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RESUMO 

SALES, N. S. Controle de tumores induzidos por HPV por imunoterapia baseada na 

associação de anticorpos monoclonais de bloqueio de vias imunossupressoras e a uma 

vacina terapêutica capaz de ativar linfócitos T CD8+ citotóxicos. [Tese]. São Paulo: 

Universidade de São Paulo, Instituto de Ciências Biomédicas, 2021. 127 f. 

O câncer cervical é um grave problema de saúde pública e representa o quarto tipo de câncer 

mais frequente em mulheres. As pacientes diagnosticadas com câncer cervical podem ser 

tratadas com cirurgia, radio e/ou quimioterapia, que apresentam eficiência reduzida em casos 

mais avançados da doença e, além disto, estão associados à indução de efeitos adversos 

severos. Estudos buscam desenvolver novas terapias contra câncer associado à infecção por 

HPV, como a combinação de estratégias quimioterápicas e imunoterapêuticas que atuam em 

diferentes mecanismos (morte celular, imunossupressão, indução de resposta antígeno-

específica). Nesse sentido, nosso grupo desenvolveu uma vacina de DNA contra tumores 

induzidos por HPV baseada na expressão de uma proteína híbrida resultado da fusão gênica 

da glicoproteína D (gD) do HSV-1 à oncoproteína E7 do HPV-16 (pgDE7h).  O objetivo 

desse trabalho foi avaliar a eficácia antitumoral de estratégias imunoterapêuticas baseadas na 

combinação da vacina pgDE7h e anticorpos monoclonais (mAb) de bloqueio de checkpoint 

(anti-PD-1, anti-PD-L1 e anti-CTLA-4), ou a combinação da vacina pgDE7h com aptâmeros 

antagonistas das moléculas PD-1 e PD-L1 (aptPD-1 e aptPD-L1), frente ao modelo 

experimental baseado no implante de células da linhagem TC-1, capaz de expressar as 

oncoproteínas E6 e E7 do HPV-16. A associação de pgDE7h com os mAbs anti-PD-1 ou com 

anti-PD-L1 foi capaz de promover resposta terapêutica parcial. No entanto, ao combinarmos 

ambos os mAbs anti-PD-1 e anti-PD-L1 com a vacina pgDE7h não observamos aumento 

adicional da resposta antitumoral. Por outro lado, a associação da vacina pgDE7h com o mAb 

anti-CTLA-4 foi capaz de promover um aumento da resposta terapêutica antitumoral e 

sobrevivência dos animais observados em relação aos animais que receberam apenas um dos 

tratamentos. Em relação à combinação de pgDE7h e o aptPD-L1, observamos resposta 

terapêutica antitumoral prejudicada, porém, quando associamos a vacina ao aptPD-1, notamos 

um aumento discreto da resposta antitumoral. Em resumo, esses dados obtidos durante a 

presente tese demonstram que a associação de pgDE7h e o mAb anti-CTLA-4 mostra-se 

como uma estratégia terapêutica promissora contra tumores induzidos por HPV. 

Palavras-chaves: Câncer cervical, imunoterapia, vacinas de DNA, anti-PD-L1, anti-PD-1, 

anti-CTLA-4 mAbs, aptâmeros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

SALES, N. S. Control of HPV-induced tumours by immunotherapy based on the 

association of monoclonal antibodies blocking immunosuppressive pathways and a 

therapeutic vaccine capable of activating cytotoxic CD8+ T lymphocytes. [Tese]. São 

Paulo: Universidade de São Paulo, Instituto de Ciências Biomédicas, 2021.  127 p. 

Cervical cancer is a serious public health problem and represents the fourth most common 

type of cancer in women. Patients diagnosed with cervical cancer may be treated with 

surgery, radio and/or chemotherapy, which have reduced efficiency in more advanced cases 

of the disease and, in addition, are associated with the induction of severe adverse effects. 

Studies seek to develop new therapies against cancer associated with HPV infection, such as 

the combination of chemotherapy and immunotherapeutic strategies that act on different 

mechanisms (cell death, immunosuppression, induction of an antigen-specific response). In 

this sense, our group developed a DNA vaccine against HPV-induced tumours based on the 

expression of a hybrid protein resulting from the fusion of genes encoding the glycoprotein D 

(gD) of HSV-1 and the oncoprotein E7 of HPV-16 (pgDE7h). The aim of this work was to 

evaluate the antitumor efficacy of the immunotherapeutic strategies based on the combination 

of the pgDE7h vaccine and checkpoint blocking monoclonal antibodies (mAb) (anti-PD-1, 

anti-PD-L1 and anti-CTLA-4), or the combination of the pgDE7h vaccine with antagonist 

aptamers of the PD-1 and PD-L1 molecules (aptPD-1 and aptPD-L1), using the experimental 

model based on the implantation of TC-1 cell lineage, capable of expressing the E6 and E7 

oncoproteins of the HPV-16. The association of pgDE7h with anti-PD-1 or anti-PD-L1 mAbs 

was capable to promote a partial therapeutic protective response. However, when we 

combined both anti-PD-1 and anti-PD-L1 mAbs with the pgDE7h vaccine, we did not observe 

further increase in the antitumor responses. On the other hand, the association of the pgDE7h 

vaccine with the anti-CTLA-4 mAb promoted an increase in the antitumor therapeutic 

response and survival of the animals in relation to animals that received only one of the 

treatments. Regarding the combination of pgDE7h and aptPD-L1, we observed an impaired 

antitumor therapeutic response, however, when we combined the vaccine with aptPD-1, we 

noticed a slight increase in the antitumor response. In summary, these data obtained during 

the present thesis demonstrate that the association of pgDE7h and the anti-CTLA-4 mAb 

shows itself as a promising therapeutic strategy against HPV-induced tumours.  

Key words: Cervical cancer, immunotherapy, DNA vaccines, anti-PD-L1, anti-PD-1 and 

anti-CTLA-4 mAb, aptamers. 
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1. INTRODUÇÃO 

Tumores associados ao papilomavírus humano (HPV) representam um grande 

problema de saúde pública que perdura décadas. Especificamente, o câncer cervical 

representa o quarto tipo de câncer mais comum em mulheres no mundo (Bray et al., 2018; 

Jayshree, R.S., 2021). De acordo com os dados divulgados pelo Instituto Nacional do Câncer 

(INCA), tais tumores representam a quarta causa de mortes por câncer em mulheres no Brasil. 

Em 2020, foram reportados 16.590 novos casos deste tipo de câncer no Brasil e 6.596 óbitos 

no ano de 2019 (INCA, 2021). Estudos prévios mostram que todos casos de câncer de colo de 

útero estão associados a infecções persistentes pelo vírus do papiloma humano com potencial 

oncogênico (Parkin et al., 2005; Zhou et al., 2019).  

O papilomavírus, pertencente à família Papillomaviridae, é um vírus não envelopado, 

de DNA circular dupla fita, e com simetria icosaédrica (Doorbar et al., 2016; Estevão et a., 

2019; Jayshree, R.S., 2021). Os papilomavírus apresentam alta heterogeneidade e mais de 300 

genótipos foram identificados. Aproximadamente 200 deles são capazes de infectar humanos 

e apresentam tropismo por diferentes sítios anatômicos sendo categorizados em 5 grandes 

grupos: alfa, beta, gama, mu e nu-papilomavírus (Serrano et al., 2018; Estevão et al., 2019; 

Doorbar et al., 2019). O grupo alfa-papilomavírus está diretamente relacionado aos casos de 

tumores anogenitais e podem causar câncer em diversos sítios anatômicos, como: colo de 

útero, anal, pênis, vulva e vagina (Brianti et al., 2017; Zhou et al., 2019). De acordo com a 

capacidade de causar câncer, esses vírus foram divididos em dois grupos: os de baixo risco 

(HPV-6 e 11), principais causadores de verrugas genitais e lesões benignas, e os de alto risco 

(HPV-16 E 18), principais causadores de lesões celulares de alto grau e câncer (Van 

Doorslaer, 2013; Zhou et al., 2019).  

O genoma dos HPV é composto por aproximadamente 8.000 pares de bases, que 

formam 8 a 9 regiões de “fase de leitura aberta” (ORF, do inglês Open Reading Frame), 

incluindo os genes de expressão tardia (L, do inglês late) e os genes de expressão precoce (E, 

do inglês early).  (Serrano et al., 2018; Hoppe-Seyler et al., 2018; Zhou e Rossi, 2019). Genes 

expressos tardiamente codificam as proteínas virais L1 e L2, produzidas durante estágios mais 

tardios da infecção celular. Essas proteínas são responsáveis pela formação do capsídeo viral 

e, portanto, permitem a entrada do vírus na célula (Doorbar et al., 2015; Zhou e Rossi, 2019; 

Estevão et al., 2019). Em contraste, genes precoces codificam a expressão das proteínas E1, 

E2, E4, E5, E6 e E7, que possuem importantes funções na replicação viral, interferência no 
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ciclo celular, liberação de partículas virais e evasão do sistema imune (Doorbar et al., 2015; 

Zhou e Rossi, 2019; Estevão et al., 2019).  

Especificamente, as proteínas E6 e E7 interagem com diversas proteínas celulares, 

contribuindo para o processo de malignização celular. Entre outras ações já descritas, a 

proteína E7 interage com a proteína pRb liberando o fator de transcrição E2F, e a proteína E6 

promove a degradação de p53, promovendo proliferação celular e bloqueio de apoptose, 

respectivamente (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990). As oncoproteínas virais E6 e E7 

são constitutivamente expressas em células de carcinoma cervical e estão relacionadas à 

transformação celular e manutenção deste estado. Portanto, essas proteínas representam alvos 

importantes para o desenvolvimento de imunoterapias contra tumores relacionados ao HPV 

(Frazer, 2004; Hoope-Seyler et al., 2018). 

Visando evitar a infecção viral, e consequentemente a ocorrência do câncer em longo 

prazo, foram desenvolvidas vacinas preventivas para os HPV. A proteína L1, sozinha ou 

associada à L2, forma partículas que se assemelham ao vírus, conhecidas como VLPs (do 

inglês Viral-Like Particles) (Kirnabauer et al., 1992; De Villiers et al., 2004; Pils e Joura, 

2015). As VLPs mostraram-se altamente imunogênicas e induzem respostas de anticorpos 

neutralizantes capazes de evitar infecções pelo vírus em humanos (Brown et al., 2001). 

Atualmente, temos 3 vacinas profiláticas disponíveis e licenciadas para uso em humanos: 

Cervarix®, uma vacina bivalente contra os tipos virais HPV-16 e 18, produzida pela 

GlaxoSmithKline (GSK, Filadélfia, PA, USA); a vacina Gardasil® quadrivalente compreende 

VLPs dos tipos virais de HPV (-6, HPV-11, HPV-16 e -18) - (Merck & CO. Witehouse 

Station, NJ, USA), e a Gardasil® nonavalente que abrange 9 tipos virais de HPV (6, 11, 16, 

18, 31, 33, 45, 52 e 58). Essas vacinas são compostas pela proteína L1 do capsídeo viral, 

induzem a produção de anticorpos neutralizantes e conferem proteção contra a infecção pelos 

tipos virais cobertos pela vacina. Entretanto, as vacinas profiláticas não protegem indivíduos 

com tumores associados a HPV, uma vez que as proteínas do capsídeo não são expressas por 

células transformadas pela presença do HPV integrado ao genoma das células epiteliais 

(Frazer, 2004; Pils e Joura, 2015). Além disso, o custo elevado e a dificuldade de acesso a 

populações de baixa renda têm impedido a distribuição em larga escala, particularmente em 

países como o Brasil, o que seria necessário para que o número de casos de câncer de colo de 

útero fosse impactado em um período de tempo que varia entre 5 a 20 anos após a 

administração das vacinas (Lin et al., 2010). Portanto, torna-se necessário o desenvolvimento 

de abordagens terapêuticas contra lesões estabelecidas ou câncer. 
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O tratamento de tumores induzidos por HPV atualmente disponíveis na clínica 

envolvem cirurgia, radioterapia e quimioterapia, correspondendo a intervenções invasivas, 

agressivas e que não agem especificamente sobre as células tumorais. Apesar de 

representarem estratégias terapêuticas importantes para a redução da mortalidade associada à 

doença, esses tratamentos podem induzir efeitos adversos graves, permitem recidivas, e não 

apresentam boa eficácia no controle de tumores em estágios avançados (Kenter et al., 2009). 

Consequentemente, essas evidências reforçam a necessidade de se buscar por novas 

abordagens terapêuticas capazes de induzir efeitos colaterais menos agressivos e, se possível, 

induzir respostas imunológicas voltadas para o tumor de forma a impedir recidivas pós-

tratamento (da Silva Cordeiro, et al., 2014).  

Nos últimos anos, importantes avanços no tratamento de diferentes tipos de câncer 

foram alcançados por meio do desenvolvimento de imunoterapias antitumorais. A 

imunoterapia vem se tornando um adjuvante eficiente, e representa uma ferramenta 

importante no tratamento de diversos tumores, inclusive em tumores em estágio avançado. 

Abordagens imunoterapêuticas são capazes de aumentar resposta imune contra o câncer, e 

pode ser feita por diferentes abordagens (Naumann et al., 2020). Especificamente, para o 

tratamento de tumores associados ao HPV, atualmente diversos tipos de imunoterapias 

encontram-se em estudo, tais como: vacinas terapêuticas baseadas em diferentes plataformas 

(DNA, RNA, peptídeos, proteínas, vetores vacinais) e associadas a diferentes adjuvantes. 

Além disso, outra alternativa interessante são as terapias baseadas na transferência adotiva de 

células, dentre essas abordagens, destaca-se a estratégia denominada “CAR T cells”, receptor 

de antígeno quimérico. Essa abordagem utiliza linfócitos T modificados in vitro, expressando 

fragmento variável de cadeia curta do inglês single-chain fragmente variable (scfv) ou outras 

moléculas coestimulatórias, que são capazes de reconhecer antígenos tumorais (Fakhr et al., 

2021). 

Entre as estratégias imunoterapêuticas voltadas ao controle de câncer, destacam-se os 

tratamentos com anticorpos monoclonais, sobretudo aqueles que têm como alvo moléculas 

envolvidas na regulação de respostas imunológicas (checkpoints). Particularmente, o bloqueio 

de vias inibitórias de ativação de células T, como o antígeno 4 associado ao linfócito T 

citotóxico (CTLA-4), o programador celular de morte 1 (PD-1) e o ligante do programador de 

morte 1 (PDL-1) (Ott; Hodi; Robert, 2013), tem demonstrado capacidade em potencializar a 

resposta imune celular e aumentar o tempo de sobrevida de pacientes em alguns tipos de 

câncer (O’day; Hamid; Urba, 2007). 
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O receptor CTLA-4 é encontrado em células T CD8+ e CD4+ ativadas, e também em 

células T regulatórias. (Collins et al, 2002; Kvistborg et al, 2014). Esse receptor atua como 

regulador negativo em linfócitos T ativados por vários mecanismos, incluindo a competição 

com o CD28 pela ligação ao B7 em células apresentadoras de antígenos (APCs), promovendo 

o bloqueio de células T (Chikuma, 2016; Bour-Jordan et al, 2011; Qureshi et al, 2011; 

Schneider et al, 2006). Após a descoberta do papel do CTLA-4 na regulação negativa do 

sistema imune, esse receptor tornou-se um alvo importante no estudo da imunidade 

antitumoral (Mansh, 2011; Van Elsas; Hurvitz; Allison, 1999; Leach; Krummel; Allison, 

1996). Em pacientes com melanoma avançado tratados com anti-CTLA-4 foi observado 

aumento de atividade antitumoral e aumento de sobrevida (Robert et al, 2011; Hodi et al, 

2010).  

O receptor PD-1 ou programador celular de morte 1, é expresso durante a fase de 

ativação de células T regulando de forma negativa a resposta imune efetora. Esse regulador 

interage com dois receptores denominados PDL-1 e PDL-2 (Keir et l, 2006; Freeman et al, 

2000; Ishida et al, 1992). Trabalhos demonstram que o bloqueio da interação do PD-1 com 

seu ligante, PDL-1, pode aumentar a ativação de células T CD8+ antígenos-específicas no 

microambiente tumoral (Nomi et al, 2007; Hamanishi et al, 2007; Konishi et al, 2004), 

promover uma diminuição na frequência de células T regulatórias no modelo de desafio 

tumoral com células TC-1 (Mkrtichyan et al, 2011) e induzir respostas celulares de memória 

imunológica (Postow et al, 2015). Em modelo animal, foi possível observar o aumento do 

efeito antitumoral e ativação de células antígeno-específica no tumor, quando bloqueadores de 

PD-1 foram associados a uma vacina voltada para o controle de em carcinoma hepático 

(Sawada et al, 2015). Além disto, o uso de bloqueadores da interação PD-1/PDL-1 também 

promoveu efeito antitumoral em pacientes com melanoma, canceres hematológicos, além de 

outros tipos de câncer, atualmente em estudos de fase clínica 1 (Topalian et al, 2012; Brahmer 

et al, 2012; Berger et al, 2008).  

Diante dos resultados animadores com o uso de anticorpos monoclonais, eles se 

tornaram terapias bastante promissoras no tratamento de tumores, incluindo aqueles em 

estágio avançando. No contexto de tumores induzidos por HPV, atualmente, diversos estudos 

estão sendo realizados, combinados ou não a outras terapias (Tabela 1). 
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Tabela 1: Estudos clínicos utilizando anticorpos monoclonais bloqueadores de checkpoints para o tratamento de 

tumores induzidos por HPV. 

Agente Terapêutico Tipo Fase 

clínica 

Nivolumabe anti-PD-1 II 

Nivolumabe/cisplatina/radioterapia anti-PD-1 e quimioterapia I/II* 

Pembrolizumabe anti-PD-1 II* 

Pembrolizumabe/paclitaxel/cisplatina/carboplatina/bevacizumabe anti-PD-1/ 

quimioterapia e agentes 

angiogênicos 

III* 

Durvalamabe anti-PD-L1/ 

imunoterapia celular 

II 

M7824 anticorpo bifuncional anti-

TGF-β e PD-L1 

II* 

Tezolimumabe/cisplatina/paclitaxel/bevacizumabe anti-PD-L1 /quimioterapia 

e agentes angiogênicos 

III* 

Impilimumabe anti-CTLA-4 II* 

Ipilimumabe/nivolumabe/radioterapia anti-CTLA-4 /anti-PD-1 II 

Tremelimumabe/durvalamabe/vinorelbina anti-CTLA-4 /anti-PD-L1 

/quimioterapia 

I/II 

*estudos clínicos não finalizados. Adaptado de Fakhr et al., 2021 

Atualmente diferentes mAbs estão disponíveis para comercialização após estudos pré-

clínicos e clínicos para investigar seus benefícios terapêuticos (Gravbrot et al., 2019; 

Naumann et al., 2020; Zhang et al., 2021). Especificamente, para o tratamento de câncer 

cervical recorrente ou metastático encontram-se disponíveis mAbs direcionados aos domínios 

extracelulares dos receptores da tirosina quinase (receptor do fator de crescimento epidérmico 

(EGFR) e receptor do fator de crescimento semelhante à insulina (IGFR), denominado 

bevacizumabe (Tewari et al., 2017). Recentemente, o pembrolizumabe foi aprovado pelo 

United States Food and Drug Administration (US FDA) para pacientes com câncer cervical 

recorrente ou metastático, ou após quimioterapia para tumores que expressam PD-L1.  Os 

inibidores de checkpoint apresentam alto potencial terapêutico como demonstrado em vários 

estudos clínicos, além disso, podem ser combinados a outras terapias na busca de um 

tratamento efetivo no controle de tumores associados ao HPV (Fakhr et al., 2021). Dessa 

forma, a combinação de inibidores de checkpoints a estratégias antígeno-específicas podem 

ser uma alternativa eficiente no tratamento desses tumores.  

As oncoproteínas E6 e E7 são as únicas proteínas expressas em células transformadas 

após infecção por HPV de alto risco, e estão diretamente relacionadas com o processo de 

carcinogênese. Desta forma, tornam-se potenciais alvos para o desenvolvimento de 

abordagens terapêuticas voltadas para o tratamento de tumores causados pelo vírus. Dentre as 

novas abordagens terapêuticas em estudo para o tratamento de tumores induzidos por HPV, 

destacam-se vacinas que levem à ativação de resposta celular citotóxica, mediadas por 
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linfócitos T CD8+, capazes de promover o reconhecimento e a destruição das células tumorais 

que expressam as oncoproteínas E6 e E7 (Frazer, 2004; Lin et al., 2010). Desta forma, tais 

estratégias ampliam a perspectiva de aplicação da vacina permitindo sua utilização por 

pessoas previamente infectadas por HPV, ou mesmo por pessoas portadoras de lesões pré-

malignas ou tumores em diferentes estágios de crescimento (Wu, 2007).  

Vários estudos clínicos com vacinas terapêuticas voltadas para o tratamento de 

tumores induzidos por HPV estão sendo conduzidos, ou foram finalizados. A tabela 2 

apresenta estratégias vacinais terapêuticas baseadas em diferentes plataformas como vetores 

virais, peptídeo, proteínas, RNA e DNA; com ou sem associação a outras terapias adjuvantes 

como: quimioterapia, imunomoduladores (imiquimode), plasmídeo codificando citocinas, e 

anticorpos monoclonais de bloqueio de checkpoint (anti-PD-1, anti-PD-L1, anti-TGF-β), ou 

inibidores de angiogênese. 

Tabela 2: Estudos clínicos utilizando diferentes plataformas vacinais terapêuticas voltadas para o tratamento de 

tumores induzidos por HPV. 

Estratégia terapêutica 
 

Plataforma Antígeno-

alvo 
 

Fase 

clínica 
 

ADSX11-001/ 5-fluourouracil mitomicina vetor bacteriano/ quimoterapia 
 

E7  

(HPV-16) 
 

I/II 
 

ADSX11-001/durvalamabe 
 

vetor bacteriano/anti-PD-L1 
 

E7 

(HPV-16) 
 

I/II 
 

ADSX11-001 
 

vetor bacteriano 
 

E7(HPV-

16) 
 

III 
 

TA-HPV /pNGVL4a-Sig/E7 

(detoxificada)/HSP70 /imiquimod 
 

vetor viral/vacina de 

DNA/imunomodulador 
 

E6/E7 

(HPV-

16/18) 
 

I * 
 

TG4001/avelumab 
 

vetor viral/ quimioterapia 
 

E6/E7 

(HPV-16) 
 

I/II * 
 

PRGN-2009 /M7824 
 

vetor viral/anticorpo bifuncional 

TGF-β e anti-PD-L1 
 

E6/E7 

(HPV-16) 
 

I/II* 
 

peptídeo sintético E6 e E7 
 

vacina de peptídeo 
 

E6/E7 

(HPV-16) 
 

I 
 

ISA101/carboplatina 

/paclitaxel/bevacizumabe 
 

vacina de peptídeo/quimioterapia/ 

antiangiogênico 
 

E6/E7 

(HPV-16) 
 

I/II 
 

ISA101/Nivolumabe 
 

vacina de peptídeo/anti-PD-1 
 

E6/E7 

(HPV-16) 
 

II 
 

TA-CIN 
 

vacina de proteína 
 

L2/E6/E7 

(HPV-16) 
 

I* 
 

TVGV 
 

vacina proteína 
 

E7 (HPV-

16) 
 

II 
 

Vvax 001 
 

vacina de RNA replicante 
 

E6/E7 

(HPV-16) 
 

I 
 

pnGVL4a-CRT/E7 

(detoxificada)/ciclofosfamida 
 

vacina de DNA/quimioterapia 
 

E7 

(HPV-16) 
 

I 
 

pnGVL4a-CRT/E7 (detoxificada) 
 

vacina de DNA 
 

E7  

(HPV-16) 
 

I 
 

GX188E 
 

vacina de DNA 
 

E6/E7 

(HPV-
II 
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16/18) 
 

GX-118E/GX-I7/imiquimode 
 

vacina de DNA/IL-7 

/imunomodulador 
 

E6/E7 

(HPV-

16/18) 
 

II 
 

VB10.16 
 

vacina de DNA 
 

E6  

(HPV-16) 
 

I/II 
 

VGX-3100 /INO-9012 
 

vacina de DNA/vacina de DNA 

expressando IL-2 
 

E6/E7 

(HPV-

16/18) 
 

I/IIa 

  

VGX-3100 /placebo vacina de DNA E6/E7 
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*estudos clínicos não finalizados. Adaptada de Fakhr et al., 2021 

Entre as vacinas terapêuticas, formulações vacinais que empregam DNA plasmidial 

representam uma estratégia em potencial na indução de resposta imune antígeno-específica 

(Donnelly; Wahren; Liu, 2005). Essa abordagem vacinal apresenta várias vantagens em 

relação às vacinas tradicionais baseadas em vetores vivos, pois são seguras, estáveis, de fácil 

fabricação em larga escala e capacidade de induzir respostas imunológicas celulares (Trimble 

et al., 2003). 

Em relação às vacinas de DNA contra tumores induzidos por HPV, plasmídeos que 

codificam apenas as oncoproteínas de HPV apresentam baixa imunogenicidade, exigindo o 

desenvolvimento de abordagens capazes de intensificar a ativação de células T CD8+ 

antígeno-específicas. Para tal finalidade, diversas estratégias foram empregadas, como a fusão 

com genes que codificam proteínas imunogênicas e carregadores, otimização de códons, 

administração de adjuvantes e a busca de métodos de entrega mais eficientes capazes de 

transfectar um maior número de células ou direcionar o DNA plasmidial para APCs (Kutzler; 

Weiner, 2008; Trimble et al., 2003). A utilização de abordagens como as acima mencionadas, 

permitiu a indução de respostas mediadas por células T CD8+ funcionais específicas contra 

epítopos de E6 e E7 e capazes de conferir algum grau de proteção terapêutica a desafios com 

células tumorais transformadas pelo HPV-16 (Chen et al., 2000). 

 No Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas (LDV) foi desenvolvida uma 

formulação vacinal terapêutica contra tumores induzidos por HPV baseada na expressão de 

E7 de HPV-16 fusionada à glicoproteína D (gD) do HSV-1 (Lasaro et al., 2005). Nessa 

construção vacinal, a proteína gD confere um efeito adjuvante graças à capacidade de 

interação com receptor HVEM (do inglês Herpes Vírus Entry Mediator) que promove 

ativação de células do sistema imunológico de modo direto pela indução da produção de NF-

kB (Sciortino et al., 2008) ou, de modo indiretamente, pelo bloqueio da ligação de BTLA e 
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CD160 a este receptor que resultaria em sinais co-inibidores (Steinberg; Cheung; Ware, 

2011). 

 Em modelo murino, essa vacina mostrou-se capaz de ativar células T CD8+ E7-

específicas e gerar proteção antitumoral terapêutica em 40% dos camundongos tratados após 

implante da linhagem tumoral TC-1, que expressa as proteínas E6 e E7 do HPV-16. Visando 

potencializar a formulação vacinal desenvolvida, algumas estratégias foram testadas como a 

otimização dos códons que codificam a proteína híbrida, a co-administração de plasmídeos 

que codificam citocinas e a imunização pela via intradérmica utilizando a biobalística (gene 

gun) resultando, em todos os casos, em um aumento expressivo do efeito terapêutico 

antitumoral (Diniz et al., 2010, Diniz; Ferreira, 2011 e dados não publicados). Durante a 

execução do projeto de mestrado da aluna, foi utilizado o método de eletroporação in vivo 

para a entrega da vacina, apresentando aumento marcante da eficácia no controle de tumores 

em modelo murino (Sales et al., 2017).  

Em relação ao desenvolvimento de novas terapias voltadas ao combate de diversos 

tipos de câncer, a combinação de estratégias quimioterápicas e imunoterapêuticas, que atuam 

em diferentes mecanismos (morte celular, imunossupressão, indução de respostas 

imunológicas antígeno-específica), representa uma tendência na área. Nessa linha de 

associação de terapias, a associação do mAb anti-PD-1 com o quimioterápico ciclofosfamida 

e uma vacina antitumoral levou a maior eficácia no tratamento de tumores que expressam as 

oncoproteínas do HPV-16 em modelo murino (Mkrtichyan et al, 2011). Em outro estudo, 

células dentríticas (DCs) expressando os antígenos E6 e E7 de HPV-16 fusionados à 

sequência do anticorpo anti-PD-1 foram utilizados para ativar linfócitos T CD8+ (Garci-Bates 

et al, 2016). Posteriormente, esses linfócitos foram incubados com células de carcinoma de 

cabeça e pescoço induzidos por HPV-16 e levaram a um maior efeito antitumoral pelo 

aumento da atividade citotóxica (Garci-Bates et al, 2016).  

Uma abordagem alternativa que pode ser aplicada ao bloqueio de moléculas 

relacionadas a vias inibitórias são aptâmeros (apt) que consistem de pequenas moléculas de 

DNA ou RNA, com capacidade de formar estruturas tridimensionais com alta afinidade e 

especificidade para um ligante alvo (Baird, 2010; Flanagan et al., 2021; Zhou & Rossi, 2017). 

Os aptâmeros foram mencionados pela primeira vez há mais de 30 anos (Ellington & Szostak, 

1990; Tuerk & Gold, 1990), e desde então, essa estratégia passou por várias otimizações, 

tornando o processo mais eficiente e com menor custo, viabilizando sua aplicação em 
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pesquisa e diagnóstico. Além disso, aptâmeros também têm sido utilizados como terapias 

contra diversos tipos de doenças, inclusive câncer. Tais abordagens apresentam resultados 

satisfatórios e, em alguns casos, superiores aos tratamentos com mAbs (Huang et al., 2017; 

Prodeus et al., 2015; Zhou & Rossi, 2017; Darmostuk et al., 2015).  

Em um estudo pré-clínico, animais tratados com aptâmero antagonista de CTLA-4 

apresentaram redução do volume tumoral, aumento da quantidade de células T CD8+ 

infiltradas no tumor e, consequentemente, maior eficácia do tratamento (Huang et al., 2017). 

Em outro trabalho, animais desafiados com células de carcinoma de cólon, e tratados com um 

aptâmero antagonista do receptor PD-1 apresentaram inibição da supressão da citocina IL-2 e 

diminuição de nódulos tumorais (Prodeus et al., 2015). Dessa forma, a utilização dos 

aptâmeros surge como uma ferramenta alternativa ao uso de mAbs preservando a alta 

especificidade e capacidade de penetração nos tecidos. Além disso, aptâmetros apresentam 

baixos efeitos colaterais em relação a mAbs, são de fácil fabricação, apresentam baixa 

imunogenicidade (Keefe et al., 2010; Prodeus et al., 2015), melhor especificidade e alta 

afinidade pela molécula alvo (Mayer et al., 2010; Wu et al., 2017).  

Tendo em vista as diferentes abordagens terapêuticas apresentadas anteriormente e os 

efeitos promissores de consórcios terapêuticos para o tratamento de tumores, antitumorais, em 

particular o tratamento de tumores induzidos por HPV, a presente tese de doutoramento 

propôs conduzir estudos baseados em uma vacina de DNA, desenvolvida previamente no 

Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas da USP, combinada ao uso de mAbs e aptâmeros 

voltados para o bloqueio de checkpoints imunológicos específicos.  
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4. CONCLUSÃO 

O presente estudo explorou o potencial de utilização de uma imunoterapia ativa 

combinada a estratégias de imunoterapia passiva para o controle de tumores induzidos por 

HPV em condições experimentais. Por meio da combinação de uma vacina genética 

(pgDE7h) e mAbs ou aptâmeros voltados para a inibição de “checkpoints” imunológicos 

(anti-PD1, anti-PDL-1, anti-CTLA-4) avaliamos possíveis efeitos de sinergismo terapêutico 

em camundongos transplantados com a linhagem TC-1. Parte dos resultados obtidos 

revelaram diferenças em relação ao observado por outros grupos ao não confirmar efeitos 

antitumorais sinérgicos ou aditivos, algo que pode ser atribuído à estratégia vacinal utilizada 

ou à natureza dos animais utilizados nos experimentos. No entanto, resultados promissores 

foram observados quando a vacina de DNA foi aplicada em combinação com o mAb anti-

CTLA-4. Estudos subsequentes devem ser conduzidos para a confirmação de efeitos 

sinérgicos e os mecanismos de imunomodulação observados com a associação da vacina 

genética pgDE7h e os mAbs anti-CTLA-4. 
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