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RESUMO 

 

SILVA, J. R. Vacinas baseadas em RNA mensageiro formuladas em 
nanopartículas lipídicas para tratamento de tumores induzidos pelo HPV-16. 
2021. 161 f. Tese (Doutorado em Microbiologia). Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

O câncer do colo do útero é causado por infecções persistentes pelo papilomavírus 

humano (HPV), e se destaca como uma das principais causas de mortes por câncer 

em mulheres. Devido às taxas de recidiva após os tratamentos convencionais, o 

desenvolvimento de estratégias antitumorais seguras e eficazes ainda é uma 

necessidade não atendida. Em particular, tumores associados ao HPV expressam, 

constitutivamente, as oncoproteínas E6 e E7, as quais representam excelentes alvos 

para o desenvolvimento de vacinas terapêuticas. Neste trabalho, desenvolvemos três 

formulações vacinais terapêuticas baseadas em RNA mensageiro (RNAm) 

incorporado em nanopartículas lipídicas (LNP) que codificam para o antígeno gDE7, 

uma proteína derivada da fusão da glicoproteína D do vírus herpes simplex tipo 1 

(HSV-1) e da oncoproteína E7 do HPV-16. Para avaliação do efeito antitumoral das 

formulações, foi utilizado o modelo de implante de células da linhagem TC-1, 

caracterizado mundialmente e que fornece uma prova de conceito pré-clínica de 

tumores associados ao HPV. Nossos resultados demonstram que, com uma única 

dose, e em baixa concentração, as vacinas de RNAm-LNP foram capazes de controlar 

tumores em diferentes estágios de crescimento, promover a expansão de células T 

de memória e prevenir recidivas tumorais. Além disso, as vacinas foram capazes de 

induzir uma ativação robusta de células T CD8+ E7-específicas com atividade 

citotóxica e conferiram erradicação de tumores em dois modelos de transplante 

ortotópico (intravaginal e sublingual). Em resumo, o presente estudo descreve a 

eficácia terapêutica de três vacinas de RNAm-LNP voltadas para o controle de 

tumores associados ao HPV-16 e contribui para a pesquisa de vacinas com 

perspectivas para futuras aplicações clínicas. 

 

Palavras-chave: RNAm. Vacina terapêutica. RNAm autorreplicativo. Imunoterapia. 

Câncer cervical. 



 
 
 

ABSTRACT 

 

SILVA, J. R. mRNA-based vaccines formulated in lipid nanoparticles against 
tumors induced by HPV. 2021. 161 p. Thesis (Microbiology). Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

 

Cervical cancer caused by persistent human papillomavirus (HPV) is a major cause of 

cancer deaths in women and the development of safe and effective immune 

therapeutic strategies represent a high priority. Particularly, HPV-associated tumors 

express constitutively E6 and E7 oncoproteins, excellent targets for the development 

of therapeutic vaccines. Given the paramount importance of developing active 

immunotherapies against these malignancies, we design a mRNA-based therapeutic 

vaccine lipid nanoparticles (LNP)-formulated encoding antigen gDE7, a fusion protein 

of herpes simplex virus type 1 glycoprotein D and HPV-16 E7 oncoprotein. Our results 

provide a proof of concept pre-clinical that with a single low-dose of the tested mRNA 

vaccines were capable to control tumors at different growth stages and generate 

memory T cell responses capable to prevent tumor relapses using TC-1 tumor model. 

Additionally, our vaccines generate robust activation of E7-specific CD8+ T cells with 

cytotoxic activity. Most importantly, our vaccines induced complete eradication of 

tumor cells using two different orthotropic tumor models (vaginal and tongue).  In 

summary, our findings demonstrate the potency of mRNA vaccines on the treatment 

of HPV-associated tumors and raise perspectives for future applications at clinical 

settings. 

 

Keywords: mRNA. Therapeutic vaccine. Self-amplifying mRNA. Immunotherapy. 

Cervical cancer. 
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Tris-Buffered Saline-tween (Tampão salina tris-fosfato com adição de 

detergente Tween) 

TCM T central memory (Células de memória central) 

TCR T cell receptor (Receptor de célula T) 

TEV Tobacco etch vírus (vírus do tabaco) 

TIL Tumor-infiltrating lymphocyte (linfócitos infiltrantes no tumor) 

TLR Toll-like receptor (Receptor do tipo Toll) 

TNF-α Tumor necrosis factor alpha (fator de necrose tumoral) 

TRM Tissue-resident memory T cells (memória de células T residentes) 

U unidade 

UTP Trifosfato de uridina 

UTR untranslated region (Região não traduzida) 

V voltagem 

Vol Volume 

VEE Venezuelan equine encephalitis (vírus da Encefalite equina venezuelana) 

VLPs Virus Like Particles 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Vacinas baseadas em RNAm 

Entre 2020 e 2021, o mundo pôde acompanhar os ensaios clínicos bem-

sucedidos das vacinas baseadas em RNA mensageiro (RNAm) para a prevenção da 

COVID-19 (BADEN et al., 2021; POLACK et al., 2020). Esta plataforma biotecnológica 

despertou interesse generalizado no desenvolvimento de vacinas não apenas contra 

doenças infecciosas, mas também como estratégia terapêutica para diferentes tipos 

de câncer. As vacinas das empresas Pfizer-BioNTech e Moderna contra o SARS-Cov-

2 foram aprovadas por autoridades regulatórias em diversos países com uma eficácia 

superior a 94%, apresentando-se como uma estratégia vacinal altamente segura e 

efetiva em humanos (BADEN et al., 2021; FDA, 2021a; LAMB, 2021; POLACK et al., 

2020). 

Atualmente, duas plataformas tecnológicas principais para o desenvolvimento de 

vacinas de RNAm têm sido usadas em modelos clínicos e pré-clínicos: (i) RNAm 

convencional ou não replicante (nr-RNAm) e (ii) vacinas baseadas em RNAm 

autorreplicativas (re-RNAm) (Figura 1). No geral, as vacinas de RNAm consistem em 

elementos essenciais, incluindo o cap, as regiões 5’ e 3’UTR não traduzíveis 

flanqueando uma fase de leitura aberta (ORF) que codifica o gene de interesse, 

seguido pela calda de poli adenosina (poli-A) (SAHIN; KARIKÓ; TÜRECI, 2014). 

Especificamente, os nr-RNAm são baseadas em moléculas de RNAm mais curtas 

desenhadas para codificar apenas o antígeno vacinal de interesse (SAHIN; KARIKÓ; 

TÜRECI, 2014). Por outro lado, as vacinas de re-RNAm, além do antígeno de 

interesse, contêm sequências adicionais necessárias para a autorreplicação da 

molécula de RNAm (BLAKNEY; IP; GEALL, 2021). Por isso, os re-RNAm representam 

uma vantagem em relação aos nr-RNAm, uma vez que permitem a expressão 

prolongada do antígeno em células transfectadas e, por isso, demandam menores 

quantidades de RNAm por dose (DE ALWIS et al., 2021; VOGEL et al., 2018a). 

Embora ambas as estratégias sejam capazes de induzir potentes respostas 

imunológicas de base celular e humoral, as vacinas de nr-RNAm são as mais 

avançadas em ensaios clínicos e recentemente aprovadas pelas autoridades 

regulatórias em todo o mundo (LAMB, 2021). 
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Figura 1. Tipos de vacinas baseadas em RNAm. 
Ambas as vacinas de (A) RNAm convencional e (B) autorreplicativo (re-RNAm) compartilham 
elementos básicos incluindo o cap, regiões 5’ UTR, 3 'UTR e cauda poli-A de comprimento variável. 
As vacinas de re-RNAm também codificam quatro proteínas não estruturais (nsP1–4) e um promotor 
subgenômico derivado do genoma do alfavírus. nsP1–4 codifica uma replicase responsável pela 
amplificação do re-RNAm. Adaptado de Anna K. Blakney, Shell Ip and Andrew J. Geall, 2021.  

 

A utilização do RNAm como plataforma vacinal apresenta diversas vantagens 

em relação a outras estratégias. O método de transcrição in vitro (IVT) é a técnica 

utilizada para sintetizar RNAm in vitro em poucas horas, por meio de uma transcrição 

enzimática isenta de células e livre de lipopolissacarídeos (LPS), excluindo assim 

qualquer preocupação associada com contaminação com endotoxinas 

frequentemente associado às vacinas baseadas em linhagens bacterianas atenuadas 

ou inativadas (NORBERT PARDI , HIROMI MURAMATSU, 2013). O IVT é um 

processo facilmente escalonável, principalmente devido ao alto rendimento das 

reações, e pouco laborioso, que permite purificação simples, rápida e rentável quando 

comparado à produção de vacinas baseadas em cultivo viral em ovos, vacinas de DNA 

ou proteínas recombinantes purificadas (BLAKNEY; IP; GEALL, 2021).  

Uma vez no citoplasma da célula, as moléculas de RNAm são traduzidas em 

proteínas-alvo pela maquinaria de síntese proteica do hospedeiro (IAVARONE et al., 

2017). A expressão do antígeno começa horas após a entrada do RNAm IVT na célula 

e a duração da expressão é transitória e dependente do tempo de vida do RNAm. A 

tradução do RNAm é controlada por mecanismos intrínsecos de degradação da célula 

hospedeira e também por modificações presentes na molécula de RNAm (SAHIN; 

KARIKÓ; TÜRECI, 2014). Como a tradução do RNAm ocorre exclusivamente no 

citoplasma das células transfectadas, problemas de segurança associados à entrega 
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intranuclear, como riscos de integração genômica e transformação celular, são 

evitados, representando, dessa forma, uma importante vantagem sobre vacinas de 

DNA ou vetores virais (GEALL et al., 2012; KOFLER et al., 2004). 

Outro benefício das vacinas de RNAm é de imunidade contra o vetor, garantindo 

a segurança dessas vacinas e a possibilidade de aplicação de múltiplas doses (KIM 

et al., 2020). Além disso, a entrega de antígenos por RNAm permite a geração de 

potentes respostas imunológicas humorais (anticorpos) e celulares (células T) e, por 

isso, torna-se uma plataforma tecnológica interessante para o desenvolvimento de 

tratamentos de doenças crônicas, como o câncer que requer a ação de imunidade 

baseada em células citotóxicas (IAVARONE et al., 2017). Outra vantagem das vacinas 

de RNAm é a flexibilidade, permitindo uma rápida adaptação para a expressão de 

novas sequências de antígenos sejam elas variantes de uma mesma linhagem ou 

espécie ou de diferentes patógenos. Por exemplo, a vacina de RNAm contra o SARS-

Cov-2 foi completamente desenvolvida e aprovada para uso em humanos em menos 

de um ano após o sequenciamento total do vírus, representando um marco na história 

do desenvolvimento de vacinas (KIM et al., 2020).  

Embora apresentem várias características vantajosas, ainda há espaço para 

melhorias nas vacinas baseadas em RNAm. A primeira delas é a necessidade de 

armazenamento em baixas temperaturas, o que dificulta a distribuição em larga 

escala. Recentemente a vacina de RNAm da empresa Pfizer-BioNTech demonstrou 

ser passível de armazenamento em geladeira por até 30 dias (FDA, 2021b). No 

entanto, estudos de estabilidade em longo prazo ainda estão em andamento. Em 

segundo lugar, está a busca por novas estratégias para a entrega do RNAm na célula-

alvo. Os RNAm são moléculas aniônicas, que apresentam repulsão eletrostática com 

a membrana celular, e por isso, não são internalizados de forma eficiente (PARDI et 

al., 2018c). Neste contexto, o desenvolvimento de métodos de entrega eficientes, 

atóxicos, que protejam a molécula contra degradação e que garantam que o RNAm 

chegue íntegro dentro da célula-alvo, ainda se fazem necessários. 

 

1.2 RNAm autorreplicativo como estratégia vacinal 

A hipótese de utilizar o re-RNAm como estratégia vacinal é apoiada por estudos 

recentes que evidenciaram efeitos superiores aos observados para outras plataformas 

(DE ALWIS et al., 2021; GEALL et al., 2012; VOGEL et al., 2018a). Os re-RNAm são 

moléculas grandes (8-12 kb), fundamentadas na plataforma de replicação dos vírus 
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de RNA, principalmente alfavírus, em que o RNAs de fita positiva apresentam quatro 

regiões codificadoras para proteínas não estruturais (nsP1–4), dentre elas, a enzima 

RNA polimerase RNA-dependente (RPRD), um promotor subgenômico e uma região 

codificadora de proteínas estruturais do vírus (PERRI et al., 2003). A região que 

codifica para as proteínas estruturais pode ser substituída pela sequência do antígeno 

alvo, o que resulta em uma molécula de RNAm não infecciosa e capaz de se 

autorreplicar dentro da célula (Figura 1) (LJUNGBERG; LILJESTRÖM, 2015; 

LUNDSTROM, 2014). Cada uma das proteínas não estruturais codificadas pelo RNA 

viral desempenha funções que auxiliam na montagem do complexo RDRP. Dentre 

outras funções, destacam-se: a nsP1 com função envolvida na adição de cap; a nsP2 

com as funções de helicase e protease; a nsP3 que define o macro domínio que 

interage com outras proteínas da célula; e a nsP4 que forma a RDRP (ABU BAKAR; 

NG, 2018). Uma vez que o re-RNAm entra no citoplasma, a molécula de RNAm é 

traduzida pela maquinaria de tradução da célula, levado à produção das poliproteínas 

precursoras do complexo de replicação. A replicase usa a fita de RNAm de sentido 

positivo como molde para sintetizar novas moléculas de RNAm de sentido negativo. 

Posteriormente, estas moléculas servem como molde para a síntese de novas fitas 

positivas da região subgenômica, o que leva a uma produção aumentada do antígeno 

alvo na célula (ABU BAKAR; NG, 2018) (Figura 2). 

A replicação do RNAm permite aumentar gradualmente a expressão dos 

antígenos codificados pelo RNAm, que se mantém por um longo período de tempo. 

Esse processo leva à exaustão celular, estimulação imunológica pelos intermediários 

de RNA de fita dupla (dsRNA) e simula o processo de infecção viral com indução de 

respostas inflamatórias (BLAKNEY; IP; GEALL, 2021; PEPINI et al., 2017). O 

desencadeamento de uma resposta antiviral pode levar à apoptose da célula, 

permitindo, ainda, a apresentação de antígenos e ativação de respostas de linfócitos 

T e B (BRITO et al., 2014b; GEALL et al., 2012; HEKELE et al., 2013; LAZZARO et 

al., 2015).  

Para doenças infecciosas, a utilização do re-RNAm do Vírus da Encefalite 

Equina Venezuelana para a expressão do antígeno GAG do HIV demonstrou, pela 

primeira vez, a ativação de forte resposta de células T CD8+ específicas, bem como a 

indução de anticorpos, quando testada em modelo murino (PERRI et al., 2003). 

Embora seja uma plataforma altamente eficiente para a estimulação das respostas 

imunológicas, os re-RNAm ainda são pouco explorados no contexto de terapia contra 
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o câncer. Alguns poucos estudos exploraram o efeito de vacinas baseadas em DNA 

ou partícula viral codificando um RNAm replicativo para o tratamento do câncer 

(DAEMEN et al., 2003; KOMDEUR et al., 2021; MORSE et al., 2010; VAN DE WALL 

et al., 2018), mas a imunização direta de re-RNAm IVT codificando para antígenos 

tumorais para controle de tumores ainda não foi explorada. 

 

 

 
 
Figura 2. Mecanismo de replicação dos re-RNAm. 
(1) Após a entrada no citoplasma, ocorre a tradução do re-RNAm que produz as proteínas não 
estruturais 1-4 (nsP 1-4) responsáveis pela montagem do complexo RPRD. (2) A RPRD é responsável 
pela replicação do re-RNAm e a síntese de novas cópias de RNAm. (3) Múltiplas cópias do RNA 
subgenômico são produzidas a partir de cada fita re-RNAm originalmente entregue. (4) Isso leva a 
uma produção aumentada do antígeno de interesse (5) quando comparado aos nr-RNAm.  
 
 
 

1.3 Histórico e avanços importantes na área de desenvolvimento das 

vacinas de RNAm 

Em 1990, houve a primeira prova de conceito mostrando a entrega de um RNAm 

e a expressão do antígeno in vivo, sugerindo a utilização de moléculas de RNAm como 

abordagem vacinal (WOLFF et al., 1990). Os problemas com a baixa expressão de 

antígeno, indução de respostas inflamatórias exacerbadas e estabilidade da molécula 

foram fatores limitantes dessa tecnologia como uma estratégia para a prevenção e o 
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tratamento de doenças (KALLEN et al., 2013). Desde então, vários estudos têm 

explorado estratégias para otimizar os elementos estruturais, síntese e purificação da 

reação IVT e métodos de entrega, o que permitiu alcançar melhorias significativas na 

estabilidade, expressão do antígeno, entrega na célula e produção em larga escala 

das vacinas.  

Algumas modificações na sequência dos elementos estruturais podem melhorar 

a estabilidade e a eficiência de tradução do antígeno, como por exemplo, a 

composição dos códons (SAHIN; KARIKÓ; TÜRECI, 2014)'. Elementos ricos em AU 

na região 3′-UTRs são responsáveis pela remoção de caudas poli-A, que permitem 

uma rápida degradação do RNAm e, consequentemente, uma meia-vida curta do 

RNAm no citoplasma (CAPUT et al., 1986). Alternativamente, as sequências 3’UTR 

do RNAm, que codificam a proteína β-globina de diversos animais, são compostas de 

regiões que aumentam a meia vida do RNAm diminuindo sua degradação ao nível 

citoplasmático (ROSS; SULLIVAN, 1985; YU; RUSSELL, 2001). Além disso, a 

presença da sequência 5’ UTR do vírus do tabaco “Tobacco etch virus” é reconhecida 

pelo fator de iniciação eucariótica 4E (eIF4G) e proporciona complementariedade à 

subunidade 18S do RNA ribossomal. Esta, por sua vez, medeia a tradução do RNAm 

por uma via não-canônica independente de cap (GALLIE; TANGUAY; LEATHERS, 

1995; MIRAS et al., 2017; NIETFELD; MENTZEL; PIELER, 1990). Além disso, a 

adição subsequente de análogos de cap na região 5’ da fita de RNAm e o comprimento 

da calda de poli-A, preferencialmente superior a 50 nucleotídeos, é capaz de aumentar 

ainda mais a expressão da proteína de interesse (KARIKÓ et al., 2008). Essas 

melhorias, em conjunto, levaram ao desenvolvimento de vetores que produzem 

moléculas de RNAm mais estáveis, com um aumento significativo da produção da 

proteína de interesse in vivo e por um período mais prolongado (KARIKÓ; KUO; 

BARNATHAN, 1999; NORBERT PARDI , HIROMI MURAMATSU, 2013; WEISSMAN 

et al., 2000).  

Nesse contexto, pesquisadores da Universidade da Pensilvânia (Filadélfia, EUA) 

desenvolveram um vetor para produção de nr-RNAm IVT baseada em um plasmídeo 

pUC que expressa uma sequência não codificadora 5’UTR do “Tobacco etch virus” 

(TEV) associada a uma sequência não codificadora 3’UTR da beta-globina de 

Xenopus (Weissman et al., 2000). Esses elementos não traduzíveis são responsáveis 

por mediar a tradução da proteína por uma via independente de cap, bem como 

aumentar a estabilidade do RNAm e expressão do antígeno, respectivamente 
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(GALLIE; TANGUAY; LEATHERS, 1995; NIETFELD; MENTZEL; PIELER, 1990; 

SCHLAKE et al., 2012). 

A reação de IVT para a produção de nr-RNAm inclui a formação de RNAs curtos 

produzidos por eventos de iniciação abortivos e contaminantes de dsRNA, um potente 

padrão molecular associado a patógenos (PAMP) capaz de ativar receptores celulares 

que levam à inibição da tradução de proteínas (Alexopoulou et al. 2001; Karikó et al. 

2011). Duas estratégias importantes de purificação foram desenvolvidas pelos 

pesquisadores Katalin Karikó e Drew Weissman, para remoção de dsRNA e 

contaminantes da reação de RNAm IVT. As estratégias se baseiam em métodos 

cromatográficos, como cromatografia líquida rápida de proteína de fase reversa 

(FPLC) ou cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) (KARIKÓ et al., 2011) e 

a purificação por colunas carregadas com celulose (BAIERSDÖRFER et al., 2019a), 

sendo esta última uma técnica mais simples, rápida e fácil de executar. Destaca-se 

que a purificação do RNAm demonstrou ser eficiente para a remoção de 

contaminantes de dsRNA e ainda aumentou a produção da proteína alvo a partir de 

RNAm IVT em até 1.000 vezes em células dendríticas (DCs) transfectadas in vitro 

(KARIKÓ et al., 2011).  

 

1.4 nr-RNAm e as modificações nucleosídicas  

Além dos contaminantes de dsRNA, outro importante fator no desenvolvimento 

de vacinas baseadas em RNAm é representado pela indução de respostas 

inflamatórias naturalmente induzida pela molécula. As moléculas de RNA de 

ocorrência natural são sintetizadas com quatro nucleosídeos básicos (ATP, CTP, GTP 

e UTP) durante o processo de transcrição. Subsequente ao processo de transcrição, 

o RNA sofre modificações pós-transcricionais na composição química dos 

nucleotídeos de forma a evitar o reconhecimento pelos receptores intracelulares como 

um RNA exógeno (YU et al., 2019). Existem mais de 143 modificações de 

nucleotídeos de ocorrência natural na natureza (CANTARA et al., 2011) e as mais 

comuns são apresentadas na Figura 3.  
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Figura 3. Modificações nucleosídicas mais frequentes observadas em RNAm de eucariotos.   
A figura mostra as principais modificações na composição química da estrutura dos nucleosídeos de 
ocorrência natural nas células de eucariotos. Adaptado de BioRender.com a partir de modelos 
disponíveis no site. 

 

Uma vez no citoplasma, os RNAm IVT produzidos com os nucleosídeos não 

modificados, uma vez no citoplasma, podem acionar sensores citosólicos, tais como: 

receptores Toll-like (TLRs) -3, -7, -8 (TANJI et al., 2015; ZHANG et al., 2016), 

proteínas de genes induzíveis pelo Ácido Retinóico (RIG-I) e a proteína 5 associada à 

diferenciação de melanoma (MDA5) (ALEXOPOULOU et al., 2001; KARIKÓ et al., 

2004; SEN; SARKAR, 2005), que envia para a célula um sinal de perigo. RIG-I está 

frequentemente associado à detecção de RNAs exógenos e, eventualmente, pode 

levar à parada da tradução, à degradação do RNA e à indução de atividades antivirais 

diretas (KARIKÓ et al., 2004). Esses efeitos são parcialmente mediados pela PKR, 

que fosforila o fator de iniciação da tradução eucariótica 2α (eIF2α), que, por sua vez, 

inibe a tradução do RNAm (SAHIN; KARIKÓ; TÜRECI, 2014). Consequentemente, a 

ativação desses sensores acaba levando a um nível mais baixo de tradução da 

proteína de interesse e à degradação do RNAm (SAHIN; KARIKÓ; TÜRECI, 2014). 

Paralelamente, a indução de respostas de IFN do tipo I por meio da ativação dos 

receptores Toll pode induzir apoptose da célula e, consequentemente, impedir a 

tradução do antígeno codificado (DE BEUCKELAER; GROOTEN; DE KOKER, 2017; 

HEIL et al., 2004). Dessa forma, os nucleosídeos modificados podem ser usados na 

síntese de RNAm por IVT para evitar o reconhecimento de RNAm pelo sistema 
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imunológico inato e suprimir respostas imunológicas indesejáveis (KARIKÓ et al., 

2005). 

Karikó e seus colaboradores foram os pioneiros no desenvolvimento da 

estratégia de sintetizar moléculas de RNAm IVT com propriedades não inflamatórias. 

Em seus trabalhos, foi demonstrado que a substituição nucleosídica do trifosfato de 

uridina (UTP) pelo trifostafo de 1-metil-pseudouridina (m1ΨTP) durante a reação de 

IVT mostrou-se capaz de impedir a ativação da maioria dos TLRs (KARIKÓ et al., 

2005) e o reconhecimento do RNAm IVT pelos sensores RIG-1 e PKR (ANDERSON 

et al., 2010), resultando no aumento da tradução da proteína por DCs (KARIKÓ et al., 

2008). Além disso, essa estratégia foi capaz de induzir fortes respostas imunológicas 

contra diferentes antígenos alvos em modelo animal, sem desencadear efeitos 

inflamatórios decorrentes da inoculação do RNAm (ANDERSON et al., 2010; PARDI 

et al., 2018a, 2018b; RICHNER et al., 2017).  

Os RNAm podem ser sintetizados com outros nucleosídeos modificados que 

não a pseudouridina. No entanto, os trabalhos da Katalin Karikó e colaboradores 

demonstraram que essa modificação é a principal responsável pela supressão da 

atividade inflamatória dos RNAm, levando a uma maior capacidade de tradução por 

DCs e aumento na estabilidade biológica (KARIKÓ et al., 2008). Vale ressaltar que 

apenas as estratégias baseadas em RNAm convencional (nr-RNAm) são passíveis de 

serem produzidas com modificação nucleosídica, uma vez que a replicase codificada 

pelos re-RNAm, não reconhece RNAm modificados e, portanto, não são capazes de 

replicar RNAm produzidos com nucleosídeos modificados.  

Desta forma, a otimização da produção do RNAm IVT com a incorporação de 

nucleosídeos modificados, somados à purificação da reação de IVT por celulose ou 

por cromatografia, se tornaram estratégias importantes no que se refere ao 

desenvolvimento de nr-RNAm como vacinas. Essas descobertas resultaram em três 

patentes (número: US 9750824, US 10232055 e US 20210292786 inventores Katalin 

Karikó e Drew Weissman), posteriormente licenciadas para as empresas Moderna e 

Pfizer-BioNTech e que se mostraram essenciais para o sucesso das vacinas de RNAm 

contra a COVID-19 em humanos.  

 Por outro lado, as propriedades imunoestimulatórias dos RNAm não 

modificados para a indução de repostas de IFN do tipo I podem ser benéficas para a 

ativação de linfócitos T e para o desenvolvimento de imunidade contra tumores 

(BROOS et al., 2016). De fato, a imunização com RNAm não modificado, codificando 
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para diferentes antígenos tumorais e complexado com lipossomas (RNA-LPX), 

resultou no aumento da resposta de células T de memória em modelo pré-clínicos e 

clínicos de melanoma (KRANZ et al., 2016). Destaca-se que os efeitos terapêuticos 

antitumorais observados nesse trabalho foram dependentes da indução da liberação 

de IFN do tipo I (KRANZ et al., 2016). Além disso, outros trabalhos que utilizam a 

vacinação com nr-RNAm não modificado codificando antígenos associados a 

tumores, complexado ou não à protamina (denominado RNA active), mostraram a 

indução de células T antígeno-específicas e aumento da resposta de anticorpos, 

resultando em efeitos antitumorais significativos com aumento de sobrevivência dos 

animais vacinados (FOTIN-MLECZEK et al., 2011, 2012). De forma geral, os efeitos 

promissores induzidos por essa estratégia vacina estão relacionados à uma potente 

ativação de TLR7 e TLR8 (humano), à produção de IFN do tipo I e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, que desencadeiam efeitos adjuvantes e 

antitumorais (EDWARDS et al., 2017). De forma relevante, essa mesma vacina 

demonstrou alta imunogenicidade e efeitos antitumorais em pacientes com câncer de 

próstata (KÜBLER et al., 2011), câncer de pulmão de células não pequenas 

(SEBASTIAN et al., 2019), carcinoma de células renais (RITTIG et al., 2011) e 

melanoma (WEIDE et al., 2009), sendo essa a estratégia de nr-RNAm não modificada 

mais avançada em estudos clínicos para tratamento de câncer. 

O desencadeamento da ativação de IFNs do tipo I pelos RNAm é ambígua. A 

produção de IFNs do tipo I influencia vários aspectos da função das DCs, incluindo a 

apresentação do antígeno, a expressão de moléculas coestimulatórias e a secreção 

de citocinas (BEUCKELAER; GROOTEN; KOKER, 2017). Em contrapartida, a 

ativação dessa via pode ter um efeito adjuvante na ativação de resposta celular 

mediada por células T – benéficas no contexto de imunidade contra tumores. 

Recentemente foi descrito que a cinética relativa à apresentação de antígeno versus 

a secreção de IFN tipo I determina o destino da ativação de linfócitos (BEUCKELAER; 

GROOTEN; KOKER, 2017). Se a ativação das vias de IFN do tipo I ocorre antes do 

contato do TCR do linfócito T com a molécula de MHC da célula apresentadora de 

antígeno, há uma ativação de STAT1, que induz um processo anti-proliferativo e pró-

apoptótico (Bromberg, Horvath, Wen, Schreiber, & Darnell, 1996; Gimeno, Lee, 

Schindler, & Levy, 2005). Por outro lado, se a apresentação do antígeno precede a 

ativação dos receptores de interferons, há uma regulação positiva da ativação de 

STAT4, que resulta em um sinal de proliferação e anti-apoptótico em células T CD8+ 
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(CURTSINGER et al., 2005). Dessa forma, uma vacina de RNAm ideal para o 

tratamento de câncer deve permitir a expressão e apresentação do antígeno por DCs 

para os linfócitos T, com indução mínima de IFNs do tipo I, a fim de iniciar respostas 

de citotóxicas e prevenir a indução de uma resposta inflamatória contra o RNAm. 

 

1.5 Nanopartículas lipídicas como métodos de entrega 

Uma das principais questões relacionadas à aplicação de vacinas de RNAm é o 

desenvolvimento de métodos de entrega in vivo eficientes, não tóxicos e passíveis de 

aplicação clínica. Embora a inoculação direta de RNAm permita a transfecção in vivo, 

a molécula está sujeita à degradação extracelular por ribonucleases e não induz 

ativação eficiente da resposta imunológica (AJBANI et al., 2015; SELMI et al., 2016; 

WOLFF et al., 1990). A eletroporação in vivo também tem sido utilizada como método 

de transfecção de RNAm (CU et al., 2013; HUYSMANS et al., 2019). Entretanto é uma 

técnica que funciona apenas para re-RNAm e não de uma vacina baseada em nr-

RNAm (dados não mostrados). 

Estudos recentes mostraram que as nanopartículas lipídicas (LNPs) são 

excelentes carreadores para entrega de RNAm in vivo e adequadas para aplicações 

pré-clínicas e clínicas devido ao perfil de segurança e capacidade de induzir resposta 

imunológica potente contra vários patógenos, como SARS-Cov-2, HIV, Zika e vírus 

influenza (BOGERS et al., 2015; FREYN et al., 2020; GEALL et al., 2012; HOU et al., 

2021; MAIER et al., 2013; PARDI et al., 2015, 2017). As LNPs são compostas por um 

lipídio catiônico ionizável, responsável pela automontagem das partículas; 

polietilenoglicol ligado a lipídios (PEG), para aumentar a meia-vida das formulações; 

colesterol, como estabilizante; e fosfolipídios de ocorrência natural, que fornecem 

suporte à estrutura da bicamada lipídica (HAJJ; WHITEHEAD, 2017; HOU et al., 2021; 

KOWALSKI et al., 2019). Os lipídios ionizáveis são importantes componentes dessas 

formulações porque não apresentam cargas em pH fisiológico, o que diminui a 

toxicidade das LNPs. Por outro lado, uma vez endocitados, esses lipídios tornam-se 

ionizados no pH ácido, o que permite a liberação do RNAm para o citoplasma (HAJJ; 

WHITEHEAD, 2017; KOWALSKI et al., 2019). Além disso, essas vesículas permitem 

uma maior estabilidade da molécula de RNAm e confere proteção contra a 

degradação por ribonucleases presentes nos tecidos (GEALL et al., 2012).  

A magnitude e a duração da produção de proteína in vivo pelos RNAm 

formulados em LNP (RNAm-LNP) podem ser controladas em função das vias de 
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administração in vivo (intradérmica, intramuscular, subcutânea ou intravenosa) 

(PARDI et al., 2015). No geral, as vias de imunização intramuscular (i.m.) e 

intradérmica (i.d.) de RNAm-LNPs levam à expressão proteica prolongada e 

localizada, ao contrário das vias que levam à liberação sistêmica (PARDI et al., 2015). 

O uso de LNPs no encapsulamento de re-RNAm demonstrou ser capaz de evitar a 

degradação por ribonucleases e aumentar a expressão antigênica, mesmo com o uso 

de uma dose 10 vezes menor em relação ao RNAm não escapsulado (BRITO et al., 

2014a; GEALL; MANDL; ULMER, 2013). Além disso, para o controle de doenças 

infecciosas, essa plataforma conseguiu induzir imunidade específica contra os 

antígenos vacinais avaliados, por meio da produção de títulos de anticorpos similares 

aos induzidos por vetor viral ou de DNA associado à eletroporação (GEALL et al., 

2012). Estudos subsequentes confirmaram a eficácia das formulações de RNAm-LNP 

em modelos pré-clínicos contra a Influenza aviária e HIV, em animais de pequeno, 

médio e grande porte (AJBANI et al., 2015; BOGERS et al., 2015; BRITO et al., 2014a; 

HEKELE et al., 2013) 

As LNPs podem sofrer modificação na composição da sua estrutura, de forma a 

incluir lipídios com propriedades adjuvantes, como lipídios cíclicos que ativam vias 

intracelulares do tipo estimuladores de genes de interferon (STING do inglês 

“stimulator of interferon genes”) (MIAO et al., 2019; TSE et al., 2021). Essas LNPs, 

quando associadas a vacinas de RNAm codificando antígenos vacinais, aumentam os 

efeitos antitumorais e as respostas imunológicas celulares em diferentes modelos pré-

clínicos (MIAO et al., 2019; TSE et al., 2021). Outros estudos tiveram como foco o 

desenvolvimento de lipossomas capazes de promover o direcionamento para órgãos 

específicos. Por exemplo, a modificação na composição lipídica do lipossoma 

carregando uma vacina de RNAm que codifica antígenos de tumores (RNA-LPX), foi 

capaz de levar ao direcionamento seletivo do complexo aos órgãos linfoides, com a 

transfecção preferencial de DCs e ativação de fortes respostas de linfócitos T, seja 

em modelo animal ou com DCs humanas (KRANZ et al., 2016). Mecanismos capazes 

de direcionar o RNAm incorporado a lipossomas para DCs permitem transfecção mais 

eficiente dessas células, as quais são essenciais para a apresentação de antígenos e 

para o início da montagem da resposta imunológica contra tumores (MCCULLOUGH 

et al., 2014).  

A primeira LNP aprovada pelo FDA (do inglês “United States Food and Drug 

Administration”) para uso em humanos ocorreu em 1995, e envolveu seu uso como 
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carreador das drogas doxorrubinina e anfotericina B (AKINC et al., 2019). 

Posteriormente, em 2018, ocorreu a primeira aprovação do FDA de pequenos RNA 

de interferência (siRNA) para uso em humanos, entregues por LNPs (AKINC et al., 

2019; YONEZAWA; KOIDE; ASAI, 2020). Esses avanços na área de biomateriais 

foram essenciais para viabilizar os testes clínicos e levar à aprovação das vacinas de 

RNAm para uso em humanos. 

 

1.6 O HPV e o câncer 

A relação entre o papilomavirus humano (HPV) e o câncer está bem 

estabelecida, totalizando um terço dos casos de tumores associados a agentes 

infecciosos (DE MARTEL et al., 2020). Cerca de 99,8% dos casos de câncer cervical 

são associados a infecções persistente por HPV de alto risco e representam a quarta 

causa de câncer e morte entre mulheres (BURD, 2003; SCHIFFMAN et al., 2007). 

Além disso, o HPV está envolvido com o surgimento de outras neoplasias em homens 

e mulheres, incluindo tumores de vulva, vagina, ânus, pênis e carcinoma de cabeça e 

pescoço (PIROG et al., 2014). Entre os subtipos virais com potencial oncogênico, os 

mais frequentes são os subtipos virais de HPV-16 e -18, responsáveis por cerca de 

70% dos casos de câncer cervical (HAUSEN HZ., 1996).  

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

longo prazo, foram desenvolvidas vacinas preventivas contra o HPV (nome comercial 

Gardasil e Cervarix) baseadas em VLPs (do inglês “vírus like particules”) (KEAM; 

HARPER, 2008; SHI et al., 2007). Embora as vacinas profiláticas sejam capazes de 

desencadear a produção de anticorpos contra as partículas virais e promover elevada 

proteção contra os tipos de HPV cobertos pelas vacinas, elas não são amplamente 

distribuídas e, portanto, muitas pessoas permanecem em risco iminente de 

desenvolver tumores associados ao HPV (WIGLE; COAST; WATSON-JONES, 2013). 

O tratamento utilizado para o câncer cervical é invasivo, envolve cirurgias, 

radioterapias, quimioterapias ou uma combinação destes (FAKHR; MODIC; CID‐

ARREGUI, 2021; HILL, 2020). Além da morbidade iatrogênica, esses tratamentos são 

dispendiosos, traumáticos e não agem especificamente sobre as células tumorais. 

Adicionalmente, muitos pacientes desenvolvem resistência às drogas que pode levar 

a diminuição das taxas de sobrevida global (GADDUCCI et al., 2010; TSENG et al., 

2010). Portanto, é desejável o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

contra tumores induzidos por HPV. 
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Os carcinomas epiteliais cervicais e suas lesões precursoras são resultantes de 

alterações genéticas causadas pela integração genômica e subsequente expressão 

aumentada de duas oncoproteínas virais: E6 e E7 (SYRJÄNEN; SYRJÄNEN, 1999). 

Quando ocorre a integração do DNA viral ao genoma do hospedeiro, a maioria dos 

genes do HPV é perdida, que abrange os genes de regulação da expressão de 

proteínas virais (HAUSEN, 1996). Com isso, todas as células transformadas passam 

a expressar de forma constitutiva as oncoproteínas E6 e E7, que interferem no ciclo 

celular por meio da degradação de p53 e interação com retinoblastoma (pRb), 

respectivamente (SYRJÄNEN; SYRJÄNEN, 1999). A p53 é um fator de transcrição 

envolvido na apoptose e parada do ciclo celular (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 

1990). A proteína pRb ativa genes envolvidos na síntese de DNA e progressão do 

ciclo celular (DYSON, 1998). As modificações resultantes da ação dessas proteínas, 

induzem a malignização da célula e manutenção desse estado (WOODMAN; 

COLLINS; YOUNG, 2007). Em função da sua importância e da expressão constitutiva 

dessas oncoproteinas, a E6 e E7 são excelentes alvos para terapias de tumores 

associados ao HPV. 

 

1.7 Desenvolvimento de vacinas terapêuticas para tratamento de tumores 

induzidos por HPV 

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

estimulam naturalmente uma resposta imunológica citotóxica. Isso acontece por 

serem expressas em um contexto de diversos mecanismos de escape imunológico 

que desencadeiam um quadro de tolerância antigênica (TINDLE, 2002). Estratégias 

terapêuticas capazes de reestabelecer a antigenicidade dessas proteínas são 

necessárias na terapia contra o câncer. Tais vacinas devem ser voltadas para 

aumentar a ativação de células T capazes de reconhecer especificamente e matar as 

células transformadas pelo vírus.  

Estudos recentes descreveram a aplicação bem sucedida de vacinas baseadas 

em RNAm no tratamento de tumores associados ao HPV em condições pré-clínicas 

(GRUNWITZ et al., 2019; TSE et al., 2021). Em particular, vacinas de RNAm que 

codificam E7 associadas a diferentes métodos de entrega resultaram em forte indução 

de resposta de células T específicas e aumento dos efeitos antitumorais contra câncer 

induzido por HPV usando modelo pré-clínico baseado em camundongos 

transplantados com células TC-1 pela via subcutânea (GRUNWITZ et al., 2019; 
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KRANZ et al., 2016; MIAO et al., 2019). Além dos antígenos tumorais, as vacinas de 

RNAm podem ser projetadas para codificar ligantes de moléculas coestimuladoras 

(BIALKOWSKI et al., 2016; VAN LINT et al., 2012), adjuvantes (TSE et al., 2021) ou 

citocinas com potencial antitumoral (LI et al., 2020). Essas estratégias promovem a 

maturação das DCs, aumentam as respostas de linfócitos T CD8+ antígeno-

específicas e melhoraram os efeitos imunológicos antitumorais em estudos pré-

clínicos (BIALKOWSKI et al., 2016; TSE et al., 2021; VAN LINT et al., 2012). Uma 

vacina baseada em nr-RNAm que codifica um agonista de CD40 está em andamento 

em ensaio clínico fase 1/2 (NCT03418480) contra o carcinoma de células escamosas 

de cabeça e pescoço induzido por HPV-18. 

 

1.8 gDE7 como antígeno vacinal 

Nosso grupo de pesquisa tem consolidado estratégias vacinais terapêuticas 

contra tumores induzidos por HPV, sendo uma baseada em DNA (pgDE7h) (DINIZ et 

al., 2010, 2013; LASARO et al., 2005) e outra em proteína recombinante purificada 

(gDE7) (PORCHIA et al., 2011, 2017). Ambas expressam proteínas híbridas, resultado 

da fusão da glicoproteína D (gD) do HSV-1 e a oncoproteína E7 do HPV-16. A proteína 

gD confere um efeito adjuvante ao antígeno E7, uma vez que se liga ao Mediador de 

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

(Atenuador de Linfócitos B e T) que, por sua vez, evita os sinais inibitórios da ativação 

de células B e T desencadeados por esta interação (CHEUNG et al., 2009; COMPAAN 

et al., 2005; STILES et al., 2010). Portanto, a gD pode atuar como uma molécula 

inibidora de checkpoint, aumentando o número de linfócitos T ativados contra as 

oncoproteínas fusionadas à gD.  

As duas abordagens de vacinas baseadas no antígeno vacinal gDE7 foram 

capazes de demonstrar o efeito adjuvante da proteína gD em induzir linfócitos T CD8+ 

citotóxicos e conferir proteção terapêutica parcial quando testados no modelo de 

implante subcutâneo de células TC-1 (DINIZ et al., 2010; LASARO et al., 2005; 

PORCHIA et al., 2011). Quando essas estratégias foram combinadas a outros 

adjuvantes (por exemplo, poly I:C), eletroporação, citocinas (como IL-12 e GM-CSF) 

quimioterápicos, imunometabólicos, ou bloqueadores da imunossupressão, a vacina 

foi capaz de reverter totalmente o crescimento de tumores em camundongos, 

resultando em estratégias vacinais mais potentes que outras já descritas na literatura 

no mesmo modelo pré-clínico de tumores (DINIZ et al., 2013, 2016; MORENO et al., 
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2018; PORCHIA et al., 2017; RAMOS DA SILVA et al., 2021; SALES et al., 2017; 

SILVA et al., 2019). Nosso grupo também demonstrou que a ativação eficaz de DCs 

é crucial na terapia contra tumores (APS et al., 2015; PORCHIA et al., 2017). No 

entanto, vacinas de DNA tem pouca aceitação na indústria, pelas preocupações com 

a segurança e a baixa imunogenicidade em ensaios clínicos. Atualmente, essa técnica 

necessita de métodos de transfecção complexos, como a eletroporação, que 

apresenta desafios técnicos para vacinação em massa.  

Diante da potencialidade do antígeno vacinal desenvolvido pelo nosso grupo, e 

da necessidade de viabilizar abordagens terapêuticas para uso em humanos, a 

presente tese de doutorado buscou expandir os estudos com o antígeno vacinal gDE7, 

a partir de três vacinas de RNAm diferentes: (i) re-RNAm, (ii) nr-RNAm não modificado 

(UTP) e (iii) nr-RNAm com modificação nucleosídica (m1Ψ). Todas elas foram 

formuladas em LNP e estão voltadas para o tratamento de tumores associados ao 

HPV-16. Coletivamente, este estudo fornece análises comparativas detalhadas da 

resposta imunológica e da eficácia terapêutica induzida e pelas três vacinas de 

RNAm-LNP baseadas em gDE7. Em suma, os resultados deste trabalho demonstram 

uma estratégia terapêutica de alta relevância e com potencial para o desenvolvimento 

de terapias mais seguras e eficientes no controle de lesões e câncer induzidos por 

HPV em condições clínicas. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Desenvolver uma nova vacina terapêutica, voltada para o controle de tumores 

induzidos pelo HPV-16 em modelo pré-clínico, a partir de três abordagens vacinais 

baseadas em RNAm não replicativo (convencional ou por incorporação nucleosídeos 

modificados) e autorreplicante. As vacinas foram incorporadas em nanopartículas 

lipídicas (LNPs) codificando o mesmo antígeno vacinal: a proteína quimérica gDE7. 

Dentre as etapas experimentais específicas realizadas para conclusão deste trabalho 

estão: 

 

2.2 Objetivos específicos  

 Construir, produzir e purificar as vacinas baseadas em RNAm-LNP codificando 

o antígeno gDE7 e avaliar a expressão do antígeno in vitro e in vivo. 

 Avaliar a proteção terapêutica induzida pelas três estratégias vacinais 

baseadas na plataforma de RNAm-LNP frente ao modelo terapêutico de 

desafio tumoral com células TC-1 no modelo subcutâneo (s.c.). 

 Investigar os mecanismos de resposta celular envolvidos na proteção 

antitumoral induzida pela imunização e, em particular, caracterizar a resposta 

de células T de memória no modelo de tumores induzidos por HPV-16. 

 Analisar o efeito antitumoral terapêutico das vacinas baseadas em RNAm-LNP 

no controle de tumores que expressam antígenos de HPV-16 a partir de 

modelos ortotópicos com implante de tumores em mucosa intravaginal e 

sublingual.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais de experimentação  

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 com idade entre 6 

a 8 semanas de idade adquiridos do Biotério Central da Faculdade de Medicina 

(Universidade de São Paulo - Brasil) ou do Laboratório Jackson (Estados Unidos). 

Camundongos fêmeas C57BL/6 deficientes em CD8 (do inglês knockout -KO) e ou 

deficientes em CD4 foram fornecidos pelo Centro de Criação de Animais do 

Departamento de Imunologia da Universidade de São Paulo. Os camundongos foram 

manuseados de acordo com as políticas locais, estaduais e federais para o uso de 

animais em pesquisas. Os procedimentos experimentais e de eutanásia foram 

realizados de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de 

Controle da Experimentação Animal (CONCEA) e conduzidos sob os protocolos 

aprovados pelos Comitês Institucionais de Cuidado e Uso de Animais (IACUC) da 

Universidade da Pensilvânia e do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade de São Paulo. 

 

3.2 Linhagens celulares 

3.2.1 TC-1 

A linhagem celular tumoral TC-1 foi derivada de células do epitélio pulmonar 

primário de camundongos C57BL/6, transformados com genes que codificam c-Ha-

ras e HPV-16 E6 e E7 (LIN et al., 1996). A variante TC-1-luc foi obtida após a 

transdução de células TC-1 por lentivírus que codifica a luciferase (Luc) do vagalume 

(KIM; HUNG; WU, 2007). Ambas as células, (gentilmente cedida pelo Dr. T.C. Wu, 

Universidade Johns Hopkins, EUA) foram cultivadas em meio RPMI (Gibco) 

suplementado com 50 U/ml de penicilina/estreptomicina, 0,4 mg/ml de G418 e 10% 

de soro fetal bovino (SFB) a 37 °C e 5% de CO2. As células foram rotineiramente 

testadas quanto à presença de micoplasma por PCR. No dia do transplante tumoral, 

as células foram tratadas com Tripsina-EDTA e suspensas em RPMI sem soro em 

concentrações apropriadas de uso, em um volume de 100 µL por animal. 

 

3.2.2 HEK 293-T 
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As células HEK 293-T foram cultivadas em DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium) com suplemento de alta concentração de glicose e com 10% de SFB e 50 

U/ml de penicilina/estreptomicina. 

 

3.2.3 Células dendríticas derivadas de monócitos (mo-DC) 

As células humanas primárias foram isoladas de amostras de sangue periférico 

obtidas de voluntários saudáveis após o procedimento de leucoaferese. Os estudos 

foram conduzidos sob os protocolos aprovados pelo IACUC da Universidade da 

Pensilvânia (Estados Unidos). As células dendríticas derivadas de monócitos (mo-DC) 

humanos foram geradas a partir dos monócitos humanos primários cultivados em 

RPMI 1640, contendo 10% de SBF, 50 U/ml de penicilina/estreptomicina e 

diferenciadas por 7 dias, a partir da suplementação com o fator estimulador de colônia 

de macrófago e granulócito humano recombinante (GM-CSF - 50 ng / ml) e a citocina 

IL-4 (100 ng / ml) a cada 3 dias.  

 

3.3 Plasmídeos 

 Os plasmídeos T7-pUC-TEV-A101 (cedido pelo prof. Norberti Pardi, 

Universidade da Pensilvânia, EUA), SP6-VEE-IRES-Puro (Addgene) e T7-SFV-

OPaL1-A50 (cedido pelo prof. Tim Beissert, Universidade Johannes Gutenberg, 

Mainz, GER) foram utilizados para clonagem do gene de interesse e posteriormente 

como molde para a IVT do RNAm. Para isso, utilizamos a sequência otimizada do 

gene que codifica a proteína E7 de HPV-16 fusionada geneticamente à gD de HSV-1, 

presente no plasmídeo pUMVC3-gDE7h (DINIZ et al., 2013), para produzir o gene 

sintético de interesse e realizar a clonagem nos plasmídeos de interesse.  

 

3.4 Vacinas baseadas em RNAm 

As vacinas foram desenvolvidas com base em três diferentes plataformas de 

RNAm, cada uma codificando a proteína híbrida gDE7 (formada pela fusão genética 

da proteína E7 do HPV-16 com a gD do HSV-1), ou o gene Luc. Para este fim, usamos 

o nr-RNAm contendo uridina 5'-trifosfato (UTP) ou 1-metilpseudouridina-5'-trifosfato 

(m1ΨTP-TriLink, aqui chamado de m1Ψ) para produzir o RNAm não replicativo 

contendo nucleosídeo não modificado e modificado, respectivamente. Além disso, 

também utilizamos as formulações baseadas de RNAm replicativo (re-RNAm) 

codificando o mesmo antígeno alvo. 



48 
Material e métodos __________________________________________________________________ 
 

3.5 Produção das vacinas de RNAm IVT 

O plasmídeo T7-pUC-TEV-A101 foi utilizado para a transcrição in vitro do nr-

RNAm, enquanto que as vacinas re-RNAm foram transcritas usando o vetor SP6-VEE-

IRES-Puro ou T7-SFV-OPaL1-A50, que contém 5` e 3`UTRs e regiões de caudas poli-

A otimizadas para tradução da proteína de interesse. O RNAm foi transcrito utilizando 

o kit T7 RNA polimerase (Megascript, Ambion) e o plasmídeo linearizado como molde. 

Os transcritos foram sintetizados com m1ΨTP ou UTP para produzir os RNAm 

modificado por incorporação nucleosídica ou o RNAm não modificado, 

respectivamente. Os RNAms foram purificados por adsorção em colunas carregadas 

com celulose (Sigma-Aldrich # 11363-250G) para remover contaminantes de RNA de 

fita dupla, conforme descrito anteriormente (BAIERSDÖRFER et al., 2019a). Em 

seguida, foram adicionados o Cap1 na região 5’ do RNAm usando o kit de Cap1 m7G 

e 2'-O-metiltransferase (ScriptCap, CellScript) para obtenção da RNAm final (PARDI 

et al., 2013). Todos os RNAm foram analisados por eletroforese em gel de agarose e 

foram armazenados em freezer a -20 °C. 

 

3.6 Formulação dos RNAm em nanopartículas lipídicas (LNPs) 

As LNPs são compostas por lipídio catiônico ionizável, fosfatidilcolina, colesterol 

e polietilenoglicol-lipídio, de acordo a preparação previamente descritas 

(JAYARAMAN et al., 2012; MAIER et al., 2013). Os RNAm foram encapsulados 

usando um processo de automontagem no qual uma solução aquosa de RNAm, em 

pH ácido, foi misturada com a solução lipídica dissolvida em etanol (MAIER et al., 

2013). As partículas carregadas com RNAm foram caracterizadas por tamanho, carga 

e potencial zeta e, subsequentemente, armazenadas a -80 °C.Todo o processo de 

encapsulamento foi realizado pela empresa Acuitas, colaboradora do projeto. 

 

3.7 Transfecção in vitro 

A transfecção de células HEK 293-T ou mo-DC humanas foi realizada usando 

TransIT-mRNA (Mirus Bio), de acordo com as instruções do fabricante. 

Resumidamente, os Luc- ou gDE7 RNAm (0,1 μg) foram combinados com TransIT-

mRNA Reagent e Boost Reagent em meio sem soro e os complexos adicionados a 5 

× 104 células em DMEM completo (HEK 293- T) ou meio RPMI 1640 (mo-DC). Os 

experimentos de luminescência in vitro foram realizados com células lisadas em 

tampão específico de lise para luciferase (Promega) em diferentes tempos pós-



49 
Material e métodos __________________________________________________________________ 
 

transfecção. As alíquotas foram testadas quanto à atividade enzimática usando o 

sistema de ensaio da luciferase (Promega) e a luminescência foi medida por um 

luminômetro MiniLumat LB 9506 (Berthold/EG & G; Wallac). Alternativamente, as 

células transfectadas com RNAm codificando para a gDE7 ou Luc foram lisadas por 

30 min em gelo em tampão de ensaio de rádio imunoprecipitação (RIPA) (Sigma) e 

coletadas para análises de Western blot 24 h após a transfecção. 

 

3.8 Western blot 

Os lisados de células transfectadas com RNAm codificando para gDE7 foram 

testados quanto à presença da proteína gDE7. As amostras foram misturadas com 

tampão Laemmli 4X (Bio-Rad), incubadas a 95 °C por 10 min e, em seguida, 

submetidas a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida de SDS-PAGE (do inglês 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electroforesis) de gradiente de 

concentração de poliacrilamida (4% a 15%) usando um dispositivo Mini-Protean TGX 

(Bio-Rad) por 1 h a 120 V. A transferência para membranas de nitrocelulose, 

previamente ativada, foi realizada utilizando uma unidade de transferência semi-seca 

(Ellard Instrumentation) à 10 V por 1 h. A membrana foi bloqueada com 5% de leite 

em pó desnatado em tampão de solução salina tamponada com Tris (TBS) contendo 

0,1% de Tween-20. Em seguida, a membrana foi incubada com o mAB 1D3 anti-gD 

de camundongo (diluição de 1:10.000) ou com o mAB anti-GAPDH produzido em 

coelho (clone 14C10, 1:5.000) por 14 h a 4 °C. A seguir, as membranas foram 

incubadas com anti-IgG de camundongo produzido em cabra conjugado a peroxidase 

(IgG-HRP Sigma, diluição de 1: 5.000) durante 1 h à temperatura ambiente. Todos os 

anticorpos foram diluídos em leite em pó desnatado a 5% em TBS-T. A membrana foi 

revelada usando o reagente de detecção Amersham ECL Western Blotting e um 

sistema Amersham Imager 600 (ambos da GE Healthcare). 

 

3.9 Detecção de bioluminescência in vivo 

Os camundongos inoculados com Luc RNAm-LNP (3 μg / camundongo) para os 

ensaios de expressão de Luc in vivo, bem como camundongos transplantados com as 

células TC-1 Luc para os experimentos de modelo de implante de tumor de mucosa, 

foram avaliados quanto a emissão de bioluminescência in vivo. Para isso, os animais 

foram inoculados intraperitonealmente (i.p.) com 200 μl de D-luciferina (Regis 

Technologies) a uma concentração de 150 mg/kg, e a bioluminescência foi avaliada 
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usando o sistema de imagem IVIS Spectrum (Caliper Life Sciences). Os camundongos 

foram anestesiados em câmara de anestesia ventilada com 3% de isoflurano em 

oxigênio, e as imagens foram adquiridas 5 min após a injeção de D-luciferina. A 

bioluminescência foi quantificada na região de interesse para obter os valores de fluxo 

total expressos em fótons por segundo (f/s) usando o software Living IMAGE (Caliper 

Life Sciences). 

 

3.10 Implantação do tumor 

3.10.1 Modelo de tumor subcutâneo 

Os camundongos foram transplantados com 1 x 105 células TC-1 diluídas em 

100 μl de solução de PBS por injeção subcutânea (s.c.) na região dorso-lateral direita. 

O crescimento do tumor foi monitorado 2-3 vezes e mensurados com auxílio de um 

paquímentro. Os diâmetros menor (d) e maior (D) dos tumores foram medidos e as 

áreas tumorais foram calculadas de acordo com a fórmula D x d. A sobrevivência foi 

registrada por pelo menos 70 dias. Os camundongos foram sacrificados quando o 

tamanho do tumor atingiu 15 mm de diâmetro ou se tornou necrótico. 

3.10.2 Redesafio com as células tumorais 

Para os experimentos de proteção contra recidivas, os camundongos receberam 

uma segunda inoculação de células tumorais com uma concentração de células TC-1 

10 vezes maior (1 x 106 células por camundongo), 90 dias após o primeiro desafio 

tumoral. Para os ensaios de análise de infiltrado intratumoral, as células TC-1 foram 

previamente diluídas em uma matriz extracelular (Matrigel - BD) antes da inoculação 

nos animais, seguindo as instruções do fabricante. Resumidamente, as células TC-1, 

na concentração de 1x106 células por camundongo, foram ressuspensas em 100 μl 

de PBS, misturadas com 100 μl de Matrigel a 4 °C e inoculadas por via s.c nos animais. 

 

3.10.3 Modelo de tumores ortotópicos  

Modelo intravaginal. Camundongos fêmeas foram inicialmente tratadas com 

inoculação por via s.c. de acetato de medroxiprogesterona (nome comercial 

DepoProvera - 3 mg por camundongo) para sincronização do ciclo estral. Quatro dias 

depois, 1x105 células TC-1-luc por camundongo foram inoculadas na submucosa da 

parede lateral da vagina do animal usando 20 μl de suspensão de células em PBS. 

Modelo sublingual. As células TC-1-luc, em uma concentração de 5x104 células 

por camundongo diluídas em 10 μl de PBS, foram transplantadas na região da 
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submucosa da língua. Apenas para fins didáticos, chamamos aqui de sublingual a 

inoculação das células na língua do animal, o que não se refere à inoculação das 

células abaixo da língua. 

Em ambos os modelos, a implantação de células tumorais foi confirmada com 

um sistema de imagem IVIS Spectrum (Caliper Life Sciences) 3 dias após o 

transplante das células tumorais. Os animais foram monitorados quanto à emissão de 

bioluminescência uma vez por semana. Os camundongos foram sacrificados quando 

o fluxo total atingiu entre 109-1010 f/s ou quando os animais perderam mais de 20% do 

peso corporal, de acordo com os regulamentos de cuidados com os animais. 

 

3.11 Protocolo de imunização 

Os ensaios de imunização foram iniciados no mínimo 3 dias após o implante das 

células tumorais. Os camundongos foram imunizados com uma única dose das 

diferentes vacinas baseadas em RNAm-LNPs que codificam gDE7 (30 µg ou 5 µg) 

diluídas em um total de 80 µl de PBS e inoculados por via intramuscular (i.m.) no 

músculo tibial anterior em um volume de 40 μl por pata. Camundongos do grupo 

controle foram inoculados com a formulação Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP na mesma dose. 

Alternativamente, camundongos portadores de tumor foram imunizados com 

quantidades decrescentes das diferentes formulações de RNAm-LNPs para avaliar a 

dose mais baixa capaz de induzir respostas antitumorais. As imunizações foram 

iniciadas quando o tamanho médio do tumor atingiu aproximadamente 12 mm2, 

geralmente no dia 12 após o transplante das células tumorais. Para os modelos de 

tumor ortotópico, os camundongos receberam as imunizações três dias após a 

inoculação do tumor, quando a bioluminescência atingiu aproximadamente 106 ou 107 

f/s no modelo de tumor intravaginal e sublingual, respectivamente. 

 

3.12 Citometria de fluxo 

3.12.1 Preparação de amostras para citometria de fluxo 

Sangue e baço. Suspensões de células únicas de sangue e baço foram 

preparadas de acordo com protocolos padrão previamente descritos. 

Resumidamente, as células foram tratadas com tampão de ACK para lise das 

hemácias, centrifugadas a 600 g por 5 min e lavadas com meio RPMI suplementado 

com 5% de SFB. Em seguida, as células foram diluídas em meio RPMI completo e 

mantidas a 4 °C até o momento de uso. 
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Tumor. As amostras de tumor foram excisadas 6 dias após o transplante das 

células tumorais imersas em matrigel. As amostras foram então cortadas em 

pequenos pedaços e incubadas em PBS contendo 1 mg/ml de colagenase D (Roche) 

e 50 µg/ml de DNAse I (Roche), e incubadas por 40 min a 37 °C. A reação da 

colagenase foi interrompida após a adição de solução de EDTA 5 mM, e as 

suspensões de células foram filtradas em filtros de 70 μm e 40 μm (BD) 

respectivamente, seguidas de lavagens com RPMI 10% de SFB. As células foram 

centrifugadas a 600 g durante 15 min e diluídas em PBS contendo 2% de SFB, e 

mantidas a 4 °C até o momento da marcação. 

 

3.12.2 Ensaio de linfócitos T citotóxicos in vivo  

Suspensões de esplenócitos de camundongos não imunizados (do inglês naive) 

foram divididas em duas alíquotas iguais e marcadas com éster succinimidil de 

diacetato de carboxifluoresceína (CFSE; Invitrogen #C34554) em concentrações 

finais de 7 μM (CFSEhigh) ou 0,7 μM (CFSElow). As células CFSEhigh foram pulsadas 

com 2,5 µg/mL do peptídeo T CD8+ E7 específico 49RAHYNIVTF57, GenScript, # 

RP20249) em meio RPMI suplementado com 10% de SFB a 37 °C por 40 min. 

Números iguais de células pulsadas (CFSEhigh) e não pulsadas (CFSElow) foram 

inoculados pela via intravenosa em um total de 2 x 107 células por camundongo, em 

animais previamente imunizados com 30 μg de gDE7 ou Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP 14 

dias antes. Dezoito horas após a inoculação, os baços dos animais imunizados foram 

removidos e os esplenócitos analisados, após marcação com CFSE, por citometria de 

fluxo usando citômetro de fluxo LSR II ou Fortessa (BD Biosciences, CA, EUA). Os 

números de células CFSEhigh e CFSElow foram usados para calcular a porcentagem 

de morte de células alvo pulsadas com o peptídeo, determinado pelo uso da fórmula: 

[1 - (% CFSEhigh imunizado /% CFSElow imunizado) / (% CFSEhigh controle /% CFSElow 

controle)] x 100. 

 

3.12.3 Determinação de células T CD8+ produtoras de citocinas 

Suspensões de células de sangue periférico ou baço, a uma concentração de 3 

x 106 células/poço, foram estimuladas na presença de 5 µg/ml de peptídeo T CD8+ E7 

específico (49RAHYNIVTF57, GeneScript, #RP20249) e 1 μg/ml de anticorpo 

monoclonal (mAb) anti-CD28 (BD Biosciences, CA, USA # 553295) em uma placa de 

fundo em U a 37 °C, 5% de CO2 por 1 h seguido pela adição de 5 µg/ml de brefeldina 
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A (GolgiPlug; BD Biosciences , CA, EUA, #555029) e 2 µg/ml de monensina 

(GolgiStop; BD Biosciences, CA, EUA, #554724) por um mínimo de 5 h. Amostras não 

estimuladas para cada animal e amostras incubadas com forbol 12-miristato-13-

acetato (PMA; 10 ng/ml) e ionomicina (200 ng/ml; Sigma) foram incluídas como 

controles negativos e positivos, respectivamente. As células foram lavadas com PBS 

e coradas com o kit Live/Dead Aqua (Dead Cell Stain, Thermo Fisher) seguido do 

bloqueio do receptor Fc anti-CD16/32 (BD Biosciences, CA, EUA, # 553142) durante 

30 min a 4 °C. As superfícies das células foram marcadas com o mAb anti-CD8 Pacific 

Blue (clone 53-6.7; BioLegend, #100725) durante 30 min a 4 °C. Após a marcação 

extracelular, as células foram lavadas com tampão FACS (PBS com 2% de FBS), 

fixadas e permeabilizadas usando o kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, # 554714) 

e marcadas intracelularmente com os mAbs anti-CD3 APC-Cy7 (clone SP34-2; BD 

Biosciences, # 557586), anti-TNF-α PE-Cy7 (clone MP6-XT22; BD Biosciences, # 

557644), anti-IFN-γ AF700 (clone XMG1.2; BD Biosciences, # 557998) e anti- IL-2 

BV711 (clone JES6-5H4; BioLegend, # 503837) durante 30 min a 4 °C. Em seguida, 

as células foram lavadas com o tampão de Perm (BD Biosciences, # 554714), fixadas 

com PBS contendo 1% de paraformaldeído e armazenadas a 4 °C até o momento da 

aquisição das amostras. 

 

3.12.4 Marcação de dextrâmero, detecção de linfócitos infiltrantes no tumor (TIL) 

e caracterização de células T de memória.  

Suspensões de células provenientes do baço ou do tumor foram plaqueadas em 

uma concentração de 3 x106 células por amostra e, subsequentemente, marcadas 

com Live/Dead Aqua (Dead Cell Stain, Thermo Fisher) em PBS, seguido por bloqueio 

do receptor FC anti-CD16/32 (BD Biosciences, CA, EUA, #553142), durante 30 min a 

4 °C. Em seguida, as células foram marcadas com o dextrâmero peptídeo MHC de 

classe I restrito E749-57 APC-conjugado (Immudex, Copenhagen, Dinamarca, # 

JA2195) por 40 min e depois analisadas por citometria de fluxo usando dois painéis 

de mAb diferentes. No primeiro, as células foram marcadas extracelularmente com os 

mAbs anti-CD8α Pacific Blue (clone 53-6.7; BioLegend, #100725) e anti-CD3 APC-

Cy7 (clone SP34-2; BD Biosciences, #557586) por 30 min a 4 °C, para avaliar as 

células T CD8+ E7-específicas. No segundo, as células foram marcadas com os mAbs 

de superfície: anti-CD45, anti-CD3, anti-CD8, anti-CD44, anti-CD62L, anti-CD127, 

anti-KLRG-1, anti-CD103 e anti-CD69 (BioLegend ou Biosciences) para avaliar os 
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linfócitos infiltrantes no tumor (TIL) e células T de memória. As células foram lavadas 

duas vezes em tampão FACS, fixadas com PBS 2% contendo 1% de paraformaldeído 

e armazenadas a 4 °C até o momento da aquisição das amostras. Os fenótipos de 

células imunes foram definidos por um pré-gate em células únicas (do inglês singlets), 

seguido da detecção de células viáveis,  da seguinte forma: TIL: (CD45+ CD3+ CD8+); 

TIL E7-específico: (CD45+ CD3+ CD8+ Dextr+); Célula T de memória central (TCM): 

CD45+ CD3+ CD8+ Dextr+ CD44+ CD62L+; Células efetoras de vida curta (SLEC): 

CD45+ CD3+ CD8+ Dextr+ CD44+ CD62L- KLRG-1+ CD127-; Células efetoras 

precursoras de memória (MPEC): CD45+ CD3+ CD8+ Dextr+ CD44+ CD62L- KLRG-

1− CD127+; Célula T de memória residente (TRM): CD45+ CD3+ CD8+ Dextr+ CD69+ 

CD103+. 

Todos os dados de citometria de fluxo foram analisados no citômetro LSR II ou 

LSR Fortessa (ambos BD Bioscience, CA, EUA). Para todos os experimentos, um total 

aproximado de 500.000 - 1.000.000 eventos foram adquiridos por amostra. Os dados 

foram analisados com auxílio do software FlowJo 10.4 (FlowJo LLC) após a exclusão 

inicial de doublets usando os parâmetros FSC e SSC. A ferramenta de Boolean foi 

usada para criar o conjunto de combinações possíveis, para determinar células únicas 

produtoras de mais de uma citocina. 

 

3.13 Ensaio de ELISpot 

Os ensaios de ELISpot foram realizados com as células do baço coletadas duas 

semanas após a imunização. Os esplenócitos foram semeadas na concentração de 4 

x 105 células por poço, em placas de nitrocelulose de 96 poços (Multiscreen, Millipore) 

previamente revestidas com o anticorpo anti-IFN-γ purificado (# 551216; BD 

Biosciences). As células foram estimuladas ou não com o peptídeo T CD8+ E7 

específico 49RAHYNIVTF57 (GeneScript) a uma concentração de 5 µg/ml por 24 h. A 

secreção de IFN-γ foi detectada após a marcação com um anticorpo anti-IFN-γ 

biotinilado (# 554410; BD Biosciences) por 14 h a 4 °C, seguido do tratamento com o 

substrato AEC (#551951; BD Biosciences) de acordo com as instruções do fabricante. 

Os spots foram contados em um software automático Aid ELISpot 6.0 usando um leitor 

estereomicroscópio AID ELISPOT (Autoimmun Diagnostika GMBH, Oberkochem, 

Alemanha). Os resultados foram expressos como células formadoras de spots (SFC 

– do inglês spot forming cells) por 106 células (SFU/106 células) após subtrair os 

valores de controle negativo de células não estimuladas de todos os grupos testados. 
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3.14 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism, versão 

8.0. As análises de vários grupos foram realizadas usando o teste paramétrico de 

comparações múltiplas usando o One ou Two Way ANOVA seguido dos pós teste de 

Bonferroni. As curvas de sobrevivência foram comparadas usando o teste de log-rank 

(Mantel-Cox). Métodos apropriados foram indicados nas legendas com diferenças 

significativas marcadas em todas as figuras. Os valores e as barras de erro foram 

expressos como média ± erro padrão da média (SEM). Os níveis de significância 

foram definidos como p <0,05 (∗ p <0,05; ∗∗ p <0,01 e ∗∗∗ p <0,001). As figuras foram 

preparadas nos softwares GraphPad Prism e Adobe Illustrator 2020 (Adobe Systems, 

San Jose, CA), e as ilustrações gráficas feitas no website BioRender utilizando a 

versão gratuita.  
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4 RESULTADOS 

 

As vacinas antitumorais específicas para HPV que estão atualmente em estágio 

clínico de desenvolvimento são baseadas em diferentes plataformas tecnológicas. 

Dentre elas incluem-se proteínas recombinantes, vacinas com vetores bacterianos ou 

virais e vacinas genéticas, particularmente baseadas em DNA plasmidial (CHENG; 

WANG; DU, 2020). Entretanto, nenhuma vacina terapêutica foi licenciada para uso 

em humanos até o momento. O sucesso da aplicação de vacinas de RNAm para a 

prevenção da COVID-19 em meio à pandemia causada pelo SARS-CoV-2, abriu 

perspectivas para o desenvolvimento de novas vacinas genéticas baseadas nas 

plataformas de expressão de RNAm (BADEN et al., 2021; POLACK et al., 2020). 

Trabalhos recentes descreveram resultados promissores obtidos pelas vacinas de 

RNAm no tratamento de tumores associados ao HPV em condições pré-clínicas, 

demonstrando o potencial terapêutico dessa estratégia vacinal na terapia contra o 

câncer (GRUNWITZ et al., 2019; KRANZ et al., 2016; MIAO et al., 2019). Em 

particular, as vacinas de RNAm que codificam E7, associadas a diferentes métodos 

de entrega, resultaram em forte indução de respostas de células T específicas e 

aumento dos efeitos antitumorais em camundongos transplantados com as células 

TC-1 pela via s.c., (GRUNWITZ et al., 2019; KRANZ et al., 2016; MIAO et al., 2019). 

Nosso grupo descreveu duas estratégias vacinais terapêuticas contra tumores 

induzidos por HPV: uma baseada em DNA e outra em proteína recombinante. Ambas 

envolvem a expressão de uma proteína híbrida, resultado da fusão da glicoproteína D 

(gD) do HSV-1 e a oncoproteína E7 do HPV-16, chamada de gDE7 (DINIZ et al., 2013; 

LASARO et al., 2005; PORCHIA et al., 2011). As duas abordagens foram capazes de 

demonstrar a ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos específicos e conferir proteção 

parcial terapêutica quando testados no modelo de implante s.c. de células tumorais 

TC-1 associadas ao HPV-16 (DINIZ et al., 2010; PORCHIA et al., 2011). Diante dos 

resultados obtidos pelo nosso grupo e da perspectiva de viabilizar uma abordagem 

terapêutica para uso em humanos, esse trabalho buscou expandir os estudos com as 

vacinas terapêuticas baseadas em gDE7, a partir da plataforma de vacina de RNAm 

para o tratamento de tumores associados ao HPV-16.  

Na presente tese de doutorado, descrevemos a construção e síntese de três 

vacinas baseadas em RNAm, sendo elas: (1) não replicativa e não modificada (nr-
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RNAm UTP), (2) não-replicativa e modificada por incorporação nucleosídica com a 

metil-1-peseudouridina (nr-RNAm m1Ψ) e (3) autorreplicativa (re-RNAm). As três 

plataformas vacinais foram desenhadas de forma a codificarem o gene repórter da 

Luc e o gene que codifica a proteína gD fusionada à oncoproteína E7 do HPV-16 

(gDE7). Todas as vacinas foram incorporadas em nanopartículas lipídicas (LNPs) 

como estratégia de delivery, e então utilizadas como uma abordagem terapêutica 

contra tumores induzidos por HPV-16 em modelo murino. Para melhor compreensão, 

os resultados foram divididos em três partes: a primeira seção dos resultados é voltada 

para a produção das vacinas de RNAm envolvendo a síntese in vitro e a 

caracterização da expressão do gene de interesse in vitro e in vivo. Para esse 

propósito, comparamos as estratégias de nr-RNAm e re-RNAm que codificam para o 

gene repórter da Luc ou para o antígeno vacinal gDE7, quanto à expressão do gene 

de interesse in vitro. Na segunda parte, buscamos avaliar a proteção antitumoral 

terapêutica das diferentes vacinas de RNAm-LNP que codificam o antígeno vacinal 

gDE7, utilizando o modelo de tumores induzidos por HPV-16 em camundongos 

transplantados com as células TC-1. Em seguida, foram caracterizados a resposta 

imunológica e os mecanismos relacionados com a proteção antitumoral terapêutica 

induzida pelas diferentes estratégias vacinais. Além disso, investigamos a capacidade 

das vacinas em promover proteção terapêutica contra recidivas, bem como a 

caracterização das células imunológicas de memória envolvidas na proteção de longo 

prazo. Por fim, as vacinas foram avaliadas em relação à proteção antitumoral 

terapêutica no modelo de tumores em estágio avançado de crescimento. Na terceira 

e última parte dos resultados, avaliamos a eficácia das diferentes vacinas no contexto 

terapêutico de implantação de tumores de mucosa, que mimetizam a localização das 

neoplasias em humanos, como os tumores cervicais (modelo intravaginal) e os 

tumores de cabeça e pescoço (modelo sublingual). 

 

4.1 Síntese in vitro e purificação das vacinas nr-RNAm e re-RNAm  

Inicialmente foi realizada a produção do nr-RNAm codificando Luc sintetizado 

com nucleosídeos não modificados (UTP) ou com a incorporação nucleosídica da 1-

metil-pseudouridina (m1Ψ). O fracionamento por tamanho do RNAm IVT foi realizado 

por meio de eletroforese para confirmar a integridade e o tamanho do produto obtido, 

bem como avaliar a ausência de fragmentos de tamanho indesejáveis. Conforme 
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observado na Figura 4a, ambas as amostras de nr-RNAm UTP ou com a incorporação 

nucleosídica (nr-RNAm m1Ψ) apresentaram bandas íntegras de aproximadamente 

2.000 nucleotídeos, compatíveis com o tamanho predito in silico. Como esperado, 

observamos também a presença de bandas mais altas, correspondente às estruturas 

secundárias do RNAm, visualizadas no gel não-desnaturante. Observamos que os 

RNAms modificados por peseudouridina migram com um peso molecular ligeiramente 

menor do que seus equivalentes não modificados, no gel de agarose, que pode ser 

atribuído ao empacotamento mais compactado e, portanto, menor volume 

hidrodinâmico de RNAms modificados (Figura 4a).  

 Em relação às construções com o vetor autorreplicativo, incialmente propomos 

reduzir o tempo de reação de síntese de RNA para 30 mim, 40 mim e 1 h de reação 

de IVT. Notavelmente, foi possível observar bandas íntegras do re-RNAm compatíveis 

com o tamanho predito in silico de 9.000 nucleotídeos e também uma segunda banda 

inespecífica de 1.500 nucleotídeos em todos os tempos de reação IVT avaliados 

(Figura 4b). Embora não tenham ocorrido diferenças significativas entre tempos de 

reação das IVT testadas, o rendimento da reação foi ligeiramente mais alto para as 

reações de 30 mim (tabela 1). De fato, RNAms longos são facilmente degradados em 

pHs ácidos, e por isso, tempos menores de reação in vitro são desejáveis para a 

síntese de re-RNAms. Portanto, padronizamos o tempo ideal para a síntese de re-

RNAms em 30 mim.  

Sabe-se que a eliminação de contaminantes de dsRNA por HPLC ou 

purificadas por adsorção em colunas carregadas com celulose, melhora a tradução 

do RNAm IVT (BAIERSDÖRFER et al., 2019b; KARIKÓ et al., 2011). A ligação de 

ácidos nucleicos de fita dupla à celulose no tampão contendo 16% de etanol é uma 

propriedade exclusiva do dsRNA e, por isso, permite purificar RNAms IVT. Portanto, 

o próximo passo consistiu na purificação do nr-Luc-RNAm contendo UTP e m1Ψ e do 

re-Luc-RNAm por meio de colunas carregadas com celulose imersas em um tampão 

com 16% de etanol. A análise por dotblot, realizada com o anticorpo J2 específico 

para dupla fita de RNA, demonstrou que as amostras de nr-RNAm, após a purificação 

por celulose, continham quantidades de RNA dupla fita indetectáveis pela ausência 

de sinal positivo, confirmando assim a remoção eficiente de contaminantes de RNA 

dupla-fita pela celulose (Figura 4c). Em contrapartida, as amostras da IVT dos nr-

RNAm UTP e m1Ψ antes da purificação apresentam altas quantidades de 

contaminantes de RNA dupla fita, observados pelo sinal positivo no dotblot (Figura 
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4c). Para os re-RNAms foi possível observar que a IVT antes da purificação continha 

um número muito menor de contaminantes por dupla-fita de RNA que os nr-RNAm 

(Figura 4c-d), que foram completamente removidos após a purificação (Figura 4d). 

A análise das amostras de nr-RNAm UTP e m1Ψ por eletroforese em gel de agarose 

demonstrou que a integridade da molécula não foi comprometida durante a purificação 

por celulose (Figura 4e). No entanto, para os re-RNAm observa-se uma visível 

diminuição da intensidade da banda de 9.000 nucleotídeos, possivelmente por 

quebras na molécula de RNAm, por se tratar de um RNA longo e mais susceptível à 

degradação (Figura 4f). 

 

 



61 
Resultados _________________________________________________________________________ 
 

 

Figura 4. Caracterização e purificação de vacinas de RNAm 
(a) Eletroforese em gel de agarose de nr-RNAm UTP e modificado por incorporação de m1Ψ e (b) 
re-RNAm após a transcrição in vitro durante 30, 40 mim e 1 h. (c) nr-Luc-RNAms UTP ou m1Ψ e (d) 
re-Luc-RNAm purificados por celulose na concentração de 1000 ng e 200 ng /dot foram analisados 
por dotblot usando o anticorpo monoclonal J2 específico para dupla-fita de RNA. (e) Eletroforese em 
gel de agarose de nr-RNAm UTP e modificado por incorporação de m1Ψ e (f) re-RNAm antes e 
depois da purificação da IVT por celulose. 
 
 
 

Tabela 1. Rendimento das reações de re-RNAm IVT em diferentes tempos de incubação da 
reação. 

Abreviação: Vol - volume. U - unidade. 
 

4.1.2 Otimização da vacina re-RNAm  

Idealmente, vacinas de RNAm sintetizadas in vitro devem ser produzidas sem 

que haja contaminantes e produtos inespecíficos durante a transcrição. Nos nossos 

experimentos com a vacina de re-RNAm, observamos a presença de produtos 

inespecíficos na reação in vitro que poderiam estar interferindo na expressão da 

vacina in vivo. Levantamos a hipótese que a banda inespecífica observada poderia 

ser resultado da ligação da enzima SP6 a outros sítios que não o promotor. Dessa 

forma, a substituição da vacina re-RNAm para um vetor que contivesse o promotor T7 

para a IVT poderia evitar ligações inespecíficas durante a transcrição. Para isso, 

utilizamos o vetor SFV pOPAL-1 (gentilmente cedido pelo laboratório de Oncologia 

translacional da University Medical Center em Johannes Gutenberg University, Mainz, 

Alemanha) para a produção in vitro da vacina de re-RNAm. Sendo assim, após a 

Construção 
re-RNAm 

Modificação Concentração 
(µg/µl) 

Vol 
(µl) 

Total 
(µg) 

Tempo 
(min) 

RNA/U de 
enzima 

(µg) 

SP6 VEE Luc UTP 1,71 50 85 30 48,0 
SP6 VEE Luc UTP 1,68 50 84 40 42,1 
SP6 VEE Luc UTP 1,58 50 79 60 38,1 
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clonagem da gDE7 ou da Luc no plasmídeo OPAL1, as novas construções foram 

utilizadas para a produção das vacinas de Luc e gDE7 re-RNAm in vitro. Conforme 

observado na Figura 5, ambas as amostras de re-RNAm Luc ou gDE7 apresentaram 

bandas íntegras de aproximadamente 10.576 nucleotídeos, sem a presença de 

bandas inespecíficas, compatíveis com o tamanho predito in silico. Além disso, a 

reação de adição de Cap1 ao re-RNAm manteve a integridade do RNAm. Observamos 

também, a presença de duas bandas, visível após 40 min de corrida de eletroforese, 

referente à forma enovelada do RNAm em gel de agarose não desnaturante (Figura 

5b). A partir dos resultados obtidos, utilizamos o vetor T7-OPAL-1 para a produção da 

vacina de re-RNAm nos experimentos subsequentes.  

 
 

4.1.3 Expressão do RNAm codificando Luc e gDE7 

Primeiramente, investigamos se a adição do Cap1 ao RNAm IVT poderia 

incrementar a expressão do antígeno in vitro. Células HEK 293-T foram transfectadas 

individualmente com 100 ng de uma das quatro formulações de RNAm complexado 

com TransIT: nr-luc-RNAm UTP e m1Ψ ou re-Luc-RNAm purificado ou não purificado, 

ambos com ou sem a adição de Cap 1, e a atividade de Luc foi avaliada 12 h após a 

transfecção. Como esperado, a atividade de Luc foi detectada para todas as 

formulações testadas. Além disso, a adição do Cap1 aumentou a atividade da Luc, e, 

 

Figura 5. Produção da vacina re-RNAm a partir do vetor T7-OPAL1 
Eletroforese em gel de agarose de re-RNAm codificando a Luc e a gDE7 após 30 min de transcrição 
in vitro. As amostras de RNAm foram utilizadas para a adição in vitro de Cap1 e também submetidas 
a corrida eletroforética durante (a) 20 e (b) 40 min para avaliação da integridade. 

a b 
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portanto, demonstra-se como um passo importante para se obter níveis superiores de 

expressão do antígeno (Figura 6).  

 
 
Figura 6. Avaliação do efeito da adição de Cap1 na atividade de luciferase após transfecção 
de células HEK 293-T usando diferentes estratégias de RNAm que codifica Luc 
As células HEK 293-T foram semeadas em placas de 96 poços na concentração de 6 x 104 células / 
poço e transfectadas com 100 ng de diferentes estratégias de RNAm codificando Luc e complexado 
com TransIT. As células foram lisadas 12 h após a transfecção e a atividade de Luc foi medida em 
6000 células por amostra. Dados representados correspondem a um experimento realizado em 
quadruplicatas. 

 

O próximo passo foi avaliar se a purificação do re-RNAm poderia promover o 

aumento da expressão do antígeno in vitro. Para isso, células HEK 293-T foram 

transfectadas com quantidades crescentes de re-Luc-RNAm, purificado ou não 

purificado, complexado com TransIT. A luminescência das amostras foi avaliada 

durante 5 dias. Em concordância com os achados da literatura, foi detectado um alto 

nível de atividade de Luc, mesmo após a transfecção com apenas 10 ng de re-RNAm. 

Além disso, foi possível observar que a purificação do re-RNAm não promoveu o 

aumento a atividade de Luc em comparação com o re-RNAm não purificado (Figura 

7a). Aumentos significativos da atividade de Luc foram detectados durante os três 

primeiros dias após a transfecção, os quais permaneceram elevados até o dia 5 para 

todas as condições testadas (Figura 7a). Notavelmente, a atividade de Luc foi maior 

quando as células foram transfectadas usando re-RNAm não purificado (Figura 7a). 

Em seguida, comparamos a expressão do gene repórter em linhagens celulares 

imortalizadas e células primárias promovido pelos 4 RNAms diferentes que codificam 
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Luc: nr-RNAms m1Ψ ou não modificados (UTP) e re-RNAm purificado e não 

purificado. Para as células HEK 293-T, a atividade de Luc para o re-RNAm superou 

os níveis nr-RNAms não modificados e os modificados por m1Ψ, com níveis de Luc 

aproximadamente 10 vezes mais altos do que os medidos a partir da transfecção com 

nr-RNAms (Figura 7b). A transfecção com nr-Luc-RNAm UTP ou m1Ψ resultou em 

níveis semelhantes de luminescência nas células HEK 293-T (Figura 7b). Por outro 

lado, em mo-DC, o nr-RNAm contendo m1Ψ promoveu um aumento significativo na 

capacidade de tradução do RNAm em comparação com o controle correspondente e 

o nr-RNAm contendo UTP (Figura 7c). Entretanto a produção de Luc nas células mo-

DC foi insuficiente ou não foi detectada com re-RNAm não purificado, atingindo os 

mesmos níveis do controle negativo (Figura 7c). Embora a purificação do re-RNAm 

resulte em um aumento de luminescência nas primeiras 24 h, a atividade da Luc 

diminui rapidamente.  

Posteriormente, buscamos investigar a expressão da proteína gDE7 promovida 

pelo nr-RNAm e re-RNAm, por meio de Western blot seguindo o mesmo protocolo de 

transfecção usado para o gene repórter. Como esperado, resultados semelhantes ao 

ensaio de Luc in vitro foram obtidos a partir das análises com células transfectadas 

com os RNAms codificando a gDE7. Em células HEK 293-T, o re-RNAm promoveu 

um aumento robusto na expressão da proteína gDE7 em comparação com o nr-RNAm 

UTP e m1Ψ ou ao grupo controle Luc nr-RNAm (Figura 7d). É possível observar que 

a purificação do re-RNAm não aumentou a expressão da gD em células HEK 293-T, 

e, portanto, demonstrou ser um passo dispensável para essa formulação (Figura 7d). 

A incorporação de m1Ψ ao nr-RNAm promoveu um aumento na expressão da gD em 

comparação com o nr-RNAm não modificado (Figura 7d). Em contraste, em células 

primárias mo-DC, a expressão da proteína gDE7 apenas é observada nas células 

transfectadas com o nr-RNAm contendo m1Ψ (Figura 7e). Tomados em conjunto, 

embora o re-RNAm produza altos níveis do antígeno e da proteína repórter na célula 

HEK 293-T, apenas o nr-RNAm nucleosídeo modificado foi capaz de traduzir 

eficientemente a gDE7 nas mo-DC.  
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Figura 7. Avaliação da atividade de luciferase após transfecção de células HEK 293-T e células 
dendríticas derivadas de monócitos (mo-DC) humanos usando RNAm que codifica Luc 
As células HEK 293-T e as mo-DC humanas foram semeadas em placas de 96 poços a uma 
concentração de 6 x 104 células /poço e transfectadas com diferentes RNAm que codifica Luc 
complexado com TransIT. As células foram lisadas 1, 2, 3, 4 ou 5 dias após a transfecção e a 
atividade de Luc foi medida (6.000 células por amostra). (a) atividade de Luc após transfecção de 
células HEK 293-T com diferentes quantidades de re-RNAm não purificado e purificado por celulose; 
(b) atividade de Luc após transfecção de células HEK 293-T com 0,1 µg por / poço de nr-RNAm e 
re-RNAm; (c) atividade de Luc após transfecção de mo-DC humanas com 0,1 µg por / poço com nr-
RNAm e re-RNAm. (d-e) Células HEK 293-T e mo-DC humanas foram semeadas em placas de 96 
poços a uma concentração de 6 x 104 células /poço e transfectadas com diferentes RNAm que 
codifica gDE7 complexado com TransIT. Vinte e quatro horas após a transfecção, as células foram 
lisadas e analisadas por meio de western blot. (d) celulas HEK 293-T ou (e) mo-DC incubadas com 
o anticorpo monoclonal específico para gD, clone ID3, ou GAPDH como controle interno. Os dados 
representam três experimentos independentes foram realizados em triplicatas. 

 

4.1.4 Expressão in vivo de RNAm formulado em nanopartículas lipídicas (LNP) 

Para se obter uma eficácia in vivo, RNAms devem ser formulados em veículos 

de entrega que possam proteger contra a degradação por RNAses, bem como garantir 

a entrega eficiente dentro da célula. Portanto, nessa próxima etapa, estabelecemos 

uma colaboração com a empresa Acuitas (Toronto, Canadá) para a formulação do 

RNAm em nanopartículas lipídicas (LNP) – uma abordagem que foi previamente 

testada pelo grupo do Dr. Norbert Pardi. Essa estratégia mostra-se eficiente para 

entrega de RNAms in vivo e também apresenta efeitos adjuvantes.  

A fim de determinar a durabilidade e a eficiência dos RNAm-LNPs em expressar 

a proteína de interesse in vivo, comparamos a expressão do nr-RNAm UTP e nr-

RNAm m1Ψ que codifica a Luc com os re-RNAm, purificado ou não purificado, por 

celulose. Comparamos também as vias i.d. e i.m. para inoculação do RNAm-LNP in 

vivo. Como demonstrado na Figura 8, um alto nível de expressão de Luc foi detectado 

para os animais inoculados com a formulação nr -RNAm UTP nas primeiras horas pós 

inoculação, tanto para a via i.d., quando para a via i.m. (Figura 8 a e b). No entanto, 

a expressão da Luc decaiu rapidamente e atingiu os níveis semelhantes ao controle 

d e 
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em 7 dias pós inoculação (Figura 8b). Para a formulação re-RNAm, a atividade da 

Luc foi inferior em ordens de magnitude às alcançadas pelas construções nr-RNAm 

(UTP e m1Ψ) (Figura 8a). Apesar da longa duração da luminescência promovida pelo 

re-RNAm-LNP, essa construção não atingiu os níveis de pico medidos com o nr-

RNAm modificado por m1Ψ (Figura 8b). De fato, o nr-RNAm-LNP m1Ψ resultou em 

níveis muito mais altos (cerca de 10 vezes) da expressão de Luc em comparação com 

o nr-RNAm-LNP UTP (Figura 8b). Importantemente, ambas as vias demostraram ser 

eficientes na expressão do RNAm em camundongos (Figura 8). Em suma, todas as 

formulações foram capazes de expressar eficientemente o antígeno in vivo, embora 

apresentem cinéticas diferentes. 

 

 

a 

b 
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Figura 8. Avaliação da luminescência in vivo de camundongos inoculados com nr-RNAm e re-
RNAm. 
Camundongos C57Bl /6 foram inoculados por via intramuscular (i.m.) ou intradérmica (i.d.) com 3 µg 
de re-RNAm (não purificado) ou nr-RNAm (UTP e m1Ψ) que codifica Luc formulada em LNPs e a 
bioluminescência foi mensurada em diferentes tempo pós-injeção, usando o espectro IVIS. (a) 
Imagem representativa 24 h após a injeção das diferentes formulações de RNAm-LNP. (b): 
Quantificação da luminescência expressa em fótons por segundo (p/s) da inoculação i.d. e i.m.. 
Resultados apresentados são de dois experimentos independents, n=10. 

 

Após otimização da síntese das vacinas de RNAm e caracterização in vitro, 

iniciamos a produção de lotes de 10 mg de RNAm para cada formulação codificando 

para o antígeno gDE7 (nr-RNAm UTP, nr-RNAm m1Ψ e re-RNAm não purificado). 

Todos os RNAms foram novamente avaliados em gel de agarose quanto à sua 

integridade, expressão in vitro do antígeno e confirmação de ausência de LPS, como 

controle de qualidade. Todos os RNAm produzidos foram enviados para a empresa 

Acuitas para o encapsulamento nos LNPs. Com isso, obtivemos lotes da vacina de 

RNAm suficientes para os testes in vivo e que seguem parâmetros de qualidade e 

uniformidade entre as doses.  
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4.2 Imunização terapêutica com diferentes vacinas de gDE7 RNAm-LNPs  

4.2.1 Vacinas gDE7 RNAm-LNPs induzem ativação robusta de respostas de 

células T CD8+ E7-específicas 

A resposta de células T CD8+ E7-específicas desempenha um papel relevante na 

resposta antitumoral, sendo um parâmetro indicativo de imunogenicidade e proteção 

terapêutica induzida pelas formulações vacinais testadas no modelo de tumores que 

expressam as oncoproteínas E6 e E7 do HPV-16. Portanto, avaliamos a resposta 

celular E7-específica após a imunização com as diferentes vacinas de RNAm-LNP em 

camundongos transplantados com as células TC-1. Animais C57BL/6 foram 

inoculados com uma única dose de 30 µg de gDE7-RNAm-LNPs pela via i.m. 3 dias 

após o transplante das células TC-1 (Figura 9a). Como controle, os camundongos 

foram imunizados com a formulação Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP. Inicialmente, foi medida 

a porcentagem de células T CD8+ produtoras de IFN-γ circulantes no sangue por meio 

da técnica de ICS, duas semanas após a imunização. Como demonstrado na Figura 

9b-c, altas frequências de células T CD8+ produtoras de IFN-γ E7-específicas foram 

detectadas no sangue de camundongos vacinados com as formulações gDE7 - m1Ψ 

nr-RNAm-LNP e re-RNAm-LNP (Figura 9b-c). Por outro lado, camundongos 

imunizados com a vacina gDE7 UTP nr-RNAm-LNP apresentaram baixas 

porcentagens de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ e frequências similares ao 

grupo controle Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP (Figura 9b-c).  
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Figura 9. Imunização com gDE7 RNAm-LNP induz resposta robusta de células T CD8+ E7-
específica contra tumores induzidos por HPV em camundongos 
(a) Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1 x 105 células TC-1 e imunizados por via i.m. 3 
dias depois com uma dose de 30 μg de RNAm não replicante (nr) não modificado (UTP), nucleosídeo 
modificado (m1Ψ) ou com o RNAm autorreplicativo (re-RNAm) que codifica a proteína gDE7, 
formulados em LNP. Camundongos do grupo controle foram vacinados com 30 μg de Luc m1Ψ nr-
RNAm-LNP. Duas semanas depois, o sangue e o baço dos animais foram coletados para análise da 
resposta das células imunológicas. (b-c) Porcentagem de células T CD8+ produtoras de IFN-γ no 
sangue determinadas por citometria de fluxo, após estimulação in vitro com peptídeo MHC de classe 
I E749-57 (RAHYNIVTF). (d-f) Porcentagens de células T CD8+ produtoras de IFN-γ, TNF-α e IL-2 
respectivamente, após estimulação in vitro com peptídeo E749-57. (g) Frequências de combinações 
de citocinas produzidas simultaneamente por células T CD8+. Dados de dois experimentos 
independentes. Cada símbolo representa um animal (n=10) Barra de erro é demonstrada como SEM. 
Análise estatística: ANOVA, pós-teste: Bonferroni. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.  

 

Subsequentemente, investigamos se as vacinas baseadas em gDE7 RNAm-LNPs 

eram capazes de promover respostas de células T CD8+ polifuncionais no baço. 

Similar aos resultados observados no sangue, a dose única das vacinas gDE7 m1Ψ 

nr-RNAm ou sa-RNAm-LNPs induziu um aumento significativo das frequências de 

células T CD8+ produtoras de IFN-γ, TNF-α e IL-2, enquanto os animais vacinados 

com a formulação gDE7 nr-RNAm UTP não apresentaram aumento significativo na 

ativação de células T CD8+ produtoras dessas citocinas (Figura 9d-f). Além disso, a 

maioria das células T CD8+ responsivas obtidas nos diferentes grupos vacinais, foi 

capaz de produzir múltiplas citocinas simultaneamente, (Figura 9g). Dessa forma, é 

possível observar que as vacinas gDE7 m1Ψ nr-RNAm ou sa-RNAm-LNPs, além de 

aumentar significativamente a frequência de linfócitos T CD8+ IFN-γ+, são capazes de 
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promover a produção de outras citocinas simultaneamente, evidenciando um perfil 

polifuncional de ativação de linfócitos T CD8+. 

Para confirmar os resultados obtidos no ICS, avaliamos as células secretoras de 

IFN-γ no baço dos animais imunizados com as diferentes formulações, pela técnica 

de ELISpot, seguindo o mesmo protocolo de imunização demonstrado na Figura 9a. 

Como observado na Figura 10a-b, todas as formulações testadas utilizando a gDE7 

RNAm-LNP induziram um aumento significativo do número de células secretoras IFN-

γ em comparação com os camundongos do grupo controle tratados com Luc m1Ψ nr-

RNAm-LNP (Fig. 10a-b). Em particular, os grupos de animais imunizados com gDE7 

m1Ψ nr-RNAm-LNP e sa-RNAm-LNP aumentaram significativamente o número de 

células secretoras de IFN-γ (2 e 2,5 vezes, respectivamente) em comparação com a 

vacina gDE7 UTP nr-RNAm (Fig. 10a-b).  

Além disso, avaliamos também a frequência de células T CD8+ induzidas pelas 

diferentes formulações vacinais e capazes de reconhecer o peptídeo E7-específico. 

Em concordância com os resultados anteriores, os animais imunizados com as 

formulações m1Ψ nr-RNAm-LNP e re-RNAm-LNP apresentaram um aumento robusto 

das frequências de células T CD8+ E7-Dextr+ em comparação com a formulação UTP 

nr-RNAm-LNP ou com o grupo controle (Figura 11a-b). Os animais imunizados com 

a vacina UTP nr-RNAm-LNP demonstraram baixas frequências ou níveis 

indetectáveis de linfócitos T CD8+ E7-Dextr+, sem diferença estatística em relação ao 

grupo controle. 
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Figura 10. Imunização com gDE7 RNAm-LNP induz aumento de células T CD8+ E7-específicas 
secretoras de IFN-γ em modelo de tumores induzidos por HPV-16. 
Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1 x 105 células TC-1 e imunizados por via i.m. 3 dias 
depois com uma dose de 30 μg de RNAm não replicante (nr) não modificado (UTP), nucleosídeo 
modificado (m1Ψ) ou com RNAm autorreplicativo (re-RNAm) que codifica a proteína gDE7, 
formulados em LNP. Camundongos do grupo controle foram vacinados com 30 μg de Luc m1Ψ nr-
RNAm-LNP. Duas semanas depois, o baço dos animais foi coletado para análise de ELISpot. (a-b) 
Análise imunoenzimática (ELISpot) de células secretoras de IFN-γ determinadas pelo número de 
células formadoras de spot (do inglês spot-forming-cells – SFC), após estimulação in vitro com 
peptídeo E7 MHC de classe I E749-57 (RAHYNIVTF). Células não estimuladas foram utilizadas como 
controle e os valores obtidos foram subtraídos das amostras estimuladas. Cada símbolo representa 
um animal. (n = 5-10). Barra de erro é demonstrada como SEM. Análise estatística: ANOVA, pós-
teste: Bonferroni. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 
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Figura 11. Análise de linfócitos T CD8+ E7-específicos em animais imunizados com diferentes 
formulações de gDE7 RNAm-LNP em modelo de tumores induzidos por HPV-16. 
Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1 x 105 células TC-1 e imunizados por via i.m. 3 dias 
depois com uma dose de 30 μg de RNAm não replicante (nr) não modificado (UTP), nucleosídeo 
modificado (m1Ψ) ou com RNAm autorreplicativo (re-RNAm) que codifica a proteína gDE7, 
formulados em LNP. Camundongos do grupo controle foram vacinados com 30 μg de Luc m1Ψ nr-
RNAm-LNP. (a) Dot plot e (b) frequências das células T CD8+ E7-específicas avaliadas duas 
semanas após a imunização, em células do baço marcadas com dextrâmero MHC-I contendo o 
peptídeo CD8-específico para a proteína E7 (RAHYNIVTF). Cada símbolo representa um animal. (n 
= 10). Barra de erro é demonstrada como SEM. Análise estatística: ANOVA, pós-teste: Bonferroni. 
*** p <0,001. 

 

Em seguida, buscamos investigar a funcionalidade efetora das células T, por meio 

do ensaio de citotoxicidade in vivo mediada por linfócito T CD8+ E7-específico. O 

ensaio foi realizado de acordo esquema demonstrado na Figura 12a. 

Resumidamente, esplenócitos de camundongos não imunizados foram marcados com 

duas concentrações distintas de CFSE. As células marcadas com a maior 

concentração de CFSE foram pulsadas com o peptídeo CD8-específico para a 

proteína E7, tornando-as células-alvo para lise mediada por linfócitos T CD8+ 

citotóxicos. Células marcadas com CFSE em baixa concentração e não pulsadas com 

o peptídeo foram utilizadas como controle. Uma quantidade igual das células pulsadas 

e não pulsadas foi inoculada em camundongos previamente desafiados com as 

células TC-1 e imunizados com as diferentes vacinas testadas. Após 18 h, os 

esplenócitos dos camundongos vacinados foram avaliados para detectar a diminuição 

da frequência das células-alvo, como indicativo da resposta citotóxica de linfócitos T 

CD8+ E7- específicos. Como esperado, os resultados mostraram que ambas as 

vacinas m1Ψ nr-RNAm-LNP e re-RNAm-LNP induziram um aumento robusto nas 
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frequências de morte de células alvo E7-específicas (aproximadamente 90% de lise), 

demonstrado pela redução do número de esplenócitos pulsados com peptídeo E7 

(Figura 12b-c). Por outro lado, quando as células marcadas com CFSE e pulsadas 

com peptídeo E7 foram injetadas em camundongos imunizados com a vacina gDE7 

nr-RNAm UTP, as frequências de lise celular E7-específica encontradas foram 

semelhantes ao grupo controle (imunizado com Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP) (Figura 

12b-c). 

a 

 
 

✱✱✱

✱✱✱

Figura 12. Imunização com gDE7 RNAm-LNP induz atividade citotóxica in vivo mediada por 
células T CD8+ E7-específicas em modelo de tumores induzidos por HPV-16. 
Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1 x 105 células TC-1 e imunizados por via i.m. 3 dias 
depois com uma dose de 30 μg de RNAm não replicante (nr) não modificado (UTP) ou modificado 
com nucleosídeo (m1Ψ) ou com RNAm autorreplicativo (sa-RNAm) que codifica a proteína gDE7, 
formulados em LNP. Camundongos do grupo controle foram vacinados com 30 μg de Luc m1Ψ nr-
RNAm-LNP. (a) Desenho esquemático do ensaio de citotoxicidade in vivo. (b) Histograma e (c) 
porcentagem de lise específica de células alvo in vivo determinada 18 h após a transferência adotiva 
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de esplenócitos marcados com CFSE pulsados ou não com o peptídeo E749-57. Cada símbolo 
representa um animal. (n =10). Barra de erro é demonstrada como SEM. Análise estatística: ANOVA, 
pós-teste: Bonferroni. *** p <0,001.  

 

De forma geral, os resultados demonstram que as vacinas m1Ψ nr-RNAm-LNP e 

re-RNAm-LNP promoveram um aumento robusto de ativação de linfócitos T CD8+ E7-

específicos secretores de múltiplas citocinas e com atividade citotóxica in vivo.  

 

4.2.2 Eficácia terapêutica e proteção antitumoral das vacinas RNAm-LNP 

codificando gDE7 in vivo 

Na etapa seguinte, avaliamos a eficácia antitumoral terapêutica in vivo das vacinas 

de RNAm-LNP no modelo terapêutico de tumores induzido por HPV-16. Para isso, 

camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1 x 105 células TC-1 pela via s.c.. Três 

dias após o implante tumoral, os animais foram vacinados com uma dose de 30 µg 

das vacinas nr-RNAm-LNP (UTP ou m1Ψ) ou re-RNAm-LNP codificando gDE7 pela 

via i.m.. Grupos de animais vacinados com Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP foram utilizados 

como controle (Figura 13a). Como esperado, todos os camundongos tratados com 

Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP (grupo controle) apresentaram um crescimento tumoral 

progressivo e tiveram que ser sacrificados em aproximadamente 30 dias após o 

desafio do tumor (Figura 13b, f-g). Interessantemente, apesar de não induzir um 

aumento significativo na ativação de linfócitos T CD8+ (Figura 9, 11-12), a vacinação 

com gDE7 UTP nr-RNAm-LNP promoveu 80% de rejeição completa do tumor, e 20% 

dos camundongos que tiveram tumores, controlaram o crescimento do tumoral e 

sobreviveram até 50 dias após o desafio (Figura 13c, f-g). Por outro lado, em 

concordância com os dados obtidos para a ativação de células T CD8+ (Figura 9-12), 

os animais imunizados com uma única dose de gDE7 m1Ψ nr-RNAm-LNP e re-RNAm-

LNPs demonstraram completa proteção antitumoral terapêutica e permaneceram 

livres de tumor até o final do período de observação (Figura 13d-e, f-g.).  

Em seguida, investigamos se a redução da dose vacinal de 30 μg de RNAm-LNP, 

utilizada anteriormente, para 5 μg poderia promover proteção antitumoral terapêutica 

eficaz em condições pré-clínicas. Para isso, os camundongos foram desafiados com 

as células TC-1 s.c. e imunizados 3 dias depois com 5 μg das três diferentes vacinas 

de gDE7 RNAm-LNPs, seguindo o mesmo protocolo vacinal utilizado anteriormente 
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(Figura 13a). Resultados semelhantes à dose de 30 µg foram observados para os 

animais imunizados com a dose menor, de 5 µg, de gDE7 RNAm-LNP (Figura 13i-h). 

Conforme mostrado na Figura 13h, todas as formulações testadas foram capazes de 

promover completa proteção antitumoral em 100% dos camundongos imunizados, 

que permaneceram livres de tumor até o final do período de observação. No entanto, 

camundongos do grupo controle tratados com Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP, 

demonstraram crescimento tumoral progressivo e tiveram que ser sacrificados 35 dias 

após o desafio (Figura 13h).  

De maneira similar, camundongos vacinados uma dose de 5 ou de 30 µg das 

vacinas gDE7 m1Ψ nr-RNAm ou gDE7 re-RNAm promoveram uma robusta ativação 

de células T CD8+ produtoras de IFN-γ circulantes, em comparação com o grupo de 

controle ou com o grupo imunizado com gDE7 UTP nr-RNAm-LNP (Figura 13i). Por 

outro lado, apesar da alta proteção antitumoral, os animais imunizados com gDE7 

UTP nr-RNAm apresentaram moderadas ou baixas frequências de linfócitos T CD8+ 

produtoras de IFN-γ e não houve diferença estatística em comparação com as 

frequências encontradas para o grupo Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP (Figura 13i). Em 

conjunto, esses resultados demonstram que uma única dose de 5 µg das vacinas 

gDE7 é capaz de gerar altas frequências de células T CD8+ produtoras de IFN-γ e 

induzir completa proteção terapêutica antitumoral nas condições avaliadas. 
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Figura 13. Avaliação da proteção terapêutica das diferentes vacinas baseadas em gDE7 
RNAm-LNP no modelo de tumores induzidos por HPV. 
Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1x105 células TC-1 pela via s.c.. Três dias após o 
desafio, os animais foram imunizados com 30 ou 5 μg de gDE7 nr-RNAm (UTP ou m1Ψ), ou re-
RNAm formulados em LNPs pela via i.m.. Grupos de camundongos foram vacinado com Luc m1Ψ 
nr-RNAm-LNP como grupo controle. (a) Protocolo de imunização. (b-e) Área tumoral em mm2 
analisada individualmente de animais vacinados com a dose de 30 μg. (f) Área do tumor de animais 
vacinados com a dose de 30 μg, representada de forma agrupada. Cada ponto representa a área 
média do tumor do grupo de imunização testado. (g-h) Porcentagens de camundongos sobreviventes 
ao longo do tempo de animais vacinados com a dose de (g) 30 μg ou (h) 5 μg de RNAm-LNP. Os 
números de camundongos livres de tumor foram indicados ao lado de cada curva de sobrevivência 
(X/N em que X representa os animais sobreviventes enquanto N representa o total de animais 
testados). (i) Frequência de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ E7-específicos duas semanas 
após a imunização de camundongos com as doses de 30 µg, ou 5 µg das diferentes formulações de 
RNAm-LNP, no modelo terapêutico. As porcentagens foram mensuradas a partir de células de 
sangue periférico após estimulação in vitro com o peptídeo E7(49-57). Cada símbolo representa um 
animal. As barras de erro são SEM. Os dados foram reunidos a partir de dois experimentos 
independentes. n = 10 animais por grupo. Análises estatísticas: (f) ANOVA two-way. (g-h) Mantel-
Cox, log-rank; (i) ANOVA de one-way e two-way, pós-teste: Bonferroni; * p <0,05, ** p <0,01, *** p 
<0,001. 

 

 

4.2.3 Imunização com dose única de gDE7 RNAm-LNP induz proteção de longo 

prazo contra recidivas de tumores associados ao HPV-16 

Para avaliar se as vacinas poderiam promover proteção contra recidivas 

tumorais, os camundongos livres de tumores foram desafiados com um segundo 

implante de células TC-1 90 dias após o primeiro desafio (Figura 14a). Nossos 

resultados mostraram que, em camundongos imunizados com as doses 5 ou 30 μg, 

houve uma rápida expansão das respostas de células T CD8+ produtoras de IFN-γ 

circulantes em comparação com camundongos não tratados, observadas duas 

semanas após a reinoculação das células TC-1 (Figura 14b-c).  
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Figura 14. Imunização com dose única de gDE7 RNAm-LNP induz proteção de longo prazo 
contra recidivas de tumores associados ao HPV-16. 
(a) Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1 x 105 células TC-1 e imunizados por via i.m. 3 
dias depois com uma dose de 5 μg de RNAm não replicante (nr)- não modificado (UTP) ou 
nucleosídeo modificado (m1Ψ) ou com o RNAm replicativo (re)-RNAm que codifica a proteína gDE7, 
formulado em LNP. Camundongos do grupo controle foram vacinados com Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP. 
No dia 90 após, os camundongos sobreviventes livres de tumores receberam um segundo desafio 
de 1 x 106 células TC-1. (b) Dot plot e (c) Frequências de células T CD8+ produtoras de IFN-γ de 
camundongos previamente imunizados, duas semanas após o redesafio. Análises estatísticas: 
ANOVA, pós-teste: Bonferroni, n=5. (d-e) Porcentagens de sobrevivência após o redesafio de 
camundongos vacinados previamente (com 30 μg ou 5 μg de RNAm-LNP, respectivamente). 
Análises estatísticas: Mantel-Cox, teste de log-rank (n = 5). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.  

 

Destaca-se que no grupo previamente imunizado com 30 μg de gDE7 UTP nr-

RNAm-LNP apenas 50% dos camundongos permaneceram livres de tumor, porém a 

diminuição da dose para 5 μg aumentou a proteção completa de tumores contra 

recidivas para 80% de sobrevivência no final do período de observação (Figura 14d-
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e). No entanto, independentemente da dose utilizada, os camundongos imunizados 

com gDE7 m1Ψ nr-RNAm-LNP ou gDE7 re-RNAm-LNP mostraram proteção total 

contra a recorrência do tumor e 100% da sobrevivência dos camundongos no período 

de observação, demonstrando proteção de longa duração contra recidivas tumoral 

(Figura 14d-e). Com base nesses resultados, escolhemos a dose única de 5 μg como 

o regime vacinal. 

 Posteriormente, investigamos as populações de células T CD8+ de memória 

envolvidas na proteção antitumoral de longo prazo. Para isso, os camundongos 

imunizados livres de tumor, receberam um segundo desafio tumoral com células TC-

1 incorporadas em matrigel, 90 dias após o primeiro implante das células tumorais 

(Figura 15a). Seis dias após a reintrodução do tumor, foi avaliado o fenótipo das 

células esplênicas e infiltrantes no tumor. Como demonstrado na Figura 15 b-c, os 

camundongos previamente tratados com gDE7 nr-RNAm UTP mostraram baixas 

frequências de células T CD8+ totais e E7-específicas infiltrantes no tumor, avaliadas 

por meio da expressão do E7-Dextr+. Por outro lado, camundongos imunizados com 

as vacinas gDE7 nr-RNAm-m1Ψ ou re-RNAm mostraram intensa infiltração de células 

T CD8+, que na sua grande maioria foram positivas para E7-Dext+ (Figura 15b-c), 

sugerindo que a imunidade antitumoral está relacionada com a eficácia de infiltração 

intratumoral de células T E7-específicas.  

Em seguida, buscamos caracterizar as células T CD8+ E7-específicas 

presentes no infiltrado intratumoral. Como esperado, para todas as vacinas avaliadas, 

a maioria das células T CD8+ E7-esplênicas específicas apresentaram um fenótipo de 

memória central (TCM: CD44+ CD62L+) (Figura 15d). Em relação ao infiltrado 

intratumoral, os camundongos imunizados com gDE7 nr-RNAm UTP mostraram 

frequências aumentadas de linfócitos E7-específicos infiltrantes no tumor com um 

fenótipo de memória central (TCM), definido pelos marcadores CD44+ e CD62L+ em 

relação aos outros grupos (Figura 15e). Entretanto, em todos os grupos, uma grande 

fração das células T CD8+ E7-específicas que se infiltravam no tumor eram células 

efetoras CD44+ e CD62L-, diferenciadas em fenótipos de células precursoras de 

memória (MPEC: CD127+ KLRG1−). Por outro lado, células com perfil efetor de vida 

curta não foram detectadas no tumor (SLEC- CD127− KLRG1+) (Figura 15e). 
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Esses resultados sugerem que as células T CD8+ com perfil MPEC são a 

população de células com características efetoras que tendem a permanecer mais na 

circulação e nos tecidos periféricos para vigilância imunológica. Curiosamente, a 

imunização gDE7 nr-RNAm UTP e gDE7 re-RNAm induziu a expansão significativa 

✱✱

✱

 
Figura 15. Imunização com dose única de gDE7 RNAm-LNP induz infiltração de células T CD8+ 
E7-específicas de memória no modelo de tumores associados ao HPV-16. 
(a) Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 1 x 105 células TC-1 e imunizados por via i.m. 3 
dias depois com dose única de 5 μg de RNAm não replicante (nr)- não modificado (UTP) ou 
nucleosídeo modificado (m1Ψ) ou RNAm autorreplicativo (re)- RNAm que codifica a proteína gDE7 
e formulado com LNP. Camundongos do grupo controle foram vacinados com Luc m1Ψ nr-RNAm-
LNP. No dia 90, os camundongos imunizados livres de tumores receberam um segundo implante 
tumoral de células TC-1 diluídas em matrigel e 6 dias depois, os tumores foram coletados e as células 
infiltradas na matriz foram analisadas para determinar as frequências (b) de células T CD8+ 
infiltrantes no tumor (TIL) e (c) células T CD8+ E7-específicas -TIL. Dot plot representativos foram 
apresentados. (d) Dot plot representativo e frequência das células TCM (CD62L+ e CD44+) a partir 
das células T CD8+ E7-específicas presentes no baço. (e) Caracterização de células de memória E7-
específicas infiltrantes no no tumor em relação à frequência de TCM (CD62L+ e CD44+), MPEC 
(CD62L- CD44+ KLRG1− CD127+) e SLEC (CD62L- CD44+ KLRG1+ CD127-) a partir de células T CD8+ 
E7-específicas. (f) Caracterização do fenótipo das células de memória residente (TRM- CD103+ e 
CD69+) infiltrantes no tumor após o redesafio. Análise estatística: ANOVA, pós-teste: Bonferroni, (n 
= 5). SLEC: células efetoras de vida curta; MPEC: células efetoras precursoras de memória; TCM: 
células T de memória central. TRM: células T residentes de memória. * p <0,05, ** p <0,01, *** p 
<0,001. 
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de células T de memória residentes específicas de E7 (TRM definido como CD103+ e 

CD69+) no tumor, enquanto camundongos tratados com gDE7 nr-RNAm m1Ψ 

demonstraram porcentagens modestas de células desse fenótipo (Figura 15e). 

Importante destacar que todas as vacinas baseadas em gDE7 RNAm-LNP induziram 

altas frequências de T CD8+ E7-específicas ativados, observados pelo marcador 

CD69+ independentemente da expressão do marcador CD103 (Figura 15f). Tomados 

em conjunto, esses resultados sugerem diferenciação de células T E7-específicas em 

um fenótipo de memória residente pelas vacinas gDE7 nr-RNAm UTP e gDE7 re-

RNAm. 

 

4.2.4 Proteção antitumoral das vacinas gDE7 RNAm-LNP são mediadas 

primariamente por respostas de células T CD8+ e parcialmente por respostas de 

células T CD4+ 

Com o propósito de investigar o papel das células T na proteção antitumoral 

terapêutica, camundongos geneticamente deficientes em células T CD8+ e CD4+, 

foram previamente transplantados com células TC-1 e imunizados, três dias depois, 

com 5 μg das diferentes formulações vacinais de gDE7 RNAm-LNP via i.m. (Figura 

16a). Como observado na Figura 16b-c, os camundongos deficientes em células T 

CD8+ e imunizados com as diferentes vacinas baseadas em gDE7 RNAm-LNP, 

tiveram crescimento tumoral progressivo semelhante aos camundongos controle (Luc 

m1Ψ nr-RNAm-LNP), independente da formulação testada, tendo a proteção 

antitumoral terapêutica completamente perdida nesses camundongos (Figura 16b-c). 

Por outro lado, a imunização de animais deficientes em CD4+ resultou na inibição 

significativa do crescimento do tumor em comparação com camundongos do grupo 

controle e sobrevida prolongada em 50% e 70% em camundongos tratados com gDE7 

nr-RNAm-LNP (UTP e m1Ψ) ou re-RNAm -LNP, respectivamente (Figura 16d-e). Em 

conjunto, esses resultados demonstram que a proteção terapêutica antitumoral 

induzida pelas vacinas gDE7 RNAm-LNP é completamente dependente de reposta 

mediada por células T CD8+ e parcialmente dependente da resposta imune mediada 

por células T CD4+. 
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Figura 16. A eficácia da proteção tumoral das vacinas de gDE7 RNAm-LNP requer células T 
CD8+ e depende parcialmente das respostas imunes das células T CD4+. 
(a) Camundongos CD8 e CD4 KO foram transplantados com 1 x 105 células tumorais TC-1 e 
imunizados pela via i.m. 3 dias depois com uma única dose de 5 μg de não modificado (UTP) ou 
nucleosídeo modificado (m1Ψ) de não replicação de (nr) -RNAm ou UTP autorreplicativo (re)-RNAm 
que codifica a proteína gDE7, formulados com LNP. Um grupo de camundongos foi vacinado com 5 
μg de Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP como controle. (b;d) cinética do crescimento tumoral representada 
pela área tumoral em mm2 analisada individualmente de camundongos CD8 e CD4 KO 
respectivamente, tratados com diferentes vacinas terapêuticas baseadas em gDE7 RNAm-LNPs. 
(c;e) Porcentagens de sobrevida global de camundongos CD8 e CD4 KO, respectivamente. Análises 
estatísticas: Mantel-Cox, teste de log-rank (n = 4-10). 

 

4.2.5 As vacinas gDE7 RNAm-LNPs em baixas doses conferem regressão de 

tumores em estágios mais avançados de crescimento  

Em seguida, avaliamos a proteção antitumoral em estágios de tumores mais 

avançados de desenvolvimento. Para isso, os camundongos foram desafiados com 

as células TC-1 e a imunoterapia iniciada quando os tumores atingiram 

aproximadamente 12 mm2 (Figura 17a). Nossos dados mostraram que em 

camundongos com tumores avançados, a imunização com dose única de 5 μg das 

formulações baseadas em gDE7 RNAm-LNP levou à erradicação completa do tumor 
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em 70% dos camundongos vacinados e prolongou a sobrevivência em tempo superior 

a 100 dias (Figura 17c). Por outro lado, os camundongos do grupo controle, tratados 

com Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP na mesma dose apresentaram crescimento tumoral 

progressivo e tiveram que ser sacrificados em 35 dias (Figura 17b). Relevantemente, 

a redução da dose para 1μg ou mesmo 0,1 μg atrasou significativamente o 

crescimento do tumor em comparação com os camundongos do grupo de controle e 

prolongou a sobrevivência dos camundongos para todas as formulações testadas 

(Figura 17c-d). Além disso, os camundongos tratados com as vacinas gDE7 RNAm-

LNP conferiram 40% e 20% de regressão completa do tumor nas doses de 1 μg e 0,1 

μg, respectivamente (Figura 17c-d). Em conjunto, nossos dados demonstram que a 

imunização com as formulações baseadas em gDE7 RNAm-LNPs é capaz de 

promover regressão de tumores e controlar a progressão tumoral com apenas uma 

dose da vacina, mesmo em um estágio mais avançado de crescimento tumoral, e sem 

a necessidade de incorporação de adjuvantes adicionais.  
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Figura 17. Imunização com baixas doses das vacinas baseadas em gDE7 RNAm-LNP induzem 
regressão parcial de tumores estabelecidos. 
(a) Os camundongos foram desafiados com 1 x 105 células TC-1, Aproximadamente 12 dias depois, 
quando o tamanho médio dos tumores atingiu ~ 12 mm2, os camundongos foram imunizados (im) 
com diferentes doses das vacinas de RNAm não replicante (nr) não modificado (UTP) ou nucleosídeo 
modificado (m1Ψ) ou com o RNAm autorreplicativo (re)- RNAm que codifica a proteína gDE7, 
formulado com LNP. (b) Cinética de crescimento do tumor de camundongos vacinados com Luc m1Ψ 
nr-RNAm-LNP como um controle utilizando a dose de 5 μg. (c-e) Cinética de crescimento tumoral e 
sobrevivência de camundongos imunizados com uma única dose de 5, 1 ou 0,1 μg de gDE7 RNAm-
LNP respectivamente, pela via i.m., 12 dias após o desafio tumoral. Dados de dois experimentos 
independentes. A significância foi determinada usando Mantel-Cox, teste de log-rank (n = 7-10). *** 
p <0,001 x grupo Luc m1Ψ nr-RNAm-LNP. 

 

  



89 
Resultados _________________________________________________________________________ 
 

4.3 As vacinas baseadas em gDE7 RNAm-LNPs induzem proteção 

antitumoral em dois modelos de tumores ortotópicos 

  Para reproduzir, em condições experimentais, as características de tumores de 

colo de útero e tumores de cabeça e pescoço associados ao HPV, avaliamos a 

eficácia terapêutica das vacinas de gDE7 RNAm-LNPs em dois modelos ortotópicos 

de implantação do tumor: intravaginal e sublingual. Para os experimentos envolvendo 

o modelo de tumor intravaginal, os camundongos tiveram o ciclo estral sincronizado 4 

dias antes da implantação das células TC-1-luc na submucosa vaginal (Figura 18a). 

Após a implantação de células TC-1-luc (intravaginal), os animais foram avaliados 

quanto à emissão de bioluminescência in vivo para monitorar a implantação do tumor. 

A imunização foi realizada quando a bioluminescência atingiu aproximadamente 5x106 

f/s (Figura 18a). De acordo com o observado nos nossos resultados anteriores, no 

modelo de tumor s.c., os camundongos imunizados com as vacinas gDE7 nr-RNAm 

UTP ou gDE7 re-RNAm -LNP mostraram potentes efeitos antitumorais e promoveram 

rapidamente a regressão completa dos tumores no modelo de tumor intravaginal 

(Figura 18b-c). Nesses dois grupos, todos os camundongos se mostraram livres de 

tumores 14 dias após a imunização (Figura 18b-c). Curiosamente, a proteção 

antitumoral dos animais imunizados com a formulação gDE7 nr-RNAm m1Ψ foi menor 

(80% de animais livres de tumores) quando comparada aos outros grupos e com os 

resultados obtidos para esse mesmo grupo no modelo s.c.. Além disso, o grupo 

controle tratado com PBS demonstrou um rápido e progressivo crescimento tumoral e 

sobrevida de até aproximadamente 21 dias pós tratamento (Figura 18c). Como 

esperado, os efeitos antitumorais se correlacionaram com frequências aumentadas 

de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ+ induzidas pelas vacinas gDE7 RNAm-LNP 

em comparação aos camundongos do grupo controle tratados com PBS (Figura 18d). 

Por fim, avaliamos a proteção terapêutica no modelo sublingual, utilizando as 

células TC-1-luc implantadas na submucosa na base da língua (Figura 18e). O 

implante do tumor foi confirmado três dias após o desafio, a partir no monitoramento 

da emissão de bioluminescência in vivo e os grupos de animais foram divididos de 

forma a apresentar valores similares (aproximadamente 1x107 f/s) (Figura 18e-f).  
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De forma semelhante aos resultados encontrados no modelo intravaginal, 

poucos dias após a imunização de dose única com as formulações gDE7 nr-RNAm 

UTP ou gDE7 re-RNAm, observamos a regressão completa dos tumores em 100% 

dos camundongos tratados (Figura 18f-g). Por outro lado, os camundongos 

imunizados com a gDE7 nr-RNAm m1Ψ permaneceram parcialmente protegidos, com 

60% de animais livres de tumor no final do período de observação (Figura 18 f-g). 

Destaca-se que todas as vacinas avaliadas foram capazes de induzir frequências 

aumentadas de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ em comparação com o grupo 

de controle de PBS (Figura 18h). Tomados em conjunto, esses dados destacam as 

características específicas das respostas imunológicas associadas aos modelos 

ortotópicos e sugerem que a proteção antitumoral nesses modelos se correlaciona 
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não apenas ao aumento da ativação de células T CD8+, mas também com a infiltração 

eficaz dessas células T no tumor. 
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Figura 18. As vacinas baseadas em gDE7 RNAm-LNPs induzem proteção antitumoral em dois 
modelos de tumores ortotópicos. 
(a) Os camundongos foram inoculados com acetato de medroxiprogesterona (nome comercial 
DepoProvera) para sincronizar o ciclo estral dos animais e quatro dias depois os animais foram 
transplantados com as células tumorais TC-1-luc na parede da submucosa intravaginal. A imunização 
foi realizada três dias depois, quando a bioluminescência atingiu a média de 5 x 106 fótons/segundo 
(f/s). A imunização foi realizada pela via i.m. com uma única dose de 5 μg de UTP ou m1Ψ nr-RNAm-
LNPs ou re-RNAm-LNPs que codificam a gDE7. Camundongos controle foram vacinados com PBS. 
(b) Imagens representativas de camundongos e (c) cinética de crescimento do tumor medida por 
bioluminescência in vivo. (d) Duas semanas após a imunização, a porcentagem de células T CD8+ 
produtoras de IFN-γ foi determinada no sangue periférico dos animais após estimulação das células 
in vitro com peptídeo E749-57. (e) As células tumorais TC-1-luc transplantadas na base da língua 
(sublingual) e então os animais foram imunizados três dias depois com uma única dose de 5 μg de 
UTP ou m1Ψ nr-RNAm-LNPs ou re-RNAm-LNPs que codifica a gDE7. (f) Imagens representativas de 
camundongos e (g) cinética de crescimento do tumor medida por bioluminescência in vivo. (h) 
Frequências de células T CD8+ produtores de IFN-γ no sangue perifícos dos animais, duas semanas 
após o desafio (c;g) Cada símbolo representa a mediana da bioluminescência in vivo e os valores são 
expressos como a mediana ± SEM. n = 10 animais por grupo. (d;h) Cada símbolo representa um 
animal. O símbolo † representa a eutanásia do animal. Análise estatística: ANOVA, pós-teste: 
Bonferroni, barras de erro são apresentadas como SEM. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001. 
  



94 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 DISCUSSÃO  

 ______________________________________________ 



95 
Discussão __________________________________________________________________________ 
 

 

5 DISCUSSÃO 

 

Após décadas de desenvolvimento, as primeiras vacinas baseadas em RNAm 

receberam aprovação formal para uso em humanos (FDA, 2021a), anunciando uma 

nova era no desenvolvimento de vacinas. Essa modalidade de imunização, a partir da 

utilização de material genético na forma de RNAm, tem o potencial de ser amplamente 

utilizada para a geração de vacinas seguras e eficazes não só contra doenças 

infecciosas, mas também na terapia contra o câncer. O desenvolvimento de vacinas 

baseadas em RNAm está baseado em duas plataformas tecnológicas: os RNAm não 

replicantes (nr) e os RNAm autorreplicativos (re). Embora vários estudos tenham 

demonstrado que vacinas baseadas em nr- e re-RNAm sejam altamente 

imunogênicas e possam induzir respostas imunológicas robustas (GEALL et al., 2012; 

LACZKÓ et al., 2020; PARDI et al., 2017), nenhum estudo comparativo de eficácia 

protetora no contexto de imunoterapia para tratamento de câncer foi publicado até o 

momento. Neste trabalho, desenvolvemos o desenvolvimento de três vacinas 

terapêuticas inéditas baseadas na plataforma de RNAm formulados em LNP 

(produzidas com re-RNAm, ou nr-RNAm contendo UTP ou m1Ψ), e estudamos seus 

efeitos antitumorais em modelo pré-clínico de tumores associados ao HPV-16. Todas 

as formulações aqui testadas codificam para a mesma proteína quimérica gDE7 e 

permitem uma comparação direta do desempenho das vacinas na forma de RNAm-

LNP (gDE7 nr-RNAm-UTP, gDE7 nr-RNAm-m1Ψ, e gDE7 re-RNAm) com as outras 

vacinas desenvolvidas previamente no nosso laboratório, baseadas no mesmo 

antígeno vacinal (de DNA - pgDE7h - ou de proteína recombinante - gDE7) (DINIZ et 

al., 2013; PORCHIA et al., 2011, 2017; SALES et al., 2017; SILVA et al., 2019). 

 Os resultados apresentados neste trabalho incluem uma análise comparativa e 

detalhada dos efeitos antitumorais e imunológicos promovidos pelas três vacinas 

propostas. Como um diferencial, demonstramos uma potente ativação de linfócitos T 

CD8+ E7-específicos com capacidade citotóxica, e de linfócitos T CD8+ produtores de 

citocinas com uma única dose vacinal. A ativação de respostas celulares se 

correlacionou com a imunidade protetora antitumoral, conforme demonstrado pela 

regressão completa de tumores em diferentes estágios de desenvolvimento e 

localizados em sítios anatômicos distintos (dorsal, língua e vagina). Destaca-se que 

as vacinas foram capazes de promover a expansão de células T de memória, o que 
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resultou em proteção em longo prazo contra recidivas tumorais entre os camundongos 

vacinados. Em conjunto, nossos dados evidenciam o potencial deste novo tipo de 

vacina como estratégia imunoterapêutica contra tumores induzidos por HPV. 

Para caracterizar as vacinas aqui desenvolvidas, inicialmente, comparamos a 

capacidade de tradução dos diferentes tipos de RNAm, gerados por IVT e purificados 

com celulose, em ensaios de transfecção de células in vitro. Como esperado, altas 

quantidades de proteína foram produzidas por todas as formulações de RNAm nas 

células HEK 293T. Por outro lado, observamos diferenças marcantes na capacidade 

de tradução dos RNAm em mo-DC primárias, células que expressam diversos 

receptores de detecção de RNA exógeno (ALEXOPOULOU et al., 2001; SEN; 

SARKAR, 2005). A purificação dos RNAm por colunas de celulose foi capaz de 

remover os contaminantes de dsRNA gerados pela IVT (BAIERSDÖRFER et al., 

2019b), mas não suprimiu as propriedades inflamatórias dos intermediários de dsRNA 

produzidos durante a replicação intracelular do re-RNAm (ALEXOPOULOU et al., 

2001). Além disso, os RNAm sintetizados com o nucleosídeo UTP são naturalmente 

inflamatórios por ativar receptores do tipo Toll (do inglês Toll-like receptors) 7 e 8 

(TANJI et al., 2015; ZHANG et al., 2016). A combinação desses fatores pode afetar 

negativamente a eficiência da tradução de RNAm especialmente em DCs. De fato, 

camundongos imunizados com re-RNAm pela via i.d. apresentaram uma baixa 

expressão do antígeno de interesse, visto que essa via privilegia a transfecção de DCs 

presente na derme (HUYSMANS et al., 2019). Uma alternativa para sanar esse efeito 

biológico é a alteração da molécula de re-RNAm por mutações genéticas com a 

finalidade de evitar as vias de sinalização de IFN do tipo I. De fato, essas mutações 

se mostraram capazes de suprimir as respostas inflamatórias desencadeadas pelos 

re-RNAm e aumentar a expressão do antígeno de interesse (SIMMONS et al., 2009).  

Como já mencionado anteriormente, os RNAs modificados por incorporação de 

nucleosídeos apresentam uma vantagem em relação aos outros, porque suprimem a 

resposta inflamatória da molécula em DCs, garantindo uma maior estabilidade 

biológica e aumento da expressão do antígeno de interesse (KARIKÓ et al., 2008, 

2012). Em nosso estudo, os nr-RNAm m1Ψ mostraram uma capacidade de tradução 

superior às outras formulações, quando testadas em células primárias in vitro, mas a 

imunização pela via i.m. com nr-RNAm-LNP m1Ψ induziu efeitos in vivo semelhantes 

com a sensibilização (prime) eficiente de linfócitos T CD8+, quando comparados aos 

resultados alcançados pelas vacinas re-RNAm-LNP ou nr-RNAm-LNP UTP. Sendo 
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assim, esses resultados sugerem que os efeitos inflamatórios induzidos por RNAm 

dependem de vários aspectos, como via de administração e os tipos de células 

transfectadas e apenas a quantidade de tradução da proteína in vitro não reflete 

necessariamente a eficácia da vacina in vivo. Os resultados a serem obtidos em 

ensaios clínicos em andamento utilizando estratégias baseadas em re-RNAm 

(NCT05037097, NCT04668339, NCT05012943) ou nr-RNAm UTP (NCT04652102, 

NCT04848467) serão fundamentais para entender o benefício clínico da resposta 

inflamatória inata desencadeada por essa molécula, na geração de uma imunidade 

protetora, bem como para avaliar a toxicidade in vivo dessa estratégia.  

O tratamento eficaz de tumores induzidos por HPV, utilizando o modelo de 

células TC-1 implantados por via s.c., foi demonstrado anteriormente com vacinas 

baseadas em nr-RNAm (U- ou m1Ψ) que codificam o antígeno E7 (BIALKOWSKI et 

al., 2016; GRUNWITZ et al., 2019; KRANZ et al., 2016; VAN LINT et al., 2012). 

Entretanto a regressão completa de tumores só foi alcançada após a imunização com 

múltiplas doses, com concentrações de RNAm mais altas (três ou mais doses de 15 

µg ou 40 µg por animal) e / ou em combinação com quimioterapia ou inibidores de 

checkpoint (BIALKOWSKI et al., 2016; GRUNWITZ et al., 2019; KRANZ et al., 2016; 

MIAO et al., 2019; TSE et al., 2021). Além disso, ao contrário do que foi observado 

em estudos com vacinas que utilizam a gDE7, seja com proteína purificada (PORCHIA 

et al., 2011, 2017) ou DNA plasmidial (AVILA et al., 2016; DINIZ et al., 2013, 2016; 

MORENO et al., 2018; RAMOS DA SILVA et al., 2021; SALES et al., 2017), as vacinas 

de RNAm-LNP demonstraram efeitos antitumorais superiores e indução de proteção 

antitumoral completa em camundongos imunizados com uma única dose, em baixa 

concentração, e sem necessidade adicional de adjuvante. Essas diferenças destacam 

ainda mais a potencialidade das vacinas de RNAm-LNP gDE7 sobre as plataformas 

vacinais previamente testadas em condições pré-clínicas (BIALKOWSKI et al., 2016; 

GRUNWITZ et al., 2019; KRANZ et al., 2016; MIAO et al., 2019; RAMOS DA SILVA 

et al., 2021; SALES et al., 2017; SILVA et al., 2021; TSE et al., 2021). A superioridade 

dos efeitos antitumorais observados nas vacinas baseadas em RNAm-LNP pode ser 

resultado de diferenças na síntese, produção e otimização de RNAm, do método de 

entrega in vivo baseado em LNP, dos efeitos adjuvantes da gD ou, mais 

provavelmente, a combinação desses fatores.  

Embora os tratamentos clínicos contra o câncer ou lesões induzidas por HPV, 

(cirurgia, radioterapia, quimioterapia à base de cisplatina, associação com anticorpos 
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monoclonais ou uma combinação dessas modalidades de tratamento) demonstrem 

resultados promissores no controle da progressão tumoral, ainda é comum, após o 

tratamento, o surgimento de recidivas ou resistência (FAKHR; MODIC; CID‐

ARREGUI, 2021; HILL, 2020). De fato, a recorrência do tumor com focos de metástase 

representa um desafio frequente à clínica médica (PITT et al., 2016; RANDALL et al., 

2021). Dessa forma, nossos achados são encorajadores, uma vez que todas as três 

vacinas de RNAm-LNP baseadas na gDE7 induziram uma forte infiltração intratumoral 

de células T CD8+ E7-específicas com fenótipo de linfócitos T de memória efetora, 

após o redesafio tumoral. Sendo assim, esses resultados indicam o desenvolvimento 

de uma imunidade antitumoral de longo prazo envolvida na proteção contra recidivas 

tumorais. Esses achados corroboram os resultados encontrados por outros grupos 

com vacinas baseadas em RNAm contra o câncer induzido por HPV em condições 

pré-clínicas (BIALKOWSKI et al., 2016; GRUNWITZ et al., 2019). Particularmente, os 

resultados de menor proteção após o redesafio observados em camundongos 

imunizados com a formulação nr-RNAm-LNP UTP podem ser atribuídos a uma menor 

ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos, um menor número de linfócitos que se 

infiltram no tumor dos animais desse grupo, e pelo fenótipo das células de memória 

infiltrantes no tumor desses animais (% de linfócitos infiltrantes no tumor: TCM > 

MPECs no grupo nr-RNAm-LNP UTP) em relação aos outros grupos de imunização 

(TCM < MPECs nos grupos nr-RNAm-LNP m1Ψ ou re-RNAm-LNP). 

 Buscamos também, investigar os mecanismos de imunidade celular induzidos 

pelas vacinas de RNAm-LNP em camundongos CD8 ou CD4 KO. Como esperado, a 

proteção antitumoral induzida pelas vacinas foi completamente perdida em 

camundongos CD8 KO, demonstrando o papel crucial dessas células na imunidade 

antitumoral. Curiosamente, nossos achados demonstraram que a proteção 

antitumoral também foi parcialmente dependente das respostas das células T CD4+. 

Em contrapartida, estudos anteriores do nosso grupo demonstraram que as respostas 

antitumorais em camundongos imunizados com gDE7, baseados em DNA ou proteína 

purificada, eram exclusivamente dependentes de células T CD8+ (PORCHIA et al., 

2017; RAMOS DA SILVA et al., 2021). Esses resultados destacam diferenças nos 

mecanismos de ativação imunológica das vacinas baseadas em DNA, proteína ou 

RNAm. Outros estudos também demonstraram que as vacinas de RNAm são capazes 

de promover a ativação não só de linfócitos T CD8+, mas também de células T CD4+ 

a partir da apresentação de antígenos via MHC de classe I ou MHC de classe II, 
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respectivamente (HEINE; JURANEK; BROSSART, 2021). De fato, o 

desencadeamento de resposta imunológica mista, composta pela ativação de 

linfócitos T CD8+ e T CD4+, tem sido utilizado como indicativo de eficácia de vacinas 

terapêuticas em ensaios clínicos (KOMDEUR et al., 2021; WELTERS et al., 2008). 

Esse fenômeno é correlacionado ao controle mais eficiente da progressão de tumores 

e com prognóstico positivo entre pacientes com câncer cervical avançado ou outras 

doenças malignas associadas ao HPV (NORDFORS et al., 2013; SANIF; NURWANY, 

2019). Coletivamente, esses achados evidenciam o potencial dessa modalidade 

vacinal para uso terapêutico em condições clínicas.  

Nesse estudo, todas as três plataformas de RNAm-LNP foram capazes de 

promover potentes efeitos antitumorais com pequenas diferenças de acordo com a 

localização anatômica do tumor. Tumores de mucosa representam um desafio 

adicional na eficácia das imunoterapias devido às dificuldades de infiltração adequada 

de linfócitos nesses sítios (BIALKOWSKI et al., 2016). Camundongos imunizados com 

nr-RNAm-LNP UTP e re-RNAm-LNP mostraram uma maior expansão de células T 

residentes de memória infiltrantes no tumor, o que tem sido associado com o aumento 

da proteção induzida frente a tumores de mucosa (NIZARD et al., 2017). Isso pode ter 

contribuído para a proteção completa dos tumores localizados na mucosa obtido 

apenas com as vacinas de RNAm-LNP não modificadas (nr-RNAm-LNP UTP e re-

RNAm-LNP). Dessa forma, isso demonstra que, diferente dos tumores s.c., a proteção 

antitumoral para esses sítios anatômicos pode não estar apenas relacionada à 

ativação de linfócitos T CD8+, mas também a outros mecanismos imunológicos 

modulados pela presença de nucleosídeos não modificados. Como mencionado 

anteriormente, as vacinas de RNAm contendo UTP são capazes de induzir uma forte 

resposta de IFN do tipo I, o que pode ser benéfico para a indução de imunidade contra 

tumores (KRANZ et al., 2016; POLLARD et al., 2013). Por exemplo, a forte resposta 

inflamatória, mediada por mecanismos da imunidade inata, pode promover a ativação 

das células NK (GUAN et al., 2014; MIZUTANI et al., 2012), bem como de outros 

mediadores imunológicos que desempenham papel importante na imunidade da 

mucosa contra tumores. Outros trabalhos revelaram que os re-RNAm regulam 

positivamente a expressão de vários genes relacionados com resposta imune inata 

(DE ALWIS et al., 2021) e apresentam propriedades adjuvantes em mucosas 

(THOMPSON et al., 2006). Estudos adicionais são necessários para investigar a 

correlação entre a capacidade das vacinas de RNAm sintetizada com UTP de ativar 
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mecanismos da resposta inata e a imunidade protetora de tumores localizados em 

mucosa. 

Neste estudo, conduzimos a primeira comparação de três vacinas baseadas em 

RNAm-LNP que codificam o mesmo antígeno alvo contra tumores induzidos por HPV. 

Em comparação com a vacina baseada em nr-RNAm-LNP UTP, as vacinas re-RNAm-

LNP e nr-RNAm-LNP m1Ψ foram capazes de induzir uma maior ativação de linfócitos 

T CD8+ E7-específicos no modelo de tumores s.c. Apesar da vacina nr-RNAm-LNP 

UTP promover baixas respostas de ativação de células T CD8+, os efeitos terapêuticos 

protetores observados foram similares aos obtidos com outras as formulações 

testadas. Esses achados sugerem que a magnitude da resposta imune alcançada por 

todas as vacinas foi suficiente para promover a proteção completa de tumores 

implantados s.c. Além disso, a diminuição da dose de 30 µg para 5 µg não afetou a 

proteção antitumoral, mas quando utilizamos a dose na faixa de ng observamos a 

redução da porcentagem de animais livres de tumores, mesmo para a vacina re-

RNAm-LNP, que em geral requer baixas doses para imunização (DE ALWIS et al., 

2021; VOGEL et al., 2018b). Em resumo, nossos resultados destacam as diferenças 

e particularidades imunológicas de cada uma das vacinas de RNAm-LNP de uma 

forma inédita e que abrem perspectivas promissoras para o tratamento clínico de 

tumores induzidos por HPV localizados em diferentes sítios anatômicos. 
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6 CONCLUSÃO 
 

Em conclusão, as vacinas baseadas em RNAm representam uma plataforma 

tecnológica inovadora para o desenvolvimento de vacinas seguras e eficazes para 

seres humanos, conforme demonstrado pelo desempenho das vacinas de RNAm 

COVID-19. Até onde sabemos, o presente estudo é o primeiro que compara a 

imunogenicidade e eficácia terapêutica de três vacinas de RNAm usando nr-RNAm 

(UTP ou m1Ψ) e re-RNAm que codificam para o mesmo antígeno-alvo, e o primeiro a 

desenvolver uma vacina de re-RNAm para tratamento de tumores. Nossos resultados 

destacam aspectos relevantes da imunogenicidade e da capacidade de indução de 

imunidade antitumoral das diferentes vacinas baseadas em RNAm-LNP contra o 

câncer e subsidiam o desenvolvimento de vacinas contra tumores associados ao HPV. 
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