a ativacdo ocorreu em doses inferiores as do grupo
E5m e E5CP. Provavelmente, a presenca dos tumores e a eletroporacdo pode
estar ligada ao painel de ativacdo linfocitaria assim como a modulacdo de
citocinas nos grupos NaCl e C3. Nossa vacina pVAXES5m induziu citocinas pro-
inflamatoérias do perfil Thl em niveis maiores aos demais grupos, e
significativamente superior a vacina pVAXE5CP em 48 horas (Figura 14B), muito
provavelmente, estas citocinas tiveram implicacdo no desfecho da remissao
tumoral.

Em outro dado importante, as taxas de linfécitos T CD16* do tipo NK foram
detectadas no sangue e in vitro em niveis estaveis apds estimulo antigeno-
especifico de E5 do HPV16, e confirma a correta entrega dos peptideos via
células especializadas em apoptose de células tumorais (Bachanova & Miller,
2014; Barbarin et al., 2017; Abel, 2018). Além disso, a deteccdo de alta
concentracdo de TNF-a (Figura 14B) diante do estimulo do esplendcito pode
estar relacionado aos niveis significativos de linfécitos T CD16* no grupo E5m
(Figura 13C) (Renoux et al., 2011).

A secrecao in vitro das interleucinas IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17, perfis Th2 e
Th1l7, respectivamente, mostraram aumento significativo nos grupos E5m e
E5CP. Esses dados diferem do observado no plasma de pacientes com lesdes
cervicais de baixo grau (CIN 1), onde a secrecdo das mesmas citocinas

apresentou niveis inferiores e parecidos entre si (Pita-Lopez et al., 2014). Na
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maior parte dos estudos sobre a dosagem de citocinas em pacientes portadores
de tumores, fica evidente que o desbalanco entre os perfis Thl, Th2 e Thl7 é
prejudicial ao desfecho clinico (Romagnani, 1999; Xu et al., 2014; Lin et al., 2020).
Ademais, vacinas imuterapéuticas necessitam sinalizar, via receptores T, a
ativacdo das citocinas proé-inflamatorias do perfil Thl como forma de inducédo da
resposta celular de carater citotoxico (Aoshi et al., 2011; Otter et al., 2019).

Para nosso conhecimento, o presente trabalho foi o primeiro a analisar
desde parametros hematolégicos e bioquimicos, estresse oxidativo celular, até o
panorama imunoldgico da secrecdo de importantes mediadores quimicos como as
citocinas. Todos esses dados avaliaram a candidata vacinal pVAXE5m baseada
em epitopos imunogénicos especificos contra o cancer cervical induzido por
HPV16. Neste trabalho, mostramos que animais tratados com a vacina pVAXE5m
apresentaram os menores tumores frente aos demais grupos investigados.

A ativacdo de linfécitos T citotoxicos CD8*, CD16* e CD8* foi detectado
conjuntamente a secrecao do perfil de citocinas Thl, em equilibrio com o perfil
Th2 e Thl7, e baixos indices de estresse oxidativo e danos toxicologicos. Esses
dados contribuem para o melhor entendimento e caracterizagcdo da resposta a
antigenos especificos do cancer cervical, e colabora para o aprimoramento das
estratégias vacinais contra tumores induzidos por HPV16. Porém, mais estudos
na area, abrangendo a resposta imunoldgica necessitam ser realizado tendo

como antigeno alvo a oncoproteinas E5.
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7 CONCLUSOES

O desenvolvimento de uma estratégia imunoldgica para uso associado a
outras abordagens de tratamento ou ndo, € de extrema importancia e muito
aguardada. Os resultados aqui apresentados contribuem com informacao, e
demonstram que o uso de vacinas de DNA baseada em epitopos da oncoproteina
E5 é capaz de elicitar a resposta de linfocitos T citotoxicos.

Essa mesma construcdo também se mostrou eficiente em secretar
citocinas do perfil Thl, essencial para ativacdo, maturacdo, expansao clonal e
formacdo de linfocitos de memdria contra tumores HPV16 positivos. A proposta
de vacina de DNA pVAXESm, testada frente animais desafiados com células
tumorais C3 mimetizadoras do cancer humano induzido por HPV16 obteve
resultados favoraveis quando comparados ao da oncoproteina selvagem E5 do
HPV 16.

No entanto, esses sdo resultados prévios em modelo pré-clinico, e mais
estudos sdo necessarios para avaliacdo do perfil imunologico. Por exemplo, a
avaliacdo da ativacdo ou supressao da via inflamatéria via NF-kB, de modo a
corroborar e ampliar o entendimento sobre os resultados aqui apresentados.
Ademais, a vacina pVAXESm poderd ser estudada em novas formas de
abordagens, visando melhorias na entrega e manutencdo dos efeitos favoraveis

observados nas vacinas terapéuticas como imunoterapia para o cancer cervical.
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Current research into novel therapeutic vaccines against cervical cancer
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1. Introduction

Spontaneos regresion of tumaors has been attdbued o a
reactivation of immune response mechanisms, which some of
them afe not necesarly specific against tumeor celle In fact, this
regrgon can be elicited by the deferdive reaction resulting
from the presence of unconelated pathogens, such as virusss,
Ibacteria, fungl, and protozoa. Someof the firt antHumeor immu-
nothempeutic aftempts wee based on non-specific immunasth-
milatory a pproaches (1] from whic h the conoept of therapeutic
vaccins was developed.

Vaccines ane developed as preventive measures. Primarily,
vaccines ate immunity inductons by ether humoral ar celiular
ways Ther rode is to prepare the immune system 1o attack
pathogens before astablishing a productive infection o
anothes health menace. The protective offact, therefare,
depends on the adeguate production of highly specific new-
tralizing antibodies o activation of spedalized cdls to
immediate recognition and attack to infected cells. However,
deferie against immune-svasive vinses, such as high-rid
hwuman papillomaviruse [HPVL, of against epidermal’ mucosal
temors, 35 observed in HPY-related genital wans, redis on
both a strong cytolytic response of COB+ lymphocytes [2] as
well as a specific and long-temm CD4+ helper lymphooytes
response (3] Despite the fact that anti-HPY prophylactic vac-
cines can provide a dgnificant impact on cervical canoer

imcidence (4] control measures againdt high-diseminated
HPVs still require therapeutic alternatives Therapeutic vac-
cimes, swch a5 DNA and FNA-based vaccine through genetic
manipulation and synthetic long peptides, allowed 1o design
immunostimulatory strategies against virus-infected and for
temaor cells antigens. Gene therapy appears to be one of the
mast promidng tools to induce strong effective immune
respanies and, thersfare, this review will be fooused on DNA
vaccine immunatherapy. Briefly, this approach consists of in
wive transfection of antigenexprassing recombinant plasmids
of viral vectors inte key recognition cells namely local denr
dritic cells (major therapy target), of even musde cells |croms-
primingl. aliowing activation pathways of cytolytic and helper
T cells resporses. Consequently, choosing the appropriate
antigen to be encodad into a ONA vacdne is the mast impor-
tant determinant of 3 succssful approach. Other key faatures
of 4 genetic vaccine are the level of antigen expresion in the
target call, its post-trans ational processing, and its effective
Ibinding to lymphecyte cell family receptors. Furthermons, the
immune reponse is modulated against tumer calls of even
oncogenic vins host cells at a level of specificity and efficacy
still rarely achisved.

Thefapeu tic vaccine research is growing up for the need of
innovative approaches toward anti-tuman therapy in onder to
improve the standard therapy protocols in clinical practice.
Suwrgery, radio- and chemaotherapy have no satidfactony effect

CONTACT Mldo Veret (53 ke vernt g Fugone it () HPV-LIAE LOED Tuoe imemunclogy and Immenedempy, Reging Elena Natioral Cancer Insiie, Bome, Faly

Tz guthon cormiboed equaly B Sis wodl

94

APENDICE A: COLABORACAO EM PUBLICACAO DE ARTIGO DE REVISAO.
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APENDICE C: ISOLAMENTO E CULTURA DE CELULAS DO BACO.
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APENDICE D: AVALIACAO DO SANGUE PERIFERICO.
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ANEXO A: TERMO ADITIVO DO CEUA 99/2016.
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Recife, 10022018
A Coordenac3o da Comiss3o de Etica no Uso de Animais

Assunto: Solictagio de Termo Aditive do Projeto CEUA n° 992018, Adequacio do
Métndo de indugao de morte & Extragio de Materiais Biologicos.

Wirnos por meio deste, EdluuaEHErﬁaudupnzudevﬂldade do CEUA n® 2902016
ntfulade “Desenvolvimento de esfratégias vacinais contra papilomavirus de
relevancia humana e wveterinaria baseadas em antigenos recombinantes, vetor
vacinal ¥vivo e imunizagao genetica”, pelas razdes discriminadas abamo.

Devido a problemas tecnicos inerentes a qualquer pesquisa centifica e associado a
wn desembolso financeinn fragmentado & com ataso (o projeto foi promogado para
novembro de 20201 n3o foi possivel cumprir o cronograma micalmente proposto para a
utlizagao dos animais requenidos. Com isso, solicitamos a extensao do prazo de validade
do referido CEUA pelo periodo de 12 meses para realizagdo dos experimentos acordados

Mo projeto inicial, solicitamos o quantitativo de 50 animais {camundongos femeas
CETBL/E) para o desenvolvimento do projeto. Deste nimero, 25 animais ja foram pedidos
para julho, no entanto, devido a um equVoCco quanto a0 sexo dos animais de Bmea por
macho, o experimento teve que ser adado para outubro. Os outros 25 animais serao
devidamente agendados para utlizagie no 1% semestre de 2020,

Aem disso, faz-se necessano a adequagao do método de indugdo de morte onde
as substancias, dose e via serao: 115 mgKg do peso do camundongo de Cloridrato de
cetaming 10% + 10mglyg do peso do camundongo de Clondrato de alazinag 2%, via
miramuscular. E a modificagio do metode de exragdo de materiais biclogicos que
passard a ser realzado via pungdo candiaca, WMa VeI que, PAME ProsSeguir com o
trabalho havera a necessidade de grande quantidade do matenal sanguineo.

Mestes termos, pede-se deferimento no nbwto de garantr o cumprimenio dos objetivos
micialmente proposios pelo projetos aprovsdo,
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