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RESUMO 

KAVATI, E. A. Desenvolvimento de vacina profilática e terapêutica contra o HPV e 

cânceres associados ao vírus. 2017. 101 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

O câncer de colo do útero ou câncer cervical é o terceiro tipo de câncer mais comum em 

mulheres de todo o mundo, sendo a segunda principal causa de morte em mulheres por 

câncer. É causado principalmente pela infecção persistente por HPV (Papilomavírus humano).  

Estima-se que atualmente o câncer cervical atinja mais de 1,4 milhões de mulheres em todo o 

mundo, levando a morte mais de 300 mil mulheres por ano. Hoje, a principal forma de 

prevenção do câncer cervical é a realização de exames citológicos periódicos, Papanicolau, e 

a vacinação profilática de meninas e meninos disponibilizada recentemente pelo Ministério da 

Saúde. Entretanto, tais ações visam à prevenção da infecção por HPV ou a detecção de lesões 

causadas pelo vírus, pois não há um tratamento específico contra as infecções e lesões já 

estabelecidas. Dentre as proteínas expressas por HPV, destacamos aqui a L2 e E6 que serão os 

alvos desse trabalho. A proteína L2 está presente no capsídeo viral e é bem conservada entre 

diversos tipos de HPV, enquanto E6 é uma proteína oncogênica capaz de induzir a 

transformação maligna das células infectadas. O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento 

de uma vacina profilática e terapêutica capaz de proteger contra a infecção viral, assim como 

combater as células já modificadas pelo mesmo. Para isso, foi construído um vetor vacinal 

contendo peptídeos selecionados das proteínas L2 e E6 de HPV16 em que foram expressos 

em células de mamífero, assim como testadas em modelo murino para avaliar a eficiência da 

vacina em modelo profilático ou terapêutico, recebendo a vacina pcDNA3.3/L2E6 antes ou 

após desafio com células TC-1. Os ensaios de expressão da proteína L2E6 em células HEK 

293T e 293F demonstraram a eficiência do vetor em produzir a proteína recombinante, 

demonstrada em ensaios de imunofluorescência indireta e Western blotting. Já os ensaios em 

modelo animal, demonstraram que a vacina foi capaz de induzir a produção de anticorpos 

específicos anti-L2 e anti-E6 testados em ELISA, assim como induzir a produção de citocinas 

TNF demonstrados por ensaios em citômetro de fluxo. Os animais que receberam a vacina 1 

dia após serem inoculados com células tumorais, modelo terapêutico, 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 não desenvolveram tumores durante todo o 

período analisado. Os 2 animais do grupo que receberam apenas 2 doses, desenvolveram 

tumores de volumes bem menores quando comparados àqueles do grupo controle, além da 

detecção de uma menor resposta imune na produção de anticorpos e citocinas quando 

comparados aos demais animais do mesmo grupo. Assim, foi possível concluir que o vetor 

pcDNA3.3/L2E6 foi capaz de induzir a expressão da proteína L2E6 em células de mamíferos, 

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 específicos anti-HPV, induzir a produção de citocinas antitumorais e inibir o 

desenvolvimento tumoral de células HPV-positivas. 

  

Palavras-chave: HPV. Papilomavírus humano. Câncer cervical. Cânceres associados ao 

HPV. Vacinas. Vacinas profilática e terapêutica. 



 

 

 

 

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 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 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. 

 



 

 

 

 

 INTRODUÇÃO 

A infecção por HPV (Papilomavírus humano) é a doença sexualmente transmissível 

mais comum em todo o mundo. Atualmente, estima-se que há cerca de 290 milhões de 

pessoas infectadas pelo vírus em todo o mundo (HPV Information Center, 2017). 

Nos Estados Unidos, a estimativa é que haja 79 milhões de pessoas infectadas por 

HPV, sendo 14 milhões o número de novos casos por ano. A infecção por HPV é tão comum 

que estudos sugerem que toda pessoa sexualmente ativa terá contato com algum tipo de HPV 

durante a vida (CDC, 2017). 

Entretanto, a principal importância do estudo do HPV reside no potencial oncogênico 

de alguns tipos virais, sendo capaz de induzir alterações no ciclo de células infectadas, 

levando-as ao desenvolvimento descontrolado, à imortalidade e malignidade (ZUR HAUSEN, 

2000; ZUR HAUSEN et al., 1974). Tal descoberta levou seu autor, Harald zur Hausen, a 

receber o prêmio Nobel de medicina em 2008. 

Em 2006, a primeira vacina profilática contra o HPV foi aprovada e liberada para 

comercialização nos Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug Administration). Assim, em 

2016 comemorou-se os 10 anos da vacina do HPV, sendo destaque em diversos veículos de 

comunicação especializados em saúde, com divulgação de discussões e publicações de 

trabalhos. 

As vacinas disponíveis atualmente apresentam alta eficiência na indução da produção 

de anticorpos específicos, ou seja, tem caráter apenas profilático, e somente contra os tipos 

virais contidos nas formulações vacinais. Alguns estudos demonstraram que tais anticorpos 

são capazes de induzir uma pequena proteção cruzada contra infecções 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, não há nenhuma vacina terapêutica contra o HPV e cânceres 

associados ao vírus aprovada para uso humano, no mundo. Os tratamentos utilizados contra as 

lesões e os cânceres HPV-positivos não são específicos e dependem do grau da lesão. 

Normalmente envolvem tratamentos com substâncias químicas de ação citotóxica, 

cauterizações químicas / físicas / elétricas, cirurgias, radioterapias, quimioterapias ou a 

combinação de tratamentos, sendo altamente invasivos, agressivos e muitas vezes mutilantes 

(CARVALHO, 2005). 



 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 HPV e Câncer 

A infecção persistente por HPVs de alto risco é a principal causa no desenvolvimento 

de diversos tipos de cânceres. Estima-se que em todo o mundo 13% dos casos de cânceres em 

mulheres sejam causados por HPV, sendo o câncer cervical o mais significante, atingindo 

cerca de 1,4 milhões 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 biópsias de pacientes com 

câncer cervical apresentam DNA de HPV (UNGER; DUARTE-FRANCO, 2001). No Brasil, 

é o terceiro câncer mais comum e a quarta maior causa de mortes em mulheres, sendo 

estimados cerca de 17.000 novos casos só em 2016, dados do Instituto Nacional do Câncer, 

Ministério da Saúde (INCA, 2017). 

Os cânceres de cabeça e pescoço historicamente são associados ao uso de tabaco e 

álcool, porém, desde 2007 o HPV tem sido identificado como maior agente etiológico no 

desenvolvimento de carcinoma de células escamosas de orofaringe, tonsilas e na base da 

língua (ADELSTEIN; RODRIGUEZ, 2010; HASHIBE et al., 2007) acometendo 

principalmente homens. Estima-se que cerca de 80% desses sejam positivos para o HPV, 

sendo relacionado a um pior prognóstico (ANG et al., 2010; MEHANNA et al., 2013). 

Estudos recentes têm demonstrado um aumento de aproximadamente 50% na 

incidência de HPV nos casos de HNSCC (carcinoma de células escamosas em cabeça e 

pescoço), sendo o HPV16 o tipo mais prevalente em até 90% dos casos (CHATURVEDI et 

al., 2008; KREIMER et al., 2005). 

Estima-se que a prevalência de qualquer tipo de HPV na cavidade oral em pacientes 

saudáveis seja de 2 a 8%, sendo o HPV16 o tipo mais encontrado (KREIMER et al., 2011; 

PICKARD et al., 2012). 

Cânceres anogenitais associados ao HPV, excluindo o câncer cervical, são 

considerados raros, porém estima-se que o vírus seja responsável por aproximadamente 95% 

dos casos de câncer anal, 60% do câncer vaginal, 50% do câncer vulvar e 35% do câncer de 

pênis (DE VUYST et al., 2009). 

A associação entre HPV e cânceres de pele não-melanoma foi sugerida pela detecção 

do DNA viral em aproximadamente 90% de amostras de carcinoma de células escamosas em 

pacientes com epidermodisplasia verruciforme, uma doença de pele rara ainda pouco 



 

 

 

conhecida (ACCARDI; GHEIT, 2014; JABLONSKA; DABROWSKI; JAKUBOWICZ, 

1972; PAOLINI et al., 2015). Estudos sugerem que a infecção por HPV e a incidência de 

radiação ultravioleta estejam relacionados à etiologia dos casos de câncer de pele não-

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 β-papilomavirus, sendo que os tipos 

mais associados à malignidade dessas células são o HPV5 e 8 (PALEFSKY, 2016). Contudo, 

a associação entre o HPV e câncer de pele não-melanoma ainda não é conclusiva, 

necessitando de novos estudos. 

Da mesma forma, o envolvimento do HPV no desenvolvimento do câncer de mama 

ainda é bastante controverso, pois estudos descrevem altas taxas de prevalência do DNA viral 

em amostras estudadas (AKIL et al., 2008; ANTONSSON et al., 2011; HENG et al., 2009), 

enquanto outros revelam baixa associação ou inexistência de DNA viral nas amostras obtidas 

de biópsias (MENDIZABAL-RUIZ et al., 2009; MOU et al., 2011). Essa associação HPV - 

câncer de mama é dificultada pela baixa carga viral do HPV durante a infecção, pelas 

infecções por HPV serem comuns, mas a associação ao câncer de mama não é, e ao fato de 

que a infecção por HPV pode preceder o desenvolvimento do câncer de mama por anos ou 

décadas (LAWSON; GLENN; WHITAKER, 2016). 

Outra associação bastante polêmica relaciona o HPV ao câncer de pulmão, mais 

especificamente aos carcinomas de células “não-pequenas” (NSCLC), onde estudos revelaram 

que 24% dessas amostras apresentavam positividade ao HPV16, tipo mais comumente 

encontrado. Entretanto, esses estudos também encontraram a presença de HPV de baixo risco 

como HPV6 e 11 nas amostras de pacientes com NSCLC, assim como foi demonstrada a não 

associação da presença do DNA de HPV nessas amostras com a expressão de proteínas TP53 

e TP16, interações bem caracterizadas em outros tipos de cânceres associados ao HPV 

(KOSHIOL et al., 2011; LI et al., 2016; REZAZADEH et al., 2009). 

A hipótese de associação do HPV ao câncer de pulmão surgiu pela proximidade do 

sistema respiratório à orofaringe, onde o HPV é reconhecidamente causador de uma 

importante proporção de cânceres. HPV também é responsável pela formação de papilomas 

no trato respiratório, sendo encontrado também nos brônquios e ocasionalmente progridem 

para a malignidade, assim como pode ser detectado em tumores respiratórios (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). 



 

 

 

2.2 HPV 

O HPV é um vírus pertencente à família Papillomaviridae e ao gênero 

Papillomavirus. Compreende um grupo de pequenos vírus não envelopados, revestidos por 

um capsídeo icosaédrico com aproximadamente 55 nm de diâmetro e genoma circular de 

DNA dupla fita. 

O isolamento e caracterização do DNA de amostras de verrugas de pele e genitais 

revelou a existência de diferentes tipos de HPVs (ZUR HAUSEN et al., 1974). Essa 

classificação baseia-se na diferença da sequência do gene L1, a principal proteína estrutural 

do capsídeo viral, sendo que até a data atual 210 tipos já foram referenciados e cadastrados até 

o 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 vírus patogênicos (DE VILLIERS et al., 2004). 

Os HPVs também são classificados conforme seu potencial para o desenvolvimento de 

lesões neoplásicas. Os principais representantes do grupo considerado de alto risco são os 

HPVs 16 e 18, responsáveis por até 70% dos casos de cânceres cervicais e lesões 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 oncogênico podem induzir a formação de lesões 

denominadas condilomas na pele ou em órgãos genitais, onde aproximadamente 90% dos 

casos estão associados à infecção por HPVs 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 extracromossômico ou integrado ao genoma da célula hospedeira, 

entretanto ambas as formas podem coexistir em uma mesma célula. O material genético é 

dividido em região reguladora (LCR - Long control region), não codificante, contendo a 

região de origem de replicação (Ori) e a maioria das sequências responsivas aos fatores de 

transcrição; e a região codificante que contém as regiões conhecidas como ORFs (Open 

reading frames) divididas em regiões precoces ou early (E) e região tardia ou late (L), 

conforme a fase do ciclo de vida viral em que esses genes são expressos (Figura 1A) 

(HEBNER; LAIMINS, 2006). 

Os genes da região tardia são responsáveis pela expressão de proteínas estruturais, L1 

e L2, que compõem o capsídeo viral. L1 é a proteína principal que tem capacidade de 

autoestruturar e formar capsômeros, que por sua vez se arranjam em pentâmeros internamente 

estabilizados por proteínas L2, como observado na figura abaixo (Figura 1B). O ajuste de 72 



 

 

 

capsômeros formados por L1 e L2 compõe o capsídeo viral (BURD, 2003; GNANAMONY; 

PEEDICAYIL; ABRAHAM, 2007). 

Os genes early são conhecidos como E1, E2, E4, E5, E6 e E7 que codificam proteínas 

não estruturais. São expressos na fase inicial do ciclo viral, após a infecção, altamente 

regulados e transcritos em mensagens policistrônicas processadas através de splicing 

alternativo, permitindo a expressão de muitos genes a partir de um genoma compacto, com 

regulação de expressão individual, sendo portanto consensual que apesar de certos HPVs 

apresentarem cerca de 8 a 9 genes, codificam pelo menos 10 proteínas virais (SCHWARTZ, 

2013). 

Figura 1 - Representação esquemática do genoma de HPV e do capsídeo viral. 

 

 

As proteínas E1 e E2 são reguladoras da replicação e transcrição do DNA viral. E1 

atua no reconhecimento e interação à origem de replicação, recruta proteínas e age como 

helicase-ATPase, auxiliando na abertura das fitas do DNA. E2 auxilia o recrutamento 

específico de E1 para o DNA viral (TYRING, 2000), atua como fator de transcrição, medeia à 

segregação do genoma ao DNA hospedeiro, tornando-se essencial para a persistência viral 

(MCBRIDE; MCPHILLIPS; OLIVEIRA, 2004). É capaz de inibir a expressão dos genes da 

região “Late” do genoma viral através da interação com CPFS30, fator celular de 

poliadenilação, impedindo a formação dos sinais poli-A (JOHANSSON et al., 2012). 

E4 é a proteína mais abundantemente expressa por todo epitélio estratificado 

infectado, porém ainda é uma proteína pouco conhecida, sendo até o momento identificados 

(A) Mapa genético de HPV com aproximadamente 8 Kb (Quilobases) constituído por genes E e L; (B)  capsídeo 

viral em modelo atômico formado por 72 capsômeros de proteína L1 (azul) ligados internamente por proteínas 

L2 (vermelho). 

Fonte: Adaptado de ViralZone (Buck, 2012). 



 

 

 

um número bem escasso de alvos de interação. Admite-se que o mRNA de E4 sofre 

“splicing” com cinco aminoácidos de E1, gerando uma proteína 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 saída de partículas virais maduras da célula 

hospedeira, o que permite ao vírus infectar novas células (DOORBAR et al., 1991; RAJ et al., 

2004). A expressão de E1^E4 é perdida durante a progressão maligna (DAVY et al., 2005; 

PRESCOTT et al., 2014). A perda do gene E4 atrasa a amplificação do DNA viral e a 

expressão de L1, mas não abole esses eventos do ciclo do HPV (EGAWA et al., 2017; YAJID 

et al., 2017). 

O gene E5 apresenta potencial em transformar células de mamíferos, porém é 

frequentemente deletado em células tumorais, sugerindo que tal proteína não é essencial para 

a manutenção da transformação maligna de células, mas contribui para o processo 

aumentando a frequência de mitoses através da interação com receptores de fatores de 

crescimento (BURKHARDT et al., 1989; KIM; YANG, 2006). 

E6 e E7 são as principais oncoproteínas, pois em HPVs de alto risco são responsáveis 

pela transformação maligna das células. Diversos alvos celulares já foram descritos tanto para 

E6 quanto para E7 e a maioria dessas proteínas celulares estão envolvidas no controle da 

proliferação celular, senescência, apoptose, diferenciação e resposta imune (Figuras 2 e 3). A 

ação mais caracterizada de E6 é sua capacidade de interagir e degradar a proteína supressora 

tumoral p53 via ubiquitina-proteassomo, assim como E7 é capaz de induzir a degradação de 

pRb, gerando instabilidade cromossômica e a inibição de apoptose, ocasionando a 

transformação maligna da célula. 

Mais recentemente foi caracterizado o gene E8 e seu promotor, embora ainda bastante 

discutido, sugerindo que sua proteína interaja com E2, formando o complexo E8^E2C que 

regula negativamente a replicação do DNA viral, controlando o número de cópias assim como 

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

 

 

 



 

 

 

Figura 2 – E6 age sobre vários alvos celulares em diversas vias de sinalização. 

 

A proteína E6 de HPV de alto risco pode inibir a apoptose, induzir a proliferação celular e a imortalização 

através de interação com histona acetiltransferase p300, CBP (CREB proteína ligante) ou ADA3, resultando na 

instabilidade genômica e consequentemente no acúmulo de mutações celulares. Induz degradação de BAX e 

BAK pela interação com TNFR1, FAS, FADD e Caspase 8. Previne o encurtamento de telômeros interagindo 

com SP1, MYC, fator de transcrição nuclear, FX123 e TERT promovendo a imortalização. Leva à perda de 

polaridade das células, induzindo a hiperplasia pela mediação da degradação de proteínas 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 oncoproteína E7 de HPV. 

 

E7 de HPV de alto risco induz hiperproliferação celular através da inibição de proteínas da família RB 

(retinoblastoma), afeta a expressão de genes celulares pela interação com HDACs (Histonas deacetilases), induz 

dano ao DNA contribuindo ao acúmulo de alterações cromossômicas e inibe apoptose pela interação com p53, 

IRF1 e p600.  

Fonte: Moody; Laimins, 2010. 



 

 

 

2.3 Ciclo do HPV 

O ciclo de vida do HPV é altamente relacionado à diferenciação celular do epitélio 

cervical (DOORBAR, 2005), como esquematizado na Figura 4. 

Figura 4 - Representação esquemática do ciclo de vida do HPV. 

 

O HPV infecta queratinócitos da camada basal do epitélio e através da diferenciação das células HPV positivas 

induz a fase produtiva do ciclo viral com integração do DNA viral ao genoma da célula hospedeira, levando à 

superexpressão de E6 e E7, desregulando o ciclo celular, inibindo a apoptose e induzindo a transformação 

maligna das células. 

Fonte: Woodman; Collins; Young, 2007. 

Através de microlesões no epitélio, o HPV infecta as células da camada basal que 

apresentam baixa atividade mitótica e menor grau de diferenciação. Através de interação 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 é a via do HSPG, onde artigos científicos sugerem que a proteína L1 se liga ao 

receptor de membrana induzindo modificações na conformação do capsídeo viral, expondo as 

proteínas L2 do capsídeo. 

A exposição das proteínas L2 permite a clivagem por uma pró-proteína convertase, 

furina, de sua porção N-terminal permitindo a entrada do vírus na célula, como observado na 

figura abaixo (Figura 5), assim como o escape dos endossomos (KINES et al., 2009; 

RICHARDS et al., 2006). As proteínas L1 ficam retidas nos endossomos, enquanto as 



 

 

 

proteínas L2 associadas ao genoma do HPV são transportadas para a rede trans-Golgi e assim 

ao núcleo (DAY et al., 2013). 

 

Figura 5 – Modelo de infecção do HPV in vivo. 

 

Através de microlesões os vírus atingem as células da camada basal, onde a proteína L1 é reconhecida e liga aos 

receptores de HSPG induzindo modificações conformacionais que expõem a proteína L2 susceptível a clivagem 

pela furina. Após clivagem de L2, epítopos capazes de desenvolver anticorpos neutralizantes são expostos, assim 

como regiões de L1 que irão reconhecer receptores secundários que permitem a entrada do vírus na célula 

hospedeira. 

Fonte: Howley; Schiller; Lowy, 2017. 
 

O genoma viral permanece na forma epissomal e em baixo número de cópias onde 

apenas os genes E, principalmente E6 e E7, são expressos e em baixas concentrações, 

regulados por E1 e E2, permitindo a replicação do DNA viral e inibindo a apoptose 

(STANLEY, 2008). 

À medida que as células da camada basal se dividem, elas migram em direção ao 

epitélio, iniciando a diferenciação na camada suprabasal, onde o genoma viral é amplificado e 

há início da expressão dos genes L (MOODY; LAIMINS, 2010). 

Na camada superficial, o genoma viral é altamente amplificado e há predominância na 

expressão de proteínas E4, L1 e L2, responsáveis pela montagem de novas partículas virais e 

liberação para que as mesmas possam infectar outras células (DOORBAR et al., 1991; RAJ et 

al., 2004). 

O evento chave na progressão das neoplasias cervicais se deve à integração do genoma 

viral ao DNA da célula hospedeira, resultando na perda do gene regulador E2 e 

consequentemente na superexpressão de E6 e E7, promovendo a transformação maligna das 

células (DOORBAR, 2005; TINDLE, 2002). 

 



 

 

 

2.4 Alvos vacinais 

Como serão o alvo principal desse trabalho, as proteínas L2 e E6 serão melhor 

discutidas nesse tópico. 

2.4.1 Proteína L2 

A proteína L2 é composta por aproximadamente 500 aminoácidos e tem massa 

molecular de aproximadamente 55 KDa. Apesar de não serem conhecidas modificações pós-

traducionais representativas, a proteína possui perfil eletroforético entre 64 a 78 KDa. E pode 

ser encontrado em amostras nativas, como encontradas na natureza, em dímeros (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 – Representação esquemática da proteína L2 e seus domínios de interação. 

 

Diagrama dos epítopos capazes de gerar anticorpos neutralizantes e sítios de interação da proteína L2 com outras 

proteínas de diferentes vias celulares. 

Fonte: Wang; Roden, 2013. 

 

A região amino-terminal de L2 contém dois resíduos de cisteína altamente 

conservados entre diferentes tipos de papilomavírus, C22 e C28, que formam um “hairpin 

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



 

 

 

usando pseudovírus de HPV16 mostraram que mutação em uma ou em ambas cisteínas dessa 

região resultam em vírions não infectantes, mas não afetam a conformação do capsídeo viral. 

Essa região altamente conservada é representada pelo fragmento dos resíduos entre o 

aminoácido 17 ao 36, como pode ser observado na figura abaixo (Figura 7). Apresentando 

78% de identidade mesmo em tipo virais bem distantes como as sequências de L2 de HPV2 

(associados a verrugas de pele), HPV5 (associados a casos de epidermodisplasia 

verruciforme) e HPV45 (associados a casos de câncer cervical). Já em tipos virais mais 

próximos, como os HPV6 e HPV11, a identidade encontrada foi de 80%. E entre os HPV18 e 

HPV16 de alto risco, 84% de identidade. Essa região é conservada desde BPV1 

(Papilomavírus bovino tipo 1), que é evolucionariamente mais distante dos HPVs de alto-

risco (GAMBHIRA et al., 2007). 

 

Figura 7 – Sequência de aminoácidos conservada entre diferentes tipos de 

papilomavírus. 

 

Alinhamento da sequência de aminoácidos entre os resíduos 17 ao 36 de diferentes tipos de papilomavírus 

demonstrando sua alta taxa de conservação. Alinhamento realizado pelo software CLUSTAL W.  

Fonte: Gambhira et al., 2007; Thompson; Higgins; Gibson, 1994. 



 

 

 

As razões para a manutenção dessa sequência do epítopo de L2 ao longo da cadeia 

evolutiva do HPV são bastante discutidas, visto que não há regiões tão conservadas em L1, o 

antígeno imunodominante do capsídeo de HPV. Acredita-se que por L1 estar fisicamente mais 

exposta que L2, sofra mais pressão evolucionária para alterar sua sequência e assim conseguir 

ludibriar o sistema imune do hospedeiro, visto que em 50% dos casos de pacientes com 

infecções naturais por HPV é possível 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 epítopo de L2 ser bastante conservado evolutivamente sugere 

sua importância nos mecanismos de entrada do vírus nas células hospedeiras ou sua atuação 

em vias importantes durante a infecção (KAWANA et al., 2001; RODEN et al., 2001; YANG 

et al., 2003a; YANG et al., 2003b). 

Por ser altamente conservada, a proteína L2 é considerada um ótimo alvo para uma 

vacina de amplo espectro, ou vacina Pan-HPV. A região conservada pode ser expressa como 

antígeno em sistemas de expressão heteróloga de proteínas bem simples, como em bactérias, o 

que poderia reduzir muito os custos da vacina. Mas o motivo mais significante do uso da 

região conservada de L2 se tornar alvo de vacinas é que modelos animais já demonstraram 

sua capacidade de induzir a produção de anticorpos neutralizantes contra um amplo espectro 

de tipos diferentes de HPV, assim como gerar proteção contra desafios virais (JAGU et al., 

2009; JAGU et al., 2013a; KARANAM et al., 2009b; WANG et al., 2015a). 

A transferência passiva desses anticorpos neutralizantes anti-L2 também se mostraram 

eficientes em mediar a proteção de camundongos em desafios cutâneos ou vaginal contra 

pseudovírus de HPV (GAMBHIRA et al., 2007; JAGU et al., 2013b). 

Diversas estratégias estão sendo utilizadas na pesquisa por uma vacina de amplo 

espectro baseada nos peptídeos conservados de L2 (SCHELLENBACHER; RODEN; 

KIRNBAUER, 2017). O desenvolvimento de uma vacina de amplo espectro é considerado 

como a próxima geração de vacinas contra o HPV, por demonstrarem relevante proteção 

contra infecções de mucosas, induzir produção de anticorpos neutralizantes contra diversos 

tipos de HPV, estimular a proteção cruzada contra infecções por tipos diferentes de HPV e 

ainda favoreceria uma maior distribuição da vacina em países em desenvolvimento, visto que 

os custos para a produção, transporte e armazenamento dessas vacinas seriam bem menores. 

 



 

 

 

2.4.2 Proteína E6 

E6 também é considerada uma proteína 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 proteína E6 é composta por uma sequência de 151 aminoácidos, com 2 “zinc 

fingers” caracterizados por um motivo CXXC, cuja integridade é essencial para sua função. 

Apesar de ser uma proteína relativamente pequena, de aproximadamente 16,5 KDa, diversos 

estudos caracterizam a proteína E6 como difícil alvo de estudos pela dificuldade em isolá-la 

na forma nativa, solúvel, pois E6 possui uma estrutura secundária complexa com α-hélices e 

folhas β-pregueadas, dando origem a uma proteína instável e insolúvel quando purificada 

(NOMINE et al., 2001). 

A principal característica de E6 está nas inúmeras proteínas celulares diferentes que 

são capazes de interagir e com isso mediar a apoptose, a regulação da transcrição de vários 

genes, a estabilidade cromossômica, organização epitelial, diferenciação, adesão célula-célula, 

polaridade e controle da proliferação das células infectadas. Essas interações contribuem, de 

modo geral, para a eficácia da promoção da oncogenicidade mediada por HPV 

(TUNGTEAKKHUN; DUERKSEN-HUGHES, 2008). 

Como já descrito anteriormente, a ação mais estudada da proteína E6 é sua capacidade 

de interação e degradação de p53. A principal razão da degradação de p53 é facilitar a 

replicação viral e como consequência indireta induzir a formação de erros no DNA que não 

reparados, acumularão alterações cromossômicas que contribuem para a transformação 

maligna das células. Em contrapartida, estudos demonstraram que E6 de HPVs de alto e baixo 

risco cutâneos não interagem com E6AP ou p53, sendo incapazes de alterar a estabilidade de 

p53, não induzindo a formação de lesões malignas, apenas benignas, indicando que interação 

com outros alvos celulares atuem devido ao caráter multifuncional da proteína E6 (ELBEL et 

al., 1997). 

Outro importante alvo de E6 p53-independente são as proteínas do domínio PDZ 

(PSD95/Dlg/Zo-1), que ao interagir com E6 de HPVs de alto risco (THOMAS et al., 2002), 

promove sua degradação proteassomal (GLAUNSINGER et al., 2000), alterando funções 

como a definição e manutenção da polaridade celular, alterando a cinética da polarização – 

despolarização da actina, inibindo a sinalização celular e supressão tumoral (SPANOS et al., 

2008). 



 

 

 

Um fator importante para a imortalização das células em transformação maligna é a 

indução da expressão de telomerase. E6 parece aumentar a atividade da telomerase pela 

indução do promotor do gene TERT (“Telomerase reverse transcriptase”), ativando sua 

transcrição e expressão para manter o comprimento dos telômeros estáveis e inibir a ativação 

da apoptose (HOWIE; KATZENELLENBOGEN; GALLOWAY, 2009; LIU et al., 2009). 

E6 atua em outras vias de inibição de apoptose, como na degradação de Bak mediada 

por ubiquitina, prevenindo a liberação de fatores pró-apoptóticos mitocondriais e, 

consequentemente, a apoptose. A inibição dessa via foi descrita como crucial para a proteção 

das células tumorais HPV-positivas contra apoptose, facilitando o desenvolvimento do câncer 

(SIMMONDS; STOREY, 2008; THOMAS; BANKS, 1998; VOGT et al., 2006). 

Por atuarem sobre diversos fatores celulares, sendo responsáveis pela manutenção do 

fenótipo de malignidade, os genes E6 e E7 representam alvos potenciais para o 

desenvolvimento de vacinas terapêuticas (LI et al., 2010; STANLEY, 2006). Além disso, 

estudos demonstraram que o bloqueio da expressão de E6 e/ou E7 contribui para a parada do 

crescimento tumoral, levando à senescência ou a apoptose das células tumorais e células 

derivadas de linhagens estabelecidas (THOMAS et al., 2008). 

Pela dificuldade de se utilizar as proteínas íntegras e pela segurança de que tais 

proteínas não irão atuar na ativação tumoral das células do hospedeiro, diversos epítopos de 

E6 e E7 estão sendo estudados e demonstraram ser capazes de induzir uma resposta de 

linfócitos T citotóxicos (CTL) específica e eficiente (ANG et al., 2010; KHALLOUF; 

GRABOWSKA; RIEMER, 2014; KIM et al., 2017; KIM et al., 2014). 

Pela ausência de uma vacina terapêutica e pela necessidade de tratamentos específicos 

e menos invasivos contra as lesões ou tumores HPV - positivos, diversos estudos têm se 

dedicado à caracterização desses potenciais epítopos vacinais e no desenvolvimento de 

vacinas terapêuticas contra os antígenos específicos E6 e/ou E7, visando estimular uma 

resposta imune mediada por células contra esses alvos específicos e induzindo a destruição 

das células infectadas. 

 

 

 

 

  



 

 

 

2.5 Resposta Imune contra o HPV  

Atualmente, a infecção genital por HPV é considerada a doença sexualmente 

transmissível (DST) viral mais frequente na população sexualmente ativa. Estima-se que 

cerca de 80% das mulheres sexualmente ativas terão algum contato com o vírus até atingirem 

50 anos de idade (BASEMAN; KOUTSKY, 2005; NONNENMACHER et al., 2002). Porém, 

a maioria das infecções por HPV é transiente e o próprio sistema imune do hospedeiro é capaz 

de eliminar o vírus, ou reparar as lesões causadas através de resposta imune humoral e celular, 

contra os antígenos virais (JENSON; KURMAN; LANCASTER, 1991). 

Do ponto de vista da biologia evolutiva, os HPVs são eficientes agentes etiológicos, 

pois o início do ciclo infeccioso ocorre basicamente em células primitivas. Durante a fase de 

pico da replicação do DNA viral e expressão de proteínas do capsídeo, nas células 

diferenciadas já estão próximas à senescência, não necessitando induzir lise ou necrose celular 

e não havendo, portanto, a liberação de estímulos pró-inflamatórios. Não induzem infecções 

crônicas e raramente provocam lesões graves ao hospedeiro, mas periodicamente liberam 

novas partículas virais (STANLEY, 2008). 

Durante a infecção natural por HPV, a maioria dos pacientes apresentam baixos níveis 

de anticorpos anti-L1, E2 e E4, no primeiro estágio da infecção. Porém, a presença desses 

anticorpos não garante a proteção contra infecções subsequentes por HPV do mesmo tipo 

viral ou tipos filogeneticamente próximos (MEHLHORN et al., 2014; VISCIDI et al., 2004). 

Durante os estágios iniciais da infecção por HPV, a imunidade inata é ativada através 

da ação de macrófagos, células dendríticas, células de Langerhans, células natural killer (NK) 

e células natural killer T formando a primeira linha de defesa contra a infecção. Esse tipo de 

resposta atua de forma não específica visando à eliminação do vírus, entretanto em alguns 

casos não são suficientes para exterminar a infecção (AMADOR-MOLINA et al., 2013). 

Com a ativação da imunidade adaptativa o objetivo é eliminar as células infectadas e 

prevenir a reinfecção mediada por células T citotóxicas dirigidas principalmente contra as 

proteínas E2 e E6 do HPV. A indução de uma resposta imune mediada por células T antígeno-

específica está relacionada à proteção contra infecção e controle do crescimento tumoral. 

Além disso, células CD8+ de memória antígeno-específicas podem proporcionar uma resposta 

imune efetora, eliminando rapidamente células infectadas que possam aparecer no decorrer da 

infecção (PULENDRAN; LI; NAKAYA, 2010; PULENDRAN et al., 2013). 

Durante a infecção por HPV, a resposta imune mediada por células tem papel 

fundamental no controle de lesões e neoplasias, pois pacientes cujas células T CD4+ e CD8+ 

foram ativadas contra epítopos de E6 e E7 apresentaram proteção contra infecções 



 

 

 

persistentes e regressão espontânea das lesões. Enquanto pacientes com carcinoma não 

apresentam ativação de células T CD8+ citotóxicas (BONTKES et al., 2000), além de uma 

resposta enviesada de células T CD4+ com mudança no balanço de resposta de Th1 para Th2, 

com produção de IL-10 e TGF-β, levando a uma resposta não protetora (ANDERSEN et al., 

2014; BAIS et al., 2005). 

A imunidade mediada por células B contra as proteínas L1 e L2 do capsídeo do HPV 

são capazes de induzir uma eficiente proteção profilática contra infecção pelo vírus, além de 

serem capazes de estimular a produção de células B de memória, garantindo uma proteção por 

um longo prazo (SCHERER et al., 2014). Entretanto são ineficientes em pacientes com 

infecções já estabelecidas (ESQUERRE et al., 2017; STANLEY, 2010). 

O HPV possui diversos mecanismos para evadir o sistema imune hospedeiro, 

alterando a expressão dos genes do hospedeiro para manter a infecção persistente através da 

baixa taxa de replicação de seu DNA, usar sequências e códons substituíveis por aqueles mais 

comuns em células de mamíferos (KANODIA; FAHEY; KAST, 2007; ZHOU et al., 1999). 

Seu DNA é frequentemente encontrado na forma metilada, principalmente nas regiões de 

ilhas CpG, através da interação 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 HDAC1 e histona demetilase JARID1B para regiões regulatórias 

do gene TLR9, levando a uma baixa expressão de moléculas de receptores Toll-like 9 

(HASAN et al., 2007; HASAN et al., 2013). E6 e E7 também têm a capacidade de desregular 

o fator de transcrição NF-κB diminuindo a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(TUMMERS et al., 2015; WESTRICH; WARREN; PYEON, 2017). 

E6 e E7 também atuam inibindo a expressão de IFN, IL-1β (DUTTA et al., 2015; 

LAU et al., 2015; TINDLE, 2002), além de induzir células T regulatórias CD4+CD25high 

(Treg) nos infiltrados de lesão (MOLLING et al., 2007), induzir a expressão de IL-10, 

citocina anti-inflamatória, favorecendo a criação de um microambiente cervical 

imunossupressor (BERTI et al., 2017). 

Assim, as razões pela baixa eficiência do sistema imune em combater as infecções por 

HPV foram bem descritas por Stanley (2010), pois a infecção natural é exclusivamente 

intraepitelial e o vírus se esconde na superfície mucosa, além da inexistência de viremia. Por 

conseguinte, o antígeno viral é pobremente exposto ao sistema linfático e drenado aos 

linfonodos onde a resposta imune seria iniciada. Além disso, as células apresentadoras de 

antígenos (APCs) mais eficientes como macrófagos e células de Langerhans são ineficazes 

em ambiente anti-inflamatório criado pelo HPV. 



 

 

 

2.6 Combate ao HPV 

O HPV pode permanecer no organismo hospedeiro por vários anos sem causar lesões 

aparentes e, se aparecem, podem estar localizadas em locais de difícil diagnóstico, como no 

colo do útero ou orofaringe, podendo ser detectado apenas por profissionais em exames de 

rotina. 

O monitoramento de lesões induzidas por HPV é uma importante ferramenta para o 

controle e prevenção dos cânceres associados ao vírus. Através de exames preventivos, que 

devem ser realizados periodicamente, é possível detectar lesões pré-cancerosas ou tumores em 

estágios iniciais, o que contribui para um melhor prognóstico. O aumento da prática do exame 

Papanicolau, principalmente nos países desenvolvidos, contribui para a redução de 75% no 

número de casos de câncer cervical só nos últimos 50 anos. No Reino Unido, estima-se que a 

introdução dos exames preventivos tenha evitado a morte de mais de 100.000 mulheres por 

câncer cervical em 30 anos (PETO et al., 2004). 

O custo do exame não é impeditivo para a maioria da população que mora nos grandes 

centros urbanos, por exemplo, no Brasil o exame é realizado gratuitamente pelos programas 

públicos de saúde do governo, entretanto o câncer do colo de útero ainda é o segundo tipo de 

câncer mais frequente na região Sudeste do país, acometendo cerca de 24,27 mulheres a cada 

100.000 (INCA, 2016). Já em regiões mais isoladas ou mesmo países com menos estruturas 

em saúde pública essas taxas são ainda maiores. 

Especialistas em saúde pública defendem que é sempre mais fácil e menos custoso 

prevenir as doenças com ações simples como a realização de exames preventivos 

regularmente e uso de preservativos em todas as relações sexuais, entretanto as taxas de 

incidência do HPV continuam elevadas e o vírus continua circulante na população. 

Diante da alta taxa de incidência e por se tratar de um agente infeccioso mundialmente 

distribuído, diversos grupos trabalham no desenvolvimento de vacinas contra o HPV 

utilizando diferentes estratégias. As vacinas profiláticas têm como alvo a indução da resposta 

imune humoral com a produção de anticorpos neutralizantes específicos contra moléculas de 

superfície do capsídeo viral, visando a prevenção de novos casos. Já as vacinas terapêuticas 

visam à indução da imunidade mediada por células capazes de reconhecer e atacar os 

antígenos ou células que apresentam anormalidades, através do estímulo de ação das células 

APCs, ativando os linfócitos T auxiliares CD4+ e citotóxicos CD8+, frente à infecção já 

existente ou combatendo as células já modificadas pelo vírus.  



 

 

 

2.6.1 Vacinas Profiláticas 

Atualmente, as duas vacinas contra o HPV disponíveis no mercado e liberadas pelo 

FDA e pela ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) são profiláticas. Ambas 

baseadas na imunogenicidade conferida à proteína 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 proteínas L1 

de HPV 6, 11, 16 e 18 são expressas em células de levedura, Saccharomyces cerevisae. Já a 

Cervarix® é produzida pela Glaxo Smith Kline, licenciada em 2008, constituída pelas 

proteínas L1 de HPV 16 e 18 que são 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 homônima, porém formulada com partículas 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 proteína L1 mais eficiente e menos custosa 

continua. Vários estudos têm desenvolvido diferentes sistemas para a produção de proteína 

recombinante ou pseudovírus, visando o desenvolvimento de novas vacinas como a expressão 

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; KOTZÉ et al., 2011), Baculovírus (CHO et al., 2014) e em 

células de mamíferos (CIANCIARULLO et al., 2010; KAVATI, 2014; MARIGLIANI et al., 

2012). 

Há grupos que defendem a construção de VLPs construídas com as proteínas L1 e L2 

do capsídeo viral, visando aumentar o espectro de proteção contra diferentes tipos de HPV. 

Tais proteínas podem ser íntegras (SAKAUCHI, 2016), ou utilizando a imunogenicidade de 

VLPs L1 como um sistema de “delivery” encapsulando peptídeos de L2, sendo testados 

fragmentos dos aminoácidos 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 peptídeos imunodominantes de L1 sejam “deletados”, 

sendo inseridos peptídeos de L2 na superfície das VLPs, para que esses sejam os principais 

alvos de indução de resposta imune protetiva, induzindo a produção de anticorpos 

neutralizantes. 

Essa necessidade de retirar peptídeos imunodominantes de L1 em VLPs L1L2 é 

devido a já conhecida imunodominância dessa proteína no direcionamento da resposta imune 

quando comparado à L2. 



 

 

 

Um modelo utilizando quimeras de VLP L1 e L2 foi testado na fase pré-clínica. Os 

antígenos foram construídos inserindo os peptídeos L217–36 e L256–75 dentro do loop DE e/ou no 

braço C-terminal da proteína 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 construção quimérica tem melhor custo-benefício que as vacinas atuais 

(BOXUS et al., 2016). 

Outra estratégia utilizada pelos pesquisadores na busca por uma vacina profilática 

contra o HPV é a utilização da proteína L2, pois pequenos epítopos dessa proteína podem 

induzir a produção 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 cutâneos, 

denominadas de vacinas pan-HPV (PASTRANA et al., 2005). 

Durante a infecção natural ou durante imunização experimental de VLPs L1L2, L2 é 

considerada pouco imunogênica com baixa produção de anticorpos anti-L2. Entretanto, 

quando a vacinação é realizada com a proteína L2 recombinante ou com peptídeos derivados 

dessa proteína são capazes de induzir a produção de anticorpos neutralizantes protetores em 

modelos animais (GAUKROGER et al., 1996; JAGU et al., 2013b). Estudos sugerem que 

esses dados conflitantes resultem da menor exposição de L2 na superfície dos vírions, todavia, 

durante a infecção é sugerido que antes do vírus se ligar aos receptores HSPG das células da 

membrana basal (GIROGLOU et al., 2001), o capsídeo viral passa por alterações 

conformacionais expondo a região amino-terminal de L2. Como todo esse processo é 

demorado, os anticorpos anti-L2 poderiam interagir com o vírus e prevenir sua entrada nas 

células alvo (KAWANA et al., 2001; TUMBAN et al., 2011; WANG et al., 2015a). 

Diversos estudos têm se concentrado na estratégia de construção de sequências 

contendo um mesmo epítopo de L2, porém de diferentes tipos de HPV fusionados na tentativa 

de aumentar ainda mais o espectro de proteção, construindo concatâmeros de DNA 

(moléculas de DNA contendo múltiplas cópias de uma mesma sequência de nucleotídeos 

dispostos em série, linearmente em “tandem”) que quando desafiados em modelos animais 

têm 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 (Índia) e Sanofi Pasteur (França), que prometem baixo custo de produção e ampla 

proteção contra diferentes tipos de HPV (SCHILLER; MULLER, 2015), porém os dados 

finais ainda estão sendo analisados. 



 

 

 

2.6.2 Vacinas terapêuticas 

Objetivando um tratamento mais específico e menos invasivo, diversos estudos têm se 

empenhado no desenvolvimento de vacinas terapêuticas contra as células infectadas por HPV 

e seus cânceres associados. O principal alvo dessa abordagem vacinal está no 

desenvolvimento de ações contra as oncoproteínas E6 e E7 dos vírus de alto risco, visto que 

essas proteínas são expressas constitutivamente nas células neoplásicas transformadas por 

HPV (CHO; KIM; KIM, 2002; TOUSSAINT-SMITH; DONNER; ROMAN, 2004). 

As proteínas E6 e E7 possuem sequências antigênicas apresentadas por moléculas de 

MHC de classe I e II em camundongos e em humanos. E uma resposta eficiente contra tais 

proteínas seria essencialmente mediada por células T CD8+ com auxílio de células T CD4+ 

Th1, superando os mecanismos de tolerância induzidos por E6 e E7. Assim, diversas 

estratégias têm sido estudadas como o desenvolvimento de vacinas de DNA, vacinas de 

proteínas recombinantes, vacinas peptídicas ou vacinas celulares. 

Vacinas baseadas em peptídeos são consideradas uma importante estratégia no 

desenvolvimento de vacinas terapêuticas por serem estáveis, seguras, não apresentarem 

reações adversas graves, pois utilizam apenas pequenas sequências de aminoácidos, além de 

possibilitar combinações de diferentes epítopos (LIU et al., 2012). Assim, diversos estudos se 

concentram na busca por peptídeos capazes de serem apresentados corretamente pelas 

moléculas de MHC, induzir resposta de células T CD8+ e CD4+. Diversos peptídeos de E7 já 

foram descritos como promissores, tendo demonstrado resultados satisfatórios em testes pré-

clínicos (FELTKAMP et al., 1995).  

Visando induzir resposta imune de células T CD4+, um peptídeo de E7 pan epítopo 

HLA-DR denominado PADRE, demonstrou capacidade de indução das células alvo em 

modelos animais, ativação de células dendríticas em potentes células ativadoras antígeno-

específico (WU et al., 2010). Entretanto, tais vacinas quando em testes clínicos não resultaram 

na ativação das células de interesse ou essa ativação ocorreu em um número muito pequeno 

de pacientes testados (RESSING et al., 2000; STELLER et al., 1998). 

Em menor frequência, epítopos de E6 também têm sido avaliados quanto à capacidade 

de gerar uma vacina contra o HPV. Diversos epítopos foram testados, porém aparentemente a 

sequência de aminoácidos de 50 a 57 demonstra ser imunodominante e capaz de gerar 

linfócitos T CD8+ produtores de IFN-ɣ em modelos murinos, sendo capaz de proteger os 

camundongos frente ao desafio com células tumorais (BISSA et al., 2015; PENG et al., 2004). 

Já as vacinas compostas por proteínas recombinantes têm a vantagem de conter e 

apresentar todos os epítopos ao sistema imune hospedeiro, sendo processados conforme sua 



 

 

 

especificidade (FRAZER; LEGGATT; MATTAROLLO, 2011). A empresa Nventa 

Biopharmaceutical Corporation (Califórnia, EUA) produziu uma vacina terapêutica chamada 

SGN-00101 (HspE7), que consiste em uma proteína recombinante com a sequência completa 

do gene E7 fusionada com a proteína Hsp65 (“heat shock protein”) de Mycobacterium bovis. 

Em ensaios clínicos fase I e II a vacina tem demonstrado a capacidade de ativar resposta de 

células B e T contra os patógenos e antígenos tumorais de HPV, induzindo a regressão de 

lesões de baixo grau (GOLDSTONE et al., 2002), papilomatose respiratória (DERKAY et al., 

2005), NIC de graus II e III (EINSTEIN et al., 2007; KIETPEERAKOOL; SRISOMBOON, 

2009). 

Outra estratégia bastante estudada é o uso de vacinas de DNA contra lesões ou 

tumores HPV-positivos. As vacinas de DNA são relativamente seguras, estáveis e fáceis de 

produzir e armazenar. São capazes de manter a expressão dos genes de interesse, promovem a 

apresentação de antígenos através do MHC de classe I e permitem a administração de 

repetidas doses, sem levar à produção de anticorpos neutralizantes contra a vacina. A 

desvantagem do uso dessa estratégia vacinal é que testes clínicos têm demonstrado baixos 

níveis de imunogenicidade em humanos. Entretanto, diversos trabalhos têm tentado otimizar 

as construções vacinais visando aumentar os níveis de expressão dos antígenos e a 

imunogenicidade da vacina (GURUNATHAN; KLINMAN; SEDER, 2000). 

Na tentativa de aumentar a imunogenicidade dos antígenos vacinais contra as 

proteínas do HPV, há o desenvolvimento de quimeras onde são fusionados fragmentos de 

proteína G do vírus da Herpes Simples 1 (HSV-1) às oncoproteínas E6E7 (LASARO et al., 

2005) ou E5E6E7 (DINIZ et al., 2010) de HPV16. Os resultados obtidos foram bastante 

promissores com a proteção contra desafios com células TC-1. Aparentemente esses estudos 

estão sendo analisados para serem testados em ensaios pré-clínicos. 

Em fase II dos testes clínicos, a vacina de DNA VGX-3100 produzida pela empresa 

Inovio Pharmaceuticals (EUA) é baseada nas proteínas E6 e E7 e tem demonstrado a 

capacidade de induzir a regressão de neoplasias intraepiteliais cervicais de níveis II e III, 

assim como combater a infecção por HPV através de uma robusta resposta de células T 

específicas (MORROW; YAN; SARDESAI, 2013). 

Diversas vacinas de DNA estão sendo testadas em ensaios clínicos contra o HPV, 

também baseadas em E6 e E7, como a ZYC101a produzida pela empresa MGI Pharma 

(GARCIA et al., 2004). A ZYC101, baseada em epítopos de E7, produzida pela mesma 

empresa, porém em fase I de testes clínicos (KLENCKE et al., 2002), e as vacinas baseadas 

em E7 onde a sequência do gene foi alterada e o sítio de ligação ao Rb removido, em fase I de 



 

 

 

testes clínicos produzidos pelo NIH (“National Cancer Institute” / EUA): pNGVL4a-

Sig/E7/HSP70; primeira dose com a vacina de DNA (pNGVL4a-Sig/E7/HSP70) e reforço 

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 têm sido bastante exploradas na busca de um tratamento 

terapêutico contra células tumorais. Alguns estudos demonstraram que as vacinas de células 

dendríticas apresentaram bons resultados quando retiradas do hospedeiro, tratadas in vitro 

contra antígenos de HPV e inoculadas novamente no hospedeiro infectado. As células 

dendríticas podem servir como um adjuvante natural, pois são capazes de aumentar a potência 

da imunoterapia antígeno-específica contra o câncer, 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 útil dessas células dendríticas tratadas, inibindo a apoptose 

mediada por células T, pesquisadores têm transfectado essas células dendríticas com siRNA 

para moléculas pró-apoptóticas, gerando uma maior ativação de células T CD8+ específicas 

com efeitos antitumorais em camundongos. Alguns ensaios pré-clínicos e clínicos de fase I e 

II já foram realizados demonstrando a segurança, falta de toxicidade e alta imunogenicidade 

dessas vacinas de células dendríticas em pacientes (AHN et al., 2015; SANTIN et al., 2008). 

Outro tipo de vacina baseada em células testadas ocorre quando células tumorais são 

isoladas e manipuladas ex vivo a expressarem proteínas imunomoduladoras para aumentar a 

imunogenicidade in vivo. Citocinas como IL-2, IL-12 ou GMCSF (fator estimulador de 

colônias de granulócitos e macrófagos) induzem a diferenciação 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 

que expressem antígenos 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, então poucas pesquisas têm mantido nessa linha e poucos testes clínicos estão 

sendo estudados (YANG et al., 2016). 

 

 

 



 

 

 

2.6.3 Vacina profilática e terapêutica 

Até o momento, poucos grupos têm se dedicado ao desenvolvimento de uma vacina 

profilática e terapêutica contra o HPV. 

Dentre as diferentes técnicas em estudo, alguns grupos optam pela expressão de uma 

proteína recombinante truncada contendo os epítopos das 2 proteínas, como L1ΔC34E7N1-60. A 

proteína é expressa e purificada para assim ser utilizada na imunização de camundongos, que 

foram desafiados por células TC-1. Os resultados demonstraram que a vacina foi capaz de 

induzir a produção de anticorpos específicos anti-L1 e anti-E7, entretanto os ensaios de 

desafio com células tumorais mostrou proteção em 70% dos casos (BIAN et al., 2008). 

Outra construção vacinal L1E7 foi analisada utilizando a proteína L1 humanizada e 

apenas os aminoácidos de 1 a 473, e E7 com resíduos do aminoácido 1 ao 60, onde ambas 

foram fusionadas criando a construção L1h1-473/E71-60. Essa construção foi testada como uma 

vacina de DNA e utilizada para imunizar camundongos. Esses animais demonstraram a 

capacidade de produzir anticorpos específicos anti-L1, assim como induzir a diferenciação de 

linfócitos T citotóxicos específicos contra L1 e E7 (KUCK et al., 2006). 

A vacina profilática e terapêutica em fase mais avançada de estudo é denominada TA-

CIN, que compreende uma construção em tandem de proteínas L2, E6 e E7 resultando em 

uma proteína recombinante de 725 aminoácidos e 80 KDa. A proteína recombinante foi 

expressa em culturas de E. coli e purificada, sendo então utilizadas em ensaios de imunização 

de camundongos. Obtendo ótimos resultados, seguiu-se para as fases de ensaios pré-clínico e 

fase I dos ensaios clínicos. Entretanto, nos ensaios em pacientes demonstrou apenas a 

capacidade de induzir a produção de anticorpos específicos anti-L2 em pico único, com as 

concentrações diminuindo ao longo de um tempo muito curto, mas foi capaz de induzir a 

resposta de células T específicas anti-E6 e anti-E7 (HIBBITTS, 2010; VAN DER BURG et 

al., 2001). Novos adjuvantes têm sido testados na tentativa de se obter uma resposta mais 

duradoura na produção de anticorpos protetivos (KARANAM et al., 2009a). 

As vacinas de DNA têm 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 plasmídeos 

como vacinas está na sua característica de serem de fácil manipulação, preparação, alta 

estabilidade, podendo ser transportados liofilizados e com isso reduzir os custos de transporte 

e armazenamento, assim como sua relativa maior segurança quanto aos vetores virais. Usando 

uma simples injeção intramuscular, a grande maioria das vacinas de DNA persistem como 

extracromossomais, significando maior segurança. 



 

 

 

 CONCLUSÃO 

Para sobreviver e propagar no hospedeiro após a infecção, os vírus desenvolveram 

diversas estratégias para ludibriar o sistema imune. Muitos vírus são capazes de manipular 

componentes importantes de vias que induzem a morte celular, podendo produzir homólogos 

de citocinas, quimiocinas ou de proteínas que se ligam aos seus receptores competitivamente 

aos respectivos ligantes celulares, prevenindo a ativação de sinais apoptóticos. 

No presente estudo foi possível demonstrar a construção de um vetor de expressão  

vacinal capaz de induzir a expressão da proteína recombinante L2E6 no interior das células 

transfectadas cultivadas de forma aderente, HEK 293T, ou em suspensão, 293F. 

A proteína 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 indução de uma resposta imune humoral duradoura, capaz de estimular a 

produção de anticorpos específicos anti-L2 e anti-E6, de forma crescente e ao longo de todo 

período experimental (49 dias), assim como de ativar a resposta imune celular, combatendo o 

desenvolvimento das células tumorais e induzindo a expressão de citocinas TNF. 

Estudos adicionais devem ser realizados para verificar a segurança e a capacidade da 

vacina pcDNA3.3/L2E6 em controlar o crescimento tumoral de células HPV-positivas, assim 

como de induzir proteção contra futuras infecções virais por HPV através de ensaios de 

neutralização utilizando anticorpos produzidos nos animais imunizados. 

O impacto das vacinas atualmente disponíveis contra o HPV é inegável, entretanto sua 

eficácia é incompleta. O desafio para o desenvolvimento de uma vacina de nova geração está 

na capacidade de proteger a população contra todos os tipos virais causadores de verrugas ou 

lesões, mas também que seja capaz de combater as lesões e tumores já existentes, a um baixo 

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

  



 

 

*De acordo com: ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE NORMAS TÉCNICAS. NBR 

6023. Informação e documentação: referências: elaboração. Rio de Janeiro, 2002. 
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