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Resumo 

 

O câncer do colo do útero tem como o principal agente etiológico o 
Papilomavírus Humano (HPV), envolvido em lesões benignas cutâneas e de 
mucosas. Alguns HPVs apresentam potencial carcinogênico e as lesões associadas 
podem evoluir para o câncer. Atualmente estão disponíveis três vacinas profiláticas 
aprovadas e comercializadas, e embora contemplem diversos tipos virais, não são 
capazes de tratar tumores existentes ou que possam vir a se desenvolver em 
pacientes já infectados. O presente projeto buscou desenvolver estratégia 
terapêutica para o câncer do colo do útero baseado em vacina de DNA contendo 
epítopos da oncoproteína E5 do HPV16. Os epítopos de E5 adicionados à estratégia 
são capazes de induzir a resposta imune celular com perfil de células T citotóxicas. 
E5 é expressa nas fases iniciais da infecção, tornando-a atrativa para terapias 
vacinais que visam às fases iniciais da transformação tumoral. Para tal, avaliamos in 
vivo a expressão dos respectivos antígenos e in vitro a partir de esplenócitos dos 
camundongos imunizados. A resposta imune avaliada em camundongos 
previamente desafiados com células tumorais C3, mostrou ativação 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 níveis toxicológicos investigados demonstraram em modelo animal a 
capacidade da vacina proposta em ativar células T citotóxicas e citocinas Th1, Th2 e 
Th17 em níveis de secreção equilibrados.  
 

Palavras-chave: Imunoterapia; câncer do colo do útero; vacina de DNA; 

oncoproteína 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 
(pVAXE5m). 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 Th1, Th2 and Th17 cytokines at balanced levels of secretion. 
 

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

O câncer do colo do útero é considerado um grave problema de saúde 

pública e apresenta forte crescimento em seu número de casos por ano, com 70% 

dos casos diagnosticados encontrados em regiões 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 Saúde do Brasil, que institui a Política Nacional 

para a Prevenção e Controle do Câncer e visa promover ações de prevenção, 

detecção precoce, tratamento oportuno e cuidados paliativos. Tendo como 

principal agente etiológico do câncer do colo do útero o Papilomavírus Humano 

(HPV), atualmente estão disponíveis apenas três vacinas profiláticas baseadas 

em partículas semelhantes ao vírus. Portanto, é evidente a necessidade de 

abordagens profiláticas e terapêuticas, haja vista que as atuais vacinas não 

fornecem tratamento capaz de combater lesões já estabelecidas, e não 

contemplam os diversos tipos de HPVs de alto risco oncogênico. 

Trabalhos recentes vêm explorando o potencial da oncoproteína E5 do 

HPV e assinalaram atividade antitumoral em lesões pré-malignas, e torna este 

alvo terapêutico objeto de estudo em ascendência. Assim, a proposta vacinal 

representada por oncogenes têm funções terapêutica para estágios precoces do 

câncer cervical, e pode elicitar resposta imune celular capaz de impedir a 

progressão maligna desses tumores. 

Nesse contexto, vacinas de DNA têm emergido como estratégia para 

imunoterapia contra o câncer, e apresentam características como estabilidade, 

segurança e reprodutibilidade. O presente trabalho busca explorar o uso de 

epítopos da oncoproteína E5 do HPV16 organizados entre epítopos auxiliadores 
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da entrega de antígenos intracelulares via MHC I. Dessa forma, nossa abordagem 

para o tratamento das lesões e tumores do colo do útero induzido pelo HPV16 

também visa eficácia antitumoral aliada a baixo custo de produção. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 A história do câncer 

 O câncer está presente na história da humanidade desde a Pré-história e a 

Antiguidade, com a datação mais antiga descoberta em Hominidae que viveu há 

1,7 milhões de anos (Chene et al., 2016). Trata-se do osteoma osteóide benigno, 

descrito em hominídeo 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 ítalo-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 

diagnóstico oncoginecológico realizado em mulher, identificado como tumor 

ovariano maligno, que mais tarde, após reavaliação histológica foi reclassificado 

como cistadenoma ovariano benigno (Nun & Tapp, 2000).  Além do exemplar 

citado anteriormente, outras 39 neoplasias foram identificadas em múmias do 

Egito antigo, o que pode sugerir o câncer como uma doença mais comum do que 

o esperado nesses povos (Veiga, 2009).  

Na Inglaterra, a prevalência do câncer entre britânicos antes da 

industrialização (entre os séculos 6 a 16), foi observada a partir de 143 

esqueletos, e aponta a estimativa de 9 a 14% da presença do câncer na antiga 

população, ainda inferior a prevalência moderna do câncer no final de vida dos 

britânicos, com valores entre 40 e 50% (Mitchell et al., 2021). Embora haja 

limitações para a identificação dos tipos de cânceres mais comuns em tempos 
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remotos, o avanço da tecnologia diagnóstica tem fomentado novas descobertas 

relacionadas ao câncer e o homem moderno (Chene et al., 2016).  

Atualmente, a teoria do acúmulo de mutações é aceita como a principal 

forma de origem do câncer (Ewald, 2018). Entretanto, muitas pesquisas foram 

necessárias para o estabelecimento etiológico do câncer, como a realizada pelo 

médico e pesquisador alemão Dr. Karl Heinrich Bauer (1890-1978).  

Bauer observou e documentou em sua monografia o desenvolvimento do 

câncer frente a agentes químicos e energias radiantes, e pode ter sido um dos 

primeiros a propor a teoria da mutação como fator carcinogênico (Bauer, 1943). 

Além dessa contribuição, nos primórdios da área da oncologia, Bauer publicou em 

1949, o livro Das Krebsproblem, considerado um marco na pesquisa sobre o 

câncer na Alemanha.  

Outra referência nos estudos de cancerologia, Dr. Leonell C. Strong (1894-

1982), biólogo e geneticista estadunidense, é conhecido pelo desenvolvimento de 

diversas linhagens de camundongos consanguíneos (Strong, 1976). Entre tais, 

está presente a linhagem endogâmica C3H, na qual, camundongos fêmeas 

originam espontaneamente carcinoma de mama. Dessa forma, fornecendo meios 

para ascensão dos patamares da investigação tumoral (Strong, 1935; Strong, 

1942). Ambos produziram trabalhos importantes em suas áreas, pertinentes a 

genética, etiologia, prevenção e tratamento do câncer, e embora tenham sido 

indicados ao prêmio Nobel, não obtiveram o título (Hansson et al., 2021).  
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2.2 O Câncer do colo do útero 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 

biópsias de câncer cervical de pacientes alemãs foram hibridizadas fortemente. 

Neste mesmo estudo, o Brasil apresentou 34,8% de hibridização (Durst et al., 

1983; Zur Hausen, 2009). No ano seguinte, foi publicada a descoberta de um 

novo tipo de papilomavírus, o HPV18, também encontrado em biópsias tumorais e 

linhagens de células derivadas do câncer cervical (Boshart et al., 1984). Dessa 

forma, a partir dos anos 70, o HPV foi associado e estabelecido como provável 

fator etiológico no desenvolvimento do câncer do colo do útero (Jenkins, 2020).  

Atualmente são descritos mais de 200 tipos de HPVs, e estão presentes 

nessa classificação os tipos 16 e 18 como HPVhr (Chen et al., 2018). Os HPVs do 

tipo 16 e 18 são reconhecidos como os principais agentes virais responsáveis por 

cerca de 70% de todos os tumores e lesões pré-cânceres no colo do útero. Em 

Sundström e Dillner (2020), o HPV16 foi detectado em 85,3% das amostras do 

câncer cervical invasivo. Devido ao fato de ser comumente detectado em lesões 

de alto grau, o genótipo de HPV16 é considerado de alto risco, e responsável por 

mais de 80% dos casos de câncer cervical em todo mundo (Bravo et al., 2010; Li 

et al., 2011; Crosbie et al., 2013; WHO, 2019).  

A infecção por HPV ocorre usualmente pelas relações sexuais, e na maior 

parte dos organismos é resolvida ou controlada pelo sistema imune em até 24 

meses, e pode levar anos, ou décadas, para a manifestação clínica. Entretanto, 
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uma pequena parcela da população portadora da infecção persistente avança 

para as formas mais graves da doença (Bodily & Laimins, 2011; Sanjosé et al., 

2018).  

Nas últimas décadas, o entendimento sobre a biologia molecular envolvida 

no processo da carcinogênese aumentou, e com isso o aprofundamento da 

ciência sobre as interações biológicas necessárias para o desdobramento 

tumoral, como a atuação dos oncogenes virais na modulação das células do 

hospedeiro e interferências exercidas nas vias supressoras tumorais. A evolução 

no campo da epidemiologia, das tecnologias aplicadas às áreas da citologia e 

diagnósticos moleculares, permitiu que há mais de 30 anos, a infecção por HPVhr 

fosse admitida como causa etiológica do câncer do colo do útero. Em 

consequência de suas contribuições nessas descobertas, o Dr. Harald Zur 

Hausen recebeu o prêmio 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 câncer do colo do útero 

Dados da Organização Mundial da Saúde (World Health Organization - 

WHO) revelam que 9.6 milhões de pessoas faleceram de câncer no ano de 2018. 

Desse total, 3.3% foram devidos ao câncer do colo do útero, que está entre os 

principais tipos de câncer diagnosticados no mundo e ocupa o quarto lugar no 

ranking de prevalência entre as mulheres, com 310000 mortes em 2018 (WHO, 

2019). Nas Américas, esse câncer é a segunda principal causa de morte em 

mulheres (PAHO, 2018). Além disso, o câncer do colo do útero ocupou a segunda 

causa de morte devido ao câncer no mundo no ano de 2018, para mulheres com 
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idade entre 15 a 44 anos (ICO, 2019). Estimativas apontam incidência de 16.590 

casos, equivalente a 7.4% de cânceres em mulheres no Brasil para cada ano do 

triênio 2020-2022 (INCA, 2020) (Figura 1). Hoje, está em curso o projeto “A 

Global Strategy for elimination of Cervical Cancer” proposto em 2018 pelo diretor 

geral da WHO, que visa à aceleração da eliminação do câncer do colo do útero 

até o ano de 2030 (Canfell, 2019). Além disso, a Portaria (N° 874, de 16 de Maio 

de 2013) do Ministério da Saúde do Brasil, institui a Política Nacional para a 

Prevenção e Controle do Câncer e visa promover ações de prevenção, detecção 

precoce, tratamento oportuno e cuidados paliativos. 

Atualmente, para a proteção contra a infecção pelo HPV, estão 

disponíveis três vacinas profiláticas 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 Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), e foram aprovadas para 

comercialização no Brasil, indicadas à 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 adição dos tipos 31, 33, 45, 52 e 58 do HPV (ANVISA, 2017; 

Joura et al., 2015). As três vacinas atuam na prevenção contra infecções 

persistentes e lesões pré-malignas ano-genitais, que englobam o colo de útero, 

vulva, vagina e ânus. Entretanto, somente as vacinas que contemplam os tipos 

virais 6 e 11 são comprovadamente capazes de prevenir contra as 

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

2007). 

 

Figura 1: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer. O esquema aponta a incidência 
estimada em porcentagem e os números de casos para os principais tipos de câncer e a sua 

distribuição por sexo previsto para o ano de 2020 no Brasil. (Fonte: INCA, 2020). 

 

 

 

2.4 Biologia do HPV 

2.4.1 Organização genômica do papilomavírus 

O HPV pertence à família Papillomaviridae, o seu material genético é 

formado por DNA em dupla fita, que se apresenta na forma epissomal de 8 Kb, de 

estrutura viral não envelopada, em conformação icosaédrica, com diâmetro 

aproximado em 50-55 nm (Estêvão et al., 2019).  O genoma do HPV está 

segmentado em três regiões: a região de expressão precoce (E ou early) codifica 

as proteínas (E1, E2, E4, E5, E6, E7, E8) com funções no tecido epitelial 

infectado; a região de expressão tardia (L ou late) codifica proteínas L1 e L2, que 

formarão o capsídeo viral; e a região reguladora (LCR ou long control region) 

responsável pela replicação e transcrição do genoma viral (Graham, 2017). 
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Figura 2: Representação do genoma circular do HPV e VLP. A) O genoma do HPV 16 contém 
organização similar para os diferentes tipos de genomas virais. Genes tardios (L), Genes precoces 
(E), Região regulatória (LCR), Regiões promotoras (P97, P670, PE8), Regiões de poliadenilação 

(pAE-pALs), ORFs (Open read frames ou quadros abertos de leitura) em arcos coloridos. B) 
Imagem de Microscopia eletrônica criogênica (CryoEM) de uma partícula semelhante ao vírus 

(virus-like particle ou VLP) do HPV16 (adaptado de Zhang et al., 2016; Graham, 2017). 

 

 

 

A proteína L1 é a principal formadora do capsídeo viral e seus pentâmeros 

estão organizados em 72 capsômeros (Wang et al., 2020). A associação desses 

capsômeros ocasiona as chamadas partículas semelhantes a vírus (virus-like 

particles ou VLPs), e atualmente são utilizadas nas estratégias vacinais 

profiláticas disponíveis no Brasil (Zhang et al., 2016; Guevara et al., 2019) (Figura 

2). A proteína L2, embora pouco imunogênica, contém epítopos conservados 

entre os diversos HPVs de alto risco. A porção N-terminal está voltada para a 

camada externa ao capsídeo enquanto a porção C-terminal encontra-se ligada ao 

genoma viral, exercendo funções de ancoragem na etapa de infecção (Boxus et 

al., 2016). 
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2.4.2 A replicação do papilomavírus  

 Os papilomavírus (PVs) possuem tropismo celular, e, para a manutenção 

da replicação do seu material genômico, assim como a liberação dos vírions, o 

ciclo de infecção viral evoluiu de maneira interligada aos processos de 

diferenciação natural dos queratinócitos, que também é realizado de forma 

assintomática (Doorbar, 2016). A proteína L1 do HPV atua no primeiro passo da 

infecção, na interação vírus e célula hospedeira, uma vez que sua porção 

superficial interfere no estabelecimento da infecção (Mistry et al., 2008).  

A entrada do vírus e o seu estabelecimento na camada basal do epitélio 

cervical ocorrem por meio do reconhecimento da proteína L1 ao receptor celular 

de proteoglicanas de heparan sulfato (Heparan sulfate proteoglycans ou HSPG) 

presente na matriz extracelular (MEC). Após a etapa da ligação ao receptor, o 

material genético será encaminhado ao núcleo celular e durante esse processo os 

vírions terão o capsídeo viral desmontado, a partir do chamado escape 

endossomal (Horvath et al., 2010).  

No primeiro momento, as proteínas E1 e E2 são expressas para a 

manutenção do DNA viral, e baixos números de cópias epissomais serão 

replicados, onde cada célula infectada produzirá entre 50-100 cópias genômicas 

epissomais (Tsakogiannis et al., 2015). A proteína E2 atua como fator de 

transcrição e permite que E1 reconheça a sequência LCR viral, E1 por sua vez, 

desempenha ação da enzima helicase, permitindo o acesso à maquinaria de 

replicação viral (Chojnacki & Melendy, 2018). Os promotores para expressão das 

proteínas E6 e E7 são ativados conforme ocorre diferenciação dos queratinócitos 

basais, e tornam a fase inicial da infecção mais propícia, uma vez que ambas as 



25 

 

 

 

proteínas interferem no ciclo celular normal e induzem ao disparo da atividade da 

proteína viral E2 (Moody, 2017). Embora tenham sido consideradas 

evolutivamente proteínas acessórias, as proteínas E4, E5, E6 e E7, 

desempenham papéis importantes no ciclo dos HPVs (McBride, 2017).  

A oncoproteína E5 irá agir de forma sinérgica com as oncoproteínas E6 e 

E7, promovendo a progressão da malignização celular. Por interferir no tráfego 

intracelular de peptídeos, através da mudança 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 proteína MAPK (mitogen-activated protein 

kinase) que atua no ciclo celular (Graham, 2017; Cordeiro et al., 2018).  

Após a diferenciação do epitélio, a expressão gênica de L1, na maior parte 

dos HPVs procede à liberação da proteína estrutural L2, e seguirá para a 

montagem dos capsídeos virais e liberação dos vírions, 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 vírus HPV. Representação da diferenciação dos queratinócitos infectados pelo 
HPV e liberação dos vírions. (Adaptado de Cordeiro et al., 2018). 

 

 

 

 

2.5 Carcinogênese do câncer do colo do útero 

Durante a infecção crônica, há a produção dos vírions do HPV (Doorbar et 

al., 2016). Diferentemente, a infecção persistente associada aos HPVs de alto 

risco (high-risk HPV ou HPVhr) poderá evoluir para um perfil de malignização 

celular quando presente mutações ao genoma do hospedeiro, sem a liberação 

das partículas virais infectantes (Schiffman et al., 2016). A integração 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 expressão das oncoproteínas E6 e E7 e compromete a replicação 

do vírus (Tsakogiannis et al., 2015). 
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A função carcinogênica provocada por HPVhr é correspondente à 

expressão dos oncogenes E5, E6 e E7 que conferem às células crescimento 

descontrolado, inibição da apoptose e imortalidade, condições essenciais para a 

transformação maligna das células e progressão da carcinogênese (Zur Hausen, 

1996; Boulet et al., 2007). Os oncogenes E6 e E7 são integrados ao DNA do 

hospedeiro, o mRNA e suas respectivas proteínas, são altamente expressas em 

células tumorais diagnosticadas HPVs positivas (Fan & Shen, 2018; Hoppe-Seyler 

et al., 2018; Derbie et al., 2020).  

A interferência no controle celular via oncoproteína E6, ocorre devido a sua 

interação com proteínas do sistema ubiquitina ligase (E6AP), juntas, irão ligar-se 

ao supressor tumoral p53, levando a degradação proteolítica do supressor e, por 

fim, desencadeando alterações no ciclo celular (Hoppe-Seyler et al., 2018). 

Entretanto, toda regulação precisamente envolvida na montagem, ainda não está 

totalmente esclarecida. Li e colaboradores (2019) averiguaram que a degradação 

da proteína p53 acontece após a ubiquitinação da oncoproteína E6, e essa última 

somente seria marcada após chegada da proteína p53 ao complexo, mostrando 

que separadamente E6 e E6AP seriam incapazes de se ligarem ao supressor 

apoptótico.  

Outra aliada no processo celular oncogênico é a oncoproteína E7, 

reguladora negativa da proteína do retinoblastoma (pRb), conhecida por promover 

a degradação proteossomal de pRb e causar o rompimento do ciclo celular 

normal (Giarrè et al., 2001). A proliferação celular que E7 exerce em células 

tumorais HPV-positivo é possível através da degradação da pRb, que age como 

repressor da transcrição do fator de transcrição E2F na fase G1 (Litwin et al., 
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2017). Uma vez livre do seu supressor pRb, E2F estará ativo e auxiliará na 

síntese dos genes envolvidos na progressão celular descontrolada (Wu et al., 

1993; Oh et al., 2010a).  

 

2.6 Atividades oncogênicas de E5 do HPV 

 A oncoproteína E5 atua nas fases iniciais da transformação dos 

queratinócitos e pode auxiliar no processo da malignização das lesões cervicais 

(Liao et al., 2013; Paolini et al., 2017). De tamanho pequeno, seus 83 

aminoácidos apresentam interações de caráter hidrofóbico elevado. Por esta 

constituição, sua detecção é dificultada, por vezes realizada via técnica de reação 

em cadeia de polimerase quantitativa (qPCR) (Venuti et al., 2011). A proteína E5 

super expressa, encontrada nas células infectadas dos queratinócitos, localiza-se 

na região transmembranar do reticulo endoplasmático (RE) ligada a partir da sua 

região C-terminal, implicando em alvos moduladores das bombas de prótons, e 

consequentemente, interferindo no pH homeostático da célula (Disbrow et al., 

2005).  

Estudos prévios determinaram a interação da proteína E5 com a 

subunidade 16 kDa da H+-ATPase vacuolar, importante enzima responsável pela 

acidificação dos compartimentos internos de organelas (Rodríguez et al., 2000; 

Briggs et al., 2001; Lee et al., 2004). Em menores níveis de produção proteica, E5 

também pode ser detectada no aparato de Golgi, endossomos primários e RE 

(Venuti et al., 2011). Recentemente, a atividade viroporina tem sido atribuída à 

E5, na qual muitos patógenos virais sintetizam proteínas que atuam no canal 
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iônico, e conduzem um pH mais propício para replicação viral (Müller et al., 2015; 

Nieto-Torres et al., 2015). 

Esses dados sugerem que um dos efeitos da expressão do oncogene E5 

nas células seja a regulação negativa da resposta imunológica via complexo 

principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex ou MHC) do 

tipo I. A alcalinização das organelas promovida por E5 alteraria a sinalização e o 

processamento intracelular suprimindo a apresentação de antígenos via MHC I 

(Schapiro et al., 2000; Ashrafi et al., 2005).  

Além disso, o oncogene E5 do papilomavírus bovino (BPV) é capaz de se 

ligar ao receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived 

growth fator β receptor ou PDGFβ-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 ativação, o que contribui para a 

progressão neoplásica celular (DiMaio & Mattoon, 2001; Campo et al., 2010).  

Importantemente, a expressão de E5 do HPV desencadeará a inibição da 

apoptose, passo importante para imortalização das células tumorais (Kim et al., 

2010; DiMaio & Petti, 2013). Em Oh et al. (2010b) observou-se que a proteína E5 

do HPV16 é capaz de modular negativamente a apoptose induzida por peróxido 

de hidrogênio, isso ocorre devido ao estimulo exercido por E5 para ubiquitinação 

e degradação de proteínas envolvidas na via pro-apoptótica Bax. Por essas 

características, nos últimos anos, a oncoproteína E5 tem se destacado como alvo 

terapêutico. 
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2.7 Resposta imune ao HPV 

A resposta imune inata representa a primeira barreira a ser ultrapassada 

pelo vírus. Na linha de frente da defesa imunológica, participam as células 

dendríticas, interferons (IFN), citocinas, além dos neutrófilos, macrófagos e 

células NK (natural killer). Como ocorre na maior parte das infecções por vírus de 

DNA, os HPVs possuem elementos genéticos que alteram a resposta inata, e 

podem levar ao bloqueio ou inibição da produção de interferons, citocinas ou a 

sinalização de receptores celulares (Mariani & Venuti, 2011).  

Após adentrar a célula do hospedeiro, o HPV produz e libera os capsídeos 

infectantes, devido a habilidade dos queratinócitos infectados em escapar à 

imunovigilância realizada por células do sistema imune. O ciclo viral curto, próprio 

dos queratinócitos que se diferenciam rapidamente, favorece a resistência. Ainda, 

o ciclo lisogênico do HPV impede o processo inflamatório gerador da resposta 

imunológica (Westrich et al., 2017).  

Em um panorama favorável ao organismo hospedeiro, uma vez iniciada a 

replicação do vírus, o DNA viral do HPV16 ativará a sinalização celular por meio 

da proteína nuclear ausente em melanoma 2 (AIM2), caspase-1, interleucinas (IL-

1β), IFN-γ e proteína induzível 16 (IFI16). Todas essas moléculas são sensíveis a 

presença de DNA exógeno dentro da célula, e contribuem para o processo natural 

de resolução da infecção viral. Esse perfil de ativação é comumente encontrado 

em lesões e queratinócitos infectados por HPV16 (Mariani & Venuti, 2011; 

Reinholz et al., 2013; Westrich et al., 2017).  

Por outro lado, a manutenção das formas epissomais e replicações do 

genoma do HPV, sob o comando dos genes E1 e E2, permite a expressão 
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estratégica dos genes E5, E6 e E7. Nessas condições, os baixos índices da 

expressão gênica dos oncogenes dribla vias importantes e responsáveis pela 

ativação da resposta inata. As características mitigadoras dos HPVs de alto risco, 

como o tipo 16 e 18, são também necessárias para a evolução, persistência viral 

e condução à tumorigênese (Lo Cigno et al., 2020).  

Ainda no início do contato entre o vírus e o seu hospedeiro, a cascata de 

sinalização envolvendo o IFN, o receptor da superfície celular Janus quinase 

(JAK), e posteriormente, as proteínas transdutoras de sinal e ativadoras de 

transcrição (STAT 1 e 2) irão promover o controle da infecção viral a partir da 

resposta inata. Todavia, a supressão da via JAK ocorre pela expressão do 

oncogene E6, capaz de inibir moléculas sinalizadoras de IFN α e β, como as 

proteínas STAT 1 e 2, importantes ativadoras da via de sinalização de 

fosforilação. As modificações de E6 incluem o bloqueio da expressão de genes 

ativados por indução dos IFNs, indubitavelmente, as cascatas ligadas à resposta 

inata são alvos iniciais das oncoproteínas do HPV (Hong et al., 2011; Wu et al., 

2020).  

O HPV16 regula negativamente a expressão dos genes da via NF-kB e 

favorece o estabelecimento da infecção viral. A regulação positiva dos genes 

responsivos à via NF-kB causa o quadro de inflamação crônica, propício para o 

desenvolvimento das neoplasias como o câncer cervical (Nees et al., 2001; 

Tilborghs et al., 2017). Em estudo de Silva e colaboradores (2020), há evidências 

da oncoproteína E5 do HPV31 atuando na hiperativação da via NF-kB, diferindo 

da ação supressora dos oncogenes E6 e E7 sobre a via.  
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A expressão do gene E7 também interfere na regulação negativa do fator 

regulador de interferon (Interferon regulatory factor ou IRF). Além disso, a 

produção da oncoproteína E5 nas fases iniciais da infecção também auxilia o 

escape ao sistema imune do hospedeiro, por meio da inibição da produção das 

proteínas do MHC I, importante sinalizador na superfície das células infectadas 

(Um et al., 2002). 

Assim, a expressão das proteínas do HPV16, tanto na diferenciação de 

queratinócitos quanto nas fases da progressão tumoral, também são processos 

ligados diretamente a resistência e função imunológica do hospedeiro que, por 

sua vez, poderão refletir no surgimento ou não da doença (Lo Cigno et al., 2020). 

 

2.8 Resposta imunológica ao câncer cervical 

2.8.1 O papel das citocinas do perfil Th1 

As citocinas são parte importante na regulação do sistema imunológico. O 

sinal fornecido por essas moléculas distingue a resposta imunológica quanto ao 

nível e duração da ativação necessária, e atua como moduladora das células 

efetoras sobre as células-alvo (Silk & Margolin, 2019).   

A avaliação da expressão e o balanço entre as citocinas do perfil Th1 e Th2 

para a depuração do HPV ainda está sobre investigação, visto o papel 

pleiotrópico das citocinas no hospedeiro (Xu, 2014). As citocinas IFN-γ, IL-2 e o 

TNF-α são secretadas por células T auxiliares do tipo 1 (Th1) (Romagnani, 1999). 

A IL-2 é primariamente produzida por células T CD4+, células NK e células 

dendríticas primadas por antígenos. A IL-2 possui ação ativadora e proliferativa, 

além de promover à ação antitumoral das células T CD8+ (Rosenberg, 2014). 
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Essa interleucina é a mais utilizada em estudos clínicos, justamente por seu papel 

em induzir a maturação e a diferenciação das células T imaturas para a suas 

formas efetoras, auxiliares, natural killer ou reguladoras. O seu potencial levou ao 

desenvolvimento de imunoterapias baseadas na expansão 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 não possuem expressão natural dos 

receptores IL-2, o que torna essencial o seu estímulo pelos componentes da 

vigilância imune. Em camundongos, administração da IL-2 por via intraperitoneal 

após a inoculação das células T modificadas, tendo como alvo o antígeno tumoral 

E7 do HPV16, mostrou eficácia na remissão de tumores da linhagem 4050 e 

CaSki, o que aponta a IL-2 como importante fator imunoterápico (Jin et al., 2018).  

O fator de necrose tumoral (Tumour necrosis factor ou TNF) é uma 

importante citocina inflamatória, que pode ser induzida por infecção através dos 

receptores celulares TLR (Toll-like receptors) e via NF-kB. Um dos seus principais 

papéis é recrutar os macrófagos e linfócitos T ativados para os locais de danos ou 

infecção, resultando em apoptose (Balkwill, 2009). O uso local em tecidos 

tumorais deve-se ao seu papel em fragilizar a membrana do endotélio e as 

junções célula-célula, permitindo o melhor desempenho dos quimioterápicos, com 

morte seletiva das células endoteliais angiogênicas, o que levará a remissão 

tumoral. Na clínica, sua administração é realizada via perfusão 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 pleiotrópico e, ainda hoje, busca-se delimitar o seu 

papel, uma vez que a regulação irregular à nível postranscricional ou de ligação 

ao receptor poderá inibir a resposta imune adequada (Salomon et al., 2018). Além 

disso, polimorfismos na região promotora do gene TFN-α já foram associados à 

maior susceptibilidade ao câncer cervical por infecção do HPV16 (Deshpande et 

al., 2005). Futuras abordagens para elicitação a nível sistêmico do TNF para 

imunoterapia contra o câncer incluem a produção de níveis adequados do TNF 

para ativação celular, combinado à ação permeabilizadora endotelial angiogênica, 

e administração de drogas que também visam à 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 são liberadas por células T 

auxiliares do tipo 2 (Th2) (Romagnani., 1999; Da Costa et al., 2019). A hipótese 

clássica da teoria da homeostase imunológica explana que deve haver equilíbrio 

biológico entre a secreção dos perfis Th1 e Th2, visto que ambos se regulam 

mutuamente (Kasakura, 1998; Kidd, 2003; Hariri et al., 2005). 

 O ambiente tumoral comumente identificado nos casos de câncer cervical 

uterino (CCU) é baseado na expressão das citocinas Th2. A liberação aumentada 

das citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10 pode suprimir a resposta imune contra 

o câncer (Sharma et al., 2009; Bedoya et al., 2014). A IL-10 é uma citocina 

produzida principalmente por células B, células NK, monócitos, macrófagos, 

células dendríticas, e também células T. Esta citocina atua como reguladora da 

via Th1 e consequentemente, na resposta pró-inflamatória, podendo interferir no 
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controle antitumor baseado em células (Wei et al., 2019). Enquanto isso, a 

citocina IL-4, pleiotrópica, produzida principalmente por macrófagos e linfócitos 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 não bem estabelecido 

no câncer (Puri & Siegel, 1993). A IL-4 tem sido relatada com atuação dupla, com 

efeitos antitumorais, enquanto o seu aumento no sangue periférico também foi 

associado ao maior risco de tumores de mama, próstata, cólon e pulmão (Lathers 

& Young, 2004). 

A citocina IL-6 também possui caráter pleiotrópico e possui papel crítico no 

desenvolvimento de ambientes inflamatórios. Esta citocina poderá ser expressa e 

ativar resposta contra infecções, porém o seu aumento e persistência resultam 

em processos que favorecem o surgimento do câncer (Schmidt-Arras & Rose-

John, 2016). As células tumorais possuem habilidade de sobreviver em ambientes 

altamente inflamatórios, o que confere a IL-6 potencial em ativar a proliferação e 

malignidade dessas células por meio da ativação da via STAT3. Além disso, o 

aumento da IL-6 no sangue de pacientes acometidos do câncer representa um 

prognóstico ruim (Wei et al., 2003; Kumari et al., 2016). Entretanto, a ativação do 

seu caráter Th2 é devido a sua capacidade em induzir células B e o equilíbrio das 

respostas reguladoras entre células T (Rose-John, 2018). Também de caráter 

pleiotrópico, seu envolvimento na modulação anticâncer ou pró câncer ainda está 

em discussão (Liu et al., 2014).  

Alguns trabalhos têm 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 avanço da gravidade das lesões (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 relação ao câncer (Chang, 

2019). No entanto, um estudo associou significativamente IL-17 a maiores taxas 

de sobrevida em 85 pacientes portadoras do câncer no ovário e ascite com 

intervalo de confiança de 95%.  

O perfil de citocinas relacionados à infecção com o HPV auxilia o 

entendimento sobre o mecanismo envolto na resistência e resolução tumoral. No 

entanto, ainda existe muita dificuldade em relacionar as diferentes abordagens 

locais e periféricas da resposta imunológica, em humanos e animais, in vivo e in 

vitro (Scott et al., 2013). 

 

2.8.3 Imunidade Inata 

A inflamação conduzida por agentes externos e internos, infecções virais e 

mutações genéticas, respectivamente, consistem em possíveis causas da 

progressão do câncer. Porém, as células tumorais secretam um conjunto de 

biomoléculas, como citocinas e quimiocinas, espécies reativas de oxigênio (ROS) 

além dos mediadores associados à morte celular (TNF-α), interferons e 

interleucinas. Essas biomoléculas recrutam células como leucócitos, neutrófilos, 

macrófagos, linfócitos, mastócitos e células dendríticas, e após a ativação 

necessária, são capazes de migrar e atuarem sobre o tumor (Hemmat & Baghi, 

2019).  

O sistema imunológico tem habilidade para reconhecer antígenos 

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

provenientes do vírus. O perfil do reconhecimento anti-TAA é usado para 
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modulação da resposta imune a partir do uso de citocinas e vacinas no tratamento 

de tumores, uma vez que naturalmente, nem sempre a célula induzirá à regressão 

tumoral (Brigati et al., 2002). 

Nos infiltrados tumorais, é comum a presença dos macrófagos associados 

a tumor (Tumor-associated macrophages ou TAMs). Esses macrófagos são 

recrutados em sua maioria pela proteína MCP-1 (Monocyte chemoattractant 

protein-1), quimiocina recrutadora de monócitos e macrófagos. A expressão 

diferenciada desses marcadores entre os tecidos de lesões cervicais é relatada 

em lesões NIC III, na qual a detecção da proteína MCP-1 é nula, assim como a 

presença dos macrófagos não foi identificada. No entanto, em tecidos adjacentes 

aos carcinomas cervicais há alta expressão da MCP-1 e acúmulo dos macrófagos 

infiltrantes (Kleine-Lowinski et al., 1999).  

A dualidade exercida por TAM ocorre devido a habilidade dessas células 

em produzir as citocinas inflamatórias IL-6 e TNF-α, promotoras do perfil celular 

citotóxico, e, em também induzir imunossupressão e formação de fatores 

angiogênicos essenciais à progressão tumoral. Os TAMs imaturos não são 

eficazes contra tumores, mas tornam-se citotóxicos após indução com INF ou IL-2 

(Brigati et al., 2002).  

As citocinas IL-6, IL-10 e TNF-α dosadas a partir da secreção cervical de 

amostras HPV-positivas, lesões intraepiteliais escamosas de baixo-grau (LSIL ou 

Low-grade squamous intraepitelial lesions) e lesões intraepiteliais escamosas de 

alto-grau (HSIL ou High-grade squamous intraepitelial) apresentaram valores 

elevados quando comparados ao colo do útero normal. O aumento da IL-10 foi 

associado ao maior risco relativo para o desenvolvimento das LSIL, enquanto a 
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super expressão da TNF-α 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 biópsia apresentaram 

expressão elevada quando confrontadas à tecidos co-infectados com HIV ou 

controles negativos e, diferentemente, a baixa expressão da IL-10 foi identificada 

em todas as situações (Behbahani et al., 2007). Por outro lado, a IL-10 foi 

detectada com maior expressão em amostras do plasma de pacientes portadoras 

da neoplasia intraepitelial cervical grau III ou carcinomas, comparadas à 

indivíduos saudáveis (Bais et al., 2005).  

A secreção 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 secreção 

significativamente maior em amostras de tumores frescos obtidas de pacientes 

com câncer cervical invasivo e portadores de HPV 16 e 18 comparadas à 

mulheres infectadas por outros tipos de HPV (Vidal et al., 2015). 

Recentemente, Lin e colaboradores (2019) reportaram que a secreção do 

perfil Th2 e Th17 é regulada positivamente ao passo que o perfil Th1 é regulado 

negativamente em amostras de CCU comparado ao grupo controle saudável. Em 

outro estudo, pacientes portadoras de CCU apresentaram queda na secreção das 

citocinas circulantes do perfil Th1 conforme evolução do estágio da lesão, 

enquanto o perfil Th2 exibiu aumento em estágios mais avançados (Lin et al., 

2020).  
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O desequilíbrio entre a secreção dos perfis das citocinas Th1, Th2 e Th17 

tem sido notado e aponta a maior expressão das citocinas Th2 e a baixa 

regulação do perfil Th1 como fatores chaves para o desenvolvimento do câncer 

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 está subdividido em duas classes de 

respostas: a primeira resposta é 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 proteínas de 

superfície celular CD4+ e CD8+ (Litwin et al., 2020). 

Uma das principais formas de eliminação das células tumorais é baseada 

na resposta de células T citotóxicas. Os linfócitos T CD8+ ativados são 

encontrados nos tecidos linfoides e sangue, e além de combaterem a infecção e a 

reinfecção causada por vírus ou outros patógenos intracelulares, podem migrar 

para a lesão tumoral e promover apoptose (Gerritsen & Pandit, 2016).  

A entrega desses antígenos tumorais aos linfócitos T imaturos ocorre 

principalmente a partir do contato com as células apresentadoras de antígenos via 

MHC I. Embora células tumorais tenham a capacidade de evadir ao sistema 

imune, os antígenos tumorais adequados são capazes de reconhecer, promover 

estímulos e diferenciar os linfócitos T imaturos para sua forma efetora citotóxica 

CD8+, além de designar os linfócitos T de memória (Zhang & Bevan, 2011; 

Maimela et al., 2019). Diferentemente, as células T do tipo NK, com marcadores 
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de superfície celular CD16+, não necessitam do reconhecimento prévio à 

antígenos para ativação do perfil citotóxico e desempenham papel antitumoral 

naturalmente (Abel et al., 2018).  

Em estudo de Maskey e colaboradores (2019), o epitélio do colo do útero 

normal apresentou níveis de linfócitos T infiltrantes tumorais (LIT ou infiltrating T-

lymphocyte) do tipo T CD8+ significativamente mais elevados, e a diminuição foi 

observada ao longo da progressão da gravidade da lesão. Enquanto no estroma, 

os índices de CD8+ não oscilaram entre leões mais graves ou tecido normal. Em 

outro trabalho, os níveis de T CD4+ e T CD8+ foram maiores em tecidos normais 

quando comparados a lesões cervicais e o câncer (Litwin et al., 2020). Além 

disso, a ocorrência das metástases é significativamente menor em pacientes que 

possuem LIT CD8+ (Ohno et al., 2020). A administração de células T CD8+ 

reativas para os epítopos de E6 e E7 do HPV, após realização da quimioterapia, 

resultou em completa regressão durante 22 meses, com níveis de T CD8+ 

observados no sangue de pacientes até um mês após o tratamento (Stevanović et 

al., 2015).  

Por outro lado, a expressão prolongada e desregular do receptor de 

superfície celular PD-1 pode culminar em células T ativadas e funcionais, porém 

com baixa resposta efetiva, denominado estado anérgico, e pode comprometer 

tanto os linfócitos T CD4+ quanto T CD8+ (Schwartz, 2003; Otter et al., 2019).  
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2.9 Vacina de DNA e eletroporação 

Com o avanço tecnológico, novas abordagens terapêuticas têm emergido, 

e possibilitaram que há 30 anos, a primeira vacina de DNA fosse relatada por 

Wolff e colaboradores (1990). Desde então, vacinas de DNA são utilizadas para 

expressão de antígenos e modulação da resposta imune (Tang et al., 1992).  

Os principais mecanismos para inoculação de antígenos baseado em 

vacina de DNA são por: via intramuscular (IM) ou a via intradérmica (ID), e sendo 

entregues aos miócitos e queratinócitos, ou então às próprias células 

apresentadoras de antígenos (APCs) especializadas, como células dendríticas, 

podendo ter o auxílio de ferramentas, como a injeção intramuscular com ou sem 

eletroporação in vivo (Cordeiro et al., 2018).  

Para efetiva entrega da vacina de DNA ao núcleo da célula, as barreiras 

extra e intracelulares precisam ser ultrapassadas, e o método físico comumente 

utilizado é denominado por eletroporação (EP) (Lambricht et al., 2016). A 

eletroporação permite o aumento de antígenos expressos intracelularmente 

(Monie et al., 2009). Os pulsos elétricos aplicados permeabilizam a estrutura da 

membrana plasmática, e facilitam a passagem da molécula de DNA para o interior 

da célula através dos poros hidrofílicos criados na membrana (Wagner et al., 

2004). 

Adentrando o núcleo celular, o plasmídeo vacinal contendo a informação 

antigênica usurpará a maquinaria de transcrição e de tradução da célula. A 

proteína gerada passará pelas etapas do processamento proteico que ocorrerá no 

proteossomo do citoplasma, gerando os epítopos imunogênicos de interesse. Os 

mesmos epítopos seguirão via transportador TAP ao RE, lá, as proteínas 
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chaperonas conduzem os peptídeos para ligação ao MHC, formando o complexo 

MHC/peptídeo. Os peptídeos serão apresentados na superfície celular através 

das vesículas do complexo de Golgi, e somente então disponíveis para o 

reconhecimento via receptores de células T (TCR) dos linfócitos (Figura 4).   

No caso das vacinas de DNA, os antígenos serão entregues via MHC 

classe I e II, permitindo que ambas as respostas T CD8 e CD4, respectivamente, 

gerem a resposta imune humoral (apresentação cruzada) e celular. Para os 

tumores cervicais, é imprescindível a ativação da resposta imune celular na 

promoção do efeito terapêutico 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 progressão de lesões pré-

cancerosas, ou até mesmo a regressão de tumores existentes (Yang et al., 2017). 

As atuais vacinas profiláticas licenciadas são baseadas na resposte imune 

gerada após o reconhecimento das proteínas estruturais do capsídeo, e que 

culminam na produção de anticorpos neutralizantes. Diferentemente, as 

estratégias vacinais contra tumores induzidos por HPV e que vislumbram 

aplicação na imunoterapia do câncer empregam as oncoproteínas E5, E6 e E7 e 

geram respostas de células T citotóxicas. Ainda, vacinas de DNA aparecem cada 

vez mais como uma alternativa segura e de fácil fabricação, assinalando grande 

potencial nessa combinação (Cheng et al., 2018).  

A mais recente vacina terapêutica em fase II dos testes clínicos (VGX-

3100) utiliza a abordagem das vacinas de DNA. Os seus peptídeos sintéticos são 

baseados nos oncogenes E6 e E7 dos HPVs 16 e 18, que apresentaram eficácia 
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em mulheres portadoras do câncer do colo do útero nos estágios NIC 2/3 (Trimble 

et al., 2015).  

 

Figura 4 - Mecanismo de processamento e apresentação de uma vacina de DNA via MHC-I. Após 
entrada na célula APC o plasmídeo seguirá até a apresentação via MHC I, onde reconhece o 

receptor de linfócitos TCD8, esse encontro poderá induzir a secreção de citocinas, ativação de 
células T por maturação levando a expansão clonal e células de memória contra o antígeno 

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 terapêutica baseada em multiepítopos da oncoproteína E5 e 

a sua aplicação para o controle ou regressão de tumores induzidos pelo HPV16. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Construir o plasmídeo pVAXE5m contendo epítopos da proteína E5 do HPV16 

para expressão em células de mamíferos como proposta vacinal. 

2. Avaliar a resposta imune induzida pela construção vacinal pVAXE5m em 

camundongos C57BL/6 via injeção intramuscular seguida por eletroporação in 

vivo. 

3. Avaliar o perfil tóxico-hematológico a partir do sangue de camundongos 

imunizados com a construção vacinal pVAXE5m e desafiados com células 

tumorais C3. 

4. Avaliar ação antitumoral desenvolvida em camundongos imunizados com a 

construção vacinal pVAXE5m e desafiados com células tumorais C3. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Construção da vacina de DNA 

A sequência de nucleotídeos denominada E5m (374pb) foi sintetizada e 

clonada em vetor pUC19 pela empresa GenScript, com códon-otimização para 

expressão em Mus musculus. Os três epítopos contidos em E5m são referentes à 

oncoproteína E5 do HPV16 (GenBank ID: 1489077) (Tabela 1). Os epítopos 

imunogênicos para os linfócitos T citotóxicos e ligantes do MHC I alelo H-2-Db 

foram preditos pelas ferramentas presentes no IEDB (Immune Epitope Database) 

e citados por Kumar e colaboradores (2015). A construção pVAXE5m é 

constituída pelos epítopos duplicados e interpostos por dois segmentos ligantes, 

sendo o primeiro o motivo de ligação HEYGAEALERAG, sítio de clivagem para o 

sistema de degradação lisossomal e proteossomal dos eucariotos (Dolenc et al., 

1998). O segundo motivo ligante AAY, após a sua clivagem, gera em sua porção 

C-terminal o sítio apropriado para ligação ao transportador TAP, importante para 

apresentação de epítopos, aprimorando a resposta celular (Bergmann et al., 

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

 

 

Tabela 1. Epítopos utilizados na construção vacinal pVAXE5m. 

Peptídeo1 Sequência Alvo MHC-I Alvo Celular 

E555-96 FCVLLCVCLLIRPL Alelo H-2-Db Linfócito T CD8 

E5178-215 FIVYIVFVYIPLF Alelo H-2-Db Linfócito T CD8 

E5100-141 LSVSTYTSLILLVL Alelo H-2-Db Linfócito T CD8 

1 Epítopos de E5 preditos pela ferramenta IEDB e citados em Kumar et al. (2015). 
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A sequência E5m foi excisada do vetor pUC19 por digestão dupla com as 

enzimas BamHI e EcoRI. A subclonagem foi realizada em vetor de expressão 

pVAX1 (Invitrogen) também por meio de digestão enzimática, utilizando os 

mesmos sítios de corte. A reação de ligação foi realizada pela ação da enzima T4 

ligase, e posteriormente, a construção plasmidial pVAXE5m foi utilizada para 

transformação de bactéria Escherichia coli DH5α quimiocompetente por método 

de choque térmico. A escolha dos clones e a confirmação da subclonagem da 

construção pVAXE5m foi realizada por digestão enzimática e sequenciamento. A 

construção pVAXE5CP 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, Itália). 

Para a etapa de imunização, a extração dos plasmídeos vacinais livres de 

endotoxinas foi obtida a partir do kit de Maxiprep Endotoxin-free, de acordo com 

orientações do fabricante (Invitrogen). 

 

4.2 Desafio tumoral e Imunização 

Camundongos fêmeas C57BL/6 entre 6-8 semanas de vida, provenientes 

do biotério do Instituto Aggeu Magalhães (Recife, Brasil) foram divididos em 4 

grupos experimentais, 5 animais por grupo. Todos os animais foram imunizados 

por via subcutânea com 5x106 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 solução salina 

0,9%), C3 (animais não imunizados e somente inoculados com célula C3), E5CP 
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(animais imunizados com plasmídeo pVAXE5CP) e E5m (animais imunizados 

com plasmídeo pVAXE5m) (Figura 5). 

Antes do procedimento de imunização, os animais foram anestesiados com 

solução de cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e cetamina (115 mg/Kg). 50µg dos 

plasmídeos vacinais foram ressuspensos em 50µl de solução salina e injetados 

por via intramuscular, na região tibialis esquerda, seguido de eletroporação in vivo 

(2 pulsos de 100V por 30ms) (BTX830 Harvard Apparatus) segundo protocolo 

modificado de Cordeiro et al. (2018). As imunizações ocorreram duas vezes, 

Prime e Boost homólogos, com intervalo de 7 dias para cada dose, utilizando 

50μg dos plasmídeos por dose. O grupo C3 não foi submetido a imunização ou 

eletroporação. O crescimento dos tumores foi aferido com auxílio de caliper digital 

e o volume tumoral estimado de acordo com a fórmula (largura² x comprimento x 

0.52) (Cordeiro et al., 2018). Todos os procedimentos foram realizados de acordo 

com o guia estabelecido pelo comitê de ética para uso de animais aprovado pelo 

Instituto Aggeu Magalhães (IAM/FIOCRUZ-PE) (CEUA Protocolo Nº 99/2016). 

 
Figura 5 - Esquema do cronograma de imunização. Os camundongos C57black foram inoculados 

com células C3-HPV16 e receberam o Prime e boost homólogos das vacinas de DNA (pVAXE5m), 
(pVAXE5CP) e (0,9 % solução salina) administrados por via intramuscular (i.m) seguida de 

eletroporação (EP). O grupo C3 somente foi inoculado com células, sem eletroporação. 
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4.3 Isolamento e cultura de célula do baço  

Após a eutanásia dos animais, o pool de células do baço 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 esplenócitos foram depositados em tubos contendo 

o meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) e separados por grupo experimental. Para o 

isolamento das células mononucleares foi utilizado o Ficoll-Paque PLUS 1.077 

g/mL (GE Healthcare) e a suspensão celular distribuída em placas de 48 poços, 

106 células/poço. Os cultivos celulares foram mantidos à 37ºC com 5% de CO2 e 

estimuladas por 24h e 48h com o peptídeo LSVSTYTSLILLVL proveniente da 

oncoproteína E5 do HPV16 (sintetizados pela GenOne Biotechnologies). 

 

4.4 Investigação do estresse oxidativo celular in vitro 

Para a investigação do estresse oxidativo celular, os esplenócitos foram 

estimulados com o peptídeo LSVSTYTSLILLVL, cultivados em placas de 24 

poços, por 24 horas em meio RPMI 1640 e incubados à 37°C com 5% de CO2. 

Foram investigadas as espécies reativas de oxigênio citosólicas (ROScito) através 

do marcador Dihidroetídio (DHE) e mitocondriais (ROSmito) através do marcador 

MitoSox (ambos da ThermoFisher Scientific). Além disso, também foram 

investigadas as mudanças no potencial da membrana da mitocôndria (m) 

(marcador MitoStatus, BD Biosciencies) e na liberação de cálcio citosólico 

(Ca2+cito) através do marcador Fluo-3AM (ThermoFisher Scientific). Todas as 

aquisições foram realizadas em Citômetro de Fluxo FACS Calibur (BD 
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Biosciencies) em 10.000 eventos e as análises 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-α, IL-10 e IL-17 das células esplênicas 

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 

secreção das células do baço, ambos, de acordo com o fabricante (Kit 

CBA Mouse Th1/Th2/Th17, BD Biosciences). Todas as aquisições foram 

realizadas em Citômetro de Fluxo FACS Calibur e as análises foram obtidas 

através do programa Flowing 2.01. 

 

4.6 Imunofenotipagem das células do sangue periférico e in vitro 

 Para a detecção da resposta de linfócitos T induzidos pelas vacinas, a 

imunofenotipagem das células circulantes do sangue e isoladas do baço para as 

culturas foi avaliada. As células foram centrifugadas, lavadas com PBS 

(suplementado com BSA 0,5% e azida 0,1%) e incubadas com os anticorpos 

utilizados para a marcação das células de camundongos anti-CD4-FITC, anti-

CD8-PE e anti-CD16/32-FITC, segundo protocolo do fabricante (BD Biosciences). 

Todas as aquisições foram realizadas em Citômetro de Fluxo FACS Calibur em 

10.000 eventos e as análises foram obtidas através do programa Flowing 2.01. 
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4.7 Análises hematológicas dos animais experimentais 

Todos os camundongos foram previamente anestesiados para o momento 

da eutanásia e para coleta do material sanguíneo por meio da punção cardíaca. 

As amostras foram depositadas em tubos contendo o anticoagulante EDTA K2 

(Hemstab), separados de acordo com os seus respectivos grupos, e em seguida 

centrifugados a 3600 rpm por 10 minutos para separação do plasma.  

Para a análise hematológica, as contagens globais de hemácias, 

leucócitos, plaquetas, determinação do hematócrito e da concentração de 

hemoglobina foram realizadas. O cálculo dos índices hematimétricos, referentes 

ao volume corpuscular médio e concentração de hemoglobina corpuscular média 

foram possíveis a partir dos dados obtidos para hemácias, hematócrito e 

hemoglobina.  

O hemograma foi obtido através da contagem em câmara de Neubauer e 

contagem diferencial em lâminas coradas pelo método Panótico Rápido. 

Enquanto o número de plaquetas foi determinado por método de Fonio e a 

hemoglobina mensurada por método colorimétrico, por espectrofotometria. A 

determinação dos níveis de glicose, ureia e creatinina foram obtidos através do 

ensaio enzimático colorimétrico de ponto final.  

Para a detecção da fosfatase alcalina, foi utilizado o teste cinético 

colorimétrico Roy modificado, e a detecção das transaminases hepáticas 

realizada a partir do teste Reitman Frankel. 
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4.8 Análise estatística  

Os dados foram apresentados com os desvios padrão (±SD). O teste de 

análise da variância (ANOVA) múltiplas comparações foi aplicado para avaliar 

diferenças estatísticas entre os grupos. Os valores de *p < 0,0001 e **p < 0.0005 

foram considerados estatisticamente significantes para todas as análises, exceto 

a análise do estresse oxidativo, na qual os valores *p  0.0001; **p  0.002; ***p  

0.04 foram considerados estatisticamente significantes. Todos os gráficos e as 

análises estatísticas foram gerados com auxílio do programa GraphPadPrism 

versão 7.04. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Construção das vacinas de DNA 

O gene sintético E5 multiepítopos (E5m) foram produzidos e clonados em 

vetor pUC19 (Figura 6A). Após a transformação e liberação dos insertos contidos 

no vetor pUC19, a etapa de subclonagem foi realizada. A sequência E5m liberada 

por digestão com as enzimas de restrição BamHI e EcoRI foi purificada e, em 

seguida, ligada ao vetor de expressão pVAX1. A confirmação da subclonagem 

adequada dos genes sintéticos ao vetor pVAX1 foi realizada por digestão 

enzimática (Figura 6B) e sequenciamento.  

 

Figura 6 - Esquema e digestão da construção pVAXE5m. A) Esquema mostra a disposição dos 
epítopos e linkers contidos na construção vacinal de trabalho. B) 1. Gel evidenciando a digestão 

do DNA plasmidial extraído da construção pVAXE5m (enzimas BamHI e EcoRI). 2. Gel 
evidenciando a digestão do DNA plasmidial extraído da construção 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. 
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5.2 Desafio tumoral  

Nós 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 confluência aproximada 

de 70% em câmara de Neubauer, para uma concentração final de 5x105 por 

animal. 

 

Figura 7 - A célula C3. Células embrionárias de camundongos C57black contendo o genoma do 
HPV16) cultivadas em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino utilizadas no desafio tumoral. 

Visualização em microscópio invertido. A. Célula C3 aderida e visualizada por aproximação de 4X. 
B. Célula C3 aderida e visualizada por aproximação de 20X. 

 

 
 

 

Após a tricotomia realizada em todos os camundongos, esses foram 

inoculados com as células na região dorsal. O acompanhamento dos animais 

realizado nos 17 dias experimentais, e as medidas tumorais foram anotadas 4 

vezes durante todo este período. 3 dias após o desafio, os grupos apresentaram 

crescimento tumoral insignificante, e a evolução do tamanho desses tumores 

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

após o prime e o boost vacinal homólogo (Figura 8A-F). 

 

Figura 8 - Etapas do desafio tumoral e eletroporação. A. Tricotomia. B. Inoculação das células C3 
por via subcutânea. C. Tumor identificado 7 dias após desafio tumoral D. Tumor identificado 10 

dias após desafio tumoral. E. Caliper digital utilizado para aferir o tamanho dos tumores. F. Pinça 
utilizada para eletroporação na perna esquerda pós vacinação. 
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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 após 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 

diferença significativa de E5m sobre os demais grupos. Assim como a vacina 

pVAXE5CP, os animais vacinados com pVAXE5m mostraram efetivo controle 

tumoral frente à 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 fêmeas de camundongos C57BL/6 

foram inoculados com células C3-HPV16 para avaliação antitumoral específica das vacinas E5. 

São eles: NaCl - animais imunizados com 0,9% de solução salina; C3 - controle não imunizado; 

E5CP - imunizado com vacina pVAXE5CP; E5m - imunizado com vacina pVAXE5m. As vacinas 

foram previamente diluídas em solução salina antes da inoculação. A imunização ocorreu por via 

intramuscular seguida de eletroporação in vivo, com exceção ao grupo C3 que não foi imunizado e 

nem eletroporado. 
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5.4 Perfil imunológico dos animais experimentais in vivo 

O sangue periférico dos camundongos foi recuperado para avaliar o perfil 

imunológico provocado pelo tumor e pelas vacinas. O grupo C3 induziu um 

aumento dos linfócitos T CD4+ e CD16+, mas houve diminuição dos linfócitos T 

CD8+ (Figura 10A-C). Já o grupo NaCl somente mostrou alto nível de estímulo 

para linfócitos T CD16+ (Figura 10C). Os animais imunizados com as construções 

vacinais mostraram comportamento similar entre eles e, diferentemente ao grupo 

C3, induziram baixa contagem de linfócitos T CD4+ e alta contagem de linfócitos T 

CD8+ (Figura 10A e B).  

 
Figura 10 - Expressão dos marcadores das células linfocitárias in vivo. Concentração dos linfócitos 

T CD4+ (A), T CD8+ (B) e T CD16+ (C) provenientes do sangue periférico de animais NaCl, C3, 

E5CP e E5m após 17 dias do desafio tumoral da linhagem C3. *p ≤ <0,0001; **p ≤ 0.0005. 

 

  

 

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-α, e diminuição das 

citocinas IL-10 (Figura 11A-E). O grupo NaCl mostrou aumento das citocinas IL-

10, IL-17 e TNF-α, e IL-4 em relação aos vacinados E5m. O grupo E5CP induziu 

alta produção de citocinas IL-10 e IL-4, e menor de citocinas IL-17 e TNF-α. 
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Embora tenha havido baixa produção de IL-2 proveniente de E5CP, essa foi 

significativamente superior a E5m. De outro modo, o grupo E5m induziu altos 

níveis de IL-10 em relação a animais C3, além de produção de IL-17 moderada 

frente aos grupos E5CP e NaCl, e menor das citocinas IL-2, IL-4 e TNF-α. Embora 

a investigação do sangue periférico seja importante, outros interferentes 

sanguíneos advindos do organismo animal podem interferir nos parâmetros 

imunológicos. 

 
 

Figura 11 - Secreção de citocinas in vivo. Concentração das citocinas circulantes IL-2 (A), TNF-α 
(B), IL-17 (C), IL-4 (D) e IL-10 (E) provenientes do sangue periférico de animais NaCl, C3, E5CP e 

E5m após 17 dias do desafio tumoral da linhagem C3. *p ≤ <0,0001; **p ≤ 0.0005. 
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5.5 Parâmetros hematológicos dos animais experimentais 

O perfil hematológico dos procedimentos experimentais adotados e das 

estratégias vacinais foi avaliado a partir do sangue obtido, individualmente, 

coletado via punção cardíaca dos animais estudados. Os testes hematológicos 

para hemoglobina e hematócrito apresentaram valor dentro do desvio padrão 

referencial, enquanto MCV, MCHC e leucócitos mostraram valores próximos aos 

valores de referência (Tabela 2). Todavia, os leucócitos do grupo C3 mostraram-

se mais elevados entre os grupos. Por outro lado, a análise dos neutrófilos, 

linfócitos e monócitos apresentou resultados alterados comparados ao valor 

referencial, com menores valores observados em relação aos monócitos, onde 

somente C3 apresentou valor dentro do desvio padrão. Além disso, os níveis 

observados no hemograma para as plaquetas mostraram-se inferiores ao 

referencial, especialmente para os animais do grupo E5m.  

Entretanto, na maior parte dos parâmetros analisados, os resultados 

obtidos entre os grupos de animais mostraram-se pouco distintos. Os parâmetros 

bioquímicos foram determinados e desvios maiores para uréia, aspartato 

aminotransferase e fosfatase alcalina, e menores para glicose e creatinina foram 

notados em relação ao valor de referência (Tabela 2). 
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Tabela 2: Parâmetros hematológicos e bioquímicos do sangue periféricos de 

animais experimentais 

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

 

 

 

 

 

Testes 
hematológico 

NaCl C3 E5CP E5m Valores de 
referência 

Hemácias 
(106/mm³) 

5.09 ± 0.45 5.4 ± 0.08 5.48 ± 0.31 4.86 ± 0.41 9.42 ± 
0.245 

 

Hemoglobina 
(g/dL) 

15.18 ± 
1.47 

16.65 ± 
0.49 

16.55 ± 1.11 14.42 ± 1.25 13.4 ± 1.0 
 

Hematócrito (%) 45.8 ± 4.55 50 ± 1.41 49.75 ± 3.40 44 ± 4.64 45.9 ± 1.59 
 

(MCV) (U³) 92.54 ± 
3.03 

94.35 ± 
1.41 

93.82 ± 2.59 91.04 ± 3.39 48.9 ± 1.23 
 

(MCHC) (%) 33.24 ± 
0.19 

33.4 ± 0.14 33.27 ±  0.21 33.12 ± 0.13 29.3 ± 35.9 
 

Leucócitos 
(10³/mm³) 

8.8 ± 0.69 9.15 ± 0.21 8.77 ± 0.4 8.06 ± 0.93 6.9 ± 1.6 
 

Neutrófilos (%) 42.8 ± 3.7 43.5 ± 6.36 48 ± 5.1 44.6 ± 1.82 23.4 ± 0.6 
 

Linfócitos (%) 54 ± 2.92 46 ± 1.41 49.25 ± 4.57 52.6 ± 1.95 87 ± 4.7 
 

Eosinófilos (%) 1.2 ± 0.45 1.5 ± 0.71 1 ± 0.0 1.6 ± 0.55 2 ± 2 
 

Monócitos (%) 2± 1.0 4 ± 2.83 1.75 ± 0.96 1.2 ± 0.45 5 ± 2 
 

Plaquetas 
(10³/mm³) 

419.2± 
38.69 

457.5 ± 
4.94 

432.7 ± 28.18 371 ± 62.87 985 ± 140 
 

Testes  Bioquímicos 

Glicose 74.48 ± 
5.67 

75.45 ± 
3.75 

81.85 ± 11.83 77.6 ± 4.92 185 ± 4 
 

Ureia (mg/dL) 67.4 ± 3.51 63.15 ± 
4.31 

64.35 ± 3.48 63.6 ± 2.53 31 ± 2.5 
 

Creatinina 
(mg/dL) 

0.42 ± 0.02 0.55 ± 0.06 0.63 ± 0.08 0.46 ± 0.07 0.8 ± 0.3 
 

Aspartato 
Aminotransferase 

(AST) (UI/L) 

144 ± 2.21 126.7 ± 
8.06 

134.7 ± 12.11 138.8 ± 17.37 91 ± 33 
 

Fosfatase 
Alcalina (UI/L) 

169.2 ± 
2.38 

176.55 ± 
0.78 

167.05 ± 1.95 179.4 ± 18.25 120 ± 17 
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5.6 Investigação in vitro do estresse oxidativo  

Os ensaios in vitro foram realizados para avaliação do perfil de ativação e 

resposta imunológica de células T perante as vacinas propostas. Assim, as 

células primadas no organismo a partir das vacinas administradas puderam ser 

analisadas. Para tanto, o baço dos animais de cada grupo foi removido e os 

esplenócitos isolados e estimulados in vitro por 24 e 48 horas com o peptídeo E5 

(LSVSTYTSLILLVL). Nesse contexto, a ativação celular, investigada por indução 

de estresse oxidativo nos esplenócitos, foi avaliada através de quatro sinais 

celulares diferentes e complementares. O grupo C3 promoveu um aumento nas 

espécies reativas de oxigênio (ROS) citosólicas e mitocondriais e, na liberação de 

alta quantidade de cálcio no citosol (Figura 12A-D). Interessantemente, os grupos 

contendo os animais imunizados com as construções vacinais não aumentaram 

os níveis de estresse oxidativo, enquanto o grupo E5m apenas induziu a liberação 

de cálcio em valores mais altos (Figura 12D). O potencial da membrana 

mitocondrial não foi alterado em nenhum grupo experimental. 
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Figura 12 - Ativação celular através da investigação do estresse oxidativo. Esplenócitos foram 

cultivados com o peptídeo de E5-HPV16 (LSVSTYTSLILLVL) por 24 horas. A) Parâmetros sobre 

espécies reativas de oxigênio citosólicas (ROScito), B) Parâmetros sobre espécies reativas de 

oxigênio mitocondrial (ROSmito), C) Potencial de membrana mitocondrial ( m) e D) Liberação 

de cálcio no citosol (Ca²+cito). Barras verticais representam as médias de 5 animais por grupo. 

*p0.0001; **p0.002; ***p0.04. 

 

 

 

 

5.7 Resposta imune celular e de citocinas in vitro 

Os resultados sobre a contagem de linfócitos T em culturas de esplenócitos 

mostraram que o grupo C3 apresentou ativação de linfócitos T CD4+ em 24 e 48 

horas, com maior produção de CD8+ em 24 horas (Figura 13A-C). Os níveis de T 

CD8+ gerados pelo grupo E5m foram superiores ao grupo C3 em 48 horas 

(Figura 13B), além de apresentarem aumento na contagem dos linfócitos T CD4+ 

em 24 horas. As vacinas E5CP e E5m ativaram semelhantemente as respostas 

de linfócitos T CD8+ e CD16+ em 24 horas. Contudo, o grupo E5CP obteve 

destaque na produção de linfócitos T CD4+ em 48 horas.  

O grupo NaCl mostrou um aumento na contagem de CD16+ em 24 horas e 

queda em seus níveis após 48 horas. As vacinas E5CP e E5m ativaram 

semelhantemente as respostas de linfócitos 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 após 48 horas de ensaio. É importante ressaltar 

que, as estratégias vacinais adotadas promoveram, em sua maioria, um padrão 

próximo aos estímulos imunológicos originados pelos animais do grupo C3. 

Os dados sobre a produção de citocinas no sobrenadante das culturas 

mostrou um perfil polifuncional Th1 e Th2 promovido pelas vacinas E5m e E5CP 

(Figura 14A-F). A vacina E5m induziu a secreção de citocinas IL-2, TNF-α e IL-17 

em 24 horas (Figura 14A, B e D, respectivamente), e apresentou aumento 

significativo em seus níveis após 48 horas de ensaio. Importantemente, dados da 

cultura E5m em 48 horas de incubação mostraram uma evidente indução da 

citocina TNF-α. Ainda, altos níveis 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 

secreção 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 relação a indução de todas as citocinas, 

exceto os níveis de IL-2, TNF-α e IL-17 produzidos que em 24 horas se 

mostraram opostos entre esses grupos. 
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Figura 13 - Expressão dos marcadores das células linfocitárias in vitro. Concentração dos linfócitos 
TCD4+ (A), T CD8+ (B) e T CD16+ (C) provenientes do esplenócito de animais NaCl, C3, E5CP e 

E5m após estimulo do peptídeo de E5-HPV16 (LSVSTYTSLILLVL) em 24 e 48 horas. *p ≤ 
<0,0001; **p ≤ 0.0005. 

 

 

 
 

 
Figura 14 - Secreção de citocinas in vitro. Concentração das citocinas da cultura celular IL-2 (A), 
TNF-α (B), IL-17 (C), IL-4 (D) e IL-10 (E) provenientes do sangue periférico de animais NaCl, C3, 

E5CP e E5m após estimulo do peptídeo de E5-HPV16 (LSVSTYTSLILLVL) em 24 e 48 horas. *p ≤ 
0,0001; **p ≤ 0.0005. 
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6 DISCUSSÃO 

Recentemente, abordagens vacinais baseadas no gene E5 do HPV16 têm 

demonstrado resultados positivos no controle de tumores em modelos pré-clínicos 

(Liao et al., 2013; Cordeiro et al., 2015; Paolini et al., 2017). Em trabalhos 

anteriores, nosso grupo de pesquisa mostrou que a imunização de animais com 

epítopos provenientes de sítios identificados como imunogênicos da oncoproteína 

E5 de HPV16 foi capaz de adiar a progressão ou reduzir tumores (Cordeiro et al., 

2015; Paolini et al., 2017).  

No presente estudo, desenvolvemos e testamos uma vacina de DNA 

(pVAXE5m) empregando uma combinação de epítopos imunogênicos da proteína 

E5 arranjados entre sequências ligadoras (Bergmann et al., 1996, Dolenc et al., 

1998; Nezafat et al., 2014) que aumentam o reconhecimento intracelular e 

melhoram a entrega dos peptídeos antigênicos. As regiões imunogênicas contidas 

no oncogene E5 propõem interação com moléculas do MHC I (alvo alélico H-2-Db) 

e linfócitos T CD8+. Essas regiões foram testadas, e confirmam dados da predição 

de Kumar e colaboradores (2015). Ainda, avaliamos a competência de três 

epítopos, e nossos resultados estão de acordo com o Liao et al. (2013) quanto ao 

potencial imunodominante e antitumoral da região sobreposta 

(LSVSTYTSLILLVL100-141) da proteína E5. Para o nosso conhecimento, é a 

primeira vez que os outros dois epítopos de E5 são avaliados como antígenos-

específicos em análises in vivo e in vitro participando dos arranjos de entrega 

para fins vacinais.  
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Para mimetizar o curso normal de infecção, o modelo pré-clínico de 

camundongos da linhagem C57BL/6 foi escolhido devido ao seu perfil de 

uniformidade genética e então avaliado após desafio tumoral com linhagem C3 

(Song & Hwang, 2017; Kanodia et al., 2008).Os resultados mostraram que o 

volume tumoral induzido foi menor em animais imunizados com a vacina 

pVAXE5m (Figura 3) e maior nos grupos NaCl e C3, e confirmaram dados que E5 

pode prover epítopos antitumorais específicos importantes na ativação de células 

T citotóxicas (Liao et al., 2013; Cordeiro et al., 2015).  

Os resultados sobre a regressão tumoral, e a ligeira expressão superior 

dos linfócitos T CD8+ comparado aos níveis de T CD4+ no grupo E5CP, a partir de 

linfócitos circulantes no sangue, estão de acordo com o visto previamente (Paolini 

et al., 2017). Em nossos resultados, houve expressão levemente superior de 

células T CD4+ do grupo E5m em relação ao grupo E5CP, embora sem 

significância. Porém, os níveis de T CD8+ e T CD16+ foram significativamente 

maiores para E5CP.  

A porcentagem de linfócitos T CD4+ e CD8+ saudáveis em mulheres varia 

entre 40.2% e 31.3%, respectivamente (Uppal et al., 2003). Em nossos 

resultados, os níveis de T CD4+ e T CD8+ no sangue e in vitro estão de acordo 

com dados observados em Das et al. (2018), no qual a porcentagem de células 

identificadas em sangue de pacientes em estágios avançados da doença oscilou 

entre 25% e 17%, respectivamente. No entanto, o mesmo estudo também aponta 

que os menores níveis de linfócitos são encontrados em tecidos tumorais. 
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Trabalhos prévios têm relatado o papel estratégico da resposta T CD4+ na 

indução da resposta T CD8+ antitumoral, capaz de promover diferenciação efetora 

e a formação de células T de memória antivirais (Stanley, 2006; Munk-Madsen et 

al., 2018). Interessantemente, o mesmo perfil celular é identificado nas 

subpopulações de linfócitos T infiltradores de tumor em regressão e, sinaliza um 

bom prognóstico (Patel & Chiplunkar, 2009). Nosso estudo, a partir do sangue 

coletado de animais, mostrou que a administração da vacina pVAXE5m ativou 

células T CD4+ e CD8+ em níveis significativamente maiores do que o grupo 

controle NaCl (Figura 10A e B), sugerindo atividade desse conjunto de linfócitos 

T na remissão dos tumores vista nos animais vacinados em comparação com o 

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 

possível, visto que o acúmulo de linfócitos T anérgicos e imunossupressores já 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 expressão de células NK pode levar a competição por 

citocinas e espaço e ativar vias imunossupressoras de células reguladoras 

(Bachanova & Miller, 2014). Outra implicação comumente encontrada em 

ambientes tumorais HPV-positivos é a baixa apresentação de antígenos tumorais 

via MHC I culminando na menor atuação dos linfócitos T citotóxicos (CTL) (Song 

et al., 2015; Chen et al., 2019). 
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A secreção das citocinas circulantes no sangue teve perfil polifuncional 

Th1, Th2 e Th17, com os níveis mais elevados obtidos pelos grupos C3, NaCl e 

E5CP, semelhante ao visto em pacientes portadores de lesões de alto grau (Pita-

Lopez et al., 2014). Em nossos resultados, os níveis de citocinas Th1 e Th2 

circulantes foram superiores aos obtidos por Namvar et al. (2020), onde animais 

vacinados com os epítopos E5 e E7 (HPV16,18, 31 e 45), administrados 

isoladamente ou não, apresentaram proteção superior de E7 sobre E5.  

De outro modo, a maior produção da IL-2 nos grupos C3 e NaCl (Figura 

11A) pode ser uma evidência da competição por IL-2 entre as células tumorais e 

os linfócitos T. A alta demanda por citocinas IL-2, direcionadas a proliferação 

descontrolada de células tumorais, leva a uma maior produção, porém, não 

atingindo o fator de crescimento e ativação dos linfócitos T (Rangel-Corona et al., 

2010) e implica na interferência do crescimento dos tumores na indução das 

citocinas nos grupos. Em contexto geral, o desequilíbrio e a super expressão das 

citocinas Th1, Th2 e Th17 no sangue está associado ao desenvolvimento e 

formas graves do câncer cervical, com modulação negativa e desfavorável aos 

grupos C3 e NaCl. No entanto, os níveis de secreção mais baixos no sangue, 

para o 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 hematológicos e bioquímicos tenha 

apresentado resultados semelhantes para os grupos (Tabela 2), algumas 

peculiaridades foram notadas. Os parâmetros renais de ureia e creatinina foram 

inferiores aos valores referenciais de animais saudáveis observados em Schnell 
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et al. (2002). Estudos já relataram que pacientes portadores do câncer cervical 

podem desenvolver complicações renais, além de mostrarem alterações nos 

níveis de ureia e creatinina (Souza et al., 2016; Maguire et al., 2020). Os dados 

hepáticos foram analisados pelos testes da fosfatase alcalina (ALP) e 

aspartatoaminotransferase (AST) com superioridade identificada frente aos 

valores de referência. Para Hung e colaboradores (2017), o acréscimo nos níveis 

de ALP esteve associado a tumores avançados e baixas taxas de sobrevivência 

em pacientes com câncer coloretal. Da mesma maneira, níveis séricos elevados 

da (AST) em pacientes portadores de tumores sólidos foram associados a um 

desfecho ruim (Wu et al., 2019).  

A análise hematológica realizada nesse estudo observou o perfil 

inflamatório sistêmico, e mostrou valores superiores para os neutrófilos e 

leucócitos em todos os grupos quando comparados ao valor de referência, 

enquanto E5m mostrou o menor valor de plaquetas entre todos os grupos. Além 

disso, valores médios de hemoglobina, hematócrito, leucócitos e MCHC se 

mantiveram próximo da normalidade (Schnell et al., 2002) entre os grupos 

estudados, com exceção da média superior observada em MCV. Esses dados 

mostram a provável influência das células tumorais C3 nessas análises e não 

necessariamente o uso das vacinas de DNA ou eletroporação. 

O nível do estresse oxidativo induzido também foi investigado. Embora 

todos os grupos tenham respondido ao estímulo in vitro, os resultados mostraram 

maior promoção do estresse no grupo C3, com produção significativa para 

espécies reativas de oxigênio (ROS) citosólicas 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 translocação da proteína 

nuclear lactato dehidrogenase (LDHA) de forma dependente ao acúmulo de ROS, 

e possivelmente re-direcionando e facilitando a proliferação celular tumoral por 

glicólise através do efeito Warburg (Zhu et al., 2018). A elevada taxa de liberação 

de Ca2+ intracelular em animais do grupo C3 (Figura 12D) está de acordo com 

estudos prévios (Rinnerthaler et al., 2014; Ramírez et al., 2018) e propõem que as 

oncoproteínas presentes nas células infectadas por HPV provocam um 

desbalanço do Ca2+ intracelular dependente do ATP, levando a proliferação das 

células tumorais.  

Possivelmente, o conjunto de oncogenes expressos nas células C3 possa 

ter influenciado no tráfico celular culminando na liberação de Ca2+, principalmente, 

E5, uma vez que a mesma se encontra ligada estrategicamente às membranas de 

organelas citoplasmáticas (Ashrafi et al., 2006; Freitas et al., 2017). 

Interessantemente, animais imunizados com E5m não apresentaram níveis 

significativos de ROS, mas alta liberação do Ca2+cito (Figura 12D). Em nossos 

resultados, a elevada detecção de Ca2+cito em E5m pode ser resultado da 

secreção de quimiocinas e co-estimuladores com ativação positiva dos linfócitos T 

citotóxico T CD8+, CD16+ e CD4+, contribuindo para regressão tumoral (Feske et 

al., 2007). 

O experimento in vitro com células esplênicas mimetizou um segundo 

encontro desses animais frente ao re-estímulo peptídico de E5 de HPV16. Nesse 

ensaio, demonstramos que as vacinas E5m e E5CP ativaram linfócitos T CD4+, 

CD8+ (dado ausente para 48 horas em E5CP) e CD16+ (Figura 13A-C). 

Certamente, esse conjunto celular foi o responsável pela vigilância imune e 
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promoção dos efeitos antitumorais HPV-específicos observados nesses grupos, e 

aponta eficiência na ligação, entrega e reconhecimento dos antígenos vacinais 

E5-HPV16 necessários para o estímulo de resposta imunológica (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 ativação de 

linfócitos T CD8+ de forma gradativa e significativa em 48 horas (Figura 13B), 

sugerindo relação do efeito antitumoral a expressão dos linfócitos T CD8+ após 

terem sido primados por antígenos E5-HPV16. Os dados também confirmaram 

que epítopos imunogênicos do E5 do HPV podem burlar o bloqueio das vias do 

MHC I e também induzir resposta de linfócitos T CD8+ e células T de memória 

específicas contra o HPV. Bem como, ativar linfócitos 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 expressão dos 

linfócitos T CD4+ in vitro foram mais elevadas para o grupo E5CP, e estáveis para 

T CD8+ nos grupos E5m e E5CP, com dosagens parecidas em resposta ao 

estímulo por peptídeo E5 do HPV16, também observado em Paolini et al. (2017). 

Esses dados são importantes, visto que linfócitos T CD4+ são mais efetivos diante 

do estímulo primário imunogênico que propicie interações estáveis entre o 

receptor de linfócitos T (TCR) e a molécula co-estimulatória CD28, resultando na 

maior taxa de expansão clonal e origem de células T de memória re-estimuladas 

(Wells et al., 2000). Grande parte dos estudos sobre vacinas terapêuticas têm 

como alvo principal as oncoproteínas E6 e E7. Esses antígenos específicos do 
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HPV revelam eficiência na ativação da resposta imune de células estimuladas 

pelo perfil Th1 de citocinas (de Oliveira et al., 2015; Yang et al., 2017).  

O primeiro estudo clínico de fase II com vacinas terapêuticas é baseado em 

antígenos E6 e E7, e obteve eficácia significativa sobre os placebos, com 

resposta significativa também para células T CD8+ e produção de citocinas Th1 

em pacientes com neoplasias NIC II/III (Trimble et al., 2015).   

A maior parte dos trabalhos sobre E5 identifica os linfócitos T CD8+ e T 

CD4+ na resolução tumoral, como nas estratégias baseadas em adenovírus 

recombinante expressando E5 de HPV16 (Liu et al., 2000), vacinas de DNA 

(Cordeiro et al., 2015; Paolini et al., 2017), vacina de peptídeos (Liao et al., 2013) 

e vacina de DNA com oncoproteínas do HPV16 fusionadas (E5/E6/E7) (Diniz & 

Ferreira, 2011). Estratégias vacinais baseadas em E5 ainda são raras, e juntos 

esses dados ratificam o potencial imunogênico do alvo E5 como gerador de 

resposta celular. 

Embora a marcação de citocinas intracelulares não tenha sido realizada, é 

provável que o mesmo conjunto de linfócitos T provenientes dos esplenócitos de 

animais do grupo E5m tenha modulado a produção significativa das citocinas IL-2 

e TNF-α (Figura 14A e B), com sucesso na dosagem das citocinas do perfil Th1, 

Th2 e Th17. Ativação Th1 é importante, uma vez que estudos apontam o perfil 

Th1 de citocinas na promoção da chamada resposta imune mediada por células, 

moduladora do controle da infecção viral e resposta citotóxica contra o tumor 

(Bagarazzi et al., 2012). Além disso, o balanço entre essas citocinas parece 

estágio-associado com a gravidade das lesões 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 ativação do perfil Th1 superior a encontrada por Grønevik et al. (2005), 

a partir da combinação entre EP e inoculação de DNA, ou EP e inoculação de 

solução soro salina. Porém, a ativação ocorreu em doses inferiores às do grupo 

E5m e E5CP. Provavelmente, a presença dos tumores e a eletroporação pode 

estar ligada ao painel de ativação linfocitária assim como a modulação de 

citocinas nos grupos NaCl e C3. Nossa vacina pVAXE5m induziu citocinas pró-

inflamatórias do perfil Th1 em níveis maiores aos demais grupos, e 

significativamente superior a vacina pVAXE5CP em 48 horas (Figura 14B), muito 

provavelmente, estas citocinas tiveram implicação no desfecho da remissão 

tumoral.  

Em outro dado importante, as taxas de linfócitos T CD16+ do tipo NK foram 

detectadas no sangue e in vitro em níveis estáveis após estimulo antígeno-

especifico de E5 do HPV16, e confirma a correta entrega dos peptídeos via 

células especializadas em apoptose de células tumorais (Bachanova & Miller, 

2014; Barbarin et al., 2017; Abel, 2018). Além disso, a detecção de alta 

concentração de TNF-α (Figura 14B) diante do estímulo do esplenócito pode 

estar relacionado aos níveis significativos de linfócitos T CD16+ no grupo E5m 

(Figura 13C) (Renoux et al., 2011).  

A secreção in vitro das interleucinas IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17, perfis Th2 e 

Th17, respectivamente, mostraram aumento significativo nos grupos E5m e 

E5CP. Esses dados diferem do observado no plasma de pacientes com lesões 

cervicais de baixo grau (CIN I), onde a secreção das mesmas citocinas 

apresentou níveis 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 desbalanço entre os perfis Th1, Th2 e Th17 é 

prejudicial ao desfecho clínico (Romagnani, 1999; Xu et al., 2014; Lin et al., 2020). 

Ademais, vacinas imuterapêuticas necessitam sinalizar, via receptores T, a 

ativação das citocinas pró-inflamatórias do perfil Th1 como forma de indução da 

resposta celular de caráter citotóxico (Aoshi et al., 2011; Otter et al., 2019).   

Para nosso conhecimento, o presente trabalho foi o primeiro a analisar 

desde parâmetros hematológicos e bioquímicos, estresse oxidativo celular, até o 

panorama imunológico da secreção de importantes mediadores químicos como as 

citocinas. Todos esses dados avaliaram a candidata vacinal pVAXE5m baseada 

em epítopos imunogênicos específicos contra o câncer cervical induzido por 

HPV16. Neste trabalho, mostramos que animais tratados com a vacina pVAXE5m 

apresentaram os menores tumores frente aos demais grupos investigados.  

A ativação de linfócitos T citotóxicos CD8+, CD16+ e CD8+ foi detectado 

conjuntamente à secreção do perfil de citocinas Th1, em equilíbrio com o perfil 

Th2 e Th17, e baixos índices de estresse oxidativo e danos toxicológicos. Esses 

dados contribuem para o melhor entendimento e caracterização da resposta a 

antígenos específicos do câncer cervical, e colabora para o aprimoramento das 

estratégias vacinais contra tumores induzidos por HPV16. Porém, mais estudos 

na área, abrangendo a resposta imunológica necessitam ser realizado tendo 

como antígeno alvo a oncoproteínas E5.   
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7 CONCLUSÕES 

O desenvolvimento de uma estratégia imunológica para uso associado a 

outras abordagens de tratamento ou não, é de extrema importância e muito 

aguardada. Os resultados aqui apresentados contribuem com informação, e 

demonstram que o uso de vacinas de DNA baseada em epítopos da oncoproteína 

E5 é capaz de elicitar a resposta de linfócitos T citotóxicos.  

Essa mesma construção também se mostrou eficiente em secretar 

citocinas do perfil Th1, essencial para ativação, maturação, expansão clonal e 

formação de linfócitos de memória contra tumores HPV16 positivos. A proposta 

de vacina de DNA pVAXE5m, testada frente animais desafiados com células 

tumorais C3 mimetizadoras do câncer humano induzido por HPV16 obteve 

resultados favoráveis quando comparados ao da oncoproteína selvagem E5 do 

HPV 16.  

No entanto, esses são resultados prévios em modelo pré-clínico, e mais 

estudos são necessários para avaliação do perfil imunológico. Por exemplo, a 

avaliação da ativação ou supressão da via inflamatória via NF-kB, de modo a 

corroborar e ampliar o entendimento sobre os resultados aqui apresentados. 

Ademais, a vacina pVAXE5m poderá ser estudada em novas formas de 

abordagens, visando melhorias na entrega e manutenção dos efeitos favoráveis 

observados nas vacinas terapêuticas como imunoterapia para o câncer cervical.  
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