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RESUMO 

 

SILVA, J. R. Controle da imunossupressão como estratégia para potencializar 
os efeitos de uma vacina de DNA contra tumores induzidos pelo HPV-16. 2016. 
87 f. Dissertação (Mestrado em Microbiologia). Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 

O câncer cervical representa a terceira causa de morte por câncer em mulheres e 
está associado a infecções persistentes pelo Vírus do Papiloma Humano (HPV) em 
mais de 99% dos casos. Evidências sólidas mostram que a expansão de Células 
Mielóides Supressoras (MDSC) e fatores solúveis como a interleucina IL-10 são 
importantes mediadores da evasão tumoral à resposta imunológica contra tumores, 
que limita a eficácia de imunoterapias. Dada a importância epidemiológica dos 
tumores induzidos por HPV e a necessidade eminente do desenvolvimento de 
imunoterapias ativas contra essas lesões, desenvolvemos durante os últimos 12 
anos, uma estratégia vacinal terapêutica baseada em DNA. Esta vacina codifica a 
proteína E7 do HPV-16 fusionada à glicoproteína D (gD) do Vírus Herpes Simplex do 
tipo 1 (HSV-1), denominada pgDE7h. O presente trabalho propôs a investigação de 
estratégias que restringem a imunossupressão, baseadas em um plasmídeo que 
codifica o receptor solúvel da citocina IL-10 (pIL10R) e da quimioterapia com 
gencitabina, na potencialização da vacina pgDE7h para controlar o crescimento de 
tumores que expressam as proteínas E6 e E7 do HPV-16 em modelo murino 
(células TC-1). Foi possível observar um atraso no crescimento do tumoral a partir 
da combinação da vacina com o pIL-10R. Adicionalmente, a utilização da 
eletroporação como método de entrega dos plasmídeos aumentou a proteção 
terapêutica para 90% e 60% quando os animais foram imunizados 5 ou 14 dias após 
o desafio, respectivamente. A combinação dos plasmídeos foi ainda capaz de elevar 
o número de linfócitos T CD8+ E7-específicos ativados, encontrados sistemicamente 
e no sítio tumoral. No consócio da imunização com a pgDE7h à gencitabina, foi 
possível observar um efeito sinérgico dessa associação, que aumentou a proteção 
antitumoral de 20% para 100% de animais livres de tumor, concomitante ao controle 
da expansão de populações imunossupressoras no baço. Além disso, a quimio-
imunoterapia administrada até 14 dias após o desafio com as células tumorais 
mostrou-se protetora em modelo de recidivas, simuladas por meio de transplantes 
subsequentes de células tumorais. Na busca de um protocolo vacinal com maior 
viabilidade clínica, combinamos a coadministração dos plasmídeos pgDE7h e pIL-
10R com o tratamento com gencitabina. Esta combinação terapêutica mostrou-se 
mais eficiente, onde se observou um aumento robusto da ativação de linfócitos T 
CD8+ E7-espefíficos, com regressão completa de tumores pré-estabelecidos. Em 
suma, esses resultados evidenciam que a associação de abordagens terapêuticas 
pode superar barreiras imunológicas presentes no ambiente tumoral e aumentar as 
chances de sucesso clínico do tratamento proposto. 

 

Palavras-chave: Câncer. Vacina terapêutica. Gencitabina. 



ABSTRACT 

 

SILVA, J. R. Control of immunosuppression as strategy to enhance the effects 
of a DNA vaccine against tumors induced by HPV-16. 2016. 87 p. Masters thesis 
(Microbiology). Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2016. 

Cervical cancer represents the third cause of cancer death among women, which is 
associated with persistent Human Papilloma Virus (HPV) infection in more than 99% 
of cases. Solid evidences show that the expansion of Myeloid-derived Suppressor 
Cells (MDSC) and soluble factors, such as IL-10, are important mediators of immune 
evasion mechanisms expressed by tumor cells, that limits the efficacy of 
immunotherapeutic approaches. Given the epidemiological importance of HPV-
induced tumors and the crucial importance of developing active immunotherapies 
against neoplasias, during the past 12 years, we have been developing a DNA-based 
therapeutic vaccine strategy encoding the HPV-16 E7 protein fused to the Herpes 
Simplex Virus type 1 (HSV-1) glycoprotein D (gD), named pgDE7h. This work aimed 
to investigate the potential role of immunossupression restriction using a plasmid 
encoding the soluble IL-10 receptor (pIL10R) and the chemotherapeutic drug 
gemcitabine to enhance in enhancing the pgDE7h vaccine potency in the control of 
tumors expressing HPV-16 E6 and E7 proteins in a murine model (TC-1 cells). It was 
possible to observe a tumor growth delay after combining the vaccine with pIL-10R. 
Additionally, the use of electroporation as a plasmid delivery method provided a 
therapeutic protection of 90% and 60% when the animals were immunized 5 or 14 
days after challenge, respectively. The combination of plasmids was also capable to 
increase substantially the numbers of activatedE7-specific CD8+ T lymphocytes both 
systemically and at the tumor site. When pgDE7h immunization was combined to 
chemotherapy, we observed a synergistic effect, which increased the antitumor 
protection from 20% to 100% and promoted the control of immunosuppressive cell 
populations in the spleen. It was possible to maintain the high antitumour protective 
effects of the chemo-immunotherapy when the animals were immunized 14 days 
after tumor cell challenge and tumor relapses after subsequent challenges with tumor 
cells. To search a vaccine protocol with greater applicability in a clinical setting, we 
combined co-administration of pgDE7h and pIL-10R and gemcitabine treatment. Our 
data showed that the combined treatment induced a robust increase in the activation 
of CD8+ T lymphocytes and a complete regression of pre-established tumors. All 
together, these results show that the combination of therapeutic approaches can 
overcome immunological barriers present in the tumor environment and increase the 
chances of clinical success of the propose therapeutic treatment. 

 

Keywords: Cancer. Therapeutic vaccine. Gemcitabine. 
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V voltagem 

D diâmetro 

mm3 milimetros cúbicos  

RPM  rotação por minuto 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O vírus HPV  

O Vírus do Papiloma Humano (HPV) é um vírus de DNA circular dupla fita, não-

envelopado, com simetria do capsídeo icosaédrica. Esse vírus tem capacidade de 

infectar as camadas mais basais do epitélio estratificado, que dificilmente é 

monitorado pelo sistema imune do hospedeiro. O seu genoma possui cerca de 8.000 

pares de bases e é composto por genes que codificam as proteínas de expressão 

precoce: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e duas proteínas de expressão tardias: L1 e L2. As 

proteínas precoces estão envolvidas com o ciclo celular viral, controlando a 

replicação do DNA viral (E1 e E2), transcrição do RNA viral (E2), reorganização do 

citoesqueleto (E4) e transformação celular (E5, E6 e E7). Enquanto as proteínas 

tardias L1 e L2 são componentes estruturais que constituem o capsídeo viral (ZUR 

HAUSEN, 2002).  

Mais de 200 tipos de HPV foram identificados até o momento, sendo que alguns 

apresentam tropismo pela região anogenital, que podem ser classificados de acordo 

com seu potencial oncogênico (KOCJAN et al., 2015). Os tipos virais HPV-6 e -11 

fazem parte do grupo de baixo risco e são conhecidos por causarem lesões 

benignas de baixo grau, representando cerca de 90% dos casos de verrugas 

genitais. Por outro lado, os tipos de alto risco estão relacionados ao 

desenvolvimento de lesões de alto grau e neoplasias, em que HPV-16, -18, -31 e -45 

representam os principais tipos virais associados (GARLAND et al., 2009). 

Particularmente, o HPV-16 e o HPV-18 são os mais frequentes entre os tipos virais 

com potencial oncogênico, sendo responsáveis, em conjunto, por mais de 80% dos 

casos de câncer cervical e outros tipos de câncer causados por HPV (PIROG et al., 

2014). 

 

1.2 Porque estudar o câncer induzido por HPV? 

 A relação entre o HPV e o câncer está bem estabelecida, e este vírus é 

responsável por um terço dos casos de tumores associados a agentes infecciosos 

(DE MARTEL et al., 2012). Infecções persistentes por HPV estão associadas a cerca 
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de 99,8% dos casos de câncer cervical, que representa o terceiro tipo de câncer 

mais comum em mulheres (SCHIFFMAN et al., 2007). Segundo o Instituto do 

Nacional do Câncer (INCA, 2016), no Brasil o câncer cervical é a quarta causa de 

morte por câncer em mulheres, com uma estimativa de cerca de 16.340 novos casos 

e aproximadamente 5.430 mortes por ano. No Brasil, 66% dos casos são 

diagnosticados no estágio invasivo da doença, a fase mais agressiva. Além disso, na 

última década, a frequência de outras neoplasias etiologicamente relacionadas ao 

HPV tem aumentando significativamente em homens e mulheres, incluindo tumores 

de vulva, vagina, ânus, pênis e, sobretudo, carcinomas de cabeça e pescoço (DE 

SANJOSÉ; BRUNI; ALEMANY, 2014).  

 

1.3 Como o HPV causa câncer? 

Os tumores associados ao HPV são resultantes de alterações genéticas 

causadas pela integração genômica e subsequente expressão aumentada de duas 

oncoproteínas virais, E6 e E7. Infecções persistentes por genótipos de alto risco 

favorecem uma instabilidade genômica com a passagem da forma epissomal do 

DNA viral para a integração ao genoma do hospedeiro (HAN; SIN, 2013). O 

descontrole da maturação normal das partículas virais no epitélio cervical tende a 

progredir para o estado pré-canceroso de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC). 

Uma vez não tratadas, podem evoluir para lesões de alto grau maligno e atingir as 

camadas superiores do epitélio, dando origem carcinoma cervical in situ (BASER et 

al., 2014). Quando ocorre a integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro, a 

maioria dos genes do HPV é perdida. Nesses casos, há a supressão dos genes 

virais da regulação, tais como E2, E4, E5, L1 e L2. A inativação de E2, que é 

responsável pela repressão da transcrição de E6 e E7, leva a expressão constitutiva 

dessas oncoproteínas pela célula hospedeira. Assim, as proteínas E6 e E7 agem na 

alteração do ciclo celular através da degradação de p53 e interação com 

retinoblastoma (pRb) respectivamente. A p53 é um fator de transcrição envolvido na 

apoptose e parada do ciclo celular e a pRb ativa genes envolvidos na síntese de 

DNA e progressão do ciclo celular. As modificações da ação dessas proteínas, 

resultantes de genes supressores de tumores, induzem a malignização da célula e a 

manutenção deste estado (ALP AVCI, 2012; MÜNGER; HOWLEY, 2002). Com base 

na sua importância e na expressão constante de E6 e E7 nas células tumorais, 
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essas oncoproteínas são excelentes alvos para terapias de tumores associados ao 

HPV.  

1.4 Estratégias de controle do vírus ou do câncer 

 Com a intenção de evitar futuras infecções pelos vírus e prevenir o câncer a 

longo prazo, foram desenvolvidas vacinas preventivas contra o HPV que se 

encontram disponíveis no mercado. Essas vacinas são compostas pela proteína L1 

do capsídeo viral que espontaneamente formam partículas que se assemelham ao 

vírus, conhecidas como VLPs (do inglês, Viral-Like Particles) (CHEN; NI; LIU, 2011; 

KIRNBAUER et al., 1992). Essas partículas mostraram-se altamente imunogênicas e 

induziram resposta de anticorpos neutralizantes capaz de evitar infecções por vírus 

HPV em humanos (EINSTEIN et al., 2009). A vacina quadrivalente, da empresa 

Merck Sharp & Dohme (nome comercial Gardasil) confere proteção contra HPV-6, -

11, -16 e -18; a vacina bivalente, da empresa GlaxoSmithKline (nome comercial 

Cervarix) confere proteção contra HPV-16 e -18. Ambas as vacinas profiláticas 

abrangem os tipos mais predominantes de HPV de alto risco, enquanto que a 

quadrivalente tem também como alvo, a prevenção de verrugas genitais associadas 

aos tipos virais não oncogênicos. 

 Embora as vacinas profiláticas, capazes de desencadear a produção de 

anticorpos contra as partículas virais, forneçam alta proteção contra os tipos de HPV 

cobertos pelas vacinas, elas não são amplamente distribuídas e não beneficiam 

pessoas previamente expostas aos vírus. Os países asiáticos, regiões da África, 

América Central e do Sul, nos quais há uma alta prevalência desses tipos de 

tumores, tem dificuldade para incluir estas vacinas em seus programas nacionais 

públicos de imunização em função de seu custo elevado (WIGLE; COAST; 

WATSON-JONES, 2013). Além disso, seriam necessários mais de 20 anos para que 

um plano de imunização mundial consiga reduzir os índices de morte causados por 

câncer de colo de útero, devido ao longo período entre a infecção e o 

estabelecimento de lesões malignas (WIGLE; COAST; WATSON-JONES, 2013). 

 O tratamento utilizado para o câncer cervical envolve cirurgia, radioterapia e 

quimioterapias ou a combinação destes. Além da morbidade iatrogênica, esses 

tratamentos são dispendiosos, traumáticos e não agem especificamente sobre as 

células tumorais. Adicionalmente, muitos pacientes desenvolvem resistência às 
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drogas, o que diminui a taxa de sobrevida global (WHANG; FILIPPOVA; 

DUERKSEN-HUGHES, 2015). De acordo com dados de 2014 do Instituto Cancer 

Research UK, cerca de 70% das mulheres apresentam sobrevida de pelo menos 

cinco anos, com prognóstico dependente do estágio no qual foi diagnosticada a 

neoplasia. Em média, o tratamento pode custar nove mil dólares por paciente, o que 

limita o uso desses serviços em países em desenvolvimento (KRUZIKAS et al., 

2012). Portanto, é desejável a viabilização de novos tratamentos menos invasivos e 

mais eficazes, como o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas que 

possam ser associadas ao tratamento convencional contra tumores induzidos por 

HPV. 

 

1.5 Como desenvolver uma vacina terapêutica para tumores induzidos por 

HPV? 

 As proteínas E6 e E7, apesar de estarem presentes nas células tumorais, não 

estimulam naturalmente uma resposta imunológica citotóxica eficiente. Isso 

acontece por serem expressas em um contexto onde diversos mecanismos de 

escape imunológico desencadeiam um quadro de tolerância antigênica 

(SASAGAWA; TAKAGI; MAKINODA, 2012). Vacinas terapêuticas capazes de 

restabelecer a imunogenicidade dessas proteínas são altamente promissoras e 

necessárias na terapia contra o câncer. Tais vacinas devem ser direcionadas às 

células apresentadoras de antígeno, com o objetivo de favorecer a entrega do 

antígeno alvo e, assim, aumentar a eficiência da ativação celular durante a 

apresentação de epítopos, principalmente pelas células dendríticas. Estas proteínas 

contêm regiões antigênicas que podem ser apresentadas via MHC de classe I ou II e 

induzir uma potente resposta imunológica. A ação antitumoral dessas vacinas deve 

privilegiar a indução de uma resposta citotóxica capaz de reconhecer 

especificamente e matar as células transformadas pelo vírus (KANODIA; DA SILVA; 

KAST, 2008). 

Alguns ensaios clínicos com vacinas terapêuticas contra tumores ou lesões 

precursoras induzidas por HPV foram realizados com vacinas baseadas em proteína 

recombinante, peptídeos ou vacinas de DNA. Os testes mais avançados 

concentram-se em vacinas baseadas em peptídeos longos ou DNA. Foi 
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demonstrado que vacinas de DNA podem ser empregadas na imunoterapia do 

câncer do colo de útero, através da fusão de genes das oncoproteínas de HPV a 

genes de proteínas com propriedades imunomoduladoras para ativação de 

respostas citotóxicas T CD8+ específicas (HUNG et al., 2007; KIM et al., 2004). Em 

relação às vacinas de DNA, duas estratégias estão voltadas para aumentar a 

imunogenicidade de antígenos do HPV-16. Para isso, o gene que codifica a proteína 

E7 foi fusionado à proteína de choque térmico HSP70 de Mycobacterium 

tuberculosis ou à CRT (calreticulina) que produz uma proteína híbrida altamente 

imunogênica (ALVAREZ et al., 2016; TRIMBLE et al., 2009). Outras formulações 

visam melhorar a entrega do DNA. A vacina VGX3100 codifica regiões consenso 

das proteínas E6 e E7 dos HPV-16 e -18 e é associada à eletroporação in vivo como 

método de administração (TRIMBLE et al., 2015). Já a vacina de DNA ZYC101a, 

codifica epitopos HLA-A2 específicos de E6 e E7 dos HPV-16 e -18 e utiliza DNA 

plasmidial microencapsulado como sistema de entrega (GARCIA et al., 2004). De 

forma geral, os ensaios clínicos de vacinas terapêuticas demonstraram a geração de 

respostas específicas contra antígenos de HPV, como anticorpos, células T CD4+ ou 

T CD8+. Contudo nenhuma das estratégias vacinais empregadas até o momento 

apresentaram resultados clínicos satisfatórios para promover sua aprovação para 

uso em humanos até o momento. 

Ao contrário do esperado, as vacinas terapêuticas testadas apresentaram 

resultados clínicos inferiores aos obtidos em fase pré-clinica (MAK; EVANIEW; 

GHERT, 2014). O contexto imunossupressor desencadeado pelos tumores dificulta 

a ação dessas vacinas e a regressão completa das lesões ainda precisa ser 

demonstrada. Sendo assim, o grande desafio das terapias antitumorais baseada em 

vacinas está em superar a resposta imunossupressora gerada pelo tumor e ativar 

uma resposta celular específica e eficaz. Células imunossupressoras são recrutadas 

mediante a secreção de fatores solúveis pelas células tumorais, que migram para o 

tumor e bloqueiam as funções das células T (WHITESIDE, 2008). Em muitos casos, 

a geração de um perfil celular imunossupressor está relacionada ao aumento da 

produção de IL-10, que age em duas vias principais: na expansão de Células 

Supressoras Derivadas da Linhagem Mielóide (MDSCs) ou de células T regulatórias 

(Treg) (SONG et al., 2011b; UMANSKY; SEVKO, 2013). Assim, a indução de células 

supressoras cria um ambiente favorável à progressão do tumor mesmo com ativação 
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de resposta celular T CD8+ específica por meio de mecanismos diversos como 

mostrado na Figura 1.  

 

 
Figura 1 – Microambiente tumoral e mecanismo de citotoxicidade e escape imunológico 
Durante a fase de eliminação do tumor, células efetoras como linfócitos T CD8+, células NK, com 
auxílio de células dendríticas e eventualmente células T CD4+ são capazes de reconhecer os 
antígenos tumorais eliminar as células neoplásicas. Esta morte depende do reconhecimento de 
receptores expressos na superfície das células como o complexo TCR-MHC. As células tumorais são 
capazes de subverter a resposta imune e escapar da vigilância do sistema imunológico, a partir de 
citocinas que recrutam células supressoras, tais como Treg, MDSC, células dendríticas imaturas e 
macrófagos M2. As células dendríticas podem causar anergia das células T, devido à falta de 
moléculas co-estimuladoras e expressão da enzima imunomoduladora indoleamina 2,3-dioxigenase 
(IDO). Macrófagos M2 e MDSC podem inibir as respostas das células T através de uma variedade de 
mecanismos, incluindo o sequestro de nutrientes através da arginase, a geração de espécies reativas 
de oxigénio (ROS), o óxido nítrico (NO), IL-10, bem como a interferência na migração de células para 
o tumor. A constante liberação de citocinas como IL-10 causa supressão e anergia de linfócitos T 
citotóxicos impedindo sua ação antitumoral. Além disso, células tumorais regulam negativamente a 
expressão de moléculas MHC e aumentam a expressão moléculas inibidoras de linfócitos, tais como 
PD-L1. Fonte: Adaptado, MONJAZEB et al., 2013. 
 

1.6 A IL-10 e o contexto tumoral 

O microambiente tumoral é formado pelas interações entre as células 

neoplásicas em proliferação, estroma tumoral, vasos sanguíneos, células infiltrantes 

(inflamatórias e regulatórias) e mediadores químicos do hospedeiro (WHITESIDE, 

2008). As redes de sinalizações modulam eventos celulares e moleculares para um 

perfil que promove o crescimento do tumor, resistência às defesas imunológicas e 

atenuação da eficácia terapêutica. A citocina IL-10 está presente em diferentes vias 

imunossupressoras, podendo agir distintamente na modulação da resposta (SATO 
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et al., 2011). A atuação da IL-10 depende da ligação com o seu receptor, o IL-10R, 

que é um membro da classe II da família de receptores de citocinas, e composto por 

tetrâmeros complexos de duas diferentes cadeias: IL-10R1 com 322 aminoácidos e 

IL-10R2 formado por 62 aminoácidos (PLETNEV et al., 2005). A ligação da IL-10 à 

porção IL-10R1 induz uma alteração conformacional e a fosforilação de tirosina 

quinase associada ao receptor, o que permite a sua dimerização com IL-10R2, com 

consequente sinalização e transdução em células-alvo (RILEY et al., 1999). Uma 

vez fosforilados, estes resíduos de tirosina atuam como regiões de ancoragem 

temporárias para o fator de transcrição latente, que ativa STAT3 e a transcrição de 

genes correspondentes com efeitos anti-inflamatórios (BRAUN; FRIBOURG; 

SEALFON, 2013).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Representação esquemática do mecanismo de interação da citocina IL-10 com o seu 
receptor 
Após a ligação da IL-10 em seu receptor, é iniciada uma via de sinalização intracelular envolvendo 
STAT3 como fator de translocação nuclear que induz a ativação de genes que codifica 
especificamente para fatores anti-inflamatórios. Fonte: Adaptado, FIORANELLI; ROCCIA, 2014. 
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Muitas células tem a capacidade de produzir IL-10, incluindo células T 

regulatórias, células B, macrófagos, mastócitos, eosinófilos, células dendríticas, 

assim como células neoplásicas (DENNIS et al., 2013). Foi demonstrado que essa 

citocina é altamente expressa em lesões pré-malignas do colo de útero, o que está 

correlacionado com uma maior predisposição a desenvolver esse carcinoma uterino 

(SYRJÄNEN et al., 2009). O aumento da expressão de IL-10 está relacionado com a 

progressão e o grau da lesão. A proteína E2 do HPV é capaz de induzir o aumento 

da expressão dos níveis de RNA mensageiro de IL-10 pela ligação à região 

reguladora desse gene. Além disso, na presença dessa citocina, há o aumento da 

atividade oncogênica da proteína E6 que atua no crescimento do tumor (MADRIGAL 

et al., 1997; WANG et al., 2013). Neste mesmo cenário, a produção de IL-10 é capaz 

de aumentar a população de células Treg que também são produtoras dessa 

citocina. Com isso, a IL-10 contribui para a expressão sustentada de Foxp3, TGF-β e 

receptor de TGF-β por Tregs ativadas, estabilizando o fenótipo e funções 

supressoras dessas células (CURIEL, 2007). Células Treg existem naturalmente em 

baixos níveis, e são responsáveis por controlar tanto a resposta imune inata, como a 

adaptativa. Em um contexto tumoral, essas células são recrutadas, expandidas e 

ativadas. Adicionalmente, células T CD4+ podem ser alteradas para um perfil 

regulatório que expressa Foxp3, sendo chamadas de Treg induzíveis (WHITESIDE, 

2012). Através de mecanismos dependentes do contato célula-célula ou secreção de 

IL-10 e TGF-β essas células inibem a ativação de células T com capacidade 

antitumoral (MUMM; OFT, 2013). Também com o intuito de bloquear a resposta 

antitumoral, fatores solúveis produzidos pelo tumor atuam de diferentes formas. 

VEGF, IL-10 e IL-6, levam a ativação constitutiva da STAT3, um ponto crítico para 

expressão de citocinas anti-inflamatórias que controla a infiltração de células imunes 

para o tumor  (CURIEL, 2007; HEUSINKVELD; VAN DER BURG, 2011). Além disso, 

VEGF, TGF-β, IL-10, IL-13 e IL-6 recrutam células MDSC para o ambiente tumoral. 

As MDSC através da produção de arginase-1 e ativação de óxido nítrico sintase 

induzida (iNOS) bloqueiam as funções de linfócitos T efetores (SEVKO; UMANSKY, 

2013). 
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1.7 A vacina pgDE7h como estratégia vacinal para controle de tumores 
induzidos por HPV e medidas para potencializar o seu efeito antitumoral 
terapêutico 

Durante os últimos 12 anos nosso grupo tem se dedicado ao desenvolvimento 

de duas estratégias vacinais terapêuticas contra tumores induzidos por HPV, uma 

baseada em DNA e outra em proteína recombinante, que tem como produto uma 

proteína híbrida, resultado da fusão da glicoproteína D (gD) do Vírus Herpes Simplex 

do tipo 1 (HSV-1) a oncoproteínas do HPV-16. A proteína gD, presente na vacina 

pgDE7h, possui propriedades imunomoduladoras, pois se liga ao Mediador de 

Entrada do Vírus Herpes (HVEM) e compete com o mesmo sítio de ligação do BTLA. 

A ligação de BTLA ao receptor HVEM induz um sinal inibitório para células B e T 

(COMPAAN et al., 2005). Entretanto, a interação entre gD e HVEM impede a ligação 

do BTLA e aumenta a sobrevivência de células dendríticas mediada pela ativação de 

NFκB (CHEUNG et al., 2009).  

Para a vacina de DNA pgDE7h, foi realizada a otimização na sequência de 

códons para o sistema de expressão de mamíferos, com o intuito de aumentar os 

níveis de expressão antigênica e, com isso, aprimorar os efeitos da vacina. Células 

da linhagem tumoral TC-1, transformadas com as proteínas E6 e E7 do HPV-16, 

foram utilizadas nos testes como modelo de desafio tumoral. A vacina pgDE7h 

desenvolvida foi capaz de ativar células TCD8+ E7-específicas e gerar proteção 

antitumoral em 40% dos camundongos tratados terapeuticamente (DINIZ et al., 

2010; DINIZ; FERREIRA, 2011; LASARO et al., 2005). A formulação foi aprimorada 

utilizando diferentes estratégias: coadministração de plasmídeos que codificam 

citocinas, imunização pela via intradérmica com o gene gun, ou administração da 

vacina associada à eletroporação in vivo, que gerou, em todos os casos, um 

aumento expressivo do efeito terapêutico antitumoral (DINIZ et al., 2013; SALES, et 

al., resultados submetidos à publicação). As abordagens avaliadas em associação à 

vacina pgDE7h foram capazes de induzir proteção terapêutica completa quando a 

imunização foi realizada em até três dias após o desafio. Contudo, em estágios mais 

avançados do desenvolvimento do tumor, muitas dessas estratégias não foram 

suficientes para impedir o crescimento tumoral. Diante da potencialidade do 

antígeno vacinal desenvolvido pelo nosso grupo, e da necessidade de viabilizar a 

abordagem terapêutica para uso em humanos, com maiores chances de sucesso 

clinico, devem ser consideradas abordagens voltadas para o controle de 
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mecanismos de imunossupressão presentes no microambiente tumoral, que possam 

potencializar e melhorar a eficácia da vacina em estágios de câncer mais 

avançados.  

Com intuito de neutralizar a IL-10 in vivo no tratamento de melanoma, um grupo 

de pesquisadores construiu um plasmídeo que codifica a região extracelular solúvel 

do receptor de IL-10 (pIL-10R). Animais tratados com esse plasmídeo mostraram 

tempo de sobrevida prolongado e manutenção de uma resposta pró-inflamatória 

protetora (MARCHI et al., 2011). A coadministração do vetor que codifica o receptor 

de IL-10 representa uma alternativa para potencializar o efeito terapêutico da 

pgDE7h contra tumores que expressam oncoproteínas virais.  

A combinação da imunoterapia com estratégias utilizadas na clínica, como 

quimioterápicos que modulam o ambiente tumoral supressor, representam outras 

possibilidades de potencialização dos efeitos das vacinas terapêuticas. Drogas 

quimioterápicas anticâncer são capazes de induzir a morte de células neoplásicas 

que permitem a liberação de antígenos tumorais. A exposição das oncoproteínas 

virais torna esses antígenos acessíveis para captação por células apresentadoras de 

antígenos e leva à sua ativação e à indução de imunidade antitumoral (SMYTH et 

al., 2016). Além disso, alguns quimioterápicos possuem propriedades adicionais, 

como por exemplo, apresentar um papel ativo na inibição da proliferação de células 

imunossupressoras. Nesse sentido, o quimioterápico gencitabina (2’2’-difluoro 

2’desocitidina, dFdC), um análogo da citidina, desenvolvido a partir da citosina 

arabinosa, é usado como tratamento quimioterápico para uma ampla variedade de 

tumores. Para que sua ação aconteça, é necessário que haja absorção e 

fosforilação intracelular em monofosfato, difosfato e trifosfato de gencitabina. O 

efeito tóxico se dá pela incorporação da droga fosforilada aos filamentos de DNA, o 

que acarreta na inibição de sua síntese. Em ensaios in vitro foi comprovado que o 

quimoterápico promove redução da síntese de DNA e bloqueio do ciclo celular na 

fase G1 (MINI et al., 2006; UENO; KIYOSAWA; KANIWA, 2007). 

Outras evidências demonstram que a gencitabina também atua diretamente na 

indução de apoptose a partir de um sistema de vigilância que detecta a presença do 

fármaco (FULDA, 2009). Tal fato tem emergido como um dos principais mecanismos 

pelo qual o quimioterápico promove o controle da resposta supressora induzida pelo 

tumor. O fármaco pode ativar a proteína Bax pró-apoptótica (Bcl-2 associada à 
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proteína X) em MDSCs, e subsequentemente ocasionar a desestabilização do 

lisossomo dessas células com liberação da protease enzimatica catepsina B. A 

atividade dessa protease está relacionada com a ativação do inflamassoma, e 

consequentemente produção e liberação de citocinas imunomoduladoras (SHURIN, 

2013). Dessa forma, nossa hipótese é que a gencitabina possa ser um importante 

adjuvante no tratamento do câncer cervical, principalmente no que concerne à 

diminuição de células mielóides supressoras no microambiente tumoral. Frente a 

esse contexto, nenhum trabalho até o momento estudou a associação da 

gencitabina à imunoterapia contra tumores induzidos por HPV. 

Tendo em vista as diferentes abordagens terapêuticas apresentadas 

anteriormente e a partir do conhecimento dos mecanismos moleculares 

responsáveis pelo escape imunológico tumoral considera-se racional, uma 

imunoterapia que seja capaz de englobar o desenvolvimento de uma resposta 

imunológico antitumoral eficiente, associada à inibição da resposta 

imunossupressora desencadeada pelo tumor. A presente dissertação propôs então 

expandir os estudos realizados com a vacina de DNA desenvolvida no laboratório, 

dedicando-se a investigar sua atividade em um contexto imunossupressor, no qual 

se concentra a maioria das falhas dos tratamentos antitumorais atualmente em 

estudo pela comunidade científica. O trabalho, além de inédito, apresenta alta 

relevância para a sociedade no desenvolvimento de terapias mais seguras e 

eficientes, particularmente a pacientes infectados pelo HPV que desenvolveram 

carcinomas associadas ao vírus.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

A presente dissertação de mestrado tem como objetivo principal avaliar os 

efeitos adjuvantes de estratégias que controlam a imunossupressão desencadeada 

por tumores que expressam antígenos de HPV-16 em associação à vacina pgDE7h. 

Neste sentido, foram realizados estudos em três frentes principais: 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Avaliar, em modelo murino, o efeito da coadministração de um plasmídeo 

que codifica o receptor solúvel da citocina IL-10 na potencialização da vacina 

pgDE7h;  

 

 Investigar o impacto do controle de populações imunossupressoras 

mediante o uso da quimioterapia com gencitabina, nos efeitos antitumorais induzidos 

pela vacina pgDE7h; 

 
 Analisar o efeito da coadministração da vacina pgDE7h com o plasmídeo 

pIL-10R em associação à quimioterapia no controle de tumores que expressam 

antígenos de HPV-16. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Vetores vacinais 

O plasmídeo que expressa a proteína E7 de HPV-16 fusionada à gD de HSV-1 

(pgDE7h) foi construído após clonagem do gene sintético que codifica a proteína 

híbrida gDE7 nos sítios de PstI e BglII do plasmídeo pUMVC3 (Aldevron, EUA) que 

possui o gene que codifica resistência à canamicina e promotor de citomegalovírus 

(CMV). A sequência codificadora de gDE7 foi sintetizada com otimização de códons 

para o código genético humano. Além disso, na sequência da E7 presente no gene 

sintético foram realizadas duas mutações pontuais que nocauteiam sua interação 

com a proteína pRb (DINIZ et al., 2010). O plasmídeo codifica o receptor de IL-10 

(PCDNA3-sIL-10R) foi gentilmente cedido pela Profa Elaine Rodrigues (UNIFESP). 

Para esse plasmídeo, a porção extracelular solúvel do receptor de IL-10 murino (sIL 

- 10R) que correspondente aos aminoácidos 1-189 foi subclonada no sítio NotI do 

vetor pcDNA3 (Invitrogen) (MARCHI et al., 2011). A obtenção dos plasmídeos para 

as imunizações foi realizada através de propagações em larga escala a partir de 

linhagens de Escherichia coli DH5α transformadas com os diferentes vetores em 

meio Luria-Bertani (LB) suplementado com ampicilina (100 μg/mL) ou canamicina 

(50 μg/mL) (Sigma), seguido da purificação dos plasmídeos a partir do kit de 

purificação de plasmídeos de Giga Prep (QIAGEN Endo Free Plasmid Giga, 

QIAGEN), de acordo as instruções do fabricante. As amostras de DNA foram 

quantificadas em espectrofotômetro a 260nm e confirmadas por inspeção visual em 

gel de agarose 0,8% (Invitrogen) após digestão com as enzimas de restrição de 

clonagem no vetor (Fermentas). Os plasmídeos foram mantidos a -20 ºC até o 

momento de uso.  

 

3.2 Linhagens celulares 

A linhagem celular tumoral TC-1 (LIN et al., 1996) é derivada de células 

primárias do epitélio pulmonar de C57BL/6 transformadas com c-Has-ras e os genes 

de E6 e E7 do HPV-16 (gentilmente cedida pelo Dr. T.C. Wu, Universidade Johns 

Hopkins, EUA). As células TC-1 foram cultivadas em garrafas de plástico (Corning) 

em meio RPMI (Gbico) suplementado com 50 U/mL penicilina/streptomicina, 10% de 
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soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell, Campinas, São Paulo, Brasil) e mantidas a 37 ºC e 

5% de CO2, até atingirem 80% de confluência. No dia do desafio tumoral as células 

foram lavadas com solução PBS pH 7,4 e tratadas com Tripsina EDTA (Vitrocell, 

Campinas, São Paulo, Brasil). Em seguida, as células foram suspensas em meio 

RPMI contendo 10% de SFB para inativação da tripsina. As células foram 

centrifugadas a 600g e suspensas em meio RPMI sem SFB, na concentração 

apropriada para inoculação suspensas em um volume de 100 µL por animal.  

 

3.3 Desafio com células tumorais e protocolo de imunização 

Os experimentos de imunização foram realizados com camundongos fêmeas da 

linhagem C57BL/6 com idade entre 7-8 semanas adquiridos do biotério de 

Camundongos Isogênicos do Departamento de Parasitologia do ICB-II da USP e 

manuseados segundo as normas estabelecidas pela comissão de ética desse 

instituto. Os animais foram desafiados com as células TC-1 por via subcutânea na 

concentração de 7,5 x 104/animal suspensas em 100 μL de meio RPMI e inoculadas 

em uma região dorso-lateral direita do animal, ou com 7,5 x 105 células/animal para 

os experimentos de nos quais os animais receberam um segundo desafio. Entre 3-

14 dias após o desafio, foram iniciados os ensaios de imunizações para avaliar o 

efeito de regressão de tumores estabelecidos. A imunização foi feita pela via 

intramuscular convencional com 50 μg de DNA/dose de cada plasmídeo diluído em 

100 μl de PBS e inoculados do músculo tibial anterior de cada pata em um volume 

de 50 μl por pata. 

Nos experimentos realizados para avaliação do efeito terapêutico da vacina de 

DNA pgDE7h mediante a coadministração do plasmídeo que codifica o receptor de 

IL-10 (pIL-10R), os animais foram divididos em quatro grupos: grupo PBS, imunizado 

apenas com solução veículo PBS; grupo pIL-10R o qual recebeu o plasmídeo que 

codifica a porção extracelular solúvel do receptor de IL-10 murino; grupo pgDE7h e o 

grupo pgDE7h + pIl-10R. A administração da primeira dose vacinal foi realizada 3 e 

5 dias depois do desafio com as células tumorais. As imunizações foram feitas com 

uma dose de 50 μg de pgDE7h, combinada à 50 μg de pIL-10R variando de uma a 

duas doses, com cinco dias de intervalo entre cada imunização.  
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A formulação vacinal também foi testada pela via intramuscular seguida da 

eletroporação como método de entrega do DNA com o uso de 5 μg de pgDE7h 

combinada a 1 ou 2 doses de 50 μg/dose de pIl-10R com cinco dias de intervalo 

após a primeira dose. Para esse ensaio, a vacina foi administrada em um volume de 

50ul por dose, administrada pela via intramuscular em apenas uma das patas. 

Nesse processo, foi utilizado o eletrodo CUY560-5-0.5, que consiste em um par de 

agulhas fixas paralelas com espaço de 5 mm entre elas e 0,5 mm de diâmetro. O 

eletrodo foi inserido no músculo tibial anterior, logo após a inoculação da vacina. 

Foram aplicados seis pulsos elétricos de 130 V cada, com duração de 450 ms. Os 

pulsos elétricos foram entregues utilizando o NEPA21 Super Eletroporador 

(NepaGeneCo.,Ltd.; Chiba, Japão).  

Para execução dos testes de proteção tumoral com a vacina de DNA associada 

à quimioterapia, os animais foram imunizados 5, 10 ou 14 dias após o desafio. A 

imunização foi realizada com 50 μg de pgDE7h pela via intramuscular convencional 

e em seguida submetidos a tratamentos por via intraperitoneal 80 mg/kg de cloridato 

de gencitabina (GEMZAR, Eli Lilly, Indianapolis, IL), diluídos em um volume de 100 

μl de salina apirogênica. Os animais receberam uma segunda dose da vacina e do 

tratamento com a quimioterapia em um intervalo de sete dias após a primeira 

imunização. 

Alternativamente, foram feitos ensaios associando a coadministração dos 

plasmídeos pgDE7h e pIL-10R entregues por eletroporação seguindo o mesmo 

protocolo estabelecido anteriormente associados a uma dose do tratamento com 

cloridrato de gencitabina. Para isso, os animais foram imunizados 14 dias após o 

desafio.  

 

3.4 Acompanhamento do tumor  

O acompanhamento da evolução dos tumores foi feito três vezes a cada semana 

e a sobrevivência foi avaliada por um período mínimo de 60 dias. Os tumores, 

quando presentes, foram medidos com o auxílio de um paquímetro. Para o cálculo 

de volume tumoral, foram mensurados o diâmetro menor (d) e o diâmetro maior (D) 

do tumor, e calculado o volume de acordo a fórmula D x d2/2. Para avaliação da 
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sobrevivência dos animais, aqueles que apresentaram tumores maiores que 500 

mm3 foram eutanasiados. 

 

3.5 Determinação de células T CD8+ produtoras de citocinas  

As amostras de sangue periférico (PBMC) ou baço foram recolhidas 14 dias 

após a administração da vacina para os ensaios posteriores utilizando o sistema de 

citometria de fluxo. As células foram tratadas com tampão de lise ACK (BioSource 

International) para romper hemácias e centrifugadas a 600 g por 5 minutos e 

ressuspendidas em meio RPMI. Nos ensaios de determinação de citocina 

intracelular, as células foram incubadas a uma concentração de 106 células/poço por 

12 horas a 37 ºC, 5% CO2 em placa de fundo côncavo de 96 poços (Corning) em 

200 μl de meio RPMI completo na presença de Brefeldina A (1g/poço) (GolgiPlug; 

BD Biosciences), citocina IL-2 (1ng/poço) na ausência ou presença do peptídeo 

específico de E7 (aminoácidos 49-57; RAHYNIVTF; 300 ng/poço). Em alguns 

experimentos, anti-CD107a conjugado a Ficoeritrina (PE), 10 μg/ml de monensina 

(GolgiStop; BD Biosciences) e 2 μg/ml de CD28 (BD Biosciences) foram adicionados 

durante o estímulo in vitro. Após as lavagens, as células foram incubadas com 

anticorpo anti-CD8+ conjugado a BV605 ou BB515 (BD Bioscience) por 30 minutos a 

4 ºC. As células foram lavadas com PBS 2% SFB e fixadas com tampão contendo 

paraformaldeído a 4%. Em seguida, as células foram permeabilizadas com Cytofix 

/Cytoperm (BD Biosciences) e incubadas no mesmo tampão com anticorpo anti-IFN-

γ PE, anti- IFN-γ Alexa 700 e anti TNF-α PeCy-7 (BD Bioscience) por 30 minutos a 4 

ºC. Após as lavagens, as células foram suspensas em PBS 2% SFB. Após as 

marcações, as células foram adquiridas em citômetro de fluxo LSRFortessa® (BD 

Bioscience). Os dados foram analisados com o auxílio do programa FlowJo para a 

determinação das porcentagens de células. 

 

3.6 Caracterização das populações de células imunossupressoras 

Baços de camundongos imunizados foram excisados 14 dias após as 

imunizações e tratados com tampão de lise ACK (BioSource International) para 

romper hemácias, centrifugados a 600 g por 5 minutos e suspensas em meio RPMI 
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2% de SFB. Alternativamente, amostras de tumor foram seccionadas e maceradas 

seguida de digestão enzimática com 1 mg/mL de colagenase (Roche) por 1 hora a 

37 ºC. Em seguida, as células foram lavadas e filtradas em filtro de 70 µm (Easy 

strainer Greiner Bio One) e suspensas em PBS 2% SFB. Para determinação de 

células mielóides supressoras, a marcação extracelular foi feita com a utilização de 

anticorpos monoclonais anti-CD11b conjugado a fluoresceína (FITC) ou BB421, anti-

Gr1 conjugado a PE (BD Bioscience), incubadas por 30 minutos a 4 ºC. Para os 

ensaios de análise de células regulatórias, as células foram marcadas com anti-CD4 

conjugado ao BV605 e anti CD25 BB515 durante 20 minutos à 4 ºC. Após a 

permeabilização com Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) por 1 hora minutos a 4 ºC, 

as células marcadas com anticorpos anti-FoxP3 conjugado ao BV421 (BD 

Biosciences) por 30 minutos a 4 ºC seguida de lavagem e suspensas em PBS 2% 

SFB. As células foram examinadas em citometria de fluxo com auxílio do aparelho 

LSRFortessa® (BD Bioscience) e analisadas no programa FlowJo para a 

determinação das porcentagens de células CD11b+/GR-1+ ou células CD4+CD25 high 

FoxP3+. 

 

3.7 Análises de linfócitos T CD8+ infiltrantes no tumor 

Amostras de tumor foram seccionadas e maceradas seguida de digestão 

enzimática com 1 mg/mL de colagenase (Roche) por 1 hora a 37 ºC. Em seguida, as 

células foram lavadas e filtradas em filtro de 70 µm (Easy strainer Greiner Bio One) e 

suspensas em PBS 2% SFB. A marcação extracelular foi feita com dextrâmero de 

MHC classe I carregando o peptídeo RAHYNIVTF de E7 conjugado com 

aloficocianina (APC) (Immudex) por 40 minutos a 4 ºC. Em seguida as células foram 

marcadas com anti-CD8 BB515 e incubadas por 20 minutos a 4 ºC. Em seguida, as 

células foram lavadas e suspensas em PBS 2% e adquiridas em citometria de fluxo 

utilizando o aparelho LSRFortessaTM (BD Bioscience) e analisadas no programa 

FlowJo para a determinação das porcentagens de células Dextrâmero+/CD8+ sobe o 

total de células CD8+.  

 

3.8 Tratamento estatístico  
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As analises estatísticas foram feitas utilizando o programa GraphPad-Prism 4.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Foi empregado o teste paramétrico One 

ou Two Way ANOVA seguindo do teste múltiplo de comparação Bonferroni ou o 

teste t-Student para a comparação de amostras pareadas. Para as análises de 

sobrevivência foi empregado o teste de Log-rank seguido de pós teste Mantel Cox. 

Os valores para p<0.05 foi considerado estatisticamente significativo com um 

intervalo de confiança de 95%. 
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4 RESULTADOS 

  

Diversas plataformas vêm sendo utilizadas no desenvolvimento de vacinas 

terapêuticas contra tumores. Vacinas de DNA podem ser empregadas na 

imunoterapia do câncer do colo de útero, por meio da fusão de genes das 

oncoproteínas de HPV a genes de proteínas com propriedades imunomoduladoras 

para ativação de respostas citotóxicas alvo-específicas (DINIZ et al., 2010). Testes 

em modelo murino mostraram que a vacina terapêutica pgDE7h, desenvolvida pelo 

nosso grupo, é capaz de ativar células T CD8+ E7-específicas e gerar proteção 

antitumoral em camundongos tratados terapeuticamente. No entanto, em protocolos 

mais restritivos, a imunização com a vacina pgDE7h sozinha, não é suficiente para 

controlar o crescimento do tumor. Uma dose de 50 μg da vacina pgDE7h 

administrada pela via intramuscular até três dias após o desafio tumoral é capaz de 

conferir proteção terapêutica parcial, mantendo no máximo 50% dos animais livres 

de tumores, (DINIZ et al., 2013) sendo, por isso, a dose escolhida para os 

experimentos do presente trabalho. A redução da eficácia da vacina terapêutica em 

controlar tumores em estágios mais avançados, está particularmente associada a 

diferentes mecanismos imunossupressores desencadeados pelo tumor que 

permitem a evasão do sistema imunológico e que, portanto, devem ser superados 

por estratégias vacinais terapêuticas (LEPIQUE; RABACHINI; VILLA, 2009). 

O presente estudo teve como objetivo a investigação da capacidade de métodos 

que atuam na resposta imunossupressora para potencializar os efeitos antitumorais 

da vacina de DNA, pgDE7h. Para melhor organização dos resultados a serem 

descritos, o trabalho realizado está apresentado em três partes. Na primeira parte, 

um plasmídeo que codifica o receptor de IL-10 (pIL-10R) foi coadministrado ao 

plasmídeo vacinal pgDE7h com o intuito de se observar o efeito da redução da 

citocina IL-10 na resposta terapêutica contra tumores. Na segunda parte, avaliamos 

o efeito da quimioterapia com gencitabina na resposta induzida pela vacina pgDE7h 

e a capacidade dessa associação em controlar populações imunossupressoras. A 

terceira e última parte envolveu o estudo do potencial terapêutico induzido pela 

vacina pgDE7h combinada ao pIL-10R e à gencitabina no controle de tumores 

associados ao HPV-16.  



39 
Resultados _______ ___________________________________________________________________ 
 

 

4.1 Determinação da potência terapêutica de uma vacina de DNA direcionada 
ao controle de tumores associados ao HPV (pgDE7h) coadministrada com 
um plasmídeo que codifica o receptor de IL-10 (pIL-10R) 

Uma das abordagens para neutralizar a IL-10 in vivo é a utilização de 

plasmídeos que tenham a capacidade de sequestrar essa citocina produzida pelo 

organismo. Para o tratamento de melanoma, a administração do plasmídeo que 

codifica o receptor de IL-10 foi capaz de controlar o desenvolvimento do tumor e 

induzir a proteção terapêutica de 50% dos animais (MARCHI et al., 2011). Contudo, 

essa abordagem em combinação com vacinas terapêuticas ainda não foi avaliada. 

Para isso, avaliamos a vacina pgDE7 associada ao pIL-10R no controle de tumores 

induzidos por HPV-16. 

 

4.1.1 Avaliação do efeito antitumoral terapêutico mediada pela coadministração do 
plasmídeo pIL-10R ao plasmídeo vacinal pgDE7h  

Foram realizados testes de ensaio de proteção terapêutica em camundongos 

desafiados com 7,5 x 104 células TC-1. Três dias após, os animais foram imunizados 

com 50 μg de pgDE7h associado a uma ou duas doses de 50 μg de pIL-10R, com 

intervalo de cinco dias entre as doses pela via intramuscular (Figura 3A). Após 14 

dias da primeira dose, os animais foram avaliados quanto à presença de linfócitos T 

CD8+ E7-específicos ativados. Os grupos que receberam pgDE7h sozinha ou em 

associação ao pIL-10R, mostraram médias estatisticamente similares às frequências 

de ativação de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ E7-específicos 

(aproximadamente 1%) (Figura 3B). Observou-se que os grupos imunizados com a 

combinação dos plasmídeos, que recebeu uma ou duas doses de pIL-10R, 

demonstraram um melhor controle do crescimento tumoral em relação aos grupos 

não tratados ou imunizados apenas com a vacina pgDE7h (Figura 3C). Entretanto, o 

grupo que recebeu duas doses de pIL-10R apresentou um maior atraso no 

crescimento do volume tumoral, com diferença significativa em relação ao grupo que 

recebeu uma dose apenas, e obteve tumores com menor volume. A combinação 

vacinal não impactou na sobrevivência dos animais em comparação com o grupo 

imunizado apenas com a vacina pgDE7h, que apresentou 60% de sobrevivência 

(Figura 3D). Contudo, a associação de uma ou duas doses de pIL-10R gerou um 
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aumento na proteção antitumoral em relação ao tratamento com a vacina pgDE7h 

sozinha, resultando em 60% de animais livres de tumores (Figura 3E). 
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Figura 3 – Ensaio de proteção terapêutica de camundongos C57BL/6 desafiados com células 
TC-1 e imunizados três dias depois com a coadministração da vacina pgDE7h ao pIL-10R 
Três dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com uma dose de 50 μg de 
pgDE7h (i.m.) combinado, ou não, a uma dose ou duas doses de 50 μg de pIL-10R administradas 
pela via i.m., seguindo um intervalo de cinco dias entre as doses. Alternativamente, grupos de 
animais foram imunizados apenas com duas doses de pIL-10R seguido pelo mesmo protocolo. (A) 
Esquema de imunização. (B) Porcentagem de linfócitos T CD8+ E7-específicos produtores de IFN-γ 
mensurados a partir de células de sangue periférico coletadas 14 dias após a segunda dose vacinal e 
estimuladas in vitro com peptídeo MHC classe I restrito derivado de E7. Os valores das células não 
estimuladas foram abaixo de 0.2% (ANOVA, post test: Bonferroni). (C) Acompanhamento do volume 
tumoral ao logo do tempo (ANOVA Two Way). (D) Acompanhamento da sobrevivência dos animais 
por 60 dias. (E) Porcentagem de animais livres de tumores ao longo do período de acompanhamento. 
(Log-rank – Mantel Cox). (*) vs PBS, (+) vs pIL-10R, (#) vs pgDE7h 50 μg, (§) vs pgDE7h + pIL10R 1 
dose. Os dados representam três experimentos independentes. (n=10), (*) p<0.05 (**) p<0.01, (***) 
p<0.001). 

 

Com o intuito de verificar a possível contribuição do plasmídeo pIL-10R na 

resposta contra tumores em estágio de crescimento mais avançado, o tratamento 

com a combinação vacinal foi avaliado mais tardiamente após a inoculação das 
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células TC-1. Para esse experimento, os animais foram imunizados cinco dias após 

o desafio, com uma dose de 50 μg de pgDE7h associado a duas doses de 50 μg de 

pIL-10R no mesmo dia e cinco dias após a primeira dose pela via i.m. (Figura 4A). A 

associação dos dois plasmídeos promoveu um aumento da frequência de linfócitos T 

CD8+ E7-específicos produtores de IFN-γ, embora não tenha sido observada 

diferença estatística (Figura 4B). A combinação do plasmídeo pIL-10R à vacina 

pgDE7h demonstrou maior controle do crescimento tumoral quando comparados aos 

animais não tratados ou imunizados apenas com a vacina pgDE7h (Figura 4C). Em 

relação à sobrevivência dos animais, o tratamento proporcionou um aumento de 40 

para 60%, comparando os grupos tratados com a vacina pgDE7h ou a combinação 

pgDE7h+pIL-10R, respectivamente, mas não houve diferença estatística. (Figura 

4D). Considerando esses grupos, os dados demonstraram ainda que a imunização 

apenas com a vacina pgDE7h não foi capaz de manter animais livres de tumores 

nesse protocolo, enquanto 40% dos animais não desenvolveram tumores durante o 

período avaliado quando os dois plasmídeos foram combinados (Figura 4E). 

A

B C

D E

TC-1

0 605

pgDE7h + pIL-10R  (i.m.)

10
dias

 pIL-10R  (i.m.)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
0

20

40

60

80

100

PBS

pgDE7h
pgDE7h +
pIL-10R 2 doses *

Dias após o desafio

S
o

b
re

v
iv

ê
n

ci
a

 (
%

)

0 10 20 30 40 50 60
0

20

40

60

80

100 PBS
pgDE7h

pgDE7h + pIL-10R 2 doses

Dias após o desafio

A
n

im
a

is
 l

iv
re

s
 d

e
 t

u
m

o
r 

(%
)

**
#

0 5 10 15 20 25 30
0

200

400

600

800

1000

1200

PBS

pgDE7h +
pIL-10R 2 doses

pgDE7h

***
*

##

Dias após o desafio

V
o

lu
m

e
 t

u
m

o
ra

l 
(m

m
3 )

0

1

2

3

PBS pgDE7h pgDE7h + pIL-10R
2 doses

%
C

D
8

+
 I

F
N

-
+
 /

 C
D

8
+

 

Figura 4 – Ensaio de proteção terapêutica de camundongos C57BL/6 desafiados com células 
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TC-1 e imunizados cinco dias depois com a coadministração da vacina pgDE7h ao pIL-10R 
Cinco dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com uma dose de 50 μg do 
pgDE7h (i.m.) combinado, ou não, a duas doses de 50 μg de pIL-10R administrado pela via i.m. em 
um intervalo de cinco dias entre as doses. (A) Esquema de imunização. (B) Porcentagem de 
linfócitos T CD8+ E7-específicos produtores de IFN-γ mensurados a partir de células de sangue 
periférico coletadas 14 dias após a segunda dose vacinal e estimuladas in vitro com peptídeo MHC 
classe I restrito derivado de E7. Os valores das células não estimuladas foram abaixo de 0.2% 
(ANOVA, post test: Bonferroni) (C) Acompanhamento do volume tumoral ao longo do tempo. (Two 
Way ANOVA) (D) Acompanhamento da sobrevivência dos animais por 60 dias. (E) Porcentagem 
de animais livres de tumores ao longo do período de acompanhamento.(Log-rank – Mantel Cox). 
(*) vs PBS, (#) vs pgDE7h 50 μg. (n=5). (*) p<0.05 (**) p<0.01, (***) p<0.001). 
 

 

4.1.2 Avaliação do efeito antitumoral terapêutico mediada pela coadministração do 
plasmídeo que expressa o receptor de IL-10 ao plasmídeo vacinal pgDE7h 
associada à eletroporação como método de entrega 

Baseados nos resultados anteriores, a imunização pela via i.m. apresentou um 

controle tumoral sutil quando avaliado com o intervalo de cinco dias entre o desafio e 

a imunização. Como forma de melhorar a transfecção de células com as vacinas de 

DNA, para obter maior quantidade do antígeno codificado pelo plasmídeo e 

consequentemente, potencializar seu efeito terapêutico, utilizou-se a eletroporação 

para a entrega das vacinas. Esse método contribui de forma mais expressiva na 

indução da resposta imunológica, com a necessidade de inoculação de quantidades 

menores de DNA. Para tanto, escolhemos a dose de 5 μg do plasmídeo pgDE7h, 

correspondendo a uma dose subótima da vacina, baseados em trabalhos anteriores 

do nosso grupo (Sales et al., dados submetidos à publicação). Como tentativa de 

encontrar um efeito mais evidente no controle da IL-10, foi utilizada a dose de 50 μg 

do pIL-10R avaliado no regime vacinal de dose única ou de duas doses com 

intervalo de cinco dias. 

Camundongos desafiados com as células tumorais foram imunizados após 5 

dias com uma mistura de 5 μg de pgDE7h e 50 μg de pIL-10R seguida de 

eletroporação. Adicionalmente, uma segunda imunização com 50 μg de pIL-10R foi 

aplicada em alguns animais, pelo mesmo método de administração (Figura 5A). Os 

resultados demonstraram que os animais imunizados com a combinação vacinal ou 

apenas com a vacina pgDE7h foram capazes de induzir resposta de células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ (Figura 5B). No entanto, a combinação dos dois plasmídeos 

associados à eletroporação demonstrou um melhor controle do crescimento do 

tumor quando comparados aos animais não tratados ou imunizados apenas com a 
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vacina pgDE7h (Figura 5C). A sobrevivência dos animais nos diferentes grupos foi 

semelhante e não apresentou diferenças estatísticas, uma vez que a eletroporação 

induziu em ambos os grupos um aumento na sobrevivência, mesmo quando 

utilizados apenas 5 μg de DNA para a vacina pgDE7h vacinados 5 dias após o 

desafio (Figura 5D). Foi possível observar que a combinação de uma ou duas doses 

do plasmídeo pIL-10R foi capaz de promover um aumento de 50% para 90% e 70%, 

respectivamente, no número de animais livres de tumores em relação à vacina de 

DNA pgDE7h sozinha (Figura 5E). Não houve diferenças estatísticas entre os 

protocolos administrados com uma ou duas doses de pIL-10R dentre todos os 

parâmetros avaliados. 
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Figura 5 – Efeito da resposta de linfócitos e ensaio de proteção terapêutica de camundongos 
desafiados com células TC-1 e imunizados com a vacina pgDE7h associada ao pIL-10R pelo 
método de eletroporação 
Os animais desafiados receberam 5 dias após o desafio, uma dose de 5 μg de pgDE7h associada, ou 
não, a uma ou duas doses de 50 μg de pIL-10R. O intervalo entre o a primeira e a segunda dose foi 
de cinco dias. A imunização foi administrada pela via intramuscular associada à eletroporação (A) 
Esquema de protocolo vacinal. (B) Porcentagem de linfócitos T CD8+ E7-específicos produtores de 
IFN-γ mensurados a partir de células de sangue periférico coletadas 14 dias após a segunda dose 
vacinal e estimuladas in vitro com peptídeo MHC classe I restrito derivado de E7. As células não 
estimuladas apresentaram porcentagens abaixo de 0.2%. (ANOVA, post test: Bonferroni) (C) Medição 
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do volume tumoral ao longo do tempo. (Two Way ANOVA) (D) Acompanhamento da sobrevivência 
dos animais por 60 dias. (E) Porcentagem de animais livre de tumor durante o período de 
acompanhamento (Log-rank – Mantel Cox). (*) vs PBS, (#) vs pgDE7h 50 μg. Os dados representam 
dois experimentos independentes. (n=10). (*) p<0.05 (**) p<0.01, (***) p<0.001). 

 

Com o objetivo de avaliar a capacidade da combinação vacinal em promover a 

regressão em tumores já estabelecidos, o intervalo entre o desafio e a imunização 

foi aumentado e testado dentro do mesmo regime vacinal. O protocolo foi iniciado 

quando os tumores se encontravam palpáveis (volume de cerca de 1 mm3). Com 

isso, os animais desafiados com TC-1, foram imunizados após 14 dias com 5 μg de 

pgDE7h e 50 μg de pIL-10R por eletroporação. Um grupo de animais recebeu uma 

segunda imunização com 50 μg de pIL-10R seguida de eletroporação como método 

de entrega (Figura 6A). A associação dos dois plasmídeos administrados com 

eletroporação induziu um aumento robusto na resposta de linfócitos T CD8+ 

produtores de IFN-γ específicos para a proteína E7 em comparação com a vacina 

sozinha (Figura 6B). Observou-se ainda que a combinação vacinal permitiu um 

melhor controle do crescimento do volume tumoral, fato não evidenciado quando os 

animais foram imunizados apenas com um dos plasmídeos (Figura 6C). A 

associação dos plasmídeos pIL-10R com a vacina pgDE7h por eletroporação 

aumentou em 20% tanto a taxa de sobrevivência (Figura 6D) como o número de 

animais livres de tumor (Figura 6E) em comparação com o tratamento com a vacina 

sozinha, mas não houve diferença estatística entre esses grupos. A administração 

de três doses do pIL-10R em cominação com pgDE7h não apresentou diferenças 

significativas em comparação com grupo que recebeu duas doses de receptor 

associadas à vacina (dados não mostrados).  
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Figura 6 – Efeito do espaçamento temporal entre o desafio e a imunização com a vacina 
pgDE7h associada ao pIL-10R pelo método de eletroporação na resposta de linfócitos e 
proteção antitumoral terapêutica 
Os animais desafiados receberam 14 dias após o desafio, uma dose de 5 μg de pgDE7h 
associada, ou não, a duas doses de 50 μg de pIL-10R. O intervalo entre o a primeira e a segunda 
dose foi de cinco dias. A imunização foi administrada pela via intramuscular associada à 
eletroporação (A) Esquema de protocolo vacinal. (B) Porcentagem de linfócitos T CD8+ E7-
específicos produtores de IFN-γ mensurados a partir de células de sangue periférico coletadas 14 
dias após a segunda dose vacinal e estimuladas in vitro com peptídeo MHC classe I restrito 
derivado de E7. As células não estimuladas apresentaram porcentagens abaixo de 0.2%. (t-
Student) (C) Efeito da imunização sobre o volume tumoral. (Two Way ANOVA) (D) 
Acompanhamento da sobrevivência dos animais por 60 dias. (E) Porcentagem de animais livres de 
tumor. (Log-rank – Mantel Cox). (*) vs PBS. Os dados representam dois experimentos 
independentes. (n=10). (*) p<0,05, (**) p<0.01, (***) p<0,001.  

 

4.1.3 Impacto da coadministração do pIL-10R ao plasmídeo vacinal pgDE7h 
entregue por eletroporação na resposta celular e na infiltração de células para 
o sítio tumoral 

O desenvolvimento de uma resposta antitumoral por uma vacina terapêutica 

está relacionado com a indução de linfócitos capazes de reconhecer os antígenos 

tumorais e desenvolver uma resposta celular citotóxica. Sob essa perspectiva, 
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investigamos os mecanismos relacionados com a proteção terapêutica promovida 

pela associação da vacina pgDE7h ao pIL-10R entregues por eletroporação. Para 

tanto, seguimos o protocolo estabelecido anteriormente no qual os animais foram 

desafiados com as células TC-1 e imunizados após 14 dias com 5 μg de pgDE7h e 

50 μg de pIl-10R por eletroporação. A segunda dose foi administrada cinco dias 

depois com 50 μg de pIL-10R pelo mesmo método de administração (Figura 6A). 

Inicialmente, avaliamos o impacto da formulação vacinal na ativação de linfócitos 

TCD8+ E7-específicos a partir da produção de IFN-γ em células do baço de animais 

tratados com os diferentes protocolos. De fato, a imunização com a combinação 

plasmidial utilizando a eletroporação, induziu um aumento significativo na frequência 

de linfócitos T CD8+ ativados com capacidade de reconhecer os antígenos tumorais 

(Figura 7). Foi possível perceber que houve um moderado efeito na ativação de 

linfócitos quando os animais foram imunizados apenas com a vacina pgDE7h. Em 

contrapartida, a associação dos dois plasmídeos permite observar um real impacto 

na resposta em animais com tumores estabelecidos.  
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Figura 7 – Ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos após vacinação com a vacina 
pgDE7h associada ao pIL-10R pelo método de eletroporação  
Quatorze dias após o desafio com as células tumorais, os animais foram imunizados com 5 μg de 
pgDE7h associado, ou não, a duas doses de 50 μg de pIL-10R por eletroporação. Quatorze dias 
depois da primeira dose, foi avaliada a porcentagem de células T CD8+ produtoras de IFN-γ 
presentes no baço. As células foram estimuladas com o peptídeo E7(49-57) MHC classe I restrito ou 
mantidas sem estímulo (S/E). (ANOVA, post test: Bonferroni), (n=6). (**) p<0,01.  
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Em seguida, analisamos a capacidade de linfócitos T CD8+ ativados pela 

imunização em expressar outras moléculas e citocinas além de IFN-γ, o que 

indicaria uma polifuncionalidade dos linfócitos na sua função efetora. As células T 

CD8+ ativadas (capazes de expressar IFN-γ) induzidas pela vacinação apenas com 

pgDE7h tiveram baixos níveis de expressão de CD107a, molécula envolvida com a 

degranulação de linfócitos citotóxicos, ou de TNF-α (Figura 8 A e B). Em contraste, a 

coadministração da vacina com o receptor de IL-10 causou um pronunciado 

aumento na produção simultânea de IFN-γ e CD107a ou de IFN-γ e TNF-α (Figura 8 

A e B). Dessa forma, é possível perceber que a associação do pIL-10R à vacina 

pgDE7h além de aumentar significativamente a frequência de linfócitos T CD8+ IFN-

γ+, foi capaz de induzir um perfil polifuncional dos linfócitos. Outras moléculas como 

IL-2, granzimas e perforinas apresentaram índices indetectáveis nesse ensaio 

(dados não mostrados). 
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Figura 8 – Ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos polifuncionais após vacinação com a 
vacina pgDE7h associada ao pIL-10R pelo método da eletroporação 
Quatorze dias após o desafio com células tumorais os animais foram imunizados com 5 μg de 
pgDE7h associado, ou não, a duas doses de 50 μg de pIL-10R por eletroporação. Quatorze dias 
depois da primeira dose, foi avaliada por citometria de fluxo a porcentagem de células T CD8+ 

capazes de expressar simultaneamente CD107a+ e IFN-γ ou IFN-γ e TNF-α presentes no baço. As 
células foram incubadas com o peptídeo E7(49-57) MHC classe I restrito ou mantidas sem estímulo 
(S/E). (A) Porcentagem de células CD8+ CD107a+ IFN-γ sobre o total de células CD8+. (B) 
Porcentagem de células CD8+ TNF-α 

+ IFN-γ sobre o total de células CD8
+ (ANOVA, post test: 

Bonferroni), (n=6). (*) p<0,05; (**) p<0,01. 
 

  

O estabelecimento de mecanismos de imunossupressão durante o 

desenvolvimento do tumor é comum entre diversos tipos de câncer e está 

relacionado com a inativação de respostas antitumorais mediadas por células T, 

permitindo a proliferação e a sobrevivência das células tumorais. Frequentemente, a 
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expansão de células mielóides supressoras no baço está relacionada a um quadro 

de imunossupressão, que entre outras ações pode inibir a ativação de células T. As 

células MDSC compreendem subpopulações distintas de células indiferenciadas que 

expressam principalmente os antígenos Gr-1 e CD11b na superfície celular. Nesse 

sentido, buscamos caracterizar as populações de células MDSC ou de linfócito T 

CD4+ com um perfil regulatório caracterizados pela expressão aumentada da 

molécula CD25 e do fator de transcrição FoxP3, que estavam presentes no baço de 

animais desafiados com as células tumorais e tratados com os diferentes protocolos. 

Os dados mostram que a imunização com a vacina pgDE7h associada ao pIL-10R 

auxiliou no controle da expansão das células mielóides supressoras no baço, 

resposta que não é eficientemente inibida em todos os animais do grupo imunizado 

apenas com o pgDE7h, embora não houve diferença estatística (Figura 9A). Em 

contraste, para a maioria dos animais não foi observada a expansão de células T 

regulatórias no baço de camundongos imunizados associados, ou não, ao pIL-10R 

durante período avaliado (Figura 9B). É interessante ressaltar que apenas um 

animal não conseguiu inibir o aumento da frequência dessas células, que pode estar 

associado à inibição do efeito antitumoral visto em alguns animais desse grupo, 

como demonstrado anteriormente. 
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Figura 9 – Caracterização de populações celulares imunossupressoras presentes no baço 
de animais desafiados com células TC-1 e coadministrados com pgDE7h e pIL-10R 
entregues por eletroporação 
Quatorze dias após o desafio com células tumorais, os animais foram imunizados com 5 μg de 
pgDE7h associado, ou não, a duas doses de 50 μg de pIL-10R por eletroporação. Quatorze dias 
depois da primeira dose, células do baço foram coletadas, marcadas e analisadas por citometria de 
fluxo. (A) Frequência de células positivas para os anticorpos anti-CD11b e anti-Gr-1. (B) 
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Frequencia de células positivas para os anticorpos anti-CD4, anti-CD25 e marcação intracelular do 
fator de transcrição FoxP3. (ANOVA, post test: Bonferroni), (n=5). 

Um dos parâmetros imunológicos de maior relevância no desenvolvimento de 

abordagens imunoterapêuticas contra o câncer é a capacidade de induzir a 

infiltração de células T citotóxicas para o sítio tumoral. Nesse sentido, procuramos 

detectar a presença de linfócitos T CD8+ presentes no tumor de animais imunizados 

por citometria de fluxo. Os dados revelaram que a associação do pIL-10R com a 

vacina pgDE7h induziu um aumento de 10x no influxo de células T CD8+ para o sítio 

tumoral comparados com o grupo que recebeu apenas pgDE7h (Figura 10A). De 

forma relevante, grande parte dos linfócitos T CD8+ presentes no microambiente 

tumoral foi capaz de reconhecer o antígeno E7 presente nas células tumorais 

(Figura 10B). Nota-se que o bloqueio da citocina IL-10, favorecido pelo pIL-10R, 

permitiu migração dos linfócitos T CD8+ E7-específicos para o tumor.  
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Figura 10 – Determinação da infiltração de linfócitos T CD8+ E7-específicos para o sítio 
tumoral de animais desafiados com células TC-1 e coadministrados com pgDE7h e pIL-10R 
entregues por eletroporação 
Quatorze dias após o desafio com células tumorais, os animais foram imunizados com 5 μg de 
pgDE7h associado, ou não, a duas doses de 50 μg de pIL-10R por eletroporação. Quatorze dias 
depois da primeira dose, foram coletados o tumor dos animais, processados e as células marcadas 
para análise quanto a presença de Linfócitos T CD8+ E7-específicos. (A) Número de células T 
CD8+ infiltradas no sitio do tumor. (B) Número de células T CD8+ E7-específicas marcadas com 
dextrâmero de MHC-I contendo o peptídeo CD8-específico para a proteína E7 (RAHYNIVTF). (t-
Student), (n=6). (***) p<0.001 
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4.2 Efeito do potencial terapêutico da vacina pgDE7h em associação à 
quimioterapia com gencitabina 

Durante a progressão do câncer, as células tumorais podem desencadear 

vários mecanismos para evitar o reconhecimento imunológico e a sua destruição. 

Nesse sentido, os efeitos das vacinas terapêuticas também podem ser 

potencializados por meio da combinação com agentes quimioterápicos 

frequentemente incluídos nos regimes de tratamentos contra câncer para 

condicionar um meio propício à modulação imunológica. Nesse segundo capítulo, 

buscou-se melhor explorar os efeitos do fármaco gencitabina em associação com a 

vacina pgDE7h na resposta protetora terapêutica a tumores formados por células 

TC-1.  

 

4.2.1 Avaliação do efeito antitumoral terapêutico da vacina pgDE7h em combinação 
com a quimioterapia com gencitabina  

Inicialmente, foi avaliado se a administração do quimioterápico gencitabina 

proporcionava um incremento no efeito terapêutico da vacina pgDE7h. Para isso, 

cinco dias após o desafio com células TC-1, camundongos C57BL/6 foram tratados 

com duas doses de 80 mg/kg de cloridato de gencitabina (GEN) em combinação 

com duas doses 50 μg de pgDE7h em um intervalo de 7 dias entre as doses (Figura 

11A). Quatorze dias após a segunda dose, foi monitorado o número de linfócitos T 

CD8+ produtores de IFN-γ e observada a progressão tumoral durante 60 dias. Em 

relação à resposta celular E7-específica, a combinação de gencitabina com a vacina 

foi capaz de aumentar a resposta de células T CD8+ em relação ao grupo PBS, mas 

não em relação ao grupo que recebeu apenas a vacina pgDE7h (Figura 11B). O 

grupo imunizado com a vacina pgDE7h combinada ao quimioterápico, bem como os 

animais que receberam os tratamentos separadamente, foram capazes de controlar 

o crescimento tumoral inicialmente (Figura 11C). Entretanto, ao final do período de 

acompanhamento, foi possível notar que a vacina pgDE7h ou a quimioterapia 

sozinha prolongou parcialmente o período de sobrevida dos animais, mas não 

conseguiu impedir a formação de tumores. Em contrapartida, a associação da 

quimio-imunoterapia foi capaz de aumentar significativamente a sobrevivência dos 

animais e gerou total proteção terapêutica a tumores induzidos por células TC-1 

(Figura 11 D e E) que mostrou um efeito sinérgico da combinação imunoterápica. 
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Figura 11 – Ensaio de proteção terapêutica de camundongos C57BL/6 desafiados com células 
TC-1 e imunizados com a vacina pgDE7h combinado ao tratamento com gencitabina (GEN) 
Cinco dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com duas doses de 50 µg de 
pgDE7h (i.m.) associados ao tratamento com 80 mg/kg de gencitabina administrada pela via i.p. em 
um intervalo de 7 dias entre cada dose (A) Esquema de imunização. (B) Porcentagem de linfócitos T 
CD8+ E7-específicos produtores de IFN-γ mensurados a partir de células de sangue periférico 
coletado 14 dias após a segunda dose vacinal e estimulados in vitro com peptídeo MHC classe I 
restrito derivado de E7. Os valores das células não estimuladas mantiveram-se abaixo de 0.2% 
(ANOVA, post test: Bonferroni) (C) Volume tumoral ao longo do tempo (Two Way ANOVA) (D) 
Acompanhamento da sobrevivência dos animais por 60 dias. (E) Porcentagem de animais livres de 
tumores ao longo do período de acompanhamento. (Log-rank – Mantel Cox). (*) vs PBS, (#) vs 
pgDE7h 50 μg, (§) vs GEN. Os dados representam três experimentos independentes. (n=15), (*) 
p<0.05 (**) p<0.01, (***) p<0.001). 

 

4.2.2 Avaliação da resposta celular e controle de células imunossupressoras 
induzidos pela vacinação com pgDE7h associada à gencitabina  

Evidências obtidas em trabalhos anteriores do nosso grupo, demonstraram 

que o principal efeito protetor gerado pela vacina pgDE7h ocorre devido à ativação 

de linfócitos T CD8+ capazes de reconhecer especificamente a oncoproteína E7 

presente em células tumorais. A partir dos resultados de proteção tumoral obtidos no 

presente trabalho, procuramos explorar a ativação de linfócitos T CD8+ E7-
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específicos pelo tratamento em outro sítio anatômico. Para isso, camundongos 

imunizados com a vacina pgDE7h, combinada ou não ao quimioterápico, tiveram o 

baço coletado 14 dias após a última dose. Ambos os grupos de animais tiveram 

médias estatisticamente similares (em torno de 1%) no número de linfócitos T CD8+ 

produtores de IFN-γ E7-específicos (Figura 12). É possível observar que a ativação 

de linfócitos T CD8+ é um efeito da vacinação com a pgDE7h e não é aumentada 

com a quimioterapia para esse regime vacinal.  
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Figura 12 – Ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos após vacinação com pgDE7h em 
associação com a quimioterapia com gencitabina presente no baço 
Cinco dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com duas doses de 50 μg 
de pgDE7h (i.m.) associados, ou não, ao tratamento com 80 mg/kg de gencitabina administrada 
pela via i.p. em um intervalo de 7 dias entre cada dose. Figura representativa da porcentagem de 
células T CD8+ produtoras de IFN-γ em esplenócitos coletados 14 dias após a última imunização. 
As células foram estimuladas com o peptídeo E7(49-57). Os valores das células não estimuladas são 
inferiores a 0.2%. (ANOVA, post test: Bonferroni), (n=5). 

 

Com o objetivo de identificar os mecanismos que contribuem para a 

potencialização do efeito antitumoral protetor observado pela associação da 

quimioterapia com a vacina pgDE7h, buscamos investigar a presença de populações 

celulares imunossupressoras, que estão relacionadas com a progressão tumoral. 

Determinamos então, a frequência dessas células em baços de camundongos 

imunizados e tratados ou não com gencitabina 14 dias após a segunda dose. Os 

resultados obtidos nessa análise mostraram que, como esperado, os animais não 

tratados apresentam uma maior frequência das células MDSC em comparação aos 

animais que não foram desafiados (naïve). Contudo, animais que receberam o 

tratamento com a vacina combinada à quimioterapia são capazes de controlar a 
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expansão dessas células no baço, com médias semelhantes aos animais naïve. O 

grupo imunizado somente com a vacina pgDE7h, embora tenha demonstrado um 

aumento da frequência das células MDSC, não apresentou diferença estatística 

entre os grupos PBS ou tratado com gencitabina (Figura 13). 

 

Em continuidade aos nossos achados em relação às células mielóides 

supressoras, fomos à busca de outra população de células com importância no 

desenvolvimento de um ambiente imunossupressor. Sendo assim, avaliamos a 

frequência de linfócitos T CD4+ com perfil regulatório. Nesse ensaio, camundongos 

imunizados com duas doses da vacina pgDE7h em combinação com a quimioterapia 

com gencitabina tiveram os esplenócitos coletados e analisados ex-vivo quanto à 

presença de linfócitos T regulatórios. Os animais que não receberam nenhuma 

terapia tiveram um aumento da frequência de células T regulatórias presentes no 

baço. O grupo que foi imunizado apenas com a vacina pgDE7h, não foi capaz de 

controlar a expansão dessas células, indicando que a vacina sozinha não inibe o 

desencadeamento de um quadro imunossupressor. Por outro lado, a combinação da 

quimioterapia com a vacina foi capaz de controlar a expansão das células 
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Figura 13 – A imunização com a vacina pgDE7h em combinação com gencitabina controla a 
expansão de células mielóides supressoras no baço 
Cinco dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com duas doses de 50 μg 
de pgDE7h (i.m.) associados, ou não, ao tratamento com 80 mg/kg de gencitabina administrada 
pela via i.p. em um intervalo de 7 dias entre cada dose. Quatorze dias após a segunda dose, 
células do baço foram coletadas e marcadas com anticorpos anti-CD11b e anti-Gr-1. 
Representação gráfica da frequência das MDSCs. (ANOVA, post test: Bonferroni), (n=2-4). * 
p<0.05, ** p<0.01. 
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regulatórias com níveis semelhantes aos animais que não foram desafiados (Figura 

14).  
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4.2.3 Avaliação do espaçamento temporal entre o desafio com células TC-1 e a 
administração da combinação da vacina pgDE7h com o quimioterápico 
gencitabina 

O estágio clínico avançado de pacientes com câncer é o principal fator que 

dificulta o sucesso das vacinas antitumorais. Com o objetivo de testar a associação 

do tratamento quimioterápico e a vacina pgDE7h mais tardiamente após o desafio 

tumoral, quando uma resposta imunossupressora começa a ser estabelecida e se 

torna mais difícil controlar o crescimento do tumor, propusemos avaliar se o mesmo 

regime vacinal estabelecido anteriormente seria capaz de conferir proteção 

terapêutica em animas com tumores estabelecidos. Para isso, 10 dias após o 

desafio, os animais foram imunizados com duas doses de 50 μg de pgDE7h pela via 

i.m. e tratados com duas doses 80 mg/kg de cloridrato de gencitabina pela via i.p. 

em um intervalo de sete dias entre as doses (Figura 15A). A imunização apenas com 

o pgDE7h resultou na sobrevivência de apenas 30% dos animais e não impediu o 

Figura 14 – A imunização com a vacina pgDE7h em combinação com gencitabina controla a 
expansão de células T regulatórias no baço 
Cinco dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com duas doses de 50 μg 
de pgDE7h (i.m.) associados, ou não, ao tratamento com 80 mg/kg de gencitabina administrada 
pela via i.p. em um intervalo de 7 dias entre cada dose. Quatorze dias após a segunda dose, 
células do baço foram coletadas e marcadas com anticorpos anti-CD4, anti-CD25 e marcação 
intracelular do fator de transcrição FoxP3. As células foram analisadas em citometria de fluxo. 
Frequência das populações FoxP3+ com alta expressão de CD25, dentro da população de células 
CD4+. (ANOVA, post test: Bonferroni), (n=2-4). *p< 0.05, ** p<0.01. 
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estabelecimento dos tumores (Figura 15 B e C). Já a combinação da quimioterapia 

com a vacina pgDE7h foi capaz de promover um aumento significativo da 

sobrevivência dos animais, bem como induzir regressão tumoral completa em 80% 

animais (figura 15 B e C).  
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Figura 15 – Ensaio de proteção terapêutica de camundongos imunizados com a vacina 
pgDE7h combinado ao tratamento com gencitabina (GEN) iniciando o tratamento dez dias 
após o desafio  
Dez dias após o desafio com as células TC-1, os animais foram submetidos à imunização com 
duas doses de 50 μg de pgDE7h (i.m.) associados, ou não, ao tratamento com duas doses de 80 
mg/kg de gencitabina administrada pela (i.p.) em um intervalo de 7 dias entre as doses (A) 
Esquema de imunização (B) Acompanhamento da sobrevivência dos animais por 60 dias. (C) 
Porcentagem de animais livres de tumor. (Log-rank – Mantel Cox). (*) vs PBS, (#) vs pgDE7h 50 
μg. Os dados representam dois experimentos independentes, (n=10). (**) p<0.01, (***) p<0.001. 
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Com o objetivo de avaliar a combinação quimio-imunoterápica em um regime 

vacinal ainda mais restritivo, o tratamento foi administrado 14 dias após o implante 

das células tumorais, quando o tumor se apresentava palpável (1 mm3) (Figura 16A). 

Os animais imunizados apenas com duas doses da vacina pgDE7h apresentaram 

40% de sobrevivência, mas não foram capazes de impedir o crescimento dos 

tumores (Figura 16 B e C). Os animais tratados com gencitabina em associação com 

a vacina pgDE7h foram capazes de aumentar a sobrevivência para 100% e induzir 

regressão completa dos tumores em 80% dos animais, mantendo a potência 

imunoterápica observada anteriormente (Figura 16 B e C).  

Após 60 dias de acompanhamento, foi possível observar que a coadministração 

da vacina com a quimioterapia manteve os animais livres de tumores quando a 

imunoterapia foi iniciada 5, 10 ou 14 dias após o desafio. Como forma de avaliar o 

potencial terapêutico da formulação em proteger de recidivas, os animais protegidos 

foram submetidos a um segundo desafio com uma quantidade de células TC-1 dez 

vezes maior (7,5 x 105 células/animal) 60 dias após o primeiro implante de células. 

Os camundongos foram acompanhados por mais 40 dias, e se mantiveram 100% 

livres de tumor ao final do período de acompanhamento, demostrando a eficácia da 

potência imunoterápica para todos os protocolos testados (Figura 17).  
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Figura 16 – Ensaio de proteção terapêutica de camundongos imunizados com a vacina 
pgDE7h combinado ao tratamento com gencitabina (GEN) iniciando o tratamento 14 dias após 
o desafio 
Quatorze dias após o desafio com as células TC-1, os animais foram submetidos à imunização com 
duas doses de 50 μg de pgDE7h (i.m.) associados, ou não, ao tratamento com duas doses de 80 
mg/kg de gencitabina administrada pela (i.p.) em um intervalo de 7 dias entre cada dose (A) Esquema 
de imunização (B) Acompanhamento da sobrevivência dos animais por 60 dias. (C) Porcentagem de 
animais livres de tumor. (Log-rank – Mantel Cox). (*) vs PBS, (#) vs pgDE7h 50 μg. Os dados 
representam dois experimentos independentes, (n=10). (**) p<0.01, (***) p<0.001. 
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Figura 17 – Efeito antitumoral terapêutico induzido pela imunização com a vacina pgDE7h 
associados a gencitabina após redesafio com células TC-1 
Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5 x 104 células/animal e imunizados com duas 
doses de pgDE7h associada a duas doses do tratamento com 80 mg/kg de gencitabina em 
diferentes intervalos entre o desafio e o início do protocolo de imunização (5, 10 ou 14 dias). 
Sessenta dias após a primeira inoculação com as células TC-1, os animais receberam um segundo 
desafio de células de tumorais com uma quantidade de células 10 vezes maior. O gráfico 
representa a porcentagem de animais livres de tumor, (n=5).  
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4.3 Aumento da potência vacinal terapêutica por meio de terapias combinadas 
a partir da associação da vacina pgDE7h ao pIL-10R e ao tratamento com 
gencitabina 

O controle do câncer de colo do útero avançado exige métodos combinados 

como vacinas e outras modalidades terapêuticas que visam melhorar os efeitos 

antitumorais e diminuir a toxicidade e a resistência de fármacos quimioterápicos. 

Tais métodos devem agir em diferentes alvos que atuem não somente no tumor, 

mas também controlando a imunossupressão desencadeada, permitindo uma 

melhor eficácia clínica.  

Nesse panorama, buscamos estabelecer um protocolo vacinal com maior 

viabilidade e eficácia clinica. Para isso, buscamos utilizar uma menor quantidade de 

DNA, por meio da utilização de métodos de entrega que aumentam a 

imunogenicidade de vacinas de DNA em humanos. Além disso, visamos diminuir as 

doses da quimioterapia, mas mantendo um protocolo restritivo com o tratamento 

sendo administrado em animais com tumores já palpáveis. Sendo assim, 

combinamos os melhores protocolos encontrados com o uso da coadministração 

dos plasmídeos vacinais pgDE7h e pIL-10R e a associação da vacina pgDE7h com 

o quimioterápico gencitabina. Baseados nos resultados anteriores, optamos por 

administrar uma dose única do agente quimioterápico, para obter um resultado sub-

ótimo da associação da vacina pgDE7h com a quimioterapia. Nesse último capítulo, 

apresentamos os dados obtidos com essa proposta, que demonstram resultados 

promissores para o uso de terapias combinadas que atuem em diferentes alvos 

terapêuticos.  

 

4.3.1 Caracterização da resposta celular induzida pela imunoterapia combinada 

Nossos achados anteriores mostraram que a associação da vacina pgDE7h 

com o plasmídeo pIL-10R ou com a quimioterapia com gencitabina promove o 

aumento do número de linfócitos ativados. Então, buscamos avaliar se a 

combinação da vacinação com a pgDE7h e o plasmídeo pIL-10R em associação 

com a gencitabina promovia um aumento ainda maior da potência vacinal. Para isso, 

camundongos desafiados com 7,5 x 104 células TC-1/animal, foram imunizados no 

décimo quarto dia com uma mistura de 5 μg de pgDE7h e 50 μg de pIL-10R 

utilizando a eletroporação pela via i.m.. Nesse mesmo dia, os animais foram tratados 
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com 80 mg/kg de gencitabina pela via i.p.. Cinco dias após a 1ª dose, uma segunda 

imunização com 50 μg de pIL-10R foi aplicada nos animais (Figura 18A). A 

imunização com a vacina pgDE7h coadministrada com o pIL-10R e gencitabina 

induziu uma alta frequência de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ, com 

diferenças significativas em relação aos animais imunizados com a vacina 

isoladamente ou associada à gencitabina. Esse resultado mostra que a combinação 

dos três métodos imunoterapêuticos induz melhor ativação dessas células em 

comparação à imunização apenas com a vacina de DNA ou à imunização associada 

com o pIL-10R ou ainda com tratamento quimioterápico isoladamente (Figura 18B).  
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Figura 18 – A coadministração da vacina pgDE7h com o pIL10R associada à gencitabina induz 
um aumento da ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos 
Quatorze dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com 5 μg de pgDE7h 
combinado, ou não, com 50 μg de pIL-10R por eletroporação pela via i.m.. Cinco dias após a 1ª 
dose, foi administrada uma segunda imunização com 50 μg de pIL-10R. Alguns animais receberam 
80 mg/kg de gencitabina pela via i.p. juntamente com a primeira dose vacinal. Quatorze dias após a 
primeira dose, amostras de PBMC foram coletadas e estimuladas com o peptídeo E7(49-57). 
Porcentagem de células T CD8+ produtoras de IFN-γ. Os valores das células não estimuladas foram 
inferiores a 0.2%. (ANOVA, post test: Bonferroni), (n=5). (*) p<0.05, (**) p<0.01. 
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4.3.2 Caracterização do efeito da imunoterapia combinada no controle de células 
imunossupressoras  

A partir do efeito positivo na ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos, 

passamos a explorar o efeito dos métodos combinados sob as populações 

imunossupressoras, seguindo o protocolo acima descrito. Baço de animais 

submetidos a diferentes protocolos terapêuticos foram analisados quanto à 

frequência de células mielóides supressora e T regulatórias. Foi possível observar 

que a frequência das células mielóides supressoras eram menores nos animais 

tratados com gencitabina e imunizados com a combinação plasmideal comparadas 

ao grupo não tratado ou imunizado apenas com a vacina pgDE7h. Contudo, não 

houve diferença estatística quanto à presença de células mielóides supressoras 

presentes no baço dos animais tratados e imunizados em relação aos animais que 

receberam somente a vacina pgDE7h ou o grupo tratado com PBS (figura 19A). 

Além disso, apenas quando os animais foram tratados com os três métodos 

imunoterapêuticos houve o controle da expansão de células T regulatórias, 

demonstrando que a imunização apenas com a vacina pgDE7h ou associada a uma 

dose da quimioterapia, não é suficiente para impedir o aumento da frequência dessa 

população de células (Figura 19B).  
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Figura 19 – A coadministração da vacina pgDE7h com o pIL10R associada ao gencitabina 
controla a expansão de células imunossupressoras 
Quatorze dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com 5μg de pgDE7h 
combinado, ou não, com 50μg de pIL-10R por eletroporação pela via i.m.. Cinco dias após a 1ª 
dose, foi administrada uma segunda imunização com 50 μg de pIL-10R. Alguns animais receberam 
80 mg/kg de gencitabina pela via i.p. juntamente com a primeira dose vacinal. Quatorze dias após a 
primeira dose, os esplenócitos foram coletadas marcados para analise quanto à presença de células 
mielóides supressoras (antiCD11b e anti-Gr-1) e linfócitos T regulatórios (anti-CD4, anti-CD25 e 
marcação intracelular do fator de transcrição FoxP3). As células foram analisadas em citometria de 
fluxo e representado no gráfico: (A) Frequência das populações de células MDSC; (B) Frequência 
da população FoxP3+ com alta expressão de CD25, dentro da população de células CD4+. (ANOVA, 
post test: Bonferroni), (n=5). (*) p<0.05. 
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4.3.3 Determinação das populações celulares infiltrantes no sitio tumoral 

Investigamos também as populações de células infiltrantes no tumor dos animais 

imunizados e tratados com os métodos combinatórios. Grupos de animais foram 

eutanasiados no décimo quarto dia após a primeira dose vacinal e tiveram o tumor 

retirado para analises das células presente no sitio tumoral. No momento do ensaio, 

a maioria dos animais do grupo tratado com os três métodos imunoterapêuticos, já 

havia regredido totalmente os tumores. Por isso, analisamos apenas aqueles 

animais que ainda apresentavam tumor. Inicialmente, buscou-se determinar se havia 

a presença de linfócitos específicos para a proteína E7 no sitio tumoral. Como 

esperado, no tumor de animais do grupo PBS, não houve migração de linfócitos T 

CD8+ E7-específicos para o ambiente tumoral. O tamanho do tumor desses animais 

no momento do ensaio que eram maiores em comparação com os grupos tratados 

(dados não mostrados). O grupo imunizado apenas com a pgDE7h foi capaz de 

induzir uma migração de linfócitos T CD8+ E7-específicos em apenas em alguns 

animais. Por outro lado, apenas 60% dos animais imunizados com a vacina pgDE7h 

e tratados com a quimioterapia apresentavam tumores. Entretanto, entre os animais 

com tumor desse grupo, não houve migração de linfócitos T CD8+ E7-específicos no 

sitio tumoral. Já a combinação dos três métodos imunoterapêuticos, mesmo nos 

animais que havia a presença do tumor, foi possível detectar a migração de linfócitos 

T CD8+ E7-específicos no ambiente tumoral dos animais (Figura 20A).  

Adicionalmente, analisamos a presença de populações de células 

imunossupressoras que pudessem bloquear o efeito da resposta citotóxica no 

ambiente tumoral. Não foi detectada a presença de células T CD4+ com um perfil 

regulatório nesses animais (dados não mostrados). Contudo foi possível identificar a 

um aumento do número de células mielóides supressoras no tumor dos animais do 

grupo PBS, e na maioria dos animais imunizados apenas com a vacina pgDE7h. 

Isso mostra que apesar de haver uma migração de linfócitos T CD8+ E7-específicos 

para o ambiente tumoral (Figura 20A) a vacina sozinha não conseguiu controlar a 

infiltração de células supressoras no sitio do tumor (Figura 20B). Os animais 

imunizados com a vacina e tratados com a quimioterapia controlaram parcialmente a 

infiltração de células mielóides presentes no tumor. Todavia, quando os três 

métodos são associados, os animais foram capazes de melhor controlar a presença 

das MDSC no tumor (Figura 20B). 
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4.3.4 Avaliação do efeito antitumoral terapêutico induzido pela imunoterapia 
combinada 

 Diante dos resultados promissores encontrados na análise da resposta celular 

induzida pela abordagem imunoterapêutica combinada, explorou-se então o efeito 

antitumoral terapêutico promovido pela vacina pgDE7h em associação ao pIL-10R e 

à gencitabina. Para tanto, seguimos o protocolo estabelecido anteriormente, na qual 

camundongos desafiados com 7,5 x 104 células TC-1/animal, foram imunizados no 

décimo quarto dia com uma mistura de 5 μg de pgDE7h e 50 μg de pIl-10R seguida 

de eletroporação pela via i.m.. Em seguida, os animais foram tratados com 80 mg/kg 

de gencitabina pela via i.p.. Cinco dias após a 1ª dose, uma segunda imunização 

com 50 μg de pIL-10R foi aplicada nos animais, seguida do mesmo método de 

administração (Figura 21A). Como esperado, a imunização com a vacina pgDE7h 

administrada com a eletroporação foi capaz de prologar a sobrevivência de 60% dos 

animais comparados com o grupo tratados com PBS. Quando a vacina foi 

administrada em conjunto com uma ou duas abordagens (pIL-10R, gencitabina ou 

pIL-10R + gencitabina), foi possível aumentar a sobrevivência dos animais para 

Figura 20 – Avaliação da infiltração de linfócitos T CD8+ E7-específicos e células mielóides 
supressoras no ambiente tumoral de animais imunizados com a coadministração da vacina 
pgDE7h e o pIL10R associado à gencitabina 
Quatorze dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com 5 μg de pgDE7h 
combinado, ou não, com 50 μg de pIL-10R por eletroporação pela via i.m.. Cinco dias após a 1ª 
dose, foi administrada uma segunda imunização com 50 μg de pIL-10R. Alguns animais receberam 
80 mg/kg de gencitabina pela via i.p. juntamente com a primeira dose vacinal. Quatorze dias após a 
primeira dose, foram coletadas o tumor dos animais, macerados e digeridos com colagengase e 
marcados para análise quanto à presença de linfócitos T CD8+ E7-específicos, células mielóides 
supressoras (anti-CD11b e anti-Gr-1). As células foram analisadas em citometria de fluxo e 
representado no gráfico: (A) Número absoluto de células CD8+ marcadas com dextrâmero de MHC-
I contendo o peptídeo CD8-específico da proteína E7 (RAHYNIVTF). (B) Número absoluto de 
células MDSC; (ANOVA, post test: Bonferroni), (n=5). 
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100% (Figura 21B). Entretanto, apesar de aumentar a sobrevivência dos animais, a 

imunização apenas com a vacina ou combina com apenas uma estratégia adicional 

(pIL-10R ou gencitabina) resultou em 40 ou 60% de animais livres de tumores 

respectivamente, e não foram suficientes para impedir totalmente o crescimento dos 

tumores. Quando as três terapias foram combinadas, todos os animais foram 

capazes de regredir totalmente os tumores formados pelas células TC-1, 

demonstrou-se uma estratégia altamente promissora (Figura 21C). 
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Figura 21 – Ensaio de proteção terapêutica de camundongos imunizados com a 
coadministração da vacina pgDE7h e o pIL10R associado à gencitabina 
Quatorze dias após o desafio, os animais foram submetidos à imunização com 5 μg de pgDE7h 
associado, ou não, a 50 μg de pIL-10R seguida de eletroporação pela via i.m. ou ao tratamento com 
80 mg/kg de gencitabina pela via i.p.. Um grupo recebeu a combinação dos três tratamentos. Cinco 
dias após a 1ª dose, foi administrada uma segunda imunização com 50 μg de pIl-10R pela via i.m. 
associada à eletroporação. (A) Esquema de imunização (B) Acompanhamento da sobrevivência dos 
animais por 60 dias. (C) Porcentagem de animais livres de tumor. (Log-rank – Mantel Cox). (*) vs 
PBS, (#) vs pgDE7h 50 μg. Os dados representam dois experimentos independentes, (n=10). (*) 
p<0,05, (**) p<0.01, (***) p<0.001. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A presente dissertação de mestrado buscou a evolução de uma abordagem 

terapêutica previamente desenvolvida em nosso laboratório para tratamento de 

tumores induzidos por HPV-16, atingindo melhorias significativas que visam 

aumentar sua eficácia clínica. Os dados aqui apresentados apontam métodos 

capazes de potencializar a vacina terapêutica pgDE7h por meio de terapias voltadas 

ao controle de mecanismos de imunossupressão. Os resultados incluem 

observações que vão de um atraso no crescimento tumoral à regressão total de 

tumores, com clara correlação com o aumento significativo do número de linfócitos T 

E7-específicos ativados sistêmicos e presentes no sítio tumoral, a partir da 

associação da pgDE7h com um plasmídeo capaz de sequestrar a citocina IL-10. 

Implicações semelhantes foram encontradas na conjugação da vacina à 

quimioterapia com gencitabina, cujo efeito sinérgico dessa associação, gerou 

resultados mais robustos no que se refere à resposta antitumoral. O controle de 

populações imunossupressoras sistêmicas aqui alcançado por meio da combinação 

com a quimioterapia, demonstrou a importância de terapias que bloqueiam essa via 

para o efeito de tratamentos imunoterapêuticos antitumorais. Como um diferencial, 

esse trabalho demonstrou a regressão completa de tumores estabelecidos com a 

utilização do tratamento com gencitabina seguido pela vacina pgDE7h associado ao 

pIL-10R. O nosso trabalho sugere que estratégias combinatórias com diferentes 

alvos podem converter o microambiente do tumor em um estado permissivo para o 

tratamento vacinal terapêutico.  

  A vacina pgDE7h foi desenvolvida com intuito de aumentar a 

imunogenicidade da oncoproteína E7 de HPV-16, constitutivamente expressa em 

tumores induzidos por esse vírus. Os resultados alcançados com uma versão 

anterior da vacina (DINIZ; FERREIRA, 2011), induziram atividade antitumoral 

significativa avaliada pelo implante de células TC-1, quando a vacina foi 

administrada no mesmo dia ou em até três dias após o desafio. Todavia, essa 

vacina ainda não se mostra capaz de promover total regressão de tumores com o 

aumento do intervalo entre o desafio e a vacinação. Ensaios clínicos com vacinas 

antitumorais são frequentemente testados em pacientes em estágio de câncer 
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avançado, nos quais prevalece uma condição imunossupressora que dificulta o 

sucesso das terapias (BORYSIEWICZ et al., 1996; PETIT et al., 2014). Esse fator, 

levou à concepção de uma nova formulação composta pelo plasmídeo pgDE7h 

associada a adjuvantes vacinais capazes de atingir o ambiente imunossupressor, e 

consequentemente, evidenciar o efeito antitumoral terapêutico da vacina. Para isso, 

associamos a vacina ao pIL-10R e ao gencitabina que já foram apontados em outros 

trabalhos como técnicas promissoras para o controle tumoral de melanoma e câncer 

de pâncreas, respectivamente (BAUER et al., 2014; MARCHI et al., 2011).  

Estratégias terapêuticas que controlam mecanismos supressores vêm sendo 

avaliadas em modelo animal em combinação com abordagens que induzem 

resposta citotóxica. Níveis elevados de IL-10 são frequentemente encontrados em 

pacientes com câncer cervical e altamente expressos in vitro em células HeLa e 

SiHa (AZAR et al., 2004; CHUANG et al., 2012). Alguns estudos revelam que a 

expressão de IL-10 em amostras de tecidos humanos tende a aumentar durante a 

progressão do câncer de colo de útero associados ao HPV, sendo considerada um 

mal prognóstico da doença (AZAR et al., 2004; BERMUDEZ-MORALES et al., 2008; 

KOBAYASHI et al., 2008).  

Citocinas, como a IL-10, podem ser neutralizadas in vivo utilizando anticorpos 

monoclonais, RNA de interferência ou plasmídeos que expressam o seu receptor. A 

utilização de terapias na forma de DNA é altamente segura, estável, barata e viável 

para uso em humanos, quando associadas a métodos de entrega como a 

eletroporação (LEE; DANISHMALIK; SIN, 2015). Além disso, essa abordagem 

oferece vantagens em relação a administrações repetidas de anticorpos 

neutralizantes anti-IL-10 que podem apresentar efeitos colaterais prejudiciais como 

inflamação gastrointestinal crônica (NI et al., 2015). Vários trabalhos já 

demonstraram a eficácia do bloqueio do receptor de IL-10. O silenciamento gênico 

de IL-10R em células dendriticas melhorou a função das células na apresentação de 

antígenos de HPV-16, aumentou a expressão de moléculas co-estimuladoras e 

resultou no melhor controle do volume tumoral em animais desafiados com células 

TC-1 (KIM et al., 2011). Além disso, a combinação do silenciamento dos receptores 

de IL-10 e de TGF-β em células dendríticas elevou significativamente o número de 

linfócitos T CD8+ E7-específicos com efeitos antitumorais mais acentuados no 

controle do volume tumoral (AHN et al., 2015). Em concordância com esses 
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resultados, em nosso trabalho, a captação de IL-10 circulante associado à 

imunização com a pgDE7h mostrou efeito significativo no controle do crescimento 

tumoral de camundongos transplantados com células TC-1, mesmo com uma baixa 

ativação de linfócitos T. Contudo, o aumento do número de doses de pIL-10R não 

aumentou a sobrevivência dos animais. Isso sugere que outros mediadores possam 

estar envolvidos na proliferação do tumor.  

A utilização clínica de vacinas de DNA requer métodos de entrega adicionais 

como a eletroporação que contribuir para o aumento do número de células 

transfectadas, prolonga o tempo de expressão antigênica e possibilita uma potente 

ativação da resposta imune (GOTHELF; GEHL, 2012). Trabalhos anteriores do 

nosso grupo mostraram a capacidade da eletroporação em promover o aumento da 

ativação de células T antígeno-específicas e da resposta contra tumores induzidos 

por HPV (SALES, et al., trabalho submetido à publicação). De fato, a imunização 

com a vacina pgDE7h coadministrada com o pIL-10R associada à eletroporação 

aumentou a magnitude da resposta de células T CD8+ ativadas, o que correlacionou 

com maiores índices de proteção em relação a vacinação com a pgDE7h sozinha. 

Esses dados sugerem que a maior potência de ativação dos linfócitos pode estar 

relacionada com a maior expressão do receptor de IL-10 promovida pela 

eletroporação. Outros grupos demonstraram que o bloqueio da sinalização IL-10/IL-

10R durante a apresentação de antígenos favorece a indução de resposta imune 

baseada em células T CD8+ mais fortes e o aumento da proteção contra tumores 

(KIM et al., 2011). No entanto, apesar da combinação plasmidial ter ativação 

eficiente de células T CD8+ E7-específicas, não necessariamente houve erradicação 

completa do tumor. Sendo assim, a neutralização de IL-10 in vivo contribui para o 

controle do crescimento tumoral, embora seja necessária a adoção de estratégias 

adicionais que atuam em mecanismos de evasão do tumor e que potencializam a 

resposta de células CD8+ para a indução de uma resposta mais robusta contra 

tumores já estabelecidos. 

É relevante destacar que a coadministração do pIL-10R à vacina pgDE7h 

associada à eletroporação, mesmo administrada 14 dias depois do desafio, 

aumentou a expressão de IFN-γ/CD107a ou IFN-γ/TNFα simultaneamente por 

células T CD8+ E7-específicas. A capacidade de induzir resposta de células T CD8+ 

de caráter polifuncional está relacionada ao controle da progressão do câncer 
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associado ao HPV em modelos murinos e em pacientes (DE ROSA et al., 2004; KIM 

et al., 2014; PRECOPIO et al., 2007; RIZZUTO et al., 2009). Ao mesmo tempo, foi 

sugerido que o desenvolvimento desse tipo de resposta se correlaciona 

positivamente com a eficácia clínica de vacinas terapêuticas contra lesões cervicais 

de alto-grau (KIM et al., 2014). De um modo geral, acreditamos que a eficácia do 

tratamento do câncer, principalmente em estágios mais avançados, requer a 

atuação em um conjunto de mecanismos imunomoduladores no âmbito de respostas 

citotóxicas e no controle de respostas desencadeadas pelas células tumorais e o 

seu microambiente.  

 A capacidade da combinação dos plasmídeos em promover maior infiltração 

de células T CD8+ específicas para o sítio tumoral explica a parcial regressão destes 

tumores observada nesse grupo. Em nossas condições experimentais, a associação 

do pIL-10R contribuiu positivamente para esse influxo de células, uma vez que 

resultados similares não foram observados em animais imunizados apenas com a 

pgDE7h. Evidências como essa foram descritas em outros trabalhos no qual a 

administração de anti-IL-10R associado a imunização com peptídeo E7 tornou o 

microambiente tumoral mais acessível para a infiltração de células T CD8+ (CHEN et 

al., 2016). Por outro lado, outras vias que não envolvem a modulação pela IL-10 

podem interferir na função efetora de células T, e levar ao bloqueio da atividade 

citotóxica no sítio tumoral mesmo quando são eficientemente ativadas 

sistemicamente. Dessa forma, manipular mecanismos de bloqueio negativo de 

células T como anti-PD-1/anti-PDL-1, anti-CTLA4, são também alternativas de 

aumentar a potência de vacinas terapêutica (AHRENDS et al., 2016; DURAISWAMY 

et al., 2013; MKRTICHYAN et al., 2011). Nesse sentido, a vacina pgDE7h também 

atua inibindo a supressão de células T por meio da inteiração da gD com o receptor 

HVEM (COMPAAN et al., 2005).  

Como esperado, seguindo o tratamento com pgDE7h+pIL-10R, houve uma 

progressiva perda de proteção antitumoral total quando a imunização foi iniciada 

mais tardiamente. O ambiente supressor promovido pelo tumor impede o 

desenvolvimento de uma resposta imune protetora. Por isso, com aumento do 

intervalo entre o desafio e a imunização torna-se necessária a incorporação de 

terapias adicionais que desestabilizem as células neoplásicas e seus mecanismos 

de evasão. Para aumentar a eficácia de imunoterapias contra tumores, a 
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quimioterapia é frequentemente incluída nos regimes de tratamento e demonstrou 

efeitos benéficos em vários estudos clínicos e pré-clínicos (VANNEMAN; DRANOFF, 

2012). No presente trabalho, o tratamento apenas com gencitabina não foi suficiente 

para impedir o desenvolvimento dos tumores formados por células TC-1, mesmo 

quando administrado precocemente. Nossos resultados estão de acordo com 

publicações de outros grupos, no qual descreveram que, mesmo após a 

administração de 240 mg/kg de gencitabina, não houve bloqueio do 

desenvolvimento dos tumores em animais desafiados com células TC-1 

(MIKYŠKOVÁ et al., 2011). Esses dados sustentam a conjectura que a quimioterapia 

não agiria especificamente sobre as células tumorais, destacando a importância das 

vacinas terapêuticas nesse contexto.  

Resultados clínicos apontam que para o tratamento de câncer de pulmão, os 

quimioterápicos gencitabina e cisplatina consorciados à imunoterapia promoveu uma 

maior sobrevida de pacientes livres de progressão tumoral (RUIZ; HUNIS; RAEZ, 

2014). Em adenocarcinoma pancreático metastático, os pacientes que receberam o 

tratamento com gencitabina associados à vacinação baseada em células 

dendríticas, tiveram uma sobrevida média de 360 dias, um prolongamento 

substancial em comparação com outros grupos tratados apenas com quimioterapia 

(KIMURA et al., 2012). Da mesma forma, encontramos em nossos ensaios um efeito 

impactante da associação da vacina pgDE7h com gencitabina, que apresentou um 

efeito sinérgico no tratamento de camundongos desafiados com as células TC-1. 

Corroborando nossos resultados, uma sinergia no tratamento de tumores com a 

quimioterapia já foi relatada por outros grupos tanto em associação com outros 

fármacos, quanto em combinação com vacinas terapêuticas (KAN et al., 2015; 

ZHANG et al., 2015). Todavia, alguns quimioterápicos apresentam efeitos sinérgicos 

com vacinas terapêuticas por meio de mecanismos distintos daqueles 

proporcionados pela gencitabina. Como exemplo, a cisplatina pode causar a morte 

de células neoplásicas e agir diretamente sobre células T CD8+, que sugere um 

efeito imunoestimulador (BAE et al., 2007). No presente trabalho, a gencitabina não 

apresentou efeitos sobre a atividade de células T CD8+, o que sugere que o efeito 

adjuvante do quimioterápico pode estar relacionado ao controle do efeito 

imunossupressor desencadeado pelo tumor.  
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Ao longo do trabalho, foi verificado que o tratamento quimio-imunoterápico 

avaliado exerce um papel no controle da expansão de células imunossupressoras, 

sobretudo de MDSC. Dados similares são vistos em outros trabalhos que relatam a 

ação da gencitabina em promover o controle de células mielóides supressoras 

(DRAGHICIU et al., 2015; MIKYŠKOVÁ et al., 2011). Tem sido sugerido que a 

gencitabina apresenta um efeito seletivo sobre MDSC, que leva à morte celular por 

apoptose e necrose in vivo e in vitro, embora os mecanismos sejam desconhecidos 

(SUZUKI, 2005). Um estudo do nosso grupo mostrou que o acúmulo de MDSCs está 

diretamente relacionado com o tamanho do tumor (DINIZ, 2015). Parâmetros 

investigados nesse trabalho apontam que o tratamento com gencitabina não induziu 

depleção sistêmica de MDSC, bem como não foi observada diferença na frequência 

dessas células quando os animais foram tratados com a gencitabina (160 mg/kg) em 

relação a camundongos não tratados, enquanto portadores de tumor com tamanho 

similares (dados não mostrados). Entretanto, a determinação de uma ação direta e 

seletiva de gencitabina sobre MDSC requer estudos adicionais. As MDSC 

contribuem para o escape imunológico mediado pelo tumor e correlacionam-se 

negativamente com a sobrevida de pacientes com câncer (DIAZ-MONTERO et al., 

2009). Os métodos de controle de MDSC podem ser baseados em prevenção ou 

diferenciação do amadurecimento das células, bloqueio de expansão e ativação de 

MDSC, inibição da atividade supressora ou depleção com anticorpos anti-Gr-1 

(DRAGHICIU et al., 2015). De fato, a depleção dessas células contribuiu para 

melhorar o efeito antitumoral das vacinas terapêuticas, mesmo quando o intervalo 

entre o desafio com células TC-1 e a imunização foi aumentado (DINIZ et al., 2016).  

De maneira adicional, a quimioterapia foi capaz de reduzir a proporção de 

células T regulatórias sistêmicas nos animais. Células T regulatórias desempenham 

um papel importante na supressão de resposta imune antitumoral desencadeada por 

vacinas (CURIEL, 2007). Sabe-se que mulheres com câncer cervical apresentam 

uma polarização de linfócitos T para um perfil regulatório, enquanto mulheres com 

infecções assintomáticas exibem maiores proporções de linfócitos Th1 (WELTERS 

et al., 2006). Além disso, estudos de vacinas terapêuticas em modelos animais 

utilizando as células TC-1 relatam a expansão de linfócitos T regulatórios 

CD4+CD25+Foxp3+ e, portanto, terapias de controle dessas células devem ser 

consideradas (CHUANG et al., 2009; BERRAONDO et al., 2007; VAN DER BURG et 
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al., 2007). Fármacos quimioterapêuticos afetam as células de crescimento rápido, e, 

como consequência, causam danos colaterais para as células do sistema imune, 

como células imunossupressoras que estão em constante proliferação (VANNEMAN; 

DRANOFF, 2012). Além, da gencitabina, outros quimioterápicos como a 

ciclofosfamida são diretamente tóxicos para as T regs, e combinados a uma dose 

baixa de ciclofosfamida com vacinas antitumorais, induzem o controle do tumor em 

modelos animais para carcinomas induzidos por HPV (PENG et al., 2013). No 

modelo de implante de células TC-1 no trato genital, a resposta imunossupressora 

de células T reguladoras e MDSC impediram a ação antitumoral da vacina, o que 

pode ser revertido com a utilização da cisplatina (BIALKOWSKI et al., 2016). Isso 

reforça a premissa de que a quimioterapia pode agir como agente 

imunomossupressor e aumentar substancialmente a atividade de imunoterapia, 

quando os dois são administrados em combinação. 

Nesse estudo, a vacina pgDE7h associada à gencitabina foi capaz de induzir 

o controle de recorrência tumoral. Tumores recorrentes e metastáticos após 

quimioterapia são comumente detectados em pacientes com câncer. Portanto, uma 

modalidade de tratamento de câncer ideal não só deve causar erradicação do tumor, 

mas também imunidade antitumoral sistêmica duradoura, como encontrado para 

vacinas de subunidades da E7 conjugada a cisplatina em modelo animal (BAE et al., 

2007). Esses resultados indicam que a quimioterapia em combinação com vacinas 

terapêuticas pode mediar a prevenção de recorrência tumoral através da indução de 

imunidade antitumoral de longo prazo. 

Outro fator que dificulta o sucesso clinico no tratamento de tumores é o 

aparecimento de resistência a quimioterapia após doses repetidas. Além disso, as 

células tumorais podem diminuir a expressão de moléculas de MHC de classe I para 

evitar a detecção a fim de resistir mecanismos citotóxicos mediados por 

imunoterapias (MARINCOLA et al., 2000). A combinação de vacinas com diferentes 

alvos terapêuticos pode desestabilizar estes mecanismos de escape e favorecer a 

destruição do tumor mediada por células T citotóxicas. Para viabilizar a obtenção de 

melhores resultados em futuros ensaios clínicos, estabelecemos um protocolo com 

estratégias combinatórias com efeito em tumores estabelecidos e que utiliza apenas 

uma dose da quimioterapia. A associação dos plasmídeos (pIL-10R + pgDE7h) 

entregues via eletroporação e combinado ao tratamento com gencitabina conferiu 
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100% de proteção terapêutica e revela uma alternativa altamente promissora no 

tratamento antitumoral comparado com qualquer outro regime vacinal avaliado 

nesse trabalho. Ensaios em modelos animais reforçam o avanço no tratamento de 

tumores grandes com o uso múltiplo de terapias (MANSILLA et al., 2012; SONG et 

al., 2011a) e, portanto, o uso de estratégias combinatórias como regimes de prime-

boost, agentes imunomoduladores ou outras modalidades terapêuticas, será, 

provavelmente, a abordagem ideal para a vacinação contra o câncer.  

Em conjunto, os dados aqui abordados, representam uma potente e 

clinicamente traduzível abordagem terapêutica, com base na combinação de 

múltiplas estratégias capazes de reduzir os mecanismos imunológicos de escape 

tumoral e aumentar respostas citotóxicas específicas para antígenos tumorais. Por 

fim, representa uma proposta inédita para o controle de malignidades associadas ao 

HPV em comparação com qualquer tratamento já encontrado na literatura.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que: 

 A associação do plasmídeo pIL-10R à vacina pgDE7h, administrado pela 

via intramuscular convencional é capaz de controlar o crescimento de 

tumores que expressam os antígenos do HPV-16, mas não é suficiente 

para impedir o aparecimento do tumor em estágios mais avançados; 

 O pIL-10R coadministrado com a pgDE7h e entregues pelo método da 

eletroporação aumenta consideravelmente o potencial da vacina 

pgDE7h, quando a imunização acontece em estágios mais precoce do 

desenvolvimento tumoral; 

 A vacina pgDE7h consorciada ao pIL-10R seguido de eletroporação 

induz uma robusta resposta de células TCD8+ E7-especificas, 

polifuncionais, com capacidade de migração para o sítio tumoral, e 

confere uma regressão tumoral parcial em tumores estabelecidos. 

 A associação da quimioterapia com a vacina pgDE7h representa uma 

alternativa altamente promissora, e atua sinergicamente contra tumores 

induzidos por HPV tanto no tratamento mais precoce quanto na terapia 

de tumores estabelecidos; 

 A gencitabina tem ação sobre o crescimento do tumor, e 

consequentemente sob o controle da expansão de células 

imunossupressoras, o que está relacionado a um efeito potencializado 

da ação antitumoral promovida pela vacina pgDE7h;  

 A quimio-imunoterapia promove uma imunidade de longa duração que 

protege os animais de recidivas tumorais; 

 A combinação dos diferentes métodos foi a melhor estratégia estudada 

nesse trabalho, capaz de reverter tumores estabelecidos e representa 

uma alternativa viável no controle de tumores induzidos por HPV-16; 

 O nosso trabalho evidencia que a associação de abordagens 

terapêuticas com diferentes alvos pode converter o microambiente do 

tumor em um estado permissivo para o tratamento vacinal terapêutico.  
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