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RESUMO

KAVATI, E. A. Desenvolvimento de vacina profilatica e terapéutica contra o HPV e
canceres associados ao virus. 2017. 101 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo, 2017.

O cancer de colo do dtero ou cancer cervical € o terceiro tipo de cancer mais comum em
mulheres de todo o mundo, sendo a segunda principal causa de morte em mulheres por
cancer. E causado principalmente pela infeccdo persistente por HPV (Papilomavirus humano).
Estima-se que atualmente o cancer cervical atinja mais de 1,4 milhdes de mulheres em todo o
mundo, levando a morte mais de 300 mil mulheres por ano. Hoje, a principal forma de
prevencdo do cancer cervical é a realizacdo de exames citoldgicos periodicos, Papanicolau, e
a vacinacdo profilatica de meninas e meninos disponibilizada recentemente pelo Ministério da
Saude. Entretanto, tais acfes visam a prevencao da infeccdo por HPV ou a deteccédo de lesbes
causadas pelo virus, pois ndo ha um tratamento especifico contra as infeccdes e lesdes ja
estabelecidas. Dentre as proteinas expressas por HPV, destacamos aqui a L2 e E6 que serdo 0s
alvos desse trabalho. A proteina L2 esta presente no capsideo viral e € bem conservada entre
diversos tipos de HPV, enquanto E6 é uma proteina oncogénica capaz de induzir a
transformacdo maligna das células infectadas. O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento
de uma vacina profilatica e terapéutica capaz de proteger contra a infecgdo viral, assim como
combater as células ja& modificadas pelo mesmo. Para isso, foi construido um vetor vacinal
contendo peptideos selecionados das proteinas L2 e E6 de HPV16 em que foram expressos
em células de mamifero, assim como testadas em modelo murino para avaliar a eficiéncia da
vacina em modelo profilatico ou terapéutico, recebendo a vacina pcDNA3.3/L2E6 antes ou
apos desafio com células TC-1. Os ensaios de expressdo da proteina L2E6 em células HEK
293T e 293F demonstraram a eficiéncia do vetor em produzir a proteina recombinante,
demonstrada em ensaios de imunofluorescéncia indireta e Western blotting. Ja os ensaios em
modelo animal, demonstraram que a vacina foi capaz de induzir a produgdo de anticorpos
especificos anti-L2 e anti-E6 testados em ELISA, assim como induzir a producéo de citocinas
TNF demonstrados por ensaios em citometro de fluxo. Os animais que receberam a vacina 1
dia ap6s serem inoculados com células tumorais, modelo terapéutico, demonstraram a
capacidade de inibir o desenvolvimento tumoral, onde 6/10 (3 doses em intervalos de 15 dias)
e 8/10 (2 doses em intervalos de 10 dias) animais ndo desenvolveram tumores durante todo o
periodo analisado. Os 2 animais do grupo que receberam apenas 2 doses, desenvolveram
tumores de volumes bem menores quando comparados aqueles do grupo controle, além da
deteccdo de uma menor resposta imune na producdo de anticorpos e citocinas quando
comparados aos demais animais do mesmo grupo. Assim, foi possivel concluir que o vetor
pcDNA3.3/L2E6 foi capaz de induzir a expresséo da proteina L2E6 em células de mamiferos,
assim como possui a capacidade de induzir resposta imune humoral e celular em
camundongos, quando utilizado como uma vacina de DNA, demonstrando alta capacidade de
gerar anticorpos especificos anti-HPV, induzir a produgéo de citocinas antitumorais e inibir o
desenvolvimento tumoral de células HPV-positivas.

Palavras-chave: HPV. Papilomavirus humano. Cancer cervical. Canceres associados ao
HPV. Vacinas. Vacinas profilatica e terapéutica.



ABSTRACT

KAVATI, E. A. Development of prophylactic and therapeutic vaccine against HPV and
cancers associated with the virus. 2017. 101 f. Thesis (Biotechnology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2017.

As far as women around the world are concerned, cervical cancer is the third most common
cancer and the second deadliest one. It is estimated that cervical cancer currently affects more
than 1.4 million women worldwide, being the cause of death for more than 300,000 women
every year. It is mainly caused by persistent HPV (Human papillomavirus) infection. Today,
the primary cervical cancer prevention method is through periodic Pap smears and the
prophylactic vaccination of girls and boys, which has been recently provided free of charge by
the Brazilian Ministry of Health. However, these actions are aimed towards the detection of
lesions caused by the virus or preventing HPV infection, as there is no specific treatment
against pre-existing infections and lesions. Among the proteins expressed by HPV, we
highlight L2 and E6 herein, which will be the main focus of this work. L2 protein is present in
the viral capsid and is well conserved among several types of HPV whereas E6 is an
oncogenic protein, capable of inducing malignant transformations in infected cells. The goal
of this work is the development of a prophylactic and therapeutic vaccine able to protect
against infection by HPV as well as to combat cells already modified by HPV. A vaccine
vector was constructed containing peptides selected from the HPV16 L2 and E6 proteins;
which were expressed in mammalian cells and tested in a murine model in order to evaluate
the vaccine’s efficiency in either a prophylactic or a therapeutic model through interaction
with the pcDNA3.3/L2E6 vaccine either before or after TC-1 cells challenge. L2E6 protein
expression assays within HEK 293T and 293F cells demonstrated the vector’s efficiency in
producing the recombinant protein, which was confirmed by indirect immunofluorescence
and Western blotting assays. Animal model assays, in their turn, have demonstrated that the
vaccine was able to induce the production of specific anti-L2 and anti-E6 antibodies as well as
TNF cytokines, which were verified through ELISA and flow cytometric assays, respectively.
Animals that have been vaccinated one day after being inoculated with TC-1 tumour
cells - therapeutic model - demonstrated the ability to inhibit tumour development, in which
six out of ten (three doses at every fifteen days) and eight out of ten (two doses at every ten
days) animals did not develop any tumours throughout the analysed period. In two animals of
the two-doses-only group, the tumours developed were of a much smaller volume when
compared to those in animals of the control group. Furthermore, when compared to the other
animals of the same group, suggest that these animals present an immune susceptibility. Thus,
it was possible to conclude that the pcDNA3.3/L2E6 vector was able to induce the expression
of L2E6 protein in mammalian cells. In addition, when used as a DNA vaccine, it was also
able to induce humoral and cellular immune responses in mice, therefore demonstrating an
acute ability to generate specific anti-HPV antibodies, to induce anti-tumour cytokines
production and to inhibit tumour development from HPV-positive cells.

Keywords: HPV. Human papillomavirus. Cervical cancer. HPV associated cancer. Vaccine.
Prophylactic and therapeutic vaccine.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo por HPV (Papilomavirus humano) é a doenca sexualmente transmissivel
mais comum em todo o mundo. Atualmente, estima-se que ha cerca de 290 milhdes de
pessoas infectadas pelo virus em todo o mundo (HPV Information Center, 2017).

Nos Estados Unidos, a estimativa é que haja 79 milhGes de pessoas infectadas por
HPV, sendo 14 milhdes o nUmero de novos casos por ano. A infecgdo por HPV é tdo comum
que estudos sugerem que toda pessoa sexualmente ativa tera contato com algum tipo de HPV
durante a vida (CDC, 2017).

Entretanto, a principal importancia do estudo do HPV reside no potencial oncogénico
de alguns tipos virais, sendo capaz de induzir alteracbes no ciclo de células infectadas,
levando-as ao desenvolvimento descontrolado, & imortalidade e malignidade (ZUR HAUSEN,
2000; ZUR HAUSEN et al., 1974). Tal descoberta levou seu autor, Harald zur Hausen, a
receber o prémio Nobel de medicina em 2008.

Em 2006, a primeira vacina profilatica contra o HPV foi aprovada e liberada para
comercializacdo nos Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug Administration). Assim, em
2016 comemorou-se 0s 10 anos da vacina do HPV, sendo destaque em diversos veiculos de
comunicacdo especializados em salde, com divulgacdo de discussGes e publicacdes de
trabalhos.

As vacinas disponiveis atualmente apresentam alta eficiéncia na inducéo da producgéo
de anticorpos especificos, ou seja, tem carater apenas profilatico, e somente contra 0s tipos
virais contidos nas formulacGes vacinais. Alguns estudos demonstraram que tais anticorpos
sdo capazes de induzir uma pequena protecdo cruzada contra infec¢Ges por outros tipos de
HPV (BROWN et al., 2009; PAAVONEN et al., 2007), porém ainda incapaz de combater a
ampla gama de diferentes tipos de HPV causadores de verrugas e neoplasias.

Até o momento, ndo hd nenhuma vacina terapéutica contra o HPV e canceres
associados ao virus aprovada para uso humano, no mundo. Os tratamentos utilizados contra as
lesbes e os canceres HPV-positivos ndo séo especificos e dependem do grau da leséo.
Normalmente envolvem tratamentos com substancias quimicas de acdo citotoxica,
cauterizagfes quimicas / fisicas / elétricas, cirurgias, radioterapias, quimioterapias ou a
combinacgédo de tratamentos, sendo altamente invasivos, agressivos e muitas vezes mutilantes
(CARVALHO, 2005).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HPV e Cancer

A infeccdo persistente por HPVs de alto risco é a principal causa no desenvolvimento
de diversos tipos de canceres. Estima-se que em todo o mundo 13% dos casos de canceres em
mulheres sejam causados por HPV, sendo o céancer cervical o mais significante, atingindo
cerca de 1,4 milhGes de mulheres, com mais de 530.000 novos casos diagnosticados por ano,
levando a mais de 300.000 mortes anuais segundo World Health Organization (WHO, 2017;
DE SANJOSE et al., 2007) .

Estudos demonstraram que 99,7% das amostras obtidas de bidpsias de pacientes com
cancer cervical apresentam DNA de HPV (UNGER; DUARTE-FRANCO, 2001). No Brasil,
é o terceiro cancer mais comum e a quarta maior causa de mortes em mulheres, sendo
estimados cerca de 17.000 novos casos s6 em 2016, dados do Instituto Nacional do Céncer,
Ministério da Saude (INCA, 2017).

Os cénceres de cabeca e pescoco historicamente sdo associados ao uso de tabaco e
alcool, porém, desde 2007 o HPV tem sido identificado como maior agente etioldgico no
desenvolvimento de carcinoma de células escamosas de orofaringe, tonsilas e na base da
lingua (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; HASHIBE et al.,, 2007) acometendo
principalmente homens. Estima-se que cerca de 80% desses sejam positivos para 0 HPV,
sendo relacionado a um pior prognéstico (ANG et al., 2010; MEHANNA et al., 2013).

Estudos recentes tém demonstrado um aumento de aproximadamente 50% na
incidéncia de HPV nos casos de HNSCC (carcinoma de células escamosas em cabeca e
pescoco), sendo o0 HPV16 o tipo mais prevalente em até 90% dos casos (CHATURVEDI et
al., 2008; KREIMER et al., 2005).

Estima-se que a prevaléncia de qualquer tipo de HPV na cavidade oral em pacientes
saudaveis seja de 2 a 8%, sendo o HPV16 o tipo mais encontrado (KREIMER et al., 2011;
PICKARD et al., 2012).

Céanceres anogenitais associados ao HPV, excluindo o cancer cervical, séo
considerados raros, porém estima-se que 0 virus seja responsavel por aproximadamente 95%
dos casos de cancer anal, 60% do cancer vaginal, 50% do cancer vulvar e 35% do cancer de
pénis (DE VUYST et al., 2009).

A associacdo entre HPV e canceres de pele ndo-melanoma foi sugerida pela deteccéo
do DNA viral em aproximadamente 90% de amostras de carcinoma de células escamosas em

pacientes com epidermodisplasia verruciforme, uma doenga de pele rara ainda pouco
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conhecida (ACCARDI; GHEIT, 2014; JABLONSKA; DABROWSKI; JAKUBOWICZ,
1972; PAOLINI et al., 2015). Estudos sugerem que a infeccdo por HPV e a incidéncia de
radiacdo ultravioleta estejam relacionados a etiologia dos casos de cancer de pele nao-
melanoma HPV-positivos (BRIANTI; DE FLAMMINEIS; MERCURI, 2017; REUSSER et
al., 2015), principalmente em pacientes imunosuprimidos. Entretanto, os tipos virais mais
encontrados em amostras de pele pertencem ao grupo dos -papilomavirus, sendo que os tipos
mais associados a malignidade dessas células sdo o HPV5 e 8 (PALEFSKY, 2016). Contudo,
a associacdo entre o HPV e céancer de pele ndo-melanoma ainda ndo é conclusiva,
necessitando de novos estudos.

Da mesma forma, o envolvimento do HPV no desenvolvimento do cancer de mama
ainda € bastante controverso, pois estudos descrevem altas taxas de prevaléncia do DNA viral
em amostras estudadas (AKIL et al., 2008; ANTONSSON et al., 2011; HENG et al., 2009),
enquanto outros revelam baixa associagdo ou inexisténcia de DNA viral nas amostras obtidas
de bidpsias (MENDIZABAL-RUIZ et al., 2009; MOU et al., 2011). Essa associa¢do HPV -
cancer de mama é dificultada pela baixa carga viral do HPV durante a infeccdo, pelas
infeccBes por HPV serem comuns, mas a associacdo ao cancer de mama ndo €, e ao fato de
que a infeccdo por HPV pode preceder o desenvolvimento do cancer de mama por anos ou
décadas (LAWSON; GLENN; WHITAKER, 2016).

Outra associacdo bastante polémica relaciona o HPV ao cancer de pulmdo, mais
especificamente aos carcinomas de células “nao-pequenas” (NSCLC), onde estudos revelaram
que 24% dessas amostras apresentavam positividade ao HPV16, tipo mais comumente
encontrado. Entretanto, esses estudos também encontraram a presenca de HPV de baixo risco
como HPV6 e 11 nas amostras de pacientes com NSCLC, assim como foi demonstrada a ndo
associacao da presenca do DNA de HPV nessas amostras com a expressao de proteinas TP53
e TP16, interacbes bem caracterizadas em outros tipos de canceres associados ao HPV
(KOSHIOL et al., 2011; L1 et al., 2016; REZAZADEH et al., 2009).

A hipotese de associacdo do HPV ao céncer de pulmao surgiu pela proximidade do
sistema respiratorio a orofaringe, onde o HPV € reconhecidamente causador de uma
importante proporcdo de canceres. HPV tambem é responsavel pela formacdo de papilomas
no trato respiratorio, sendo encontrado também nos bronquios e ocasionalmente progridem
para a malignidade, assim como pode ser detectado em tumores respiratorios (GIULIANI et
al., 2007; MARUR et al., 2010). Além disso, estudos in vitro demonstraram que o HPV é
capaz de transformar malignamente células bronquiais (WILLEY et al., 1991).
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2.2 HPV

O HPV é um virus pertencente a familia Papillomaviridae e ao género
Papillomavirus. Compreende um grupo de pequenos virus ndo envelopados, revestidos por
um capsideo icosaédrico com aproximadamente 55 nm de didmetro e genoma circular de
DNA dupla fita.

O isolamento e caracterizacdo do DNA de amostras de verrugas de pele e genitais
revelou a existéncia de diferentes tipos de HPVs (ZUR HAUSEN et al., 1974). Essa
classificacdo baseia-se na diferenca da sequéncia do gene L1, a principal proteina estrutural
do capsideo viral, sendo que até a data atual 210 tipos ja foram referenciados e cadastrados até
0 momento no site do International Human Papillomavirus Reference Center, da Karolinska
Institutet, na Suécia. Devido a essa grande variedade, os HPVs representam um dos mais
complexos grupos de virus patogénicos (DE VILLIERS et al., 2004).

Os HPVs também séo classificados conforme seu potencial para o desenvolvimento de
lesbes neoplasicas. Os principais representantes do grupo considerado de alto risco sdo 0s
HPVs 16 e 18, responsaveis por até 70% dos casos de canceres cervicais e lesGes pré-
cancerosas ou NIC (neoplasias intraepiteliais cervicais), além de HPVs 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58 e 59. Os HPVs de baixo risco oncogénico podem induzir a formacéo de lesdes
denominadas condilomas na pele ou em 6rgdos genitais, onde aproximadamente 90% dos
casos estdo associados a infec¢do por HPVSs tipos 6 e 11, além de 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72 e 81 (MUNOZ et al., 2006; STEBEN; DUARTE-FRANCO, 2007).

O genoma do HPV é formado por uma dupla-fita de DNA circular com
aproximadamente 8.000 pb (pares de bases), podendo ser encontrado na forma epissomal
como um DNA circular extracromossémico ou integrado ao genoma da célula hospedeira,
entretanto ambas as formas podem coexistir em uma mesma célula. O material genético é
dividido em regido reguladora (LCR - Long control region), ndo codificante, contendo a
regido de origem de replicacdo (Ori) e a maioria das sequéncias responsivas aos fatores de
transcricdo; e a regido codificante que contém as regides conhecidas como ORFs (Open
reading frames) divididas em regides precoces ou early (E) e regido tardia ou late (L),
conforme a fase do ciclo de vida viral em que esses genes sdo expressos (Figura 1A)
(HEBNER; LAIMINS, 2006).

Os genes da regido tardia sao responsaveis pela expressdo de proteinas estruturais, L1
e L2, que compdem o capsideo viral. L1 é a proteina principal que tem capacidade de
autoestruturar e formar capsémeros, que por sua vez se arranjam em pentameros internamente

estabilizados por proteinas L2, como observado na figura abaixo (Figura 1B). O ajuste de 72
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capsdémeros formados por L1 e L2 compde o capsideo viral (BURD, 2003; GNANAMONY;
PEEDICAYIL; ABRAHAM, 2007).

Os genes early sdo conhecidos como E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que codificam proteinas
ndo estruturais. Sao expressos na fase inicial do ciclo viral, apds a infeccdo, altamente
regulados e transcritos em mensagens policistronicas processadas através de splicing
alternativo, permitindo a expressao de muitos genes a partir de um genoma compacto, com
regulacdo de expressao individual, sendo portanto consensual que apesar de certos HPVs
apresentarem cerca de 8 a 9 genes, codificam pelo menos 10 proteinas virais (SCHWARTZ,
2013).

Figura 1 - Representagdo esquematica do genoma de HPV e do capsideo viral.
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(A) Mapa genético de HPV com aproximadamente 8 Kb (Quilobases) constituido por genes E e L; (B) capsideo
viral em modelo atémico formado por 72 capsémeros de proteina L1 (azul) ligados internamente por proteinas
L2 (vermelho).

Fonte: Adaptado de ViralZone (Buck, 2012).

As proteinas E1 e E2 sdo reguladoras da replicacdo e transcricdo do DNA viral. E1
atua no reconhecimento e interacdo a origem de replicacdo, recruta proteinas e age como
helicase-ATPase, auxiliando na abertura das fitas do DNA. E2 auxilia o recrutamento
especifico de E1 para o DNA viral (TYRING, 2000), atua como fator de transcrigdo, medeia a
segregacdo do genoma ao DNA hospedeiro, tornando-se essencial para a persisténcia viral
(MCBRIDE; MCPHILLIPS; OLIVEIRA, 2004). E capaz de inibir a expressido dos genes da
regido “Late” do genoma viral através da interagdo com CPFS30, fator celular de
poliadenilagéo, impedindo a formacao dos sinais poli-A (JOHANSSON et al., 2012).

E4 é a proteina mais abundantemente expressa por todo epitélio estratificado

infectado, porém ainda é uma proteina pouco conhecida, sendo até o0 momento identificados
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um ndmero bem escasso de alvos de interacdo. Admite-se que o mMRNA de E4 sofre
“splicing” com cinco aminoacidos de E1, gerando uma proteina conhecida como E1"E4. A
primeira atividade descrita de E1"E4 de HPV16 foi a habilidade de interagir e desmanchar a
rede de citoqueratina das células, facilitando a saida de particulas virais maduras da célula
hospedeira, o que permite ao virus infectar novas células (DOORBAR et al., 1991; RAJ et al.,
2004). A expressdo de E1"E4 € perdida durante a progressdo maligna (DAVY et al., 2005;
PRESCOTT et al., 2014). A perda do gene E4 atrasa a amplificacdo do DNA viral e a
expressao de L1, mas ndo abole esses eventos do ciclo do HPV (EGAWA et al., 2017; YAJID
etal., 2017).

O gene E5 apresenta potencial em transformar células de mamiferos, porém é
frequentemente deletado em células tumorais, sugerindo que tal proteina nao é essencial para
a manutencdo da transformacdo maligna de células, mas contribui para o processo
aumentando a frequéncia de mitoses através da interacdo com receptores de fatores de
crescimento (BURKHARDT et al., 1989; KIM; YANG, 2006).

E6 e E7 sdo as principais oncoproteinas, pois em HPVs de alto risco sdo responsaveis
pela transformacao maligna das células. Diversos alvos celulares ja foram descritos tanto para
E6 quanto para E7 e a maioria dessas proteinas celulares estdo envolvidas no controle da
proliferacdo celular, senescéncia, apoptose, diferenciacéo e resposta imune (Figuras 2 e 3). A
acdo mais caracterizada de E6 é sua capacidade de interagir e degradar a proteina supressora
tumoral p53 via ubiquitina-proteassomo, assim como E7 € capaz de induzir a degradacdo de
pRb, gerando instabilidade cromossdmica e a inibicdo de apoptose, ocasionando a
transformacdo maligna da célula.

Mais recentemente foi caracterizado o gene E8 e seu promotor, embora ainda bastante
discutido, sugerindo que sua proteina interaja com E2, formando o complexo E8"E2C que
regula negativamente a replicagcdo do DNA viral, controlando o nimero de cOpias assim como

estabilizando a manutengédo de seu genoma em epissomos (STRAUB et al., 2014); 2015).



23

Figura 2 — E6 age sobre varios alvos celulares em diversas vias de sinalizagéo.
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A proteina E6 de HPV de alto risco pode inibir a apoptose, induzir a proliferacdo celular e a imortalizacéo
através de interacdo com histona acetiltransferase p300, CBP (CREB proteina ligante) ou ADA3, resultando na
instabilidade gendmica e consequentemente no acumulo de mutagBes celulares. Induz degradagdo de BAX e
BAK pela intera¢cdo com TNFR1, FAS, FADD e Caspase 8. Previne o encurtamento de telémeros interagindo
com SP1, MYC, fator de transcricdo nuclear, FX123 e TERT promovendo a imortalizagdo. Leva a perda de
polaridade das células, induzindo a hiperplasia pela mediacdo da degradacdo de proteinas do complexo PDZ,
além de interagir com paxilina e fibulina prevenindo anoikis, permitindo o crescimento celular independente de
ancoramento.

Fonte: Moody; Laimins, 2010.

Figura 3- Alvos e processos celulares alterados pela oncoproteina E7 de HPV.
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E7 de HPV de alto risco induz hiperproliferacdo celular através da inibicdo de proteinas da familia RB
(retinoblastoma), afeta a expressdo de genes celulares pela interagdo com HDACSs (Histonas deacetilases), induz
dano ao DNA contribuindo ao acimulo de alteragdes cromossdmicas e inibe apoptose pela interacdo com p53,
IRF1 e p600.

Fonte: Moody; Laimins, 2010.
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2.3 Ciclo do HPV
O ciclo de vida do HPV ¢ altamente relacionado & diferenciacdo celular do epitélio
cervical (DOORBAR, 2005), como esquematizado na Figura 4.

Figura 4 - Representacdo esquematica do ciclo de vida do HPV.
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O HPV infecta queratindcitos da camada basal do epitélio e através da diferenciagdo das células HPV positivas
induz a fase produtiva do ciclo viral com integracdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira, levando a
superexpressdo de E6 e E7, desregulando o ciclo celular, inibindo a apoptose e induzindo a transformacéo
maligna das células.

Fonte: Woodman; Collins; Young, 2007.

Através de microlesdes no epitélio, o HPV infecta as células da camada basal que
apresentam baixa atividade mit6tica e menor grau de diferenciacdo. Através de interagdo com
receptores da membrana celular, utilizando importantes vias de entrada como a via do heparan
sulfato (HSPG), clatrina ou caveolina (DAY; LOWY; SCHILLER, 2003,2008; HANSEN;
NICHOLS, 2009; KAVATI et al., 2012; SCHELHAAS et al., 2012; SMITH et al., 2008) o
HPV consegue acessar o interior da célula hospedeira. Dentre as vias de entrada, a mais
estudada € a via do HSPG, onde artigos cientificos sugerem que a proteina L1 se liga ao
receptor de membrana induzindo modificagdes na conformacéo do capsideo viral, expondo as
proteinas L2 do capsideo.

A exposicdo das proteinas L2 permite a clivagem por uma prd-proteina convertase,
furina, de sua porcdo N-terminal permitindo a entrada do virus na célula, como observado na
figura abaixo (Figura 5), assim como o escape dos endossomos (KINES et al., 2009;

RICHARDS et al., 2006). As proteinas L1 ficam retidas nos endossomos, enquanto as
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proteinas L2 associadas ao genoma do HPV sdo transportadas para a rede trans-Golgi e assim
ao nucleo (DAY et al., 2013).

Figura 5 — Modelo de infec¢do do HPV in vivo.
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Através de microlesdes os virus atingem as células da camada basal, onde a proteina L1 é reconhecida e liga aos
receptores de HSPG induzindo modifica¢des conformacionais que expdem a proteina L2 susceptivel a clivagem
pela furina. Apo6s clivagem de L2, epitopos capazes de desenvolver anticorpos neutralizantes sdo expostos, assim
como regides de L1 que irdo reconhecer receptores secundarios que permitem a entrada do virus na célula
hospedeira.

Fonte: Howley; Schiller; Lowy, 2017.

O genoma viral permanece na forma epissomal e em baixo nimero de copias onde
apenas 0s genes E, principalmente E6 e E7, sdo expressos e em baixas concentragoes,
regulados por E1 e E2, permitindo a replicacdo do DNA viral e inibindo a apoptose
(STANLEY, 2008).

A medida que as células da camada basal se dividem, elas migram em direcdo ao
epitélio, iniciando a diferenciacdo na camada suprabasal, onde o genoma viral € amplificado e
ha inicio da expressdo dos genes L (MOODY; LAIMINS, 2010).

Na camada superficial, o genoma viral é altamente amplificado e ha predominancia na
expressao de proteinas E4, L1 e L2, responsaveis pela montagem de novas particulas virais e
liberacdo para que as mesmas possam infectar outras células (DOORBAR et al., 1991; RAJ et
al., 2004).

O evento chave na progresséo das neoplasias cervicais se deve a integragdo do genoma
viral a0 DNA da célula hospedeira, resultando na perda do gene regulador E2 e
consequentemente na superexpressdao de E6 e E7, promovendo a transformacgdo maligna das

células (DOORBAR, 2005; TINDLE, 2002).
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2.4 Alvos vacinais
Como serdo o alvo principal desse trabalho, as proteinas L2 e E6 serdo melhor

discutidas nesse topico.

2.4.1 Proteina L2

A proteina L2 é composta por aproximadamente 500 aminoacidos e tem massa
molecular de aproximadamente 55 KDa. Apesar de ndo serem conhecidas modificacbes pos-
traducionais representativas, a proteina possui perfil eletroforético entre 64 a 78 KDa. E pode
ser encontrado em amostras nativas, como encontradas na natureza, em dimeros (ROSE et al.,
1990).

L2 atua em diversas vias importantes e interage com diversos parceiros, como pode ser

observado na figura abaixo (Figura 6).

Figura 6 — Representacdo esquematica da proteina L2 e seus dominios de interacéo.
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Richards et ol., 2006

Yang et al., 2003b

Yang et al., 2003a

Woodham etal., 2012

Bossis et al., 2004; Lanioz et al., 2007
Bronnimann et al., 2012
Bienkowska-Haba et o/, 2012
Bergantetal., 2012

Kamper et al., 2006

Florin et al., 2006

Becker et al., 2003

Dominiode ligagdo ao L1 (396-439)
Sinal de retengdo ao nucleo rico em Arg (296-471)
Sinal de exportacdo nuclear (462-471)

Finnen et al., 2002
Mamoor et al., 2012
Mamoor et al., 2012
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Regides de epitopos neutralizantes See Table 1

Diagrama dos epitopos capazes de gerar anticorpos neutralizantes e sitios de interagdo da proteina L2 com outras
proteinas de diferentes vias celulares.
Fonte: Wang; Roden, 2013.

A regido amino-terminal de L2 contém dois residuos de cisteina altamente
conservados entre diferentes tipos de papilomavirus, C22 e C28, que formam um “hairpin

loop” por pontes dissulfeto resultando em um emparelhamento intramolecular. Estudos



27

usando pseudovirus de HPV16 mostraram que mutagdo em uma ou em ambas cisteinas dessa
regido resultam em virions ndo infectantes, mas ndo afetam a conformacgéo do capsideo viral.

Essa regido altamente conservada é representada pelo fragmento dos residuos entre o
aminoacido 17 ao 36, como pode ser observado na figura abaixo (Figura 7). Apresentando
78% de identidade mesmo em tipo virais bem distantes como as sequéncias de L2 de HPV2
(associados a verrugas de pele), HPV5 (associados a casos de epidermodisplasia
verruciforme) e HPV45 (associados a casos de cancer cervical). Ja em tipos virais mais
proximos, como os HPV6 e HPV11, a identidade encontrada foi de 80%. E entre os HPV18 e
HPV16 de alto risco, 84% de identidade. Essa regido € conservada desde BPV1
(Papilomavirus bovino tipo 1), que é evolucionariamente mais distante dos HPVs de alto-
risco (GAMBHIRA et al., 2007).

Figura 7 - Sequéncia de aminoacidos conservada entre diferentes tipos de
papilomavirus.

HPV1 L2
HPV2 L2
HPVS L2
HPVS L2
HPVE L2
HPV11 L2
HPV16 L2
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HPVS2 L2
HPVS8 L2
HPV3S5 L2
HPVS59 L2
HPVS6 L2
HPV39 L2
HPV51 L2
CRPV L2
BPV L2
ROPV L2
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Alinhamento da sequéncia de aminoacidos entre os residuos 17 ao 36 de diferentes tipos de papilomavirus
demonstrando sua alta taxa de conservacdo. Alinhamento realizado pelo software CLUSTAL W.
Fonte: Gambhira et al., 2007; Thompson; Higgins; Gibson, 1994.
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As razfes para a manutencdo dessa sequéncia do epitopo de L2 ao longo da cadeia
evolutiva do HPV séo bastante discutidas, visto que ndo ha regides tdo conservadas em L1, 0
antigeno imunodominante do capsideo de HPV. Acredita-se que por L1 estar fisicamente mais
exposta que L2, sofra mais pressdo evolucionaria para alterar sua sequéncia e assim conseguir
ludibriar o sistema imune do hospedeiro, visto que em 50% dos casos de pacientes com
infeccBes naturais por HPV € possivel encontrar anticorpos anti-L1, enquanto que a pesquisa
por anticorpos anti-L2 demonstraram ser raros (CARTER et al., 2000; WANG et al., 2015b).

Além disso, o fato do epitopo de L2 ser bastante conservado evolutivamente sugere
sua importancia nos mecanismos de entrada do virus nas células hospedeiras ou sua atuacao
em vias importantes durante a infeccdo (KAWANA et al., 2001; RODEN et al., 2001; YANG
etal., 2003a; YANG et al., 2003b).

Por ser altamente conservada, a proteina L2 é considerada um étimo alvo para uma
vacina de amplo espectro, ou vacina Pan-HPV. A regido conservada pode ser expressa como
antigeno em sistemas de expressdo heterdloga de proteinas bem simples, como em bactérias, 0
que poderia reduzir muito os custos da vacina. Mas o motivo mais significante do uso da
regido conservada de L2 se tornar alvo de vacinas é que modelos animais ja demonstraram
sua capacidade de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes contra um amplo espectro
de tipos diferentes de HPV, assim como gerar protecdo contra desafios virais (JAGU et al.,
2009; JAGU et al., 2013a; KARANAM et al., 2009b; WANG et al., 2015a).

A transferéncia passiva desses anticorpos neutralizantes anti-L2 também se mostraram
eficientes em mediar a protecdo de camundongos em desafios cutaneos ou vaginal contra
pseudovirus de HPV (GAMBHIRA et al., 2007; JAGU et al., 2013b).

Diversas estratégias estdo sendo utilizadas na pesquisa por uma vacina de amplo
espectro baseada nos peptideos conservados de L2 (SCHELLENBACHER; RODEN;
KIRNBAUER, 2017). O desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro é considerado
como a proxima geragdo de vacinas contra o HPV, por demonstrarem relevante protecdo
contra infecgdes de mucosas, induzir producdo de anticorpos neutralizantes contra diversos
tipos de HPV, estimular a prote¢do cruzada contra infec¢Ges por tipos diferentes de HPV e
ainda favoreceria uma maior distribuicdo da vacina em paises em desenvolvimento, visto que

0s custos para a producdo, transporte e armazenamento dessas vacinas seriam bem menores.
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2.4.2 Proteina E6

E6 também é considerada uma proteina multifuncional, que tem sido reportada ser
capaz de interagir com pelo menos 30 diferentes substratos celulares envolvidos com
atividades como nas vias do ciclo de vida viral ao desenvolvimento da malignidade (VANDE
POL; KLINGELHUTZ, 2013).

A proteina E6 ¢ composta por uma sequéncia de 151 aminodcidos, com 2 “zinc
fingers” caracterizados por um motivo CXXC, cuja integridade é essencial para sua funcéo.
Apesar de ser uma proteina relativamente pequena, de aproximadamente 16,5 KDa, diversos
estudos caracterizam a proteina E6 como dificil alvo de estudos pela dificuldade em isola-la
na forma nativa, sollvel, pois E6 possui uma estrutura secundaria complexa com a-hélices e
folhas B-pregueadas, dando origem a uma proteina instavel e insoltvel quando purificada
(NOMINE et al., 2001).

A principal caracteristica de E6 esta nas inimeras proteinas celulares diferentes que
sdo capazes de interagir e com isso mediar a apoptose, a regulacdo da transcricdo de varios
genes, a estabilidade cromossdmica, organizacao epitelial, diferenciacdo, adesdo célula-célula,
polaridade e controle da proliferacdo das células infectadas. Essas intera¢fes contribuem, de
modo geral, para a eficacia da promocdo da oncogenicidade mediada por HPV
(TUNGTEAKKHUN; DUERKSEN-HUGHES, 2008).

Como jéa descrito anteriormente, a acdo mais estudada da proteina E6 € sua capacidade
de interacdo e degradacdo de p53. A principal razdo da degradacdo de p53 é facilitar a
replicacdo viral e como consequéncia indireta induzir a formacéo de erros no DNA que nao
reparados, acumulardo alteragdes cromossdémicas que contribuem para a transformacéo
maligna das células. Em contrapartida, estudos demonstraram que E6 de HPVs de alto e baixo
risco cutaneos ndo interagem com E6AP ou p53, sendo incapazes de alterar a estabilidade de
p53, ndo induzindo a formagéo de lesdes malignas, apenas benignas, indicando que interacéo
com outros alvos celulares atuem devido ao carater multifuncional da proteina E6 (ELBEL et
al., 1997).

Outro importante alvo de E6 p53-independente sdo as proteinas do dominio PDZ
(PSD95/Dlg/Zo-1), que ao interagir com E6 de HPVs de alto risco (THOMAS et al., 2002),
promove sua degradacdo proteassomal (GLAUNSINGER et al., 2000), alterando funcdes
como a definicdo e manutencdo da polaridade celular, alterando a cinética da polarizacdo —
despolarizacéo da actina, inibindo a sinalizacdo celular e supressédo tumoral (SPANOS et al.,
2008).
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Um fator importante para a imortalizacdo das células em transformacdo maligna é a
indugdo da expressdo de telomerase. E6 parece aumentar a atividade da telomerase pela
inducdo do promotor do gene TERT (“Telomerase reverse transcriptase”), ativando sua
transcricdo e expressao para manter o comprimento dos telomeros estaveis e inibir a ativacédo
da apoptose (HOWIE; KATZENELLENBOGEN; GALLOWAY, 2009; LIU et al., 2009).

E6 atua em outras vias de inibigdo de apoptose, como na degradacdo de Bak mediada
por ubiquitina, prevenindo a liberacdo de fatores pro-apoptoticos mitocondriais e,
consequentemente, a apoptose. A inibicdo dessa via foi descrita como crucial para a protecdo
das células tumorais HPV-positivas contra apoptose, facilitando o desenvolvimento do cancer
(SIMMONDS; STOREY, 2008; THOMAS; BANKS, 1998; VOGT et al., 2006).

Por atuarem sobre diversos fatores celulares, sendo responsaveis pela manutencéo do
fenotipo de malignidade, os genes E6 e E7 representam alvos potenciais para o
desenvolvimento de vacinas terapéuticas (LI et al., 2010; STANLEY, 2006). Além disso,
estudos demonstraram que o bloqueio da expressao de E6 e/ou E7 contribui para a parada do
crescimento tumoral, levando a senescéncia ou a apoptose das células tumorais e células
derivadas de linhagens estabelecidas (THOMAS et al., 2008).

Pela dificuldade de se utilizar as proteinas integras e pela seguranca de que tais
proteinas ndo irdo atuar na ativacdo tumoral das células do hospedeiro, diversos epitopos de
E6 e E7 estdo sendo estudados e demonstraram ser capazes de induzir uma resposta de
linfocitos T citotdxicos (CTL) especifica e eficiente (ANG et al.,, 2010; KHALLOUF;
GRABOWSKA; RIEMER, 2014; KIM et al., 2017; KIM et al., 2014).

Pela auséncia de uma vacina terapéutica e pela necessidade de tratamentos especificos
e menos invasivos contra as lesdes ou tumores HPV - positivos, diversos estudos tém se
dedicado a caracterizacdo desses potenciais epitopos vacinais € no desenvolvimento de
vacinas terapéuticas contra os antigenos especificos E6 e/ou E7, visando estimular uma
resposta imune mediada por células contra esses alvos especificos e induzindo a destruicéo

das células infectadas.
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2.5 Resposta Imune contra o HPV

Atualmente, a infeccdo genital por HPV é considerada a doenga sexualmente
transmissivel (DST) viral mais frequente na populacdo sexualmente ativa. Estima-se que
cerca de 80% das mulheres sexualmente ativas terdo algum contato com o virus até atingirem
50 anos de idade (BASEMAN; KOUTSKY, 2005; NONNENMACHER et al., 2002). Porém,
a maioria das infecgdes por HPV é transiente e o prdprio sistema imune do hospedeiro é capaz
de eliminar o virus, ou reparar as lesdes causadas atraves de resposta imune humoral e celular,
contra os antigenos virais (JENSON; KURMAN; LANCASTER, 1991).

Do ponto de vista da biologia evolutiva, os HPVs séo eficientes agentes etioldgicos,
pois o inicio do ciclo infeccioso ocorre basicamente em células primitivas. Durante a fase de
pico da replicacdo do DNA viral e expressdo de proteinas do capsideo, nas células
diferenciadas ja estdo proximas a senescéncia, ndo necessitando induzir lise ou necrose celular
e ndo havendo, portanto, a liberacdo de estimulos pro-inflamatérios. Ndo induzem infeccGes
crénicas e raramente provocam lesfes graves ao hospedeiro, mas periodicamente liberam
novas particulas virais (STANLEY, 2008).

Durante a infeccdo natural por HPV, a maioria dos pacientes apresentam baixos niveis
de anticorpos anti-L1, E2 e E4, no primeiro estagio da infeccdo. Porém, a presenca desses
anticorpos ndo garante a protecdo contra infeccdes subsequentes por HPV do mesmo tipo
viral ou tipos filogeneticamente préximos (MEHLHORN et al., 2014; VISCIDI et al., 2004).

Durante os estagios iniciais da infec¢do por HPV, a imunidade inata é ativada através
da acdo de macrofagos, células dendriticas, células de Langerhans, células natural killer (NK)
e células natural killer T formando a primeira linha de defesa contra a infeccdo. Esse tipo de
resposta atua de forma ndo especifica visando a eliminacdo do virus, entretanto em alguns
casos ndo sdo suficientes para exterminar a infeccdo (AMADOR-MOLINA et al., 2013).

Com a ativacdo da imunidade adaptativa o objetivo € eliminar as células infectadas e
prevenir a reinfeccdo mediada por células T citotoxicas dirigidas principalmente contra as
proteinas E2 e E6 do HPV. A inducdo de uma resposta imune mediada por células T antigeno-
especifica esta relacionada a protecdo contra infeccdo e controle do crescimento tumoral.
Além disso, células CD8" de memdria antigeno-especificas podem proporcionar uma resposta
imune efetora, eliminando rapidamente células infectadas que possam aparecer no decorrer da
infeccdo (PULENDRAN; LI; NAKAYA, 2010; PULENDRAN et al., 2013).

Durante a infeccdo por HPV, a resposta imune mediada por células tem papel
fundamental no controle de lesdes e neoplasias, pois pacientes cujas células T CD4* e CD8"

foram ativadas contra epitopos de E6 e E7 apresentaram protecdo contra infeccdes
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persistentes e regressdo espontédnea das lesdes. Enquanto pacientes com carcinoma nao
apresentam ativacdo de células T CD8" citotoxicas (BONTKES et al., 2000), além de uma
resposta enviesada de células T CD4* com mudanca no balanco de resposta de Thl para Th2,
com producédo de IL-10 e TGF-B, levando a uma resposta ndo protetora (ANDERSEN et al.,
2014; BAIS et al., 2005).

A imunidade mediada por células B contra as proteinas L1 e L2 do capsideo do HPV
sdo capazes de induzir uma eficiente protecdo profilatica contra infecgcdo pelo virus, além de
serem capazes de estimular a producdo de células B de memoria, garantindo uma protecao por
um longo prazo (SCHERER et al., 2014). Entretanto sdo ineficientes em pacientes com
infecgBes ja estabelecidas (ESQUERRE et al., 2017; STANLEY, 2010).

O HPV possui diversos mecanismos para evadir o sistema imune hospedeiro,
alterando a expressdo dos genes do hospedeiro para manter a infec¢do persistente através da
baixa taxa de replicacdo de seu DNA, usar sequéncias e codons substituiveis por aqueles mais
comuns em células de mamiferos (KANODIA; FAHEY; KAST, 2007; ZHOU et al., 1999).
Seu DNA ¢ frequentemente encontrado na forma metilada, principalmente nas regifes de
ilhas CpG, através da interacdo de E7 com DNA metiltransferase DNMT1 (BURGERS et al.,
2007; KALANTARI et al., 2004), assim como E7 também foi descrito sendo capaz de
recrutar histona deacetilase HDACL1 e histona demetilase JARID1B para regides regulatérias
do gene TLRY, levando a uma baixa expressdo de moléculas de receptores Toll-like 9
(HASAN et al., 2007; HASAN et al., 2013). E6 e E7 também tém a capacidade de desregular
o fator de transcricdo NF-xB diminuindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias
(TUMMERS et al., 2015; WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017).

E6 e E7 também atuam inibindo a expressdo de IFN, IL-1B (DUTTA et al., 2015;
LAU et al., 2015; TINDLE, 2002), além de induzir células T regulatérias CD4*CD25M"
(Treg) nos infiltrados de lesdo (MOLLING et al., 2007), induzir a expressdo de IL-10,
citocina anti-inflamatéria, favorecendo a criagdo de um microambiente cervical
imunossupressor (BERTI et al., 2017).

Assim, as razdes pela baixa eficiéncia do sistema imune em combater as infec¢des por
HPV foram bem descritas por Stanley (2010), pois a infeccdo natural é exclusivamente
intraepitelial e o virus se esconde na superficie mucosa, além da inexisténcia de viremia. Por
conseguinte, o antigeno viral € pobremente exposto ao sistema linfatico e drenado aos
linfonodos onde a resposta imune seria iniciada. Além disso, as células apresentadoras de
antigenos (APCs) mais eficientes como macrofagos e células de Langerhans sdo ineficazes

em ambiente anti-inflamatorio criado pelo HPV.



33

2.6 Combate ao HPV

O HPV pode permanecer no organismo hospedeiro por varios anos sem causar lesdes
aparentes e, se aparecem, podem estar localizadas em locais de dificil diagnostico, como no
colo do atero ou orofaringe, podendo ser detectado apenas por profissionais em exames de
rotina.

O monitoramento de lesBes induzidas por HPV é uma importante ferramenta para o
controle e prevencdo dos canceres associados ao virus. Através de exames preventivos, que
devem ser realizados periodicamente, é possivel detectar lesGes pré-cancerosas ou tumores em
estagios iniciais, o que contribui para um melhor prognostico. O aumento da pratica do exame
Papanicolau, principalmente nos paises desenvolvidos, contribui para a reducdo de 75% no
naumero de casos de cancer cervical sé nos ultimos 50 anos. No Reino Unido, estima-se que a
introducdo dos exames preventivos tenha evitado a morte de mais de 100.000 mulheres por
cancer cervical em 30 anos (PETO et al., 2004).

O custo do exame ndo é impeditivo para a maioria da populacdo que mora nos grandes
centros urbanos, por exemplo, no Brasil 0 exame é realizado gratuitamente pelos programas
publicos de satde do governo, entretanto o cancer do colo de Utero ainda é o segundo tipo de
cancer mais frequente na regido Sudeste do pais, acometendo cerca de 24,27 mulheres a cada
100.000 (INCA, 2016). Ja em regides mais isoladas ou mesmo paises com menos estruturas
em saude publica essas taxas sao ainda maiores.

Especialistas em saude publica defendem que é sempre mais facil e menos custoso
prevenir as doencas com acles simples como a realizacdo de exames preventivos
regularmente e uso de preservativos em todas as relacbes sexuais, entretanto as taxas de
incidéncia do HPV continuam elevadas e o virus continua circulante na populacao.

Diante da alta taxa de incidéncia e por se tratar de um agente infeccioso mundialmente
distribuido, diversos grupos trabalham no desenvolvimento de vacinas contra o HPV
utilizando diferentes estratégias. As vacinas profilaticas ttm como alvo a indugéo da resposta
imune humoral com a producéo de anticorpos neutralizantes especificos contra moléculas de
superficie do capsideo viral, visando a prevencdo de novos casos. J& as vacinas terapéuticas
visam a inducdo da imunidade mediada por células capazes de reconhecer e atacar 0s
antigenos ou células que apresentam anormalidades, através do estimulo de acdo das células
APCs, ativando os linfécitos T auxiliares CD4" e citotoxicos CD8", frente a infeccdo ja

existente ou combatendo as células j& modificadas pelo virus.
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2.6.1 Vacinas Profilaticas

Atualmente, as duas vacinas contra o0 HPV disponiveis no mercado e liberadas pelo
FDA e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) sdo profilaticas. Ambas
baseadas na imunogenicidade conferida a proteina L1 quando estruturada em VLPs (virus-like
particles) (HARPER et al., 2006; PAAVONEN et al., 2007). A primeira vacina foi licenciada,
em 2006, denominada Gardasil® e produzida pela Merck Sharp Dohme, onde as proteinas L1
de HPV 6, 11, 16 e 18 sdo expressas em células de levedura, Saccharomyces cerevisae. Ja a
Cervarix® é produzida pela Glaxo Smith Kline, licenciada em 2008, constituida pelas
proteinas L1 de HPV 16 e 18 que séo expressas em culturas de células de inseto, SF9.

Mais recentemente, em dezembro de 2014, o FDA aprovou a vacina Gardasil-9®
(nonavalente), do mesmo fabricante da vacina homénima, porém formulada com particulas de
L1 de 9 diferentes tipos de HPV: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 (CDC — Centers for
Disease Control and Prevention, 2016).

Porém a busca por uma vacina baseada na proteina L1 mais eficiente e menos custosa
continua. Varios estudos tém desenvolvido diferentes sistemas para a producdo de proteina
recombinante ou pseudovirus, visando o desenvolvimento de novas vacinas como a expressao
em Shigella casei (YAN et al., 2014), Listeria monocytogenes (MUSTAFA et al., 2009),
Lactobacillus casei (AIRES et al., 2006), Bacillus subtilis (BAEK et al., 2012), Pichia
pastoris (BAZAN et al., 2009; KOTZE et al., 2011), Baculovirus (CHO et al., 2014) e em
células de mamiferos (CIANCIARULLO et al., 2010; KAVATI, 2014; MARIGLIANI et al.,
2012).

Ha& grupos que defendem a construcdo de VLPs construidas com as proteinas L1 e L2
do capsideo viral, visando aumentar o espectro de protecdo contra diferentes tipos de HPV.
Tais proteinas podem ser integras (SAKAUCHI, 2016), ou utilizando a imunogenicidade de
VLPs L1 como um sistema de “delivery” encapsulando peptideos de L2, sendo testados
fragmentos dos aminoacidos 17 ao 36 (SCHELLENBACHER; RODEN; KIRNBAUER,
2009) ou 108 a 120 (MCGRATH et al.,, 2013). Entretanto, esses trabalhos sugerem a
necessidade de formar quimeras onde peptideos imunodominantes de L1 sejam “deletados”,
sendo inseridos peptideos de L2 na superficie das VLPs, para que esses sejam 0s principais
alvos de inducdo de resposta imune protetiva, induzindo a producdo de anticorpos
neutralizantes.

Essa necessidade de retirar peptideos imunodominantes de L1 em VLPs L1L2 é
devido a ja conhecida imunodominancia dessa proteina no direcionamento da resposta imune

quando comparado a L2.
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Um modelo utilizando quimeras de VLP L1 e L2 foi testado na fase pré-clinica. Os
antigenos foram construidos inserindo os peptideos L2:7 3 € L2ss s dentro do loop DE e/ou no
braco C-terminal da proteina L1 de HPV16 ou HPV18. Desafios realizados em camundongos
e coelhos demonstraram que a vacina foi capaz de proteger contra os 11 principais tipos de
HPV, sugerindo que a construgdo quimérica tem melhor custo-beneficio que as vacinas atuais
(BOXUS et al., 2016).

Outra estratégia utilizada pelos pesquisadores na busca por uma vacina profilatica
contra o0 HPV é a utilizacdo da proteina L2, pois pequenos epitopos dessa proteina podem
induzir a producdo de anticorpos capazes de neutralizar uma ampla gama de diferentes tipos
de HPV (DAY et al., 2012; KARANAM et al., 2009b), possibilitando o desenvolvimento de
uma vacina monovalente capaz de proteger contra HPVs genitais, de mucosa e cutaneos,
denominadas de vacinas pan-HPV (PASTRANA et al., 2005).

Durante a infeccdo natural ou durante imunizagdo experimental de VLPs L1L2, L2 é
considerada pouco imunogénica com baixa producdo de anticorpos anti-L2. Entretanto,
guando a vacinacao é realizada com a proteina L2 recombinante ou com peptideos derivados
dessa proteina sdo capazes de induzir a producdo de anticorpos neutralizantes protetores em
modelos animais (GAUKROGER et al., 1996; JAGU et al., 2013b). Estudos sugerem que
esses dados conflitantes resultem da menor exposi¢édo de L2 na superficie dos virions, todavia,
durante a infeccdo é sugerido que antes do virus se ligar aos receptores HSPG das células da
membrana basal (GIROGLOU et al., 2001), o capsideo viral passa por alteracbes
conformacionais expondo a regido amino-terminal de L2. Como todo esse processo €
demorado, os anticorpos anti-L2 poderiam interagir com o virus e prevenir sua entrada nas
celulas alvo (KAWANA et al., 2001; TUMBAN et al., 2011; WANG et al., 2015a).

Diversos estudos tém se concentrado na estratégia de construcdo de sequéncias
contendo um mesmo epitopo de L2, porém de diferentes tipos de HPV fusionados na tentativa
de aumentar ainda mais o espectro de protecdo, construindo concatameros de DNA
(moléculas de DNA contendo multiplas copias de uma mesma sequéncia de nucleotideos
dispostos em série, linearmente em “tandem”) que quando desafiados em modelos animais
tém demonstrado bons resultados (JAGU et al., 2009; JAGU et al., 2013a). Duas vacinas
concatenadas se encontram na fase pré-clinica de testes, desenvolvidas pela Shantha
Biotechnics (india) e Sanofi Pasteur (Franca), que prometem baixo custo de producio e ampla
protecdo contra diferentes tipos de HPV (SCHILLER; MULLER, 2015), porém os dados
finais ainda estéo sendo analisados.
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2.6.2 Vacinas terapéuticas

Objetivando um tratamento mais especifico e menos invasivo, diversos estudos tém se
empenhado no desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra as células infectadas por HPV
e seus canceres associados. O principal alvo dessa abordagem vacinal estd no
desenvolvimento de agBes contra as oncoproteinas E6 e E7 dos virus de alto risco, visto que
essas proteinas sdo expressas constitutivamente nas células neoplésicas transformadas por
HPV (CHO; KIM; KIM, 2002; TOUSSAINT-SMITH; DONNER; ROMAN, 2004).

As proteinas E6 e E7 possuem sequéncias antigénicas apresentadas por moléculas de
MHC de classe | e Il em camundongos e em humanos. E uma resposta eficiente contra tais
proteinas seria essencialmente mediada por células T CD8" com auxilio de células T CD4"
Th1, superando os mecanismos de tolerancia induzidos por E6 e E7. Assim, diversas
estratégias tém sido estudadas como o desenvolvimento de vacinas de DNA, vacinas de
proteinas recombinantes, vacinas peptidicas ou vacinas celulares.

Vacinas baseadas em peptideos sdo consideradas uma importante estratégia no
desenvolvimento de vacinas terapéuticas por serem estaveis, seguras, nao apresentarem
reacOes adversas graves, pois utilizam apenas pequenas sequéncias de aminoacidos, alem de
possibilitar combinacdes de diferentes epitopos (LIU et al., 2012). Assim, diversos estudos se
concentram na busca por peptideos capazes de serem apresentados corretamente pelas
moléculas de MHC, induzir resposta de células T CD8" e CD4". Diversos peptideos de E7 ja
foram descritos como promissores, tendo demonstrado resultados satisfatorios em testes pré-
clinicos (FELTKAMP et al., 1995).

Visando induzir resposta imune de células T CD4", um peptideo de E7 pan epitopo
HLA-DR denominado PADRE, demonstrou capacidade de indugdo das células alvo em
modelos animais, ativacdo de células dendriticas em potentes células ativadoras antigeno-
especifico (WU et al., 2010). Entretanto, tais vacinas quando em testes clinicos ndo resultaram
na ativagdo das células de interesse ou essa ativagdo ocorreu em um numero muito pequeno
de pacientes testados (RESSING et al., 2000; STELLER et al., 1998).

Em menor frequéncia, epitopos de E6 também tém sido avaliados quanto a capacidade
de gerar uma vacina contra o HPV. Diversos epitopos foram testados, porém aparentemente a
sequéncia de aminoacidos de 50 a 57 demonstra ser imunodominante e capaz de gerar
linfocitos T CD8* produtores de IFN-y em modelos murinos, sendo capaz de proteger os
camundongos frente ao desafio com células tumorais (BISSA et al., 2015; PENG et al., 2004).

Ja as vacinas compostas por proteinas recombinantes tém a vantagem de conter e

apresentar todos os epitopos ao sistema imune hospedeiro, sendo processados conforme sua
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especificidade (FRAZER; LEGGATT; MATTAROLLO, 2011). A empresa Nventa
Biopharmaceutical Corporation (Califérnia, EUA) produziu uma vacina terapéutica chamada
SGN-00101 (HspE7), que consiste em uma proteina recombinante com a sequéncia completa
do gene E7 fusionada com a proteina Hsp65 (“heat shock protein) de Mycobacterium bovis.
Em ensaios clinicos fase | e Il a vacina tem demonstrado a capacidade de ativar resposta de
células B e T contra os patogenos e antigenos tumorais de HPV, induzindo a regressdo de
lesbes de baixo grau (GOLDSTONE et al., 2002), papilomatose respiratéria (DERKAY et al.,
2005), NIC de graus Il e Il (EINSTEIN et al., 2007; KIETPEERAKOOL; SRISOMBOON,
2009).

Outra estratégia bastante estudada é o uso de vacinas de DNA contra lesdes ou
tumores HPV-positivos. As vacinas de DNA sdo relativamente seguras, estaveis e faceis de
produzir e armazenar. S8o capazes de manter a expressao dos genes de interesse, promovem a
apresentacdo de antigenos através do MHC de classe | e permitem a administracdo de
repetidas doses, sem levar a producdo de anticorpos neutralizantes contra a vacina. A
desvantagem do uso dessa estratégia vacinal é que testes clinicos tém demonstrado baixos
niveis de imunogenicidade em humanos. Entretanto, diversos trabalhos tém tentado otimizar
as construcdes vacinais visando aumentar os niveis de expressdo dos antigenos e a
imunogenicidade da vacina (GURUNATHAN; KLINMAN; SEDER, 2000).

Na tentativa de aumentar a imunogenicidade dos antigenos vacinais contra as
proteinas do HPV, ha o desenvolvimento de quimeras onde sdo fusionados fragmentos de
proteina G do virus da Herpes Simples 1 (HSV-1) as oncoproteinas E6E7 (LASARO et al.,
2005) ou E5EGE7 (DINIZ et al.,, 2010) de HPV16. Os resultados obtidos foram bastante
promissores com a protecdo contra desafios com células TC-1. Aparentemente esses estudos
estdo sendo analisados para serem testados em ensaios pré-clinicos.

Em fase Il dos testes clinicos, a vacina de DNA VGX-3100 produzida pela empresa
Inovio Pharmaceuticals (EUA) € baseada nas proteinas E6 e E7 e tem demonstrado a
capacidade de induzir a regressdo de neoplasias intraepiteliais cervicais de niveis Il e 1lI,
assim como combater a infeccdo por HPV através de uma robusta resposta de células T
especificas (MORROW; YAN; SARDESAI, 2013).

Diversas vacinas de DNA estdo sendo testadas em ensaios clinicos contra 0 HPV,
tambeém baseadas em E6 e E7, como a ZYC101la produzida pela empresa MGI Pharma
(GARCIA et al., 2004). A ZYC101, baseada em epitopos de E7, produzida pela mesma
empresa, porém em fase | de testes clinicos (KLENCKE et al., 2002), e as vacinas baseadas

em E7 onde a sequéncia do gene foi alterada e o sitio de ligacdo ao Rb removido, em fase | de
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testes clinicos produzidos pelo NIH (“National Cancer Institute” / EUA): pNGVL4a-
Sig/E7/HSP70; primeira dose com a vacina de DNA (pNGVL4a-Sig/E7/HSP70) e reforco
com a vacina recombinante TA-HPV com ou sem imiquimod; pNGVL4a-CRT/E7 (Clinical
Trials — U. S. National Institute of Health, 2015).

As vacinas celulares tém sido bastante exploradas na busca de um tratamento
terapéutico contra células tumorais. Alguns estudos demonstraram que as vacinas de células
dendriticas apresentaram bons resultados quando retiradas do hospedeiro, tratadas in vitro
contra antigenos de HPV e inoculadas novamente no hospedeiro infectado. As células
dendriticas podem servir como um adjuvante natural, pois sdo capazes de aumentar a poténcia
da imunoterapia antigeno-especifica contra o cancer, tais vacinas celulares demonstraram a
capacidade de combater as células transformadas por HPV (SANTIN et al., 2008; WANG et
al., 2000).

Para aumentar a vida til dessas células dendriticas tratadas, inibindo a apoptose
mediada por células T, pesquisadores tém transfectado essas células dendriticas com siRNA
para moléculas pré-apoptoéticas, gerando uma maior ativacdo de células T CD8" especificas
com efeitos antitumorais em camundongos. Alguns ensaios pré-clinicos e clinicos de fase | e
Il ja foram realizados demonstrando a seguranca, falta de toxicidade e alta imunogenicidade
dessas vacinas de células dendriticas em pacientes (AHN et al., 2015; SANTIN et al., 2008).

Outro tipo de vacina baseada em células testadas ocorre quando células tumorais sdo
isoladas e manipuladas ex vivo a expressarem proteinas imunomoduladoras para aumentar a
imunogenicidade in vivo. Citocinas como IL-2, IL-12 ou GMCSF (fator estimulador de
colonias de granulocitos e macrofagos) induzem a diferenciagdo de células T “naive” para
células efetoras ou células T “helper” contra essas células tumorais HPV-positivas. Essas
células efetoras retornam ao hospedeiro treinadas a encontrar e destruir as células tumorais
gue expressem antigenos de HPV (CHANG et al.,, 2000; MIKYSKOVA et al., 2004).
Entretanto, essa técnica traz riscos de implantar novos tumores nos pacientes, além de ter
altos custos, entdo poucas pesquisas tém mantido nessa linha e poucos testes clinicos estdo
sendo estudados (YANG et al., 2016).
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2.6.3 Vacina profilatica e terapéutica

Até 0 momento, poucos grupos tém se dedicado ao desenvolvimento de uma vacina
profilatica e terapéutica contra o HPV.

Dentre as diferentes técnicas em estudo, alguns grupos optam pela expressdo de uma
proteina recombinante truncada contendo os epitopos das 2 proteinas, como L1aczsE7ni-s0. A
proteina é expressa e purificada para assim ser utilizada na imunizagdo de camundongos, que
foram desafiados por células TC-1. Os resultados demonstraram que a vacina foi capaz de
induzir a producdo de anticorpos especificos anti-L1 e anti-E7, entretanto os ensaios de
desafio com células tumorais mostrou protecdo em 70% dos casos (BIAN et al., 2008).

Outra construcdo vacinal L1E7 foi analisada utilizando a proteina L1 humanizada e
apenas 0s aminoacidos de 1 a 473, e E7 com residuos do aminoacido 1 ao 60, onde ambas
foram fusionadas criando a construgéo L1hi.473/E71-60. Essa construcéo foi testada como uma
vacina de DNA e utilizada para imunizar camundongos. Esses animais demonstraram a
capacidade de produzir anticorpos especificos anti-L1, assim como induzir a diferenciacao de
linfécitos T citotoxicos especificos contra L1 e E7 (KUCK et al., 2006).

A vacina profilatica e terapéutica em fase mais avancada de estudo é denominada TA-
CIN, que compreende uma construgdo em tandem de proteinas L2, E6 e E7 resultando em
uma proteina recombinante de 725 aminoacidos e 80 KDa. A proteina recombinante foi
expressa em culturas de E. coli e purificada, sendo entdo utilizadas em ensaios de imunizagéo
de camundongos. Obtendo 6timos resultados, seguiu-se para as fases de ensaios pré-clinico e
fase | dos ensaios clinicos. Entretanto, nos ensaios em pacientes demonstrou apenas a
capacidade de induzir a producdo de anticorpos especificos anti-L2 em pico Unico, com as
concentragdes diminuindo ao longo de um tempo muito curto, mas foi capaz de induzir a
resposta de células T especificas anti-E6 e anti-E7 (HIBBITTS, 2010; VAN DER BURG et
al., 2001). Novos adjuvantes tém sido testados na tentativa de se obter uma resposta mais
duradoura na producéo de anticorpos protetivos (KARANAM et al., 2009a).

As vacinas de DNA tém se mostrado uma alternativa promissora na profilaxia e
imunoterapia contra o HPV, pois diversos estudos demonstraram sua capacidade de estimular
uma resposta imune humoral e celular. Entretanto, a maior vantagem do uso dos plasmideos
como vacinas esta na sua caracteristica de serem de facil manipulacdo, preparacdo, alta
estabilidade, podendo ser transportados liofilizados e com isso reduzir os custos de transporte
e armazenamento, assim como sua relativa maior seguranga quanto aos vetores virais. Usando
uma simples injecdo intramuscular, a grande maioria das vacinas de DNA persistem como

extracromossomais, significando maior seguranca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Construir um vetor vacinal contendo o gene sintético L2E6 baseado em sequéncias de

HPV16 e avaliar sua capacidade de inducdo de uma resposta imune humoral e celular em

camundongos imunizados, frente a capacidade de induzir protecdo e/ou tratamento contra o

HPV e aos canceres associados ao virus.

3.2 Objetivos especificos

Selecionar epitopos das proteinas L2 e E6 de HPV16 para a construcdo do gene
sintético L2E®6;

Construir vetores vacinais e de expressdo em células de mamiferos contendo
epitopos fusionados das proteinas L2 e E6 de HPV16;

Expressar e caracterizar a proteina recombinante L2E6 de HPV16 em culturas de
células das linhagens HEK 293T e 293F;

Avaliar a capacidade da vacina de DNA L2E6 induzir resposta imune celular em
modelo murino, quanto a prevencdo e/ou tratamento terapéutico antitumoral, por
meio de desafios com células transformadas que expressam as oncoproteinas E6 e
E7 de HPV16;

Verificar a capacidade de inducdo de uma resposta imune humoral com a producao
de anticorpos especificos anti-L2 e anti-E6 apds imunizacdo dos camundongos com
a vacina de DNA contendo o gene L2E6, quanto ao reconhecimento dos epitopos
L2 e E6.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecdo dos epitopos e construgdo dos vetores

As sequéncias dos genes L2 e E6 do HPV16 foram obtidas do banco de dados
internacionais GenBank®, sendo que o cédigo de acesso do gene E6 utilizado foi AAD33252
e a referéncia para acesso de L2 NC_001526.2. A partir das sequéncias dos genes completos,
sequéncias de peptideos foram selecionadas conforme sua capacidade de indugéo de resposta
Imune descritas em outros trabalhos.

Os peptideos selecionados a partir do gene E6 estdo entre os residuos de aminoacidos
50 a 57 (YDFAFRDL), responsaveis pela inducdo de resposta imune celular através da
ativacdo de Linfdcitos T citotdxicos (BAUER et al., 1995). Os c6dons foram otimizados para
que haja maior sucesso em sua expressdo em células humanas, utilizando a ferramenta Codon
Optimization da IDT - Integrated DNA Technology, e a sequéncia final obtida foi
TATGATTTCGCCTTCAGGGACCTC.

Para 0 gene L2, o peptideo selecionado é encontrado entre os residuos de aminoacidos
17 a 36 (QLYKTCKQAGTCPPDIIPKYV), sendo a sequéncia otimizada como descrito acima,
resultando em:

CAGCTGTATAAAACTTGTAAGCAGGCCGGTACGTGCCCCCCAGATATCATT
CCAAAGGTC.

Ambas as sequéncias foram ligadas por 3 sequéncias “Linker”, resultando na
sequéncia de 96 pb (pares de bases), a qual foi adicionada as sequéncias iniciadora e de
terminacdo, dando origem a seguinte sequéncia de 102 pb:

ATG CAG CTG TAT AAA ACC TGT AAA CAG GCA GGT ACA TGT CCG CCG
GAT ATT ATT CCG AAA GTT GGT GGT AGC GGC TAT GAT TTT GCC TTT CGC
GAT CTG TAA

A sequéncia final foi sintetizada pela empresa Gene Art™ (Thermo Fisher Scientific)

dando origem ao gene sintético denominado L2ES6.

4.2  Construcdo dos vetores

Foram desenhados 2 vetores contendo o gene sintético L2E6 e desenvolvidos pela
empresa Gene Art™ (Thermo Fisher Scientific), sendo um vetor de clonagem usando como
base o vetor comercial pMAT (Thermo Fisher Scientific) e um vetor de expressdo ou vetor

vacinal em pcDNA (Thermo Fisher Scientific) que serdo melhor descritos abaixo.
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Para a construgdo do vetor de clonagem, o gene sintético L2E6 foi inserido em pMA-
T, sendo ambas as extremidades do gene sintético e do vetor flanqueadas por sequéncias da
endonuclease Sfi | (Thermo Fisher Scientific).

O vetor denominado pMA-T/L2E6 possui origem de replicacdo bacteriana Col E1 e
gene de resisténcia a ampicilina, AmpR. O vetor completo apresenta 2494 pb, como pode ser
observado na figura abaixo (Figura 8).

Figura 8 — Representacdo esquematica do vetor pMA-T/L2ES.
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Para a construcdo do vetor de expressdo, o inserto L2E6 foi inserido no vetor
pcDNA3.3 flanqueados por sitios de endonucleases Hind Il e Nhe 1, recebendo o nome de
pcDNA3.3/L2E6. O plasmideo construido tem origem de replicacdo bacteriana, pUC, gene de
resisténcia a Ampicilina, Amp (R), e promotor de CMV (Citomegalovirus), como pode ser
observado na figura abaixo (Figura 9).

Para andlises dos vetores, foram realizados ensaios de eletroforese em gel de agarose a
0,8% (m/v) em tampédo TAE 0,5x (Tris 40 mM, Acetato 20 mM, EDTA 1 mM) e submetidos
a corrida eletroferética a 80V na presenca do corante Blue Green Loading Dye (LGC

Biotecnologia, Cotia, Brasil).
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Figura 9 - Mapa do vetor pcDNA3.3/L2EG6.
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4.3 Quimiocompeténcia das bactérias

Para a amplificacdo dos vetores foram utilizadas as cepas bacterianas Escherichia coli
DH5a e TOP10. A primeira foi gentilmente cedida pela Dra. Itamar Romano Garcia Ruiz,
enquanto a segunda linhagem pelo Dr. Marcelo Sircili, ambos pesquisadores do Laboratoério
de Genética, Instituto Butantan. As cepas bacterianas foram cultivadas em 3 mL de meio
Luria-Bertani (LB) (Triptona 2%, Extrato de levedura 1%, NaCl 1%) a 37 °C, sob agitacdo a
250 rpm por aproximadamente 18 horas. Em seguida, uma aliquota dessa cultura foi estriada
em uma placa de Petri contendo meio LB acrescido de 1,5% de &gar, incubada a 37 °C, por
aproximadamente 18 horas.

No dia seguinte, uma col6nia foi escolhida para semear 3 mL de meio LB e cultivada
nas mesmas condicdes descritas anteriormente. Apés esse periodo, 1 mL dessa cultura foi
utilizado para semear 100 mL de meio LB e cultivado a 37 °C, sob agitacdo até que a
densidade optica da cultura a 600 nm (DOeoo) atingisse 0,4, onde as bactérias cultivadas se
encontravam na metade da fase exponencial de crescimento.

A inducdo da competéncia foi realizada segundo protocolo estabelecido por Sambrook
e cols. (2001), onde apoés atingirem a densidade celular desejada, a cultura de bactérias foi
transferida para um tubo cénico e centrifugado a 5000 g por 10 minutos e incubadas em
solucdo de 0,1 M de CaCl, por 1 hora no gelo. Em seguida, as bactérias foram novamente
centrifugadas e ressuspendidas em solucdo 0,1 M de CaCl, acrescido de 10% de glicerol

(m/v). Aliquotas de 200 pL foram congeladas a -80 °C até sua utilizacao.


http://lattes.cnpq.br/2349944550035924
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4.4  Transformacdo bacteriana

A partir das bactérias competentes descritas acima, foi realizada a transformacéo
bacteriana (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), onde uma mistura de 10 pL de DNA
plasmideal, aproximadamente 1 pg, e uma aliquota de bactérias quimiocompetentes foi
incubada por 30 minutos no gelo, submetida a um choque térmico por 2 minutos a 42 °C e
incubada novamente no gelo durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 350 pL de
meio S.0.C (Triptona 2%, Extrato de levedura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl; 10
mM, MgSO4 10 mM, Glicose 20 mM), sendo a mistura incubada por 90 minutos a 37 °C, sob
agitacdo de 250 rpm. Em seguida, as bactérias transformadas foram semeadas em placas de
meio LB-agar contendo ou ndo 100 pg/ml de ampicilina e incubadas a 37 °C por 18 horas.

Colbnias crescidas nas placas de meio LB-agar contendo ampicilina identificam os
clones positivos que foram selecionados por PCR de coldnia e semeadas em tubos contendo 3

mL de meio LB, incubadas a 37 °C, sob agitacdo por aproximadamente 18 horas.

4.5 Selecdo das coldnias bacterianas

Para selecdo das col6nias bacterianas apos a transformacédo foi utilizada a técnica de
PCR da colénia, onde utilizando iniciadores especificos sintetizados a partir da sequéncia do
gene L2E6 foram desenhados 2 iniciadores, EAKO3 e EAKO2, e sintetizados pela empresa
EXXTEND Biotecnologia Ltda (Campinas, Brasil), capazes de gerar um produto de 144 pb.
A sequéncia dos iniciadores pode ser observada abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo do fragmento L2E6
para selecé@o de col6nias bacterianas transformadas pelo vetor pcDNA3.3/L2E6.

Iniciadores Sequéncia (5"- 3")

EAKO3 Foward CCCTTAAGCTTGCCACCATGCAGC
EAKO02 Reverse GAGTGTCTAGATGCCACGCT

Os iniciadores foram ressuspendidos em tampéo TE (Tris/HCI 10 mM, EDTA 1 mM)

a uma concentracédo estoque de 100 puM.

Para a PCR, cada solucédo foi preparada isoladamente em microtubos contendo 25 pL
de solugéo PCR-Mix (MgCl. 1,5 mM, Taq 0,5U, dNTPs 200 uM - LGC Biotecnologia, Cotia,
Brasil), 0,5 pL de cada iniciador a 25 uM e agua ultrapura para um volume final de solugédo
de 50 pL. Como DNA molde foi utilizada uma amostra de cada colonia de bacteria

transformada selecionada e crescida em meio LB com ampicilina. A amplificacdo em
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termociclador Mastercycler EpGradient (Eppendorf, Alemanha) ocorreu seguindo o
protocolo: 95 °C por 5 minutos, 25 ciclos de 1 minuto a 95 °C, 30 segundos a 56 °C e 1
minuto a 72 °C, seguido por extenséo final a 72 °C por 7 minutos.

A deteccdo dos produtos da PCR ocorreu através da eletroforese em gel de agarose a
0,8% em tampéo TAE 0,5X. As amostras foram preparadas com adicéo de 0,5 pL de corante
Blue Green Loading Dye | e submetidos a uma corrida a 80 A por 30 minutos. Como
parametro de tamanho dos fragmentos foram utilizados 2 marcadores de peso molecular, o
Marcador Universal contendo 8 fragmentos de 10000 pb a 100 pb (LGC Biotecnologia) e o
segundo marcador 50 pb DNA Ladder contendo 12 fragmentos de 1000 pb a 50 pb (LGC
Biotecnologia). O gel foi analisado em transluminador High Perfomance Ultraviolet
Translluminator (UVP Ultraviolet Products, Upland, EUA) e as imagens capturadas em
fotodocumentador Alliance 9.7 (UVITEC Cambridget, Cambridget, Inglaterra).

4.6 Extracdo de DNA plasmideal

Os clones positivos selecionados pela PCR da colbnia foram cultivados em 5 mL de
meio LB, a 37 °C, por aproximadamente 18 horas, sob agitacdo. Em seguida, na presenca do
antibidtico de selecdo. No dia seguinte, foram centrifugados a temperatura ambiente, por 1
minuto a 12000 x g para sedimentar as bactérias integras. Para a purificacdo do DNA
plasmideal, foi utilizado o GenelJet Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific), que é
baseado no procedimento de lise alcalina combinado a uma coluna de ligacdo seletiva ao
DNA circular, realizado de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA purificado foi
analisado em gel de agarose a 0,8% em tampdo TAE 0,5X e submetidos a técnica de
sequenciamento para confirmagéo da insercdo do gene de interesse ao vetor, e quantificado
em espectrofotometro (ACTGene, Nova Jérsei, EUA) e armazenado a -20 °C.

4.7 Sequenciamento de DNA

As amostras de DNA plasmideal foram sequenciadas para confirmagdo da correta
inser¢do do gene L2EG6 e sua integridade. Para isso, as amostras de DNA purificados do gel
como descrito na sessao anterior foram quantificadas por espectrofotometria. Foi aliquotado
um volume de 5 pL do plasmideo e adicionado 2,5 uL do iniciador EAKO3 constante na
tabela 1 a uma concentragdo de 5 uM. As amostras foram enviadas para o Centro de Genomas
Humano, da Universidade de Sao Paulo, onde ocorreu a reacdo de sequenciamento no
equipamento ABI 3730 DNA Analyser (Thermo Fisher Scientific).
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4.8 Linhagens celulares e condicGes de cultivo

Em principio, para verificar a expressdo do vetor pcDNA3.3/L2E6, o processo de
transfeccdo foi realizado em células HEK293T cultivadas em meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas, Brasil) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF, Cultilab, Campinas, Brasil), D10, mantidas em atmosfera imida, contendo 5% de CO2
até atingirem de 50-80% de confluéncia. Os repiques ocorreram a cada 3 ou 4 dias.

A linhagem celular escolhida para a expressao das proteinas recombinantes em maior
escala foi a 293F, FreeStyle™ 293 Expression System (Life Techonologies™), que foi
desenvolvida para permitir a transfeccdo em larga escala de células em suspensdo em meio
definido e livre de soro.

Células 293F foram cultivadas em 30 mL de meio FreeStyle™ 293 Expression (Life
Technologies™) em frascos de vidro estéril a 37 °C e 5% CO,, em atmosfera imida, sob
agitacdo com rotacdo a aproximadamente 135 rpm. Os repiques celulares foram realizados a
cada 3 ou 4 dias, com densidade celular de aproximadamente 2 a 3 x 10° células viaveis/mL,
onde as células eram transferidas para tubos conicos e centrifugadas a 800 rpm por 5 minutos.
Em seguida, a viabilidade celular foi analisada e as células diluidas a uma densidade celular
final de 3 x 10° células viaveis/mL em meio fresco pré-aquecido.

Para determinacdo da viabilidade celular foi utilizado o método de exclusdo por azul
de tripan (0,4% em PBS) e contagem em camara de Neubauer.

4.9 Transfeccdo celular

O ensaio de transfeccdo transiente das células da linhagem HEK 293T foram
realizados por lipofecgdo utilizando o reagente de transfeccdo Geneluice® Transfection
Reagents (EMD Biosciences/Merck, Darmstadt, Darmstadt, Alemanha), conforme
especificacOes do fabricante. Resumidamente, o reagente de transfeccdo foi misturado por
vortex a uma aliquota de meio DMEM, sendo incubado por 5 minutos a temperatura
ambiente. A mistura foi adicionado o DNA plasmideal de interesse, na proporcio adequada,
homogeneizado gentilmente e incubado por 15 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, a mistura Meio/reagente de transfeccdo/DNA foi adicionada as células com meio de
cultura completo, e incubado em estufa a 37 °C e 5% de COz2. Ap6s o periodo de 8 horas foi
realizada a troca do meio de cultura, agora por meio completo contendo antibiotico e SBF a
10%. A incubagdo seguiu até aproximadamente 48 horas quando as células foram coletadas e
analisadas em imunofluorescéncia e em gel de eletroforese SDS-PAGE, que serdo descritas
em topicos posteriores.
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Para as células 293F, os ensaios de transfec¢do aconteceram conforme instrugdes do
fabricante, utilizando o reagente de transfecgéo 293fectin.

Um dia antes da tranfeccédo foi determinada e ajustada a densidade celular das células
293F viaveis. Em 28 mL de meio FreeStyle™ Expression Medium foram acrescidos 7 x 10°
células, cultivadas em condicGes descritas no item 2.

No dia seguinte, uma pequena aliquota da cultura celular foi transferida para um
microtubo para determinacédo da taxa de viabilidade celular, que deve permanecer em torno de
90%. Para a transfeccdo de 3 x 107 células viaveis, foram preparadas duas solugbes em
diferentes tubos conicos estéreis:

Tubo 1 — 30 pg de DNA plasmideal pcDNA3.3/L2E6 em 1 mL de volume final com
meio Opti-MEM®, homogeneizados gentilmente;

Tubo 2 — 60 pL de 293fectin™ em 1 mL de volume final com meio Opti-MEM®,
misturados gentilmente e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, os conteudos do tubo 1 e 2, descritos acima, foram misturados
gentilmente resultando em uma solucdo de 2 mL, que foi incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente, para permitir que o DNA plasmideal forme complexos com a
293fectin®.

Enquanto o complexo DNA-293fectin® era incubado, as células em cultivo foram
centrifugadas em tubos cdnicos a 800 rpm por 5 minutos, sendo 0 meio em cultivo substituido
por 28 mL de meio FreeStyle™ Expression Medium fresco, pré-aquecido.

Por fim, os 2 mL do complexo DNA-293fectin® foi adicionado aos 28 mL de meio e
células em suspensdo, totalizando 30 mL de solucéo para transfeccédo, incubado 48 horas a 37
°C e 5% CO-, em atmosfera Umida, sob agitacdo em shaker orbital a aproximadamente 125

rpm.
4.10 Expressao e caracterizagdo das proteinas recombinantes

4.10.1 Expresséo intracelular das proteinas

Ap0s transfeccdo, uma aliquota das células foi separada para analise da expressao das
proteinas recombinantes intracelulares através de ensaios de imunofluorescéncia.

As células HEK 293T foram cultivadas sobre laminulas redondas de 13 mm de
diametro em placas de cultura (TPP®) de 12 pocos. As linhagens facilmente aderentes foram
cultivadas diretamente sobre as laminulas em meio D10, mantidas em atmosfera umida,
contendo 5% de COz2, por aproximadamente 18 horas. No dia seguinte, foi realizado o ensaio
de transfeccéo celular conforme descrito no item anterior (sesséo 4.9).
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Para os ensaios utilizando as células 293F ja transfectadas, conforme descrito no item
4.9, foram centrifugadas em microtubos e o sobrenadante descartado.

Ap0s as transfecgdes, ambas as linhagens de celulas foram lavadas 2 vezes em PBS e
fixadas em solucdo de paraformaldeido a 1% em PBS, por 1 hora a 4 °C. Ap0s sucessivas
lavagens para remocéo de todo fixador, as células foram incubadas em solu¢do PBS+BSA 5%
para o bloqueio de ligacOes inespecificas e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente. Em
sequida, as células foram lavadas em PBS por 3 vezes e entdo incubadas com anticorpo
primario especifico anti-HPV16 L2 ou anti-HPV16 E6 diluidos em 0,5% BSA e 0,05%
Tween 20 em PBS por 1 hora a temperatura ambiente, agitando-se o tubo frequentemente.
Apo6s nova lavagem, as células foram incubadas com os respectivos anticorpos secundarios
especificos diluidos em 1,5% BSA e 0,01% Tween 20 em PBS por 1 hora a temperatura
ambiente, com frequentes agitacdes no tubo contendo as células e a solucdo com os
anticorpos. Os anticorpos secundarios usados foram Alexa Fluor® 488 anti-lgG de
camundongo produzido em cabra (Molecular Probes®, OR) e Alexa Fluor® 633 anti-lgG de
coelho produzido em cabra. Apds uma ultima lavagem em PBS, as células 293F foram
distribuidas sobre laminulas de vidro revestidas com poli-L-lisina a 0,5% em PBS.

Por fim, as laminulas contendo as células HEK 293T ou 293F foram montadas sobre
laminulas com Mowiol (Calbiochem, CA), contendo lodeto de propidio (Pl — Molecular
Probes®, OR) que evidenciam a presenca e localizagdo dos acidos nucléicos. As preparacdes
foram mantidas a 4 °C, protegidas da luz até o momento de suas analises no microscopio

confocal Zeiss LSM 510 Meta laser-scanning.

4.10.2 Anélise da expressao das proteinas recombinantes

Apos cada reacdo de transfeccdo, as células foram lisadas em tampéo (Tris 0,5 M pH
7,4, NaCl 0,5 M, EDTA 0,5 M pH 8,0, EGTA 0,2 M, Triton X-100, coquetel inibidor de
protease), centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos, sendo o precipitado descartado e o
sobrenadante armazenado a -20 °C até o0 momento do uso.

Para confirmar a transfeccéo, as amostras de lisados celulares foram analisadas de uma
maneira mais rapida e simples através de ensaios de dot blotting. Assim, 10 puL de amostras
foram expostas a tiras de membrana de nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Inc.), apds
secarem, as tiras foram incubadas em solucdo contendo 5% de leite em p6 desnatado em
PBST por 1 hora, sob agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida as tiras de membrana
foram lavadas 4 vezes em PBST, por 10 minutos, e incubadas com solucdo de anticorpos
monoclonais anti-HPV16 L2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) ou anti-HPV16/18 E6
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(Abcam®) diluidos em 1% de leite em p6 desnatado em PBST durante 1 hora a temperatura
ambiente, sob agitacdo. E entéo, as tiras foram novamente lavadas por 10 minutos em PBST,
4 vezes, e incubadas em anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a
horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich®) diluidos em PBST e 1% de leite em p6 desnatado,
por mais 1 hora, sob agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas
por mais 4 vezes de 10 minutos em PBST e a revelagdo se deu por uma solugdo substrato
DAB (diaminobenzidina) - peroxidase (DAB 0,05%, H>O, 0,015%, PBS 0,01 M, pH 7,2),
incubado a temperatura ambiente por até 10 minutos, sob agitacdo e protegido da incidéncia
da luz.

As amostras positivas nos ensaios de dot blot, seguiram para analise de expressdo das
proteinas recombinantes realizada através de ensaios de Western blotting. Para isso, um gel
Tricina-SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) a 16%
foi preparado e submetido a separacao eletroforética (30 V por 300 minutos), sob condi¢des
desnaturantes, contendo amostras de lisados de células transfectadas diluidas em tampdo de
corrida, conforme descrito no item abaixo (4.11). Em seguida, o gel foi corado em solucéo
Coomasie Blue (Acido acético 7%, Metanol 50%, Coomassie Brilhante Blue R-250 0,1%) ou
as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose para realizacdo de
ensaios de Western blotting. Apo6s transferéncia eletroforética (30 V e 15 mA por 18 horas, ou
70 V e 35 mA por 2 horas) em tampéo de transferéncia (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M,
Metanol 20%) a 4 °C, a membrana foi corada em solugdo contendo corante temporario
Ponceau (Ponceau S 0,1%, Acido acético 5%) para confirmacdo da transferéncia e marcacéo
dos marcadores de peso molecular. Em seguida, as membranas foram lavadas em &gua
destilada para remocgdo da coloragdo por solucdo de Ponceau e incubadas em solucdo
contendo 5% de leite em p6 desnatado diluido em PBST (Tween 20 0,05%, PBS), por 1 hora,
a temperatura ambiente, sob agitagdo. Apds esse periodo, as membranas foram lavadas 4
vezes em PBST e incubadas com solugdes de leite em pd desnatado a 1% em PBST contendo
0s anticorpos primarios anti-HPV16 L2 monoclonal, anti-HPV16 L2 policlonal produzido em
coelho (gentilmente cedido pelo Prof Dr R. B. S. Roden, John Hopkins School of Medicine,
USA) e/ou anti-HPV16 E6 por 2 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo. A seguir, as
membranas foram novamente lavadas 4 vezes em PBST e incubadas em solugdo contendo os
respectivos anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo ou anti-lgG de coelho
conjugados com horseradish peroxidase em solucédo de leite em pé desnatado a 1% em PBST,
incubadas por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacéo. A reacdo foi detectada usando o
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kit Novex® ECL HRP Chemiluminescent Substrate Reagent (Invitrogen) em filmes sensiveis
a luz verde (Kodak).

4.11 Analises proteicas

As amostras de lisado celular foram analisadas em gel de eletroforese Tricina-SDS-
PAGE a 16%, sendo o mais indicado para a separacdo de proteinas de 1 a 100 KDa
(SCHAGGER, 2006).

Para isso, primeiramente foi preparado o gel de separacdo a 16%, onde o tampéao AB-6
(acrilamida 46,5 g, bis-acrilamida 3 g) foi diluido em tampé&o do gel (Tris 3 M, HCI 1M, SDS
0,3%, pH 8,45), acrescido de PA 10% [(NH4)2S20g] € TEMED [(CH3)2NCH2CH2N(CHs)2].
Rapidamente o gel foi colocado no aparato para polimerizar. Em seguida, foi preparado um
novo gel de separacdo a 10%, utilizando o tampao AB-3 (acrilamida 48 g, bis-acrilamida 1,5
g) foi diluido no mesmo tampéo de gel, agua, PA 10% e TEMED. Apo0s o preparo, o gel a
10% foi colocado sobre o gel a 16% delicadamente. Por fim, foi preparado um gel de
empilhamento, onde o tampao AB-3 foi diluido em tampéo do gel, agua, PA 10% e TEMED a
uma concentracao final de 4%.

As amostras proteicas foram quantificadas e sua concentracdo ajustadas para que cada
amostra contenha aproximadamente 15 pg de proteinas. A dosagem das proteinas ocorreu
pelo método de Bradford (Bio-Rad Laboratories Inc.), conforme instru¢des do fabricante.
Assim, as amostras foram diluidas em tampdo de amostra (Tris-Cl 1 M pH 6,8, SDS 0,8%,
azul de bromofenol 0,1%, glicerol 40%, B-mercaptoetanol 14,4 M) e finalmente submetidas a
separacdo eletroforética (30 V por 300 minutos) em tampao tris-tricina (Tris 0,1 M; Tricina
0,1 M; SDS 0,1%, pH 8,5).

Ap0s separacao, o gel foi corado com solugdo Coomasie blue.

4.12 Sintese de peptideos

Para serem usados como controles positivos dos peptideos desenhados no presente
estudo, peptideos sintéticos L2 (PEP2) e E6 (PEP1) foram solicitados a empresa FastBio
Ltda. (Ribeirdo Preto, SP).

Sendo o PEP 1, referente ao peptideo selecionado da proteina E6 de HPV16, cuja
sequéncia é YDFAFRDL, contendo 8 aminoacidos e pureza >85%.

O PEP2, selecionado da proteina L2 de HPV16, tem a sequéncia
LYKTCKQAGTCPPDIIPKYV, com 19 aminoacidos e pureza >85%.

Os peptideos foram recebidos liofilizados e foram ressuspendidos em agua ultrapura a
uma concentracdo de 5 mg/mL.
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4.13 Cultivo de células tumorais TC-1

Células priméarias de pulmdo de camundongos C57BL/6 foram transduzidas com o0s
genes E6 e E7 de HPV16, em seguida, as células imortalizadas foram novamente transduzidas
com o gene humano ativado c-Has-ras, gerando a linhagem de células transformadas estaveis
TC-1 que expressam a proteina E6 e E7 de HPV16, sendo capazes de gerar tumores sélidos
em camundongos de mesmo background genético (LIN, 1996).

Uma aliquota de células TC-1 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Paulo Lee Ho,
Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan. As células foram cultivadas em frascos de
poliestireno de 75 cm? (TPP - TPP Techno Plastic Products AG, Suica) em meio RPMI
(Cultilab, Campinas, Brasil), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab,
Campinas, Brasil) a 37 °C e 5% CO». O repique das células ou a troca dos meios de cultura
foram realizados a cada 3 ou 4 dias. Para o repique, solucdo de Tripsina/EDTA a 250 mg%
(Cultilab) foi utilizada para remover as células aderidas ao fundo dos frascos de cultura,
incubadas por até 15 minutos, a 37 °C. Em seguida, as células foram centrifugadas a 800 x g
por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em novo meio
de cultura. Para armazenamento da linhagem celular durante periodos longos, aliquotas das
células foram armazenadas em solucdo de meio de cultura RPMI contendo 10% de SBF,
acrescido de 10% de DMSO, em nitrogénio liquido.

4.14 Experimentos in vivo

Com o intuito de avaliar a possibilidade de utilizacdo dos vetores construidos como
vetores vacinais, visto que o plasmideo escolhido, pcDNA, também permite tal utilizacdo,
foram realizados ensaios in vivo.

Para 0s ensaios em animais, o presente trabalho foi analisado e aprovado junto a
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Butantan, sob o nimero de protocolo
923/12, em anexo.

Camundongos C57BL/6 machos de 4 a 8 semanas fornecidos pelo Biotério Central do
Instituto Butantan, com peso médio de 20 g, foram separados em 4 grupos contendo 10
animais em cada grupo, mantidos em biotério com alimento e agua ad libitum e ciclo
luminoso controlado.

Os animais foram pesados semanalmente antes e durante todo o experimento.
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4.14.1 Avaliacdo profilatica

Dois grupos de 4 ou 6 animais foram selecionados para avaliacdo profilatica da vacina
de DNA proposta no presente trabalho.

O primeiro grupo, denominado de grupo I, contendo 4 animais recebeu 50 pL de
solugdo PBS intramuscular em 3 doses no intervalo de 14 dias entre a primeira (dia 1) e
segunda dose (dia 14), e 7 dias (dia 21) entre a segunda e a terceira dose.

Ja os 6 animais que compuseram o grupo I, receberem 3 doses da construcdo vacinal
pcDNA3.3/L2E6 em solucdo PBS, em concentracBes decrescentes. A primeira dose ocorreu
no dia 1 e os animais receberam 50 pg da vacina de DNA. A segunda dose foi ministrada 14
dias apds, em concentracdo de 20 ug, enquanto a terceira e Ultima dose apresentava a
concentracdo de 5 pg do vetor vacinal, aplicada 7 dias apds a dose anterior.

As vacinas foram ministradas pela via intramuscular no musculo tibial anterior da pata
traseira, sendo que as doses foram administradas intercalando entre as patas traseiras direitas e
esquerdas. O volume inoculado nunca superou 50 pL de solucéo.

Sete dias ap0s a ultima dose (dia 28), todos os animais de ambos os grupos foram
desafiados com 10° células TC-1 em solucéo PBS pela via subcutinea na regido dorso-lateral
esquerdo de cada animal. Os camundongos foram observados diariamente e 8 dias apds
implementacdo das células tumorais foi possivel detectar a formacdo de massa palpavel. A
partir da deteccdo dos tumores, esses foram medidos a cada 2 dias com auxilio de um
paquimetro digital (Western®, China). Os tumores cresceram em formas irregulares e foram
medidos quanto ao comprimento e o eixo perpendicular, a largura, no mesmo plano. A partir
desses dados foi calculado o volume do tumor de cada camundongo em cm?®, os dados foram
agrupados e analisados estatisticamente utilizando os testes t de Student (p=5,00%), e 0
software Graphic-Pad Prism 6, verséo 3.0.

Foram realizadas coletas de pequenas aliquotas de sangue, aproximadamente 100 uL,
de todos os animais nos dias 0, 14, 28, 42. Os camundongos foram eutanasiados cerca de 3
semanas ap0s a implantacdo dos tumores (dia 49), seguindo as normas éticas em
experimentacdo animal (TAMBOURGI et al., 2010) e foi coletado todo sangue.

A partir das amostras de sangue, o soro dos animais foram coletados através de
centrifugagéo a 800 rpm, onde aproximadamente 30 pL de soro foram obtidos e armazenados

a -20 °C até o momento das analises.
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4.14.2 Avaliacao terapéutica

Para avaliacdo da eficicia do uso do vetor vacinal construido, pcDNA3.3/L2E6, na
terapéutica de canceres associados ao HPV, 3 grupos animais foram selecionados para os
ensaios.

Os grupos foram formados por 10 animais e desafiados com 7 x 10* células TC-1 em
meio de cultura DMEM e inoculados pela via subcutanea na regido dorso-lateral esquerdo de
cada animal. Previamente, a area foi preparada com a raspagem dos pelos para facilitar a
aplicacdo das células tumorais pela via correta.

No dia seguinte a inoculacdo das células tumorais, dia 1, os animais do grupo controle,
grupo 11, receberam 5 pg do vetor vazio, pcDNA3.3, e no dia 10, ministrada uma segunda
dose contendo 5 pg do mesmo vetor.

Os animais foram acompanhados diariamente e a regido apalpada para verificar a
implantagdo do tumor. Assim que detectados, os tumores foram medidos manualmente com
auxilio de um paquimetro digital a cada 2 dias, ou até que os tumores atingissem
aproximadamente 20 mm de diametro, quando os animais foram eutanasiados.

Para os ensaios experimentais, 0s animais foram divididos em 2 novos grupos, onde o
primeiro grupo, grupo 1V, recebeu a primeira dose da vacina de DNA, pcDNA3.3/L2E6, no
primeiro dia de experimentacdo e a segunda dose, aos 15 dias. A primeira dose com 5 g de
vetor pcDNA3.3/L2E6, enquanto que a segunda dose foi composta por 5 pg do vetor vacinal.
Esses animais ainda receberam uma terceira dose vacinal de 5 pg aos 28 dias experimentais.
Ambas as doses foram diluidas em solucdo PBS.

J& os animais do segundo grupo experimental, grupo V, receberam a primeira dose da
vacina de DNA contendo 5ug de pcDNA3.3/L2E6 no primeiro dia experimental, ou seja, 1
dia apds receberem as células tumorais, e a segunda dose 10 dias ap0s a primeira contendo 5
Hg.

Os animais foram acompanhados diariamente e a regido apalpada para verificar o
crescimento tumoral. Se detectados, os tumores seriam medidos manualmente com auxilio de
um paquimetro digital a cada 2 dias, ou até que os tumores atingissem aproximadamente 20
mm de didmetro, quando 0s animais seriam eutanasiados.

Pequenas aliquotas de sangue foram retiradas nos dias 0, 21, 28 e 49 para obtencéo de
soro e armazenados a -20 °C até o momento do uso.

Os bagos dos animais que fizeram parte dos grupos testados para a acdo terapéutica da
vacina de DNA, grupo IlI, IV e V, foram coletados em ambiente estéril, lavados 2 vezes em

solucdo PBS estéril e cultivados conforme descrito abaixo.



54

4.15 Cultura de esplendcitos

O baco retirado de cada animal, apds dupla lavagem em solucdo PBS estéril, foi
macerado contra um pedaco de gaze estéril com auxilio de um embolo de seringa em uma
placa de Petri. Sobre o macerado foi adicionado 3 mL de meio de cultura RPMI suplementado
com 10% de soro bovino fetal (R10). As células foram coletadas em um tubo conico estéril e
centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos.

Apols centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as hemécias foram lisadas
acrescentando 500 pL de agua destilada estéril, homogeneizada rapidamente e acrescido mais
500 pL de solugdo PBS duas vezes concentrada e estéril, homogeneizando bem. Apds nova
centrifugagéo a 1.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi novamente descartado e o pellet
ressuspendido com 1 mL de meio R10.

As células viaveis do baco foram contadas com auxilio do corante azul de trypan em
solucgéo a 0,4% em PBS em camara de Neubauer.

As células foram distribuidas em triplicata em uma placa de cultura de 12 po¢os a uma
concentracio de 108 células/mL, sendo o volume completado com 1 mL de meio R10. Em
cada poco foi adicionado 10 pL do peptideo sintético PEP1 (E6), descrito anteriormente. Em
seguida, as placas contendo os esplendcitos e PEP1 foram incubadas por 48 horas a 37 °C e
5% de CO-, em ambiente imido. Apoés esse periodo, o sobrenadante da cultura foi recuperado
e armazenado a -80 °C até o0 momento das analises de dosagem de citocinas, descritas abaixo.

4.16 Ensaio de deteccdo de citocinas

A partir de aliquotas de soro coletado dos animais em experimentacdo e do
sobrenadante da cultura de esplendcitos foram realizadas dosagens de citocinas sollveis com
auxilio do kit BD CBA Mouse Th1/Th2 Cytokine (BD™ Biosciences, EUA) conforme
especificagOes do fabricante.

Resumidamente, as amostras foram separadas por grupos e datas experimentais, sendo
analisadas em pools apenas as amostras de soro coletadas nos dias 0, 28 e 49, assim como as
amostras do sobrenadante da cultura dos esplendcitos. As amostras foram incubadas com
beads revestidas por anticorpos especificos contra 5 diferentes tipos de citocinas (IL-2, IL-4,
IL-5, INF-y e TNF), junto ao reagente de detec¢do conjugado a proteina fluorescente PE
(Ficoeritrina) e incubados por 2 horas a temperatura ambiente, protegido da incidéncia
luminosa.

Em seguida, as beads foram lavadas com tampdo de lavagem (componente do Kkit) e
ressuspendidas em 300 pL de tampdo de lavagem, sendo entdo analisados em citbmetro de
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fluxo, BD FACSCanto Il (BD™ Biosciences). Os dados foram analisados utilizando o
software FCAP Array versao 3.0 (BD™ Biosciences).

4.17 ELISA indireto

Para analise da inducdo de resposta imune humoral pela vacina pcDNA3.3/L2E6
foram realizados ensaios de ELISA (Enzymed-Linked ImmunoSorbent Assay), onde as placas
de fundo chato com alta capacidade de adesdo (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha) foram
sensibilizadas com 0,6 mg/mL de PEP1 ou 0,3 mg/mL de PEP2 em tampdo carbonato-
bicarbonato (Na2COs3 0,2 M, NaHCO3 0,2 M, pH 9,6) e incubado por 18 horas a 4 °C. No dia
seguinte, o antigeno foi recuperado e a placa lavada 3 vezes com PBST. Em seguida, foram
adicionados 150 pL de solucdo PBST + 5% leite em pd desnatado para o bloqueio das
ligacGes inespecificas e incubado por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi lavada
novamente 3 vezes com PBST e em cada poco foram distribuidas as amostras de soro
coletados dos animais nos dias 0, 28 e 49, diluidas 1:100 em solucéo PBST + 1% de leite em
po desnatado. Os anticorpos primarios foram incubados por 2 horas a temperatura ambiente.
Apdbs esse periodo, as amostras foram descartadas e a placa lavada por mais 3 vezes com
solucdo PBST. Aos pocos entdo foram adicionados 100 pL do anticorpo secundario, anti-1gG
de camundongo produzido em carneiro conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich), diluido a
1:250 em solucdo PBST + 1% de leite em p6 desnatado e incubados por 1 hora e 30 minutos a
temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente 3 vezes com solu¢do PBST e 1 vez com
PBS. Por fim, cada poco recebeu 100 pL de solucdo reveladora (CeHgO7 0,05M, Na;HPO4
0,05M, pH 5) em que foi diluido um tablete de OPD (o-phenylenediamine dihydrochloride,
Invitrogen) contendo 5 mg e adicionado 12 pL de H202 a 30%. Incubada por 15 minutos a
temperatura ambiente em local protegido da incidéncia direta de luz. Entdo, cada poco
recebeu 50 pL de solucdo H2SO4 a 2,5 M para paralisar a reacdo. A placa seguiu para leitura
em Leitor MultiSkan EX (LabSystems) a 492 nm.

As amostras foram testadas em triplicata. E as analises dos resultados foram realizados
calculando-se o ponto de corte (“cut off”’) pela média das amostras negativas acrescida de 3
vezes o0 valor do desvio padréo (s) dessas amostras, sendo acrescido mais 10% do valor final.
O ndmero de desvio padrédo utilizado na formula garante o nivel de confianca do resultado
(SANTURIO et al., 2006; SOARES, 2001).

Ponto de corte = média + 3x s + 10%
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Todos os pontos obtidos acima desse ponto de corte foram considerados como sendo
amostras positivas (BIOREBA, 2011).

4.18 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism®
(GraphPad Software, Inc.). Para as anélises estatisticas realizadas sobre os dados obtidos em
experimento com animais, peso dos animais e volume dos tumores, foram utilizados os teste t
de Student (p = 0,05%). Ja nos ensaios de deteccdo de citocinas foi utilizado o teste

paramétrico ANOVA (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Anadlises de bioinformatica da sequéncia L2E6

A partir da sequéncia de DNA codificadora para a proteina L2E6 definida, anélises in
silico foram realizadas para melhor entendimento do produto a ser gerado e das caracteristicas
da proteina para auxiliar no desenvolvimento do presente estudo.

Diversos softwares e sites “online” para analises protedmicas surgiram nos ultimos
anos, baseados em algoritmos que predizem caracteristicas das proteinas a partir de suas
sequéncias de DNA ou de aminoacidos. Um dos sites mais utilizados e descritos na literatura
capaz de predizer caracteristicas fisico-quimicas das proteinas € o Protein Calculator, que
estima massa molecular, pH, pl e realiza a contagem dos residuos de aminoécidos. Foram
consultados diversos sites referéncias e os dados foram analisados e compilados abaixo
(Tabela 2), onde a sequéncia definida QLYKTCKQAGTCPPDIIPKVGGSGYDFAFRDL

com 32 residuos de aminoacidos apresentou as seguintes caracteristicas:

Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas da proteina L2E6 desenhada no presente
estudo, segundo site Protein Calculator.

Propriedades fisico-quimicas

Massa molecular Aproximadamente 3,5 KDa
pl 7,98
Carga estimada em pH 7,0 0,9

Utilizando outros sites de predicdo de possiveis alteracbes pos-traducionais, foram
analisados diversos pardmetros através do site do “Center for Biological Sequence Analysis”
— CBS - da Universidade Técnica da Dinamarca.

As analises demonstraram que a proteina L2E6 desenvolvids apresenta sitios de
predicdo para acetilacdo, fosforilagéo, sitios ricos em leucina indicando sinais de exportacao
para 0 nucleo e um sitio de clivagem entre os residuos de aminoacido 23 e 24 gerando um
peptideo sinal com possivel sinalizacdo de exportacdo dessa proteina para a regido
transmembrana. Além da presenca de dois residuos de amino&cido cisteina, o que pode levar a
formagdo de ligacOes dissulfeto com modificacdes pos-traducionais, gerando possiveis

alterac6es na conformagcdo e estabilidade da proteina.
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5.2 Selecéo das coldnias bacterianas

ApoOs os ensaios de transformacdo bacteriana para amplificagdo dos vetores, as
col6bnias bacterianas foram submetidas a PCR da coldnia para selecéo dos clones positivos.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose e submetidos a eletroforese,

conforme observado abaixo (Figura 10).

Figura 10 - Fotodocumentacdo do gel de agarose submetido a eletroforese para
selecdo das col6nias contendo o vetor pcDNA3.3/L2ES6.

MM1 1 2 3 4 MM2

Fotodocumentacdo do gel de eletroforese em agarose 0,8% para selecdo das colbnias bacterianas apds
transformagdo com o vetor pcDNA3.3/L2E6. Onde (MM1) representa o marcador universal e (MM2) o
marcador 50 pb DNA Ladder. Em (1) temos uma amostra do plasmideo integro pcDNA3.3/L2E6, em (2) e (3)
produtos de PCRs das col6nias bacterianas transformadas por pcDNA3.3/L2E6 e (4) produto da PCR de uma

coldnia ndo transformada.

Assim, a colonia apresentada na coluna 3 (Figura 10) foi selecionada para
amplificacdo da col6nia de bactérias e em seguida para a purificagdo do DNA plasmideal.
O DNA plasmideal recuperado foi quantificado por espectrofotometria, resultando em

uma média de 150 ng/pL por amostra.
5.3 Sequenciamento de DNA

O DNA plasmideal recuperado e quantificado conforme descrito anteriormente
confirmou a correta formacdo e sequéncia do gene L2E6 desenvolvido no presente trabalho
(Figura 11).
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Figura 11- Eletroferograma do fragmento recuperado da reacdo de PCR da colbnia
bacteriana transformada por pcDNA3.3/L2E®6.

el R R RS R 0 A A REa g g 8 B 8 B g B R B R A B 0L g 8 o Bl BB A R S 0 0 - R_ N 0 B 8 8-8 0_0 R-N_b b 8 8

TTAAGCTTGCCACCATGCAGCTGTATAAAACCTGTAAACAGGCAGGTACATGTCCG

C*'AAGCJ'GC”ACCA GCAGCTGYA AAAACC GIAAACAGGCAGG ACA GTCCG

< 7
T ARV SR W IR DTN L M ORI T B DR R SR OT TR R R RO RIS B O O U W SR MO T

GTCCGCCGGATATTATTCCGAAAGT TGGTGGTAGCGGCTATGATTTTGCCTTTCGCG

i =
by ﬁﬂaﬂ,.'ﬁﬁﬂﬂﬂ.ln.ﬁﬁﬂﬁ” Y ﬁ ﬂ H,.p”H“ ;Aq aﬁ.

A

AT C GTAAGCTAGCGTGGCATCTAGACACTCT CGAGAAGGG"CGA\CC

Alinhamento da sequéncia L2E6 inserido no vetor pcDNA3.3/L2E6 utilizado na transformacédo bacteriana para
amplificacdo do vetor vacinal.

5.4 Expressao das proteinas recombinantes

Para avaliar a expressdo intracelular da proteina recombinante fusionada L2E6, foram
realizados ensaios em celulas HEK293T (Figura 12) e 293F (Figura 13).

Através de ensaios de imunofluorescéncia indireta foi possivel evidenciar a expressdo
da proteina recombinante, sendo reconhecidas pelo anticorpo monoclonal especifico anti-L2
comerciais. Apresentaram-se em formas de pontos distribuidos por toda célula, como

observado nas figuras abaixo.
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Figura 12 - Células HEK293T expressando a proteina L2.

Ensaio de imunofluorescéncia indireta de células HEK 293T transfectadas com o vetor pcDNA3.3/L2E6
expressando a proteina L2 recombinante (verde - a), o ndcleo celular foi evidenciado por PI (vermelho - b) e em
(c) a sobreposicdo das imagens (2) e (b).

Figura 13 - Expressao de L2E6 em células 293F.

Expressdo de L2E6 (verde - a) em células 293F transfectadas por pcDNA3.3/L2E6 em ensaio de
imunofluorescéncia indireta. Em (b) é possivel observar o nucleo celular evidenciado pelo reagente Pl
(vermelho). Em (c) a sobreposi¢do da imagem (a) e (b).

5.5 Anaélise da expressao da proteina recombinante

Apos a transfeccdo de células 293F com o vetor pcDNA3.3/L2ES6, as células foram
coletadas e lisadas conforme descrito anteriormente. O lisado celular foi analisado em
Tricina-SDS-PAGE a 16%. A massa molecular tedrica da proteina recombinante L2E6
produzida seria de aproximadamente 3,5 KDa. A comparagdo do perfil de corrida das
amostras do lisado celular de células ndo transfectadas e transfectadas revelou a presenca de
uma proteina de baixissima massa molecular, abaixo de 8 KDa, presente somente nas
amostras transfectadas, sugerindo tratar-se da proteina recombinante L2E6 (dado né&o

mostrado).

Adicionalmente, ensaios de Western blotting foram realizados para confirmar a

expressao das proteinas recombinantes e 0 reconhecimento dessas proteinas por anticorpos
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monoclonais comerciais especificos anti-L2 e anti-E6, para confirmar a identidade da proteina
expressa.

Os resultados obtidos revelaram que ambos anticorpos monoclonais, anti-L2 e anti-EB6,
reconheceram uma proteina de aproximadamente 3,5 KDa, sugerindo a confirmacdo da

identidade da proteina de interesse (Figura 14).

Figura 14 — Detecgdo de L2E6 através de ensaio de Western blotting.

1 2 MM
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Fotodocumentacdo do resultado obtido do ensaio de Western blotting utilizado para deteccéo e caracterizagdo da
proteina recombinante L2E6, onde as amostras (1) e (5) sdo aliquotas de lisado de células ndo transfectadas, (2) e
(6) lisado de células transfectadas e expressando L2E6, (3) e (7) eluidos intermediarios obtidos do ensaio de
cromatografia por gel filtragdo e interagindo com os anticorpos monoclonais especificos anti-L2 (3) e anti-E6
(7), demonstrando a presenca de uma proteina de baixo peso molecular sendo reconhecida por ambos anticorpos
comerciais, (4) amostra de eluicdo final do processo de gel filtragdo. (MM) marcador molecular Color Burst™.

5.6 Ensaios in vivo

Na primeira etapa do presente trabalho foram realizados experimentos para analise do
uso do vetor como uma vacina de DNA em modelo murino. Como descrito no topico anterior,
os animais foram separados em 4 grupos experimentais, sendo avaliados quanto a
possibilidade de inducdo de protecdo profilatica e terapéutica ao desafio com células tumorais
TC-1.

5.6.1 Avaliacéo profilatica

A partir da pesagem semanal dos animais foi possivel observar que o mesmo se
manteve constante durante todo o experimento, sendo possivel observar uma pequena
diferenca de peso entre os animais do grupo experimental e controle, que recebeu apenas

PBS, desde o dia 0 (zero) experimental, porém tal diferenca ndo é estatisticamente
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significante, segundo teste t de Student, sugerindo que a vacina de DNA ndo interferiu no
ganho ou perda de peso dos animais, como pode ser observado abaixo (Figura 15).

Figura 15 - Grafico de pesagem dos animais no ensaio de avaliacao profilatica da
vacina de DNA.
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N&o houve alteracdo de peso dos animais ao longo do estudo, sugerindo que o uso da vacina de DNA
aparentemente ndo influenciou no desenvolvimento dos animais.

Uma semana ap6s a aplicacdo das 3 doses da vacina de DNA proposta no presente
estudo, os animais foram desafiados com as células tumorais TC-1 para avaliar se houve
inducdo de resposta imune protetora e sua capacidade de protecdo profilatica, no
desenvolvimento tumoral de células HPV-positivas. A partir do momento em que 0s tumores
se estabeleceram e se tornaram palpaveis, foram medidos a cada 2 dias e os dados analisados.

Foi possivel observar aumento progressivo do volume tumoral ao longo do
experimento, demonstrando que a implantacdo das células TC-1 foi bem sucedida com o
desenvolvimento esperado de tumores HPV-positivos. Ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os animais de um mesmo grupo, assim como ndo foi possivel observar
diferenca no volume tumoral dos animais entre os grupos experimental e controle (Figura 16),
sugerindo que a vacina de DNA usada profilaticamente ndo induziu resposta imune capaz de
impedir ou controlar o desenvolvimento tumoral.

Entretanto, tal resultado era esperado, visto que a capacidade profilatica da vacina em
desenvolvimento se limitaria na capacidade de induzir a produgdo de anticorpos especificos
anti-L2 capazes de neutralizar a entrada de particulas virais e impedir a infeccdo das células
por HPV.
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A presenca do epitopo de proteina E6 presente na construcdo vacinal ndo foi suficiente
para combater o desenvolvimento das células tumorais, ndo demonstrando capacidade de
induzir resposta imune profilatica contra o estabelecimento das células TC-1 nos
camundongos estudados. Tal resposta pode ser sugerida para auséncia de expressdo de
proteinas E6 na superficie das células TC-1, sendo intracelulares e, portanto, de dificil acesso

aos componentes do sistema imune.

Figura 16 - Volume dos tumores de células TC-1 nos animais imunizados
previamente com a vacina de DNA.
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Utilizando a média dos volumes tumorais, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os animais

que receberam ou ndo a vacina de DNA.

5.6.2 Avaliacdo terapéutica

Durante todo o procedimento experimental os animais foram pesados semanalmente
para acompanhamento de seu desenvolvimento e de possiveis alteragcdes induzidas pela
aplicacdo das vacinas de DNA.

As células TC-1 quando aplicadas pela via subcutanea tém a capacidade de se
estabelecer e formar tumores sélidos e ndo invasivos, porém seu crescimento é rapido e capaz
de induzir a formacédo de feridas externas na pele dos animais. Assim, apds aplicacdo das
células tumorais, os animais foram monitorados quanto ao desenvolvimento tumoral, sendo
que quando os mesmos induziram formacao de feridas expostas ou quando o maior didmetro
da massa tumoral atingiu 200 mm, os animais foram eutanasiados.

Dessa maneira, todos os animais do grupo controle, grupo Ill, que receberam as
células tumorais e ndo receberam a vacina de DNA, recebendo apenas o vetor vazio, foram

eutanasiados no vigésimo oitavo dia experimental.



64

Assim, no grupo dos animais que receberam as células tumorais e o tratamento com o
vetor vazio, foi possivel observar que a implantacdo tumoral induziu a perda de peso nos
animais desde o sétimo dia apds a inoculacdo das células neoplésicas TC-1, porém essa
diferenca de peso ndo é estatisticamente significante. Apenas no vigésimo oitavo dia
experimental foi possivel observar uma grande diminuicdo no peso dos animais, sendo
estatisticamente significativa quando comparadas as pesagens anteriores (p>0,0001). Dentro
do mesmo grupo, ndo houve diferenca significativa no peso dos animais, como pode ser
observado abaixo (Figura 17).

Os animais que receberam as células tumorais e a vacina pcDNA3.3/L2E6 ndo
demonstraram perda significativa de peso durante todo o experimento, inclusive o grupo que
recebeu as vacinas em periodos menores entre as doses, grupo V, o crescimento dos animais

foi continuo ao longo de todo o experimento.

Figura 17 — Grafico do peso dos animais do estudo terapéutico da vacina de DNA.
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A pesagem semanal dos animais revelou a agdo debilitante das células tumorais, induzindo & perda de peso,
enguanto os animais submetidos ao tratamento com a vacina de pcDNA3.3/L2E6 ndo apresentaram perda de
peso, inclusive os animais do grupo Il continuaram aumentando.

A partir do décimo dia apos inoculacdo das células TC-1 ja foi possivel detectar a
presenca de massa tumoral palpavel, porém ainda ndo mensuraveis em todos os animais do
grupo I, que receberam a vacina contendo o vetor vazio. Entretanto, com o crescimento
répido dos tumores, apos 2 dias foram iniciadas as medic¢des dos didmetros tumorais, seguidas
de medicdes a cada 2 dias.

Os dados obtidos demonstraram um rapido crescimento tumoral, com volumes

tumorais semelhantes entre os animais do mesmo grupo.
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Nos animais do grupo 1V, que receberam 3 doses da vacina pcDNA3.3/L2E6 em
intervalos de 15 dias, 3 animais do grupo desenvolveram tumores solidos a partir do 12 dia
experimental. Com o desenvolvimento rapido dos tumores, esses 3 animais foram
eutanasiados no vigésimo oitavo dia experimental. Os demais 7 animais do grupo nao
desenvolveram tumores ao longo de todo o periodo analisado.

Dos animais do grupo V, que receberam apenas 2 doses da vacina pcDNA3.3/L2E6
em intervalos de 10 dias, 8 deles ndo desenvolveram qualquer tumor associado a aplicagédo
das células TC-1, sendo mantidos por todo o periodo experimental. Dois animais desse grupo
apresentaram desenvolvimento tumoral, porém de volumes bem menores quando comparados

aos animais dos demais grupos (I11 e IV). Como pode ser observado abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 — Média final dos volumes tumorais.

Grupos Média do volume final dos tumores (cm?)
I — Avaliacao profilatica, grupo controle 4,16 (£1,40)
Il — Avaliacdo profilatica, grupo vacinado 3,64 (x£2,29)
I11-Avaliacdo terapéutica, grupo controle 1,64 (+0,39)
IV — Avaliacao terapéutica, grupo
_ i _ 1,09 (£1,01)
vacinado, doses em 15 dias
V — Avaliagio terapéutica, grupo
¢ . Jrip 0,67 (x0,24)

vacinado, doses em 10 dias

Média do volume dos tumores dos animais no Gltimo dia experimental (49 dias).

Entre os grupos a diferenca dos volumes tumorais foi estatisticamente significante
(p<0,0001), imediatamente apds a imunizagdo da segunda dose da vacina de DNA, sugerindo
gue a mesma induziu uma resposta imune suficientemente capaz de conter o crescimento
tumoral nos animais do grupo IVV. Com o passar do tempo, essa diferenca no volume tumoral
entre os grupos Il e IV se tornou mais evidente, como pode ser observado abaixo (Figura 18).

Os volumes tumorais dos animais do grupo que recebeu a vacina de DNA, grupo 1V,
permaneceram aumentados, embora apenas levemente, sugerindo a estabilidade até 14 dias
apos a ultima dose, quando as medidas voltaram a demonstrar um pequeno aumento, porém
ndo estatisticamente significante.

Ja os animais do grupo V, aqueles que apresentaram a formacdo das massas tumorais,

essas foram crescendo em um ritmo bem lento, quando comparado aos demais animais que
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apresentaram desenvolvimento de tumores. E o volume final atingido por esses tumores foi

bem menor quando comparado aos demais animais.

Figura 18 — Volumes tumorais mediante o tratamento com a vacina de DNA.
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Gréfico de volumes tumorais por dia, onde é possivel observar o crescimento rapido e constante dos tumores
implantados nos animais do grupo controle, que receberam as células tumorais, mas ndo as vacinas de DNA,
enquanto aqueles que receberam a vacina, tiveram o aumento do volume tumoral contido por até 14 dias ap6s a
Gltima dose. Apds esse periodo, os tumores voltaram a crescer, porém ndo estatisticamente significante.

5.7 Anadlise da producéo de citocinas

A partir dos soros obtidos dos animais utilizados nos experimentos, ensaios de
deteccdo e dosagem de citocinas foram realizados na tentativa de tracar um perfil de resposta
imune induzida pela vacina de DNA.

Um pool de amostras de soro dos dias 0, 28 e 49 foram separados por grupos e com
auxilio do kit BD CBA Mouse Th1/Th2 Cytokine. Em todas as amostras testadas foi possivel
detectar a presenca das citocinas analisadas, entretanto os resultados obtidos para as citocinas
IFN, IL-2, IL-4 e IL-5, as concentra¢Bes encontradas foram baixas e ndo foi possivel observar
diferencas nas concentraces das amostras coletadas antes e depois dos tratamentos, como
pode ser observado abaixo (Tabela 4).

A andlise estatistica através do teste ndo paramétrico de ANOVA revelou que ndo
houve diferenca significativa nas concentracGes de TNF detectadas entre os grupos controle e
experimental (p<0,05).
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Tabela 4 — Niveis de citocinas detectadas em amostras de soro.

IFN (pg/mL) IL-2 (pg/mL) IL-4 (pg/mL) IL-5 (pg/mL)

CruP%S  “5ja0 Dia49 Dia0 Diadd Dia0 Dia49 Dia0  Dia49

G |
erofilico. /D N/D*  N/D*  NID*  N/D*  N/D* N/D* N/

Controle)

G Il
erofiico.  N/Df N/D*  NID*  N/D*  NID*  N/D*  NID* NID*

Experimental)

Grupo Il
(Terapéutico— 16,53 11,02 1065 910 1161 800 1377 9,11

Controle)

Grupo 1V
(Terapéutico— 1513 16,23 996 1081 10,79 1145 1385 13,70

Experimental 1)

Grupo V
(Terapéutico— 17,03 17,64 11,14 11,18 11,77 11,12 13,92 15,35

Experimental 2)

*Onde N/D representa as amostras onde as citocinas ndo foram detectadas. N&do houve diferenca significativa
entre os dados.

Porém, nas analises de TNF (fator de necrose tumoral) das amostras de soro foi
possivel observar o aumento expressivo nas concentragcdes dessa citocina no ultimo dia

experimental, 49, como pode ser observado abaixo (Tabela 5).

Tabela 5 - Niveis de TNF detectados no soro dos animais estudados.

Dosagem de TNF (pg/mL)
Grupos Dia 0 Dia 28 Dia 49
| — Avaliacgéo profilatica, grupo 7.06 4.44 5,80
controle
Il — Avaliacéo profilatica, grupo 4.80 5,02 4,80
vacinado
I11-Avaliacéo terapéutica, grupo 4,44 6,02 -
controle
IV — Avaliagéo terapéutica, grupo 5,95 7,52 12,33*
vacinado, doses em 15 dias
V — Avaliagéo terapéutica, grupo 5,08 7.17 5,12

vacinado, doses em 10 dias
* Resultado estatisticamente significativo quando comparado as concentracdes de TNF das amostras do dia 0,
analisados dentro do mesmo grupo (p<0,05).




68

As mesmas andlises de detec¢do de citocinas também foram realizadas com as
amostras do sobrenadante de cultura de esplendcitos, quando incubados com aliquotas do
peptideo sintético PEP1 (E6). Os niveis de IFN, IL-2, IL-4 e IL-5 ndo foram detectados, pois
as concentracdes encontradas estavam todas fora da curva de concentracdo padrao. Entretanto,
niveis elevados de TNF foram detectados nas amostras dos animais dos grupos IV e V, como
pode ser observado na tabela 6 (abaixo).

Tabela 6 — Niveis de TNF detectados no sobrenadante da cultura de esplendcitos.

Grupos Dosagem de TNF (pg/mL)

111 — Avaliacéo terapéutica, grupo controle 42,02

IV — Avaliacgéo terapéutica, grupo experimental,
doses em 15 dias

V — Avaliacao terapéutica, grupo experimental,
doses em 10 dias

* Resultado estatisticamente significativo quando comparado as concentragfes de TNF das amostras do grupo
controle (p<0,05).

85,31*

97,40*

5.8 Anadlise da producéo de anticorpos especificos

As amostras de soro coletados de todos os animais e grupos foram analisados em
ensaios de ELISA indireto para demonstrar a ocorréncia de inducdo de resposta imune
humoral induzida pela vacina pcDNA3.3/L2E6 com a producdo de anticorpos especificos
anti-L2 ou anti-E®6.

As amostras foram testadas em triplicata e seus resultados foram analisados conforme
descrito anteriormente.

Os dados obtidos demonstraram que nas amostras do dia 0 ndo foram detectados
anticorpos anti-L2 ou anti-E6 em nenhum dos animais, conforme esperado. Mas, nas amostras
dos dias 28 ja foi possivel detectar a presenca dos anticorpos especificos em niveis elevados,
entretanto o pico de reatividade foi encontrado no dia 49 e a presenca de ambos os anticorpos
especificos, anti-L2 (Figura 19) e anti-E6 (Figura 20) foi entdo nitidamente confirmada.

Os animais do grupo IV que desenvolveram tumores foram 0s mesmo que
demonstraram menor capacidade de producgdo dos anticorpos anti-L2 e anti-E6, recebendo os
nameros 5, 6, 7 e 9.

Ja os 2 animais do grupo V que desenvolveram tumores solidos também tiveram os
menores niveis de producdo de anticorpos anti-L2 e anti-E6, sendo os animais enumerados

como 4 e 5.
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Os dados dos animais que ndo aparecem nas figuras abaixo representam aqueles que
tiveram um maior desenvolvimento tumoral, ndo resistindo até os 49 dias experimentais,

sendo eutanasiados ao atingirem 0s parametros citados anteriormente.
Figura 19 — Ensaio de deteccdo de anticorpos anti-L2 por ELISA.
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Gréfico da reatividade das amostras de soro obtido dos animais no udltimo dia experimental (49 dias)
demonstrando que todos os animais imunizados com a vacina pcDNA3.3/L2E6 produziram anticorpos anti-L2
especificos detectados por ensaio de ELISA (Cut off = 0,0636).

Os dados dos animais dos grupos controle I e 11l contidos no grafico sdo de amostras coletadas no vigésimo
oitavo dia experimental, quando esses animais foram eutanasiados devido as grandes proporc¢des dos tumores
desenvolvidos.

Figura 20 — Ensaio de deteccdo de anticorpos anti-E6 por ELISA.
Reatividade dos anticorpos Anti-E6 (49 dias)
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Gréafico das amostras de soro obtido dos animais no Gltimo dia experimental (49 dias) demonstrando a
reatividade dos anticorpos anti-E6 que todos os animais imunizados com a vacina pcDNA3.3/L2E6 produziram
aos 49 dias experimentais, detectados por ensaio de ELISA (Cut off = 0,0675).
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6 DISCUSSAO

Apesar da eficacia relatada das vacinas profilaticas licenciadas contra o HPV e do uso
potencial em programas de vacinagdo em todo o mundo (CIANCIARULLO, 2014),
importantes pesquisadores e empresas farmacéuticas continuam concentrados no
desenvolvimento de vacinas alternativas, denominadas por vacinas de nova geracéao.

A auséncia de um tratamento especifico contra a infec¢do j& existente, lesdes e
carcinomas causados por HPV também motivam a busca por novas estratégias capazes de
combater os danos ocasionados pelo virus.

No presente trabalho foi possivel demonstrar a expressdo da proteina recombinante
L2E6 em células HEK293T e 293F. A proteina expressa foi encontrada no interior das células
e distribuida por todo o citoplasma em grandes concentracdes e na grande maioria das células
transfectadas, demonstrando uma elevada taxa de transfeccdo em ambos os métodos
utilizados.

Ensaios de Western blotting demonstraram o reconhecimento da proteina
recombinante por anticorpos monoclonais anti-L2 e anti-E6. Entretanto, os niveis da proteina
L2E6 demonstrados nesses ensaios foram muito baixos. Diversos estudos descrevem a
dificuldade de se trabalhar especificamente com a proteina E6 pela sua instabilidade,
insolubilidade e possiveis modificacdes pos-traducionais a que esta susceptivel (NOMINE et
al., 2006; NOMINE et al., 2001).

Apesar da proteina L2E6 conter apenas um epitopo de E6, esse fragmento possui a
regido que caracteriza a proteina E6, 0 motivo CXXC que pode induzir a formagao de 2 “zync
fingers” o que daria uma conformacdo secundaria mais complexa a proteina. Além disso, a
presenca de 2 aminoacidos cisteina poderia contribuir para a formacdo de agregacdo entre as
proteinas, formando “doublets”. Assim, novos ensaios sd0 necessarios para melhor
caracterizagdo da proteina recombinante obtida.

Como o vetor construido também pode ser utilizado como vetor vacinal, ensaios in
vivo foram realizados para verificar a eficacia e especificidade da construcdo como uma
possivel vacina de DNA.

Quando a vacina de DNA proposta no presente estudo foi administrada anteriormente
a implantacéo do tumor, ndo houve alteracdo no desenvolvimento da neoplasia observada pelo
continuo aumento de seu volume, sugerindo que a resposta imune induzida foi ineficiente na
prevencdo da implantacdo tumoral. Porém, tal resultado era esperado, pois a estratégia

profilatica da vacina proposta tem como base a inibicdo da infeccdo através do bloqueio da
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interacdo entre a proteina L2 e as células da camada basal. Além disso, as células tumorais
TC-1 apresentam apenas a expressdo das oncoproteinas E6 e E7 de HPV, e ndo L2.

Entretanto, através dos resultados dos ensaios obtidos nos testes de ELISA foi possivel
demonstrar que a vacina pcDNA3.3/L2E6 possui a capacidade de induzir a producdo de
anticorpos especificos anti-L2 e anti-E6, 0 que sugere que a vacina tem a capacidade
profilatica contra infecgdes causadas por HPV de diversos tipos. Altas taxas de anticorpos
anti-L2 foram encontradas ao longo de todo o experimento, mas as concentragdes mais altas
foram encontradas no Ultimo dia experimental, ou seja, 49 dias ap6s o inicio dos
experimentos, indicando que a producdo desses anticorpos especificos seja duradoura, com
possivel indugdo de células B de memoria.

Quanto ao efeito terapéutico da vacina pcDNA3.3/L2E6, os resultados obtidos
demonstraram que a vacina, quando administrada apds a implantacdo do tumor, apresenta a
capacidade de inibir o crescimento de tumores que expressam E6 e E7 de HPV16.

Dos 2 modelos analisados, 2 doses parecem ser suficientes para inducdo de uma
resposta imune celular eficiente na contencdo do desenvolvimento tumoral.

O grande achado do presente trabalho foi demonstrar que pequenas concentracdes da
vacina pcDNA3.3/L2E6, 5 a 10 pg/dose sdo satisfatorias para conter o desenvolvimento
tumoral, pois diversos estudos utilizam concentragcdes em torno de 100 pg/dose. A menor
concentracdo de vacina pcDNA3.3/L2E6 necessaria por dose demonstra sua grande
eficiéncia, além de contribuir para a diminuicdo dos custos da producdo em maior escala.

Outro aspecto interessante levantado pelo trabalho é que os 2 Unicos animais do grupo
experimental V, que receberam 2 doses da vacina pcDNA3.3/L2E6 em intervalos de 10 dias
tiveram desenvolvimento tumoral, embora em menores propor¢cdes, ja apresentavam
problemas anteriores ao tratamento, pois tinham um peso menor quando comparados aos
demais animais do mesmo grupo, sendo que um desses animais apresentava a cauda partida, o
que sobrecarregou seu proprio sistema imune. A escolha por manter esses animais no grupo
experimental foi realmente para dar maior amplitude de interpretacdes sobre a acdo da vacina
nos individuos analisados, o que representaria de forma mais ampla a populacdo a qual a
vacina se destina, uma populagdo heterogénea.

Mesmo nos animais testados para 0 modelo terapéutico, estes produziram altas taxas
de anticorpos especificos anti-L2 e anti-E6, caracterizando a capacidade da vacina de induzir
as respostas imune celular e humoral.

Os dados obtidos nas analises de deteccdo de citocinas demonstraram a presencga de

niveis elevados de TNF, detectados no soro dos animais no ultimo dia experimental e em
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amostras do sobrenadante da cultura de esplendcitos, sugerindo que a presenga do TNF
contribuiu para o controle do crescimento tumoral.

Diversos trabalhos evidenciam que um mecanismo imune efetor contra células
infectadas por HPV incluem direta ou indireta participacdo de TNF-a, visto que apoptose e
regressdo esponténea de lesdes, causados por HPV correlacionam com altos niveis dessa
citocina em infiltrado de células mononucleares (HAGARI et al., 1995). Outros trabalhos
corroboram o0s nossos resultados ao demonstrar a importancia de TNF-a no combate ao HPV,
mostrando que células derivadas de carcinoma cervical e imortalizadas sdo resistentes a tal
citocina (VIEIRA; GOLDSTEIN; VILLA, 1996; VILLA et al., 1992).

O controle da infec¢do por HPV ja existente é dado pela imunidade do hospedeiro.
Individuos imunocompetentes respondem a infec¢bes virais com a producdo de diversas
citocinas a partir de macrofagos, células NK (natural killers), linfocitos, fibroblastos e
queratindcitos. Muitas dessas citocinas como TNF-o, IL-1, IFN-a, B e vy, regulam
negativamente a expressdo de genes E de HPV, retardando o crescimento das células tumorais
(KIM; BLATT; TAYLOR, 2000; PAO et al., 1995).

A auséncia de deteccdo de IFN nas amostras obtidas dos camundongos durante 0s
ensaios de deteccdo de citocinas foi bastante sugestiva, pois apesar de ser reconhecidamente
uma citocina que possui papel fundamental durante infecgdes virais, estudos demonstraram
que a proteina E6 de HPVs de alto risco tém a capacidade de modular a transcricdo de genes
IFR-3 (fator regulador de interferon 3), inibindo a expressdo dessa citocina, permitindo a
progressdo da infeccdo viral (HASAN et al., 2007; RONCO et al., 1998), justificando a
auséncia dessas citocinas nos animais tratados com a vacina pcDNA3.3/L2E®6.

O fato de, aparentemente, a vacina pcDNA3.3/L2E6 ndo ter induzido a producéo de
IFN nos animais vacinados pode ser um fator negativo a acdo profilatica da vacina, pois
estudos recentes demonstraram que a presenga do IFN-y pode prevenir a entrada do HPV16
através das vias dependentes de L2 (DAY et al., 2017), o que torna este um aspecto a ser
considerado a continuidade deste estudo.
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7 CONCLUSAO

Para sobreviver e propagar no hospedeiro apos a infeccdo, os virus desenvolveram
diversas estratégias para ludibriar o sistema imune. Muitos virus sdo capazes de manipular
componentes importantes de vias que induzem a morte celular, podendo produzir homologos
de citocinas, quimiocinas ou de proteinas que se ligam aos seus receptores competitivamente
aos respectivos ligantes celulares, prevenindo a ativagdo de sinais apoptoticos.

No presente estudo foi possivel demonstrar a construgdo de um vetor de expressdo
vacinal capaz de induzir a expressdo da proteina recombinante L2E6 no interior das células
transfectadas cultivadas de forma aderente, HEK 293T, ou em suspenséo, 293F.

A proteina recombinante L2E6 foi reconhecida de maneira eficiente pelo anticorpo
comercial anti-L2 utilizado no presente estudo.

Além disso, vacina desenvolvida no presente trabalho, pcDNA3.3/L2E6 demonstrou
ser eficiente na inducdo de uma resposta imune humoral duradoura, capaz de estimular a
producdo de anticorpos especificos anti-L2 e anti-E6, de forma crescente e ao longo de todo
periodo experimental (49 dias), assim como de ativar a resposta imune celular, combatendo o
desenvolvimento das células tumorais e induzindo a expressao de citocinas TNF.

Estudos adicionais devem ser realizados para verificar a seguranca e a capacidade da
vacina pcDNA3.3/L2E6 em controlar o crescimento tumoral de células HPV-positivas, assim
como de induzir protecdo contra futuras infecgdes virais por HPV através de ensaios de
neutralizacdo utilizando anticorpos produzidos nos animais imunizados.

O impacto das vacinas atualmente disponiveis contra 0 HPV € inegavel, entretanto sua
eficacia é incompleta. O desafio para o desenvolvimento de uma vacina de nova geracdo esta
na capacidade de proteger a populagéo contra todos os tipos virais causadores de verrugas ou
lesGes, mas também que seja capaz de combater as lesdes e tumores ja existentes, a um baixo

custo, possibilitando proteger e curar milhares de vidas em todo o mundo.
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