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RESUMO 

Grazia GA. Caracterização de um peptídeo selecionado por Phage Display com atividade anti-

tumoral [tese]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022. 

 

A relação entre infecção persistente de papilomavírus humano (HPV) de alto risco e o 

desenvolvimento de certos tipos de câncer está bem estabelecida. No entanto, alternativas 

terapêuticas para infecções e tumores causados por esses vírus são limitadas. Anteriormente, 

nosso grupo encontrou motivos peptídicos, a partir de um immunescreening de uma biblioteca de 

Phage display heptapeptídica circular baseada no fago M13, utilizando soros de participantes 

positivas para HPV provenientes de um estudo prospectivo de HPV e neoplasia cervical. Quatro 

peptídeos enriquecidos foram encontrados e, um deles, PEP1, foi selecionado para estudos 

posteriores. As imunizações de camundongos portadores de tumor HPV-16 positivo (linhagem 

celular TC-1) realizadas com o fago recombinante PEP1 (ØPEP1) resultou em redução do 

crescimento do tumor, onde essa redução foi associada a células T CD8 (SULAIMAN, 2017). 

Buscando caracterizar o mecanismo subjacente à atividade anti-tumoral observada, verificamos 

que ØPEP1 não se liga a linhagens celulares derivadas de tumores do colo uterino HPV positivas 

(SiHa e HeLa), mas possui a capacidade de se ligar a soros e plasmas derivados de mulheres com 

esfregaços de cérvice uterina HPV positivos e HPV negativos. A análise da sequência 

heptapeptidica de PEP1 mostrou que sua sequência é encontrada no CD40 humano, sugerindo 

que PEP1 poderia atuar como um mimotopo de CD40. Utilizando ferramentas de bioinformática, 

avaliamos o perfil de expressão de CD40 em tumores da cérvice uterina, onde verificamos que a 

expressão de CD40 é maior em carcinomas escamosos do colo do útero, quando comparado aos 

adenocarcinomas do colo uterino, carcinomas mucinosos e carcinomas endometrióides, estando 

associado a um melhor prognóstico. Em amostras de câncer da cérvice uterina, verificamos 

coincidência no padrão de marcação por imunohistoquimica entre ØPEP1 e CD40. A hipótese de 

que PEP1 poderia atuar como um mimotopo de CD40 foi testada em linhagens celulares que 

expressam o ligante de CD40 (CD40L), observando-se ligação específica do fago recombinante. 

A especificidade de ligação de ØPEP1 foi verificada por ensaios de competição com o anticorpo 

anti-CD40L. Em conjunto, esses dados sugerem que ØPEP1 pode atuar como mimotopo de 

CD40. 

Descritores: Neoplasia; HPV; Biblioteca de bacteriófagos; Peptídeos; Mimotopo; CD40; Phage 

Display; Câncer do colo do útero. 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Grazia GA. Characterization of a phage-display selected peptide with antitumor activity [Thesis]. 

São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2022. 

The relationship between persistent high-risk human papillomavirus (HPV) infection and the 

development of certain types of cancer is well established. However, therapeutic alternatives for 

infections and tumors caused by these viruses are limited. Previously, our group found peptide 

motifs from an immunescreening of a M13 phage-based circular heptapeptide Phage display 

library using sera from HPV-positive participants from a prospective study of HPV and cervical 

neoplasia. Four enriched peptides were found and one of them, PEP1, was selected for further 

studies. Immunizations of mice bearing HPV-16 positive tumor (TC-1 cell line) performed with 

the recombinant phage PEP1 (ØPEP1) resulted in reduced tumor growth, where this reduction 

was associated with CD8 T cells (SULAIMAN, 2017). To characterize the mechanism underlying 

the observed anti-tumor activity, we verified that ØPEP1 does not bind to HPV positive cervical 

cancer cell lines (SiHa and HeLa), but has the ability to bind to sera and plasmas derived from 

women with HPV positive and HPV negative cervix smears. Analysis of the heptapeptide 

sequence of PEP1 showed that its sequence is found on human CD40, suggesting that PEP1 could 

act as a mimotope of CD40. Using bioinformatics tools, we evaluated the CD40 expression profile 

in uterine cervix tumors, where we found that CD40 expression is higher in cervical squamous 

cell carcinomas, when compared to cervical adenocarcinomas, mucinous carcinomas and to 

endometrioid carcinomas, being associated with a better prognosis. In cervical cancer samples, 

we found a coincidence in the immunohistochemical staining between ØPEP1 and CD40. The 

hypothesis that PEP1 could act as a mimotope of CD40 was tested in cell lines that express the 

CD40 ligand (CD40L), observing specific binding of the recombinant phage. The specificity of 

ØPEP1 was verified by competition assays using anti-CD40L antibody. Together, these data 

suggest that ØPEP1 could act as a mimotope of CD40. 

 

Descriptors: Neoplasm; HPV; Bacteriophage library; Peptides; Mimotope; CD40; Phage Display; 

Cervical cancer. 
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1. INTRODUÇÃO 

Sabe-se que o câncer é a principal causa de morte no mundo todo, tendo grande influência 

nas taxas de expectativa de vida (SUNG et al., 2021). Por se tratar de uma doença complexa, 

muitas alterações são acumuladas ao longo de seu processo de progressão, onde os tumores 

apresentarão distintas subpopulações celulares, se tornando cada vez mais heterogêneos 

(DAGOGO-JACK & SHAW, 2018). Um ponto a se levar em consideração é a massa tumoral. É 

descrito que esta é constituída por diversas células infiltrantes não tumorais (que são dependentes 

da origem e tipo de tumor), como é o caso de fibroblastos, secretados do sistema imune, proteínas 

de matriz celular, entre outros (WAINSTEIN et al., 2017).  

Quando analisamos os tumores e seus microambientes, observamos que suas relações são 

muito importantes para que os processos de iniciação e progressão ocorram, como também, irão 

auxiliar no prognóstico e fornecer informações para desenvolvermos tratamentos com melhor 

taxa de resposta. Em relação aos tratamentos, alguns são desenvolvidos especificamente para 

determinados alvos, onde podemos encontrar tratamentos direcionados a receptores celulares, 

bloqueadores de checkpoint, etc (WAINSTEIN et al., 2017; WANG et al., 2017). Sabemos que 

o microambiente tumoral, por ser complexo e diverso, faz com que os diferentes tipos de câncer 

apresentem características variadas. Como consequência, haverá uma heterogeneidade nesse 

microambiente, em um mesmo indivíduo e em um mesmo tumor. Esse dado indica, por exemplo, 

o porquê podemos obter diferentes resultados nos tratamentos de imunoterapias (SCHREIBER et 

al., 2011).  

Além do microambiente, também devemos levar em consideração a atuação do sistema 

imune. Este exerce um papel polarizado no câncer, já que pode ajudar no controle do 

desenvolvimento da doença, onde consegue inibir o crescimento das células tumorais e eliminá-

las, como também, pode promover a progressão do câncer, devido à instabilidade celular e o 

acúmulo de alterações (SCHREIBER et al., 2011).  

Diante disso, mesmo com muitos avanços conquistados na área de pesquisa sobre o 

câncer, muito ainda precisa ser compreendido, para que possamos obter novos marcadores e 

desenvolvermos novas opções terapêuticas.  

1.1 CÂNCER DO COLO UTERINO 

1.1.1 Epidemiologia, fatores de risco  

O câncer do colo do útero é o quarto tipo de câncer que mais acomete mulheres em todo 

o mundo, com aproximadamente de 570.000 novos casos e 311.000 mortes, onde 85% dos casos 

estão em países em desenvolvimento. Este tipo tumoral é associado à infecção persistente por 

tipos de HPV (papilomavírus humano) de alto risco. Além disso, outros cânceres como cabeça e 

pescoço, vulva, vagina, ânus e pênis também estão associados à infecção por esse vírus (WHO, 
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2022; WOODMAN et al., 2007). No Brasil, o câncer do colo do útero é o terceiro mais prevalente 

e o quarto tipo de câncer a causar morte entre mulheres, onde no ano de 2020, foram estimados 

16.710 novos casos, o que representa um risco considerado de 15,38 casos a cada 100 mil 

mulheres (INCA, 2021).  

Para a saúde pública, o câncer do colo uterino é uma prioridade (BOSCH, 2013). Para 

que haja o desenvolvimento deste tipo de tumor, necessita-se da associação de diferentes fatores 

de risco como, por exemplo, a atividade sexual precoce, tabagismo, uso de contraceptivos orais, 

imunossupressão, infecção pelo HPV, entre outros. É descrito na literatura que a infecção por 

HPV é um fator determinante para o desenvolvimento da neoplasia da cérvice uterina 

(SCHIFFMAN et al., 1997; FRANCO et al., 1999; FRANCO et al., 2001; IARC, 2007), sendo 

virtualmente associada aos tumores de colo uterino 100 % dos casos (PLUMMER et al., 2016). 

 

1.1.2 Associação entre HPV e câncer do colo do útero 

 

Ao longo dos anos, a história natural do câncer do colo uterino foi bem estudada, sendo 

a infecção persistente por certos tipos de HPV relatada como um fator causal necessário para a 

sua ocorrência. Mesmo que a maior parte das infecções pelo HPV seja transiente e não possua 

DNA detectável após um período de 1 a 2 anos, existe um número pequeno de mulheres que 

apresenta infecção persistente, onde a presença de um mesmo tipo de HPV pode ser detectada por 

um determinado tempo. São essas mulheres que apresentarão maiores riscos de desenvolvimento 

de neoplasias cervicais, em comparação àquelas que conseguiram eliminar a infecção pelo HPV 

(SCHLECHT et al., 2001; IARC, 2007; DE SANJOSÉ, et al., 2018). Geralmente, a infecção por 

HPV ocorre em mulheres mais jovens, na faixa etária entre 18 e 30 anos (OKUNADE, 2020), 

com uma progressão lenta para o câncer do colo do útero em idade mais avançada (44 anos ou 

mais; ARBYN et al., 2020). 

O câncer do colo do útero se desenvolverá a partir da progressão contínua de lesões 

precursoras de caráter não invasivo (figura 1). Tanto a detecção, quanto a caracterização dessas 

lesões, podem ser realizadas a partir de exames citológicos e histopatológicos. Essas lesões 

precursoras, na ausência de tratamento, podem evoluir dando origem a neoplasias intraepiteliais 

cervicais (NIC). As NIC podem ser classificadas em: 

▪ NIC I – displasia leve 

▪ NIC II – displasia moderada 

▪ NIC III – carcinoma in situ, que se caracteriza uma displasia severa, onde pode haver 

evolução para um carcinoma invasivo derivado de células epidermóides / carcinoma 

escamoso invasivo (SCC). 
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▪  Atualmente as lesões NIC II e NIC III são classificadas como lesões de alto grau, em 

conjunto, pois a distinção histológica entre os dois graus de NIC é pouco reprodutível e ambos 

os graus, possuem um risco aumentado de progressão para o câncer.  

Além disso, casos onde ocorrem alterações no epitélio glandular, diante da ação do HPV ou de 

outros fatores associados a esse tipo tumoral, estão relacionados ao desenvolvimento de um 

adenocarcinoma (ZUR HAUSEN, 2002; BRUNI et al., 2021; BOON et al., 2022; IARC, 2022).   

Existe, também, outra classificação utilizada no exame citológico de esfregaços cervicais, 

o sistema Bethesda. Nele, emprega-se outra terminologia para as lesões precursoras, como células 

escamosas atípicas de significado indeterminado, conhecidas como ASCUS, lesões intraepiteliais 

escamosas, que consiste em baixo grau, lesão intraepitelial de baixo grau (LSIL), ou também, 

denominada como displasia leve e, o alto grau, HSIL (lesão intraepitelial escamosa de alto grau) 

ou displasia moderada, severa ou carcinoma in situ (SOLOMON et al., 2002; NAYAR & 

WILBUR, 2017). 

 
Figura 1. Representação esquemática do processo carcinogênico mediado por HPV e suas 

alterações celulares.  Inicialmente ocorrerá a infecção do epitélio metaplásico, principalmente na zona 

de transformação do colo uterino, pelo HPV (por um ou mais tipos). Quando a infecção pelo vírus não 

é eliminada, haverá um quadro de persistência, com progressão clonal do epitélio infectado e com 

formação de lesões pré-cancerosas e processo de invasão. FONTE: Adaptado de JIN et al., 2011. 

 

Importante dizer que quanto mais conhecermos sobre os fatores relacionados à 

persistência da infecção causada pelo HPV, mais contribuiremos para a identificação de mulheres 

que possuem um risco aumentado em desenvolver uma neoplasia de caráter maligno da cérvice 
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uterina. Encontramos na literatura, diferentes trabalhos com enfoque na identificação de 

marcadores que apontem casos de infecção persistente e, também, daqueles que apresentam 

maiores chances de se desenvolver uma lesão precursora ou câncer de fato (HERRERO et al., 

2000; SCHLECHT et al., 2001; ANDRALOJC et al., 2021; TAVAKOLI et al., 2021).  

   

1.2 PAPILOMAVÍRUS HUMANO (HPV) 

1.2.1 Características e organização do genoma 

Os HPV são pequenos vírus não envelopados, de formato icosaédrico, com cerca de 55 

nm e 360 cópias organizadas em 72 pentâmeros (figura 2; ICTV, 2011; VAN DOORSLAER et 

al., 2018). São vírus espécie-específicos, apresentando tropismo por células cutâneas ou mucosas 

dos epitélios (LÖRINCZ et al., 1992; ZUR HAUSEN 1996). 

 
Figura 2. Papilomavírus humano (HPV). A) representação esquemática ilustrando os 72 capsômeros do 

HPV B) renderização atômica de um capsídeo proveniente da reconstrução de imagem obtida por 

criomicroscopia eletrônica do HPV16. A renderização é um processo de obtenção de imagens digitais 

resultantes de modelos tridimensionais a partir de softwares específicos (CHOUHAN et al., 2022) C) 

imagem de micrografia eletrônica de contraste negativo do HPV - barra 100 nm. FONTE: Adaptado de 

Papillomaviridae – dsDNA viruses, International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), 2011. 

 

 Os HPV são vírus que possuem dupla fita de DNA com um genoma de aproximadamente 

8000 pares de base, o qual é dividido em três regiões distintas, precoce (early), tardia (late) e 

região não codificadora (LCR ou URR), conforme figura 3. A região precoce da maioria dos HPV 

possui genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) que são responsáveis pela codificação de proteínas 

importantes para o ciclo de replicação do vírus, controle de sua transcrição e pela transformação 

da célula. A região tardia é responsável por codificar as proteínas tardias L1 e L2 do capsídeo e a 

LCR possui elementos necessários para o controle de replicação e transcrição do DNA viral 

(FERREIRA et al., 2020). 
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Figura 3. Organização do genoma do HPV e funções principais das proteínas virais. FONTE: 

Adaptado de FERREIRA et al., 2020. 

 

1.2.2 Taxonomia e classificação 

Os HPV são pertencentes à família Papillomaviridae, onde são agrupados em 5 gêneros: 

alfa-papilomavírus (α-HPV), beta-papilomavírus (β- HPV), gamma-papilomavírus (γ-HPV), mu-

papilomavírus (μ-HPV) e nu-papilomavírus (ν-HPV) como mostra a figura 4. Essa classificação 

é feita a partir das diferenças encontradas na sequência de DNA na porção do gene L1. Um novo 

tipo de HPV é considerado quando a sequência nucleotídica difere em 10 % comparado àqueles 

tipos de HPV previamente descritos (IARC, 2007; BERNARD et al., 2010; DOORBAR et al., 

2015).  
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Figura 4. Classificação dos HPV. Os tipos de HPV encontrados são distribuídos em cinco gêneros 

diferentes: alfa-papilomavírus (α-HPV), beta-papilomavírus (β- HPV), gamma-papilomavírus (γ-HPV), 

mu-papilomavírus (μ-HPV) e nu-papilomavírus (ν-HPV). Os tipos contidos nos α-HPVs são classificados 

como cutâneos de baixo risco oncogênico (cinza), mucosos de baixo risco oncogênico (amarelo-alaranjado) 

e mucosos de alto risco oncogênico (rosa). FONTE: Adaptado de DOORBAR et al., 2015.  

 

 

Dados atuais mostram que mais de 200 genótipos de HPV já foram descritos 

(MIRABELLO et al., 2018; PAPILLOMAVIRUS EPISTEME, 2022), sendo que esses HPV, 

conforme já mencionado, são classificados conforme sua sequência de DNA. No que se refere 

aos HPV mucosos, estes podem ser divididos em baixo e alto risco (tabela 1), sendo os de baixo 

risco, relacionados a lesões benignas, como é o caso das verrugas e condilomas. Já os HPV de 

alto risco, estão associados a infecções com uma maior propensão a evoluir para lesões de alto 

grau e, em alguns casos, câncer (ZUR HAUSEN, 2002; DE SANJOSÉ, et al., 2018). A tabela 1 

abaixo mostra a classificação dos HPV por risco oncogênico e suas doenças relacionadas (DE 

SANJOSÉ, et al., 2018). 
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Tabela 1. Organização dos HPV de acordo com sua oncogenicidade e associação a doenças 

HPV Genótipos Doenças relacionadas 

Baixo risco HPV 6, 11 

Verrugas genitais e 

papilomatose respiratória 

recorrente 

Alto risco ou oncogênico 
HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 

45, 51, 52, 56, 58, 59 

Lesões precursoras, câncer 

do colo uterino, anal, 

vaginal, vulvar, peniano e 

orofaríngeo 

Provavelmente oncogênicos HPV 68 Câncer do colo uterino 

Possivelmente oncogênicos HPV 5, 8 

Carcinoma escamoso de pele 

em pacientes com 

epidermodisplasia 

verruciforme 

Possivelmente oncogênicos 
HPV 26, 30, 34, 53, 66, 67, 

69, 70, 73, 82, 85 e 97 
Incerto 

FONTE: Adaptado de DE SANJOSÉ, et al., 2018. 

  

1.2.3 Ciclo de replicação do HPV 

 

O início do processo infeccioso do HPV ocorre quando, a partir de microlesões, onde o 

vírus tem acesso à camada basal do epitélio da cérvice uterina. Pode haver, como consequência, 

uma infecção de caráter produtivo resultando na liberação de novas partículas virais (STANLEY, 

2012; DE SANJOSÉ, et al., 2018). Isso ocorre, pois após o processo de infecção das células da 

camada basal haverá amplificação do DNA viral de maneira independente do ciclo celular, além 

da expressão dos oncogenes E6 e E7 ser controlada de forma rigorosa (DOORBAR et al., 2012). 

Haverá uma intensa replicação e expressão do genoma viral ao longo da migração dos 

queratinócitos infectados para o compartimento de diferenciação do epitélio, o que gerará 

milhares de cópias virais por célula. Finalmente, nas camadas mais superficiais do epitélio, 

ocorrerá a montagem e liberação das partículas virais (figura 5) (WOODMAN et al., 2007; 

KHAN, 2009; DOORBAR et al., 2012). 
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Figura 5. Ciclo de replicação do HPV. O ciclo do HPV inicia-se quando o vírus infecta as células basais 

do epitélio estratificado através de uma microlesão, onde o HPV se liga e entra nas células. A seguir, os 

genomas virais são estabelecidos no núcleo dessas células infectadas como epissomas, onde haverá 

expressão dos genes virais precoces (E1, E2, E6 e E7) e a rápida amplificação viral. Ao longo da 

diferenciação das células, ocorre a fase produtiva do ciclo de vida viral e as proteínas do capsídeo viral, L1 

e L2, serão expressas nas camadas mais diferenciadas do epitélio, fazendo com que os vírions sejam 

formados e liberados. O processo infeccioso pode ter continuidade com a integração do DNA do HPV ao 

DNA do hospedeiro, elevando os níveis de E6 e E7. Isso faz com que haja uma proliferação indefinida 

dessas células, podendo resultar no desenvolvimento do câncer. FONTE: Adaptado de MAC & MOODY, 

2020. 

 

 

O que ocorre é que dentro do núcleo das células da camada basal, o ciclo entrará na fase 

de manutenção do genoma do vírus. Este será mantido no formato epissomal em um número baixo 

e estável de cópias e sua amplificação, associada à diferenciação celular (MOODY & LAIMINS, 

2010). A seguir, a transcrição dos genes precoces E1 e E2 é necessária, para a utilização da 

maquinaria de replicação celular. Na camada basal do epitélio, a proteína E2 exercerá diferentes 

funções importantes na replicação e segregação genômica viral, além do controle de transcrição 

gênica precoce (STENLUND, 2003; DOORBAR, 2006). 

Apesar das proteínas E1 e E2 do HPV serem muito importantes tanto na manutenção, 

quanto no processo de amplificação do epissomo, as oncoproteínas E6 e E7 potencializam o 

processo de replicação viral, havendo então, a proliferação e divisão celular da camada basal 

(DOORBAR et al., 2012). No momento em que as células infectadas começam a se dividir e 

migrar para as camadas superiores do epitélio, a expressão de fatores necessários para a replicação 

do genoma viral é diminuída e, as proteínas E5, E6 e E7 irão manter a atividade replicativa do 

vírus por meio de diferentes interações com proteínas da célula do hospedeiro (JOHANSSON & 

SCHWARTS, 2013). 

Essas interações incluem, a atuação da proteína E5. Essa proteína interage com epidermal 

growth factor (EGF), aumentando a atividade proliferativa das células, como também, por 

interagir com os receptores HLA (Human leukocyte antigen), promoverá o escape imunológico 

(CRUSIUS et al., 2000). No caso da oncoproteína E6, podemos citar sua atividade anti-

apoptótica, interagindo com a proteína supressora de tumor p53. Quando de alto risco, a 
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oncoproteína E6 promoverá a ubiquitinação e degradação de p53 eficientemente, efeito este não 

observado em E6 de baixo risco (DOORBAR, 2006). Existem, também, outros fatores que 

interagem com a proteína E6, como é o caso de E6AP (E6-associated protein), TNFR1 (Tumor 

necrosis fator receptor 1), caspase 8, IRF3 (Interferon regulatory factor 3), entre outros. Como 

consequência, a diferenciação e transcrição em queratinócitos será afetada, a telomerase será 

ativada e a apoptose inibida, atuando complementarmente às funções desempenhadas pela 

oncoproteína E7 (HOWIE et al., 2009). 

Em relação à oncoproteína E7 de alto risco, ela interage com as formas hipofosforiladas 

das proteínas p105, p107 e p130, membros da família do retinoblastoma (pRB), fazendo com que 

sejam degradadas. Tanto a proteína p105 quanto a proteína p107 são responsáveis pela entrada 

no ciclo celular, enquanto que a proteína p130 coordena a reentrada no ciclo celular nas camadas 

mais diferenciadas do epitélio. Em decorrência disso, haverá a liberação de fatores de transcrição 

da família E2F, além de E7 também estar envolvida na manutenção da atividade dos complexos 

ciclina E-Cdk2 e ciclina A-Cdk2 em células diferenciadas, devido à sua interação (MÜNGER et 

al., 2004; MOODY & LAIMINS, 2010).  

No caso da proteína E4, ela estará envolvida no processo de amplificação do genoma e 

formação de novos vírions, onde sua expressão aumentada ao longo da replicação viral, aponta 

funções extras na liberação, quanto na transmissão viral. Conforme mencionado anteriormente, o 

ciclo do HPV chega à sua conclusão nas camadas mais superficiais do epitélio, nas quais são 

produzidos os vírions maduros (DOORBAR, 2013). Dessa forma, precisa-se inibir a expressão 

das oncoproteínas E6 e E7, já que tanto a montagem, quanto a liberação das partículas virais são 

dependentes do processo de diferenciação celular. Devido ao acúmulo de E2, E6 e E7 serão 

inibidas e L1 e L2 expressas, gerando o empacotamento e montagem das partículas infecciosas 

(DOORBAR, 2006). Contudo, é importante ressaltar que durante a progressão do tumor, as 

oncoproteínas de HPV de alto risco E6 e E7 possuem uma função importante, já que a presença 

de uma infecção persistente ocasionará um maior acúmulo de mutações que levam ao 

desenvolvimento do câncer. Além disso, ao longo do processo de desenvolvimento das lesões 

precursoras até o câncer, o genoma viral integra-se ao da célula infectada, gerando perda ou 

interrupção do gene E2, com consequente desregulação e aumento da expressão de E6 e E7 (VON 

KNEBEL DOEBERITZ, 2002). 

Em resumo, o ciclo do HPV acontece em um período de 2 a 3 semanas, tempo similar ao 

de estratificação do epitélio (STANLEY, 2010). Durante esse processo, o vírus consegue se 

adaptar ao hospedeiro causando, normalmente, infecções assintomáticas, onde a persistência 

viral, em sua maioria, costuma ser em torno um ano (período considerável para ocorrer 

transmissão para outros hospedeiros, mas não tão longo para causar neoplasias) 

(VINOKUROVA, 2008; CHOW et al., 2013). 

 



26 
 

1.2.4 Potencial oncogênico e integração viral 

Uma neoplasia gerada pelo HPV origina-se em indivíduos que não conseguem eliminar 

este vírus, sendo que esse processo engloba mudanças de caráter genético e epigenético. Como 

consequência, proto-oncogenes serão ativados e genes supressores de tumor, inativados 

(DOORBAR, 2006; BODILY & LAIMINS, 2011; GUPTA & MANIA-PRAMANIK, 2019). A 

persistência da infecção e o processo de evasão viral do sistema imune, também são de extrema 

importância na carcinogênese. Essa evasão do sistema imune possui complexidade e envolverá a 

modulação da sinalização, bem como o reconhecimento de citocinas (ZHANG et al., 2003; 

DISBROW et al., 2005; ASHRAFI, 2006; CROSBIE et al., 2013; DE FREITAS et al., 2017). 

Por interagirem diretamente com importantes produtos de genes supressores de tumor, as 

proteínas E6 e E7 desempenharão funções importantes. Essa versatilidade de E6 e E7 chama a 

atenção, já que é resultante da relação bem adaptada entre o HPV e o hospedeiro.  Além do que 

já se conhece sobre os papéis de E6 e E7 (degradação de p53 e proteínas do retinoblastoma, 

respectivamente), estudos indicam que mudanças em outras vias causadas por essas oncoproteínas 

são, também, significativas no processo oncogênico (MOODY & LAIMINS, 2010; MESRI, et 

al., 2014; GUPTA & MANIA-PRAMANIK, 2019). 

 Diferentes trabalhos mostram a associação entre o processo de integração do genoma 

viral com o desenvolvimento das lesões precursoras.  As lesões que são consideradas de baixo 

grau, apresentam o DNA HPV na forma epissomal (preferencialmente), ao passo que, nas lesões 

consideradas de alto grau, como NIC3, que incluem o carcinoma in situ, de maneira 

predominante, o DNA viral será encontrado integrado aos cromossomos do hospedeiro 

(PEITSARO et al., 2002; YU et al., 2005; IARC, 2007; GROVES & COLEMAN, 2015). 

 Ao longo do processo de integração, o DNA do vírus é quebrado para que possa se 

integrar ao genoma do hospedeiro, mudando de sua forma epissomal/circular para o formato 

integrado/linear. A ruptura do genoma do HPV se dá, geralmente, próximo ao gene E2, 

interferindo na expressão do gene viral e na do genoma celular (PETT et al., 2004; MOODY & 

LAIMINS, 2010). Como consequência, os níveis de E6 e E7 e a atividade imortalizadora do vírus 

aumentam (PETT et al., 2004; DOORBAR, 2006; CHAIWONGKOT et al., 2012). 

 

1.3 HPV E RESPOSTA IMUNE 

Mesmo sabendo que as infecções virais podem ser altamente imunogênicas, no caso do 

HPV, por ele se replicar muito lentamente (quando comparado a outros vírus), possuirá 

mecanismos de evasão da resposta imune que vão favorecer o estabelecimento de uma infecção 

persistente, contribuindo para que o ciclo de replicação viral se complete (STEINBACH & 

RIEMER, 2018). O controle da infecção pelo HPV está associado aos sistemas imunes inato e 

adaptativo, a partir da atividade de quimiocinas e citocinas, células imunes inatas, células T e 

anticorpos. Mesmo que as infecções pelo HPV possam persistir por um período considerável 
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(média de 1,5 anos), em sua maioria, regridem de maneira espontânea. Porém, existe uma parcela 

menor das mulheres não elimina completamente as células infectadas pelo vírus, contribuindo, 

então, para que seja estabelecida uma infecção persistente pelo HPV de alto risco, constituindo 

um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de lesões malignas (SCHLECHT et 

al., 2001; STANLEY, 2012). 

A imunidade celular possui um papel muito importante, pois é a principal forma de 

combate às infecções intracelulares. Isso ocorre devido à interação entre diversos tipos de células 

imunocompetentes (células apresentadoras de antígenos (APC), linfócitos CD4 e CD8 e células 

Natural Killer (NK); ABBAS & LICHTMAN, 2010). Entre as APC, encontramos as células de 

Langerhans (LC), que são extremamente especializadas e possuem maior acesso ao epitélio, 

conseguindo identificar a produção das proteínas virais.  No caso das células dentríticas (DC) e 

dos macrófagos (que se concentram na derme), possuem um acesso mais restrito ao vírus, uma 

vez que o ciclo de replicação é epitélio-dependente (SASAGAWA et al., 2012). 

Os queratinócitos são alvos da infecção pelo HPV e são classificados como células 

imunes não profissionais, uma vez que produzem diversas citocinas importantes. No entanto, 

certos mecanismos de evasão do HPV podem levar a uma diminuição da ativação da resposta 

imune pelas LC e da expressão de E-caderinas, culminando na redução de LC no epitélio 

(FAUSCH et al., 2005; LEONG et al., 2010; SASAGAWA et al., 2012). Outro ponto importante 

é que as APC migram até os linfonodos proporcionando a apresentação dos antígenos virais 

através do MHC II, a diferenciação de linfócitos TCD4+ em linfócitos T helper (Th) e a ativação 

da resposta imune adaptativa. Consequentemente, os linfócitos Th ativados se diferenciarão em 

Th1 ou Th2 sendo associados à resposta imune celular ou humoral, respectivamente. Vai haver, 

também, a ativação das DC e macrófagos a partir da ligação de componentes virais (como DNA 

de fita simples, RNA ou motivos CpG) aos receptores TLR (Toll like receptors), o que estimulará 

expressão de genes e produção de citocinas inflamatórias como as interleucinas (IL1, IL6, IL12 e 

IL18) e o fator de necrose tumoral (TNF), que são essenciais para a resposta adaptativa 

(SASAGAWA et al., 2012). Adicionalmente, os linfócitos TCD8+, ativados via MHC I, a partir 

das mesmas DC, diferenciam-se em linfócitos citotóxicos (CTL). Estes, na presença de IL2, IL12 

e INF-γ se tornarão células T efetoras com capacidade de eliminar células expressando antígenos 

do HPV, inclusive tumorais (SASAGAWA et al., 2012; BASHAW et al., 2017). 

Por sua vez, a resposta imune humoral direcionada contra o HPV engloba o estímulo de 

células B, interagindo com células Th2 via CD40 e com ação de citocinas. Essas células B vão se 

diferenciar em plasmócitos, produzindo anticorpos contra proteínas do HPV. Porém, após a 

infecção natural pelo HPV, são encontrados baixos níveis de anticorpos produzidos, não sendo 

detectáveis em todos os indivíduos (DELIGEOROGLOU et al., 2013; GUTIERREZ-

XICOTENCATL et al., 2016). Dados publicados indicam que o HPV modula a produção de 

citocinas relacionadas a polarização Th1/Th2 da resposta imune. Ao que parece, existe um 
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predomínio da resposta Th2 no início das lesões relacionadas ao HPV, juntamente com a 

diminuição de respostas Th1 mediadas por IFN, que levará a um favorecimento do processo de 

persistência e de progressão da doença. Nas lesões consideradas de alto grau, ambas respostas são 

observadas, porém de maneira não ordenada (MOERMAN-HERZOG & NAKAGAWA, 2015). 

Assim como em outros tipos tumorais, os cânceres associados ao HPV têm o 

microambiente constituído por células e citocinas com um fenótipo imunossupressor, como é o 

caso de células supressoras de origem mielóide (MDSC), macrófagos associados a tumor (TAM), 

células T regulatórias (Treg), como também, IL10 e TGF-β (transforming growth factor beta; 

LEPIQUE et al., 2009; MANTOVANI et al., 2009). Deve-se levar em consideração que o 

microambiente tumoral é bastante complexo e que a interação entre as células imunes, tumorais 

e outros componentes celulares e solúveis desse microambiente promoverá alterações constantes 

de caráter tanto fenotípico, quanto funcional. Sendo assim, o resultado da resposta imune pode 

ser pró ou anti-tumoral (GRETEN & GRIVENNIKOV, 2019). 

 

1.4 CD40 (CLUSTER OF DIFFERENTIATION 40) 

Pertencente à superfamília de receptores do TNF, o CD40 ou também conhecido como 

TNFR5 (tumor necrosis factor receptor superfamily member 5), é uma glicoproteína 

transmembrana do tipo I, de 45-50 kDa e composta por 277 aminoácidos. É expresso em diversas 

APC, incluindo DC, células B e T, monócitos e macrófagos, como também, em fibroblastos, 

células epiteliais, endoteliais, tumorais, entre outras (LI & WANG, 2020). Seu principal ligante, 

CD40L (ou CD154, TRAP, T-BAM), também é da família dos receptores do TNF, e assim como 

o CD40, é uma proteína de membrana, do tipo II, expresso em uma diversidade de células, como 

células B e T, células epiteliais, fibroblastos e outras (MA & CLARK, 2009). Além disso, tanto 

CD40, quanto CD40L possuem formas solúveis que são originadas por clivagem proteolítica ou 

por splicing alternativo (TANG et al., 2021). Importante destacar que a expressão generalizada 

de CD40, juntamente com a identificação de dois outros ligantes, a HSP-70 (heat shock protein 

70) e a C4b (C4b-binding protein), aponta que o CD40 pode desempenhar uma função muito 

maior na fisiologia e doença humanas (ELIOPOULOS & YOUNG, 2004). 

 A interação entre CD40 e seu ligante, leva a respostas específicas nas células onde essa 

interação ocorre, onde comumente apresenta-se a capacidade em ativar sinalização pró-

inflamatória. Dessa forma, pode haver mudança de classe e maturação de afinidade de 

imunoglobulinas, secreção de citocinas, bem como a sobrevivência, proliferação e adesão de 

células B e o desenvolvimento da geração de células B de memória e centros germinativos (van 

KOOTEN & BANCHEREAU, 2000; LI & WANG, 2020). Além disso, a sinalização intracelular 

de CD40 pode levar à apoptose muitas células transformadas tanto in vitro, quanto in vivo (LI & 

WANG, 2020).  
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O CD40 possui uma sinalização intermediada, em grande parte, por moléculas 

adaptadoras que se localizam à jusante, ativando vias de transdução de sinal tais como a do NF-

κB, p38/MAPK (p38 mitogen-activated protein kinases), JNKs (c-Jun N-terminal kinases), JAKs 

(Janus kinases) / transdutores de sinal e ativadores de transcrição e PI3K (Phosphoinositide 3-

kinase; DADGOSTAR et al., 2002; VONDERHEIDE, 2007) (figura 6). Por sua vez, essas vias 

serão responsáveis pela regulação de alterações na expressão gênica. Além disso, o CD40 auxilia 

e, em alguns casos, requer outros sinais extracelulares que induzem vias à jusante sobrepostas ou 

integram outras vias (VONDERHEIDE, 2007).   

 

 
Figura 6. Via de sinalização do CD40. A ativação de CD40 desencadeia cascatas de sinalização a partir 

do recrutamento das TRAFs (Fatores associados ao TNFR) induzindo as vias como as de NF-κB, 

p38/MAPK e JNK. Além disso, os segundos sinais extracelulares contribuem com a via de sinalização de 

CD40, estimulando respostas sobrepostas ou podendo desencadear outras. FONTE: Adaptado de 

VONDERHEIDE, 2007. 

 

A associação entre câncer e a via de CD40/CD40L têm sido feita há anos (LEDBETTER 

et al., 1987; STAMENKOVIC et al., 1989; VONDERHEIDE, 2007; ZHANG et al., 2013; LI & 

WANG, 2020; RICHARDS et al., 2020). Encontra-se na literatura diversos exemplos dessa 

associação com neoplasias epiteliais, linfomas não Hodgkin, sarcomas, melanomas, carcinomas 

de células de transição da bexiga e outros (SCHÖNBECK & LIBBY, 2001; VONDERHEIDE, 
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2007; PIECHUTTA & BERGHOFF, 2019). As interações entre CD40 e seu ligante em células 

tumorais parecem ser pleiotrópicas e dependentes do contexto, uma vez que essas interações 

podem inibir o crescimento tumoral por mecanismos imunológicos e por indução de apoptose, 

mas também podem estimular o crescimento tumoral através de diversas citocinas e fatores de 

crescimento, como IL-6 e VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor; BEREZNAYA et al., 

2007). 

O fato é que a via de CD40 é reconhecida por ser um componente muito significativo na 

resposta imune antitumoral, uma vez que a principal função da via CD40/CD40L é mediada pela 

ligação de CD40 em APC (principalmente em DC; LOSKOG & ELIOPOULOS, 2009; LI & 

WANG, 2020). Quando CD40L liga-se a CD40 ativa as DC, melhorando sua capacidade de 

apresentar antígenos, a partir da regulação positiva da expressão de outras moléculas co-

estimuladoras (por exemplo MHC classe II e CD80/86) e regulação negativa da expressão de 

moléculas imunossupressoras, tais como PD-L1 (Programmed death-ligand 1). Há, também, o 

desenvolvimento de um sinal de pró-sobrevivência que aumenta a liberação de várias citocinas, 

como as IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, além do TNF-α e IFN-γ através das DC, gerando uma resposta 

citotóxica ainda maior, além de prevenir a indução de tolerância imunológica. Além disso, a 

ligação de CD40L ao CD40 leva à ativação de macrófagos promovendo a morte das células 

tumorais e secreção de citocinas que intermediam a resposta pró-inflamatória e que são 

fundamentais para a ativação de macrófagos e função citotóxica (LI & WANG, 2020).  

Também encontramos na literatura que o papel e a expressão de CD40 podem diferir entre 

células normais e tumorais (CHATZIGEORGIOU et al., 2009; LOSKOG & ELIOPOULOS, 

2009). Por exemplo, o câncer do colo uterino é um dos tumores associados à via de CD40. Testes 

in vitro mostraram que a ativação dessa via, induzida pelo CD40L em células derivadas de 

carcinoma de cérvice uterina HPV positivas, influencia diretamente a susceptibilidade à morte 

mediada por CTL e com isso, essa via proporcionaria uma nova abordagem para a terapia do 

câncer do colo do útero (HILL et al., 2005). Além disso, também observaram que a linhagem 

celular HeLa (HPV18 positiva) proveniente de um adenocarcinoma de cérvice uterina, 

dependendo da abordagem experimental utilizada, possui diferentes padrões de expressão. 

Observaram que em ensaios de Western Blot, HeLa expressa CD40, porém, pela abordagem de 

citometria de fluxo, HeLa não apresentava expressão para CD40. Além disso, também verificaram 

que E6 de HPV de alto risco pode induzir a desregulação de CD40, envolvendo a ação de p53, 

podendo gerar uma instabilidade no sistema imune ao longo do processo carcinogênico induzido 

por HPV (MANZO-MERINO et al., 2018). 

Já em análises por imunohistoquímica observa-se que a expressão de CD40 em tecidos 

de cérvice uterina se torna mais forte no câncer, quando comparada à expressão em tecidos 

normais ou em lesões de baixo grau. Há, também, dados indicando casos onde a expressão de 

CD40 nos tumores de colo do útero é fraca ou inexistente (HILL et al., 2005; PONTEN et al., 
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2009; HUANG et al., 2011).  Por outro lado, encontra-se informações sobre os carcinomas de 

colo do útero onde comentam da possibilidade da via de CD40-CD40L facilitar a angiogênese via 

VEGF, resultando em progressão e metástase desse tipo tumoral. Diante disso, observamos que, 

principalmente em um cenário in vivo, a situação é mais complexa, onde a ativação da via CD40-

CD40L em células epiteliais infectadas pelo HPV pode ser tanto benéfica para a vigilância 

imunológica do hospedeiro quanto promover a carcinogênese do HPV (SHIMAUCHI et al., 

2014). 

 

1.5 HPV E VACINAS 

Atualmente, as vacinas disponíveis que agem contra o HPV, têm como objetivo reduzir 

o efeito de sua infecção, aumentando a imunidade contra ele. Os países que implementaram a 

vacinação contra o HPV para jovens adolescentes (9-14 anos), em seus calendários de imunização 

nacionais, vêm apresentando resultados muito positivos (BRUNI et al., 2021). Entretanto, é 

importante destacar que a profilaxia não é tão eficaz no caso de mulheres adultas ou com mais 

idade, as quais, provavelmente já tiveram contato com HPV antes da oportunidade de serem 

imunizadas, gerando uma maior necessidade da triagem citológica periódica para melhorar as 

chances de detecção precoce (BHAREL et al., 2015; ATHANASIOU et al., 2020).  

Existem três vacinas licenciadas contra o HPV disponíveis, que possuem partículas 

semelhantes a vírus (VLPs) do epítopo de L1 expressas em sistemas recombinantes como 

leveduras e células de inseto:  I) CervarixTM (Glaxosmithkline) contém VLPs de HPV 16 e 18; II) 

Gardasil TM (Merck & Co.) com VLPs de HPV 6, 11, 16 e 18; III) Gardasil9 TM apresenta VLPs 

para HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58.  As vacinas Gardasil TM e Gardasil9TM possuem 

derivados de hidróxido de alumínio como adjuvante, ao passo que a CervarixTM contém AS04 

(mistura de hidróxido de alumínio e monofosforil lipídeo A) (POUYANFARD & MULLER, 

2017). 

Foi demonstrado que as propriedades superiores das VLPs, na indução de anticorpos, são 

explicadas devido à sua estrutura multimérica e a capacidade de estimular células B 

(BACHMANN & JENNINGS, 2010). Além disso, as vacinas profiláticas contendo VLPs HPV-

L1, são muito imunogênicas, podendo evitar lesões pré-malignas cervicais ocasionadas pelos 

HPV16 e 18, bem como verrugas genitais induzidas pelos HPV6 e 11 (VILLA, 2011). Além disso, 

em países que apresentam elevada cobertura vacinal, já se observa a redução de lesões de alto 

grau e de carcinoma invasiva da cérvice uterina (Lei et al, 2020). Dados recentes mostram, 

também, que a vacinação contra o HPV demonstrou ser eficaz contra infecções orais e nas 

alterações celulares associadas ao HPV, incluindo lesões benignas e pré-neoplásicas 

(KAMOLRATANAKUL et al., 2021; ZHOU et al., 2021). Essas vacinas profiláticas contra o 

HPV também possuem como alvo, a própria infecção pelo HPV, mas não são eficazes em seu 

tratamento (SCHILLER et al., 2012). 
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Importante destacar que para os casos de infecção ou de lesões precursoras causados pelo 

HPV, ainda é necessário o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas.  Mesmo nos casos 

do câncer do colo do útero e de outros cânceres relacionados ao HPV, procedimentos cirúrgicos 

continuam sendo o tipo de tratamento dominante. Assim sendo, muitos estudos estão explorando 

tecnologias recentes para o desenvolvimento de vacinas terapêuticas. Estas, podem ser 

desenvolvidas tanto como tratamento convencional, quanto como adjuvante à cirurgia para 

obtenção de melhores resultados do tratamento e prevenção de recorrência (MO et al., 2022). 

Há diferentes vacinas terapêuticas contra o HPV que devem produzir melhores efeitos 

imunológicos, como vacinas baseadas em vetores vivos, de proteínas, de ácido nucleico e de 

células inteiras. Grande parte dessas vacinas, o ponto de partida é focado nos alvos antigênicos 

E6 e E7, que são projetados para a ativação da imunidade celular sistêmica e eliminação das 

células infectadas por HPV, a partir da resposta de CTL. Porém, muitas das vacinas que 

apresentaram resultados pré-clínicos adequados, não funcionam bem na clínica, gerando a 

necessidade do desenvolvimento de novas vacinas (MO et al., 2022).  

 

1.6 PHAGE DISPLAY, PEPTÍDEOS E CÂNCER 

 

Com o progresso da química de proteínas e da biologia molecular, oportunidades em se 

desenvolver pesquisas que envolvem peptídeos aumentaram, onde a tecnologia do Phage Display 

foi beneficiada em consequência deste avanço (AGHEBATI-MALEK et al., 2016).  

Desenvolvido por George Smith em 1985, o Phage Display se baseia em expor polipeptídeos na 

superfície de bacteriófagos (também conhecidos como fagos). Essa técnica permite que os 

polipeptídeos se apresentem fusionados a uma das proteínas da superfície do bacteriófago, 

permitindo com que haja interação entre esse polipeptídeo e diferentes alvos, conforme figura 7 

(RAMI et al., 2017). Essa metodologia proporciona a produção de grandes quantidades de 

peptídeos, proteínas e anticorpos (HOFFMANN et al., 2010). Além disso, é importante salientar 

que este método provou ser eficiente na identificação de ligantes peptídicos para anticorpos, que 

circulam em soros humanos, relacionados a tumor (ARAP, 2010; VIDAL et al, 2004). 
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Figura 7. Representação esquemática da técnica de Phage Display.  A técnica se dá a partir da incubação 

da biblioteca de fagos com moléculas alvo. Os fagos que não se ligam a essas moléculas são removidos a 

partir de lavagens e os que se ligam, são recuperados e amplificados em E.coli para serem submetidos a 

novos ciclos de seleção. FONTE: Adaptado de Ph.D.™-12 Phage Display Peptide Library Kit - New 

England Biolabs®️ inc. 

 

Os fagos filamentosos utilizados na técnica do Phage Display são pertencentes ao gênero 

Inovirus e infectam enterobactérias, como as E.coli. São fagos filamentosos da classe Ff, o fago 

M13 e o fd. Por possuírem habilidade replicativa e conseguir acomodar grandes DNAs estranhos, 

um dos bacteriófagos filamentosos mais comumente utilizados é o fago M13 (figura 8). Este 

possui fita simples e circular de DNA e codifica três grupos de proteínas, conforme mostra a 

figura 8 B. Nesses grupos de proteínas, há aquele que engloba proteínas relacionadas à replicação, 

pII, pX e pV, um outro grupo que compreende proteínas morfogenéticas (pI e pIV) e um grupo 

composto por proteínas estruturais (pVIII, pIII, pVI, pVII e pIX; TIKUNOVA & MOROZOVA, 

2009; RAMI et al., 2017; LOH et al., 2019).  
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Figura 8. Bacteriófago M13. A) Microscopia eletrônica do fago filamentoso M13 e B) Representação 

esquemática do fago M13. O fago é composto por proteínas estruturais organizadas ao redor de uma DNA 

circular de fita simples, que codifica as proteínas do fago. FONTES: Adaptado de ICTV 9th report – ssDNA 

viruses (2011) – Inoviridae figures e de SIOUD, 2019, respectivamente. 

 

O sucesso da seleção realizada por Phage Display vai depender da complexidade da 

biblioteca. Quanto maior a diversidade de clones da biblioteca, melhores as chances de se conter 

sequências que se ligarão a um determinado alvo com maior afinidade (NOREN & NOREN, 

2001). No caso das bibliotecas de peptídeos, elas compreendem um número grande de peptídeos, 

entre 107-109, onde suas sequências são geradas de maneira aleatória a partir de resíduos diversos 

de aminoácidos. Em forma linear ou circular, esses peptídeos expressos, possuem a capacidade 

de mimetizar tanto estruturas conformacionais, quanto epítopos (contínuos ou descontínuos; 

ROMANOV et al., 2001; DYBWAD et al., 2003; ZAMBRANO-MILA et al., 2020). Na área de 

pesquisa sobre o câncer, o emprego desses peptídeos é interessante, pois possuem baixa 

toxicidade e alta especificidade em testes diagnósticos e terapêuticos, além da possibilidade da 

combinação com outras terapias convencionais para o tratamento do câncer, ajudando na redução 

de seus efeitos colaterais. Ademais, com os peptídeos há a possibilidade da criação de vacinas 

contra o câncer, onde os peptídeos terapêuticos são uma abordagem nova e promissora para o 

desenvolvimento de agentes anticâncer (CICERO et al., 2017). Estes peptídeos terapêuticos 

podem atuar no ciclo celular, induzindo a morte da célula, as transduções de sinais, a estimulação 
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de elementos específicos do sistema imune, as proteínas supressoras de tumor ou a combinação 

destes mecanismos (MARQUS et al., 2017).  

Sendo assim, a aplicação da técnica de Phage Display é atrativa, pois engloba áreas 

distintas de pesquisa médica, onde esta tecnologia proporciona a obtenção de agentes diagnósticos 

e terapêuticos para diferentes patologias, assim como o câncer, como também propicia o 

desenvolvimento de estratégias anti-angiogênicas. Esta abordagem oferece meios rápidos, 

eficientes e baratos para investigar interações proteína-proteína, identificar epítopos, mimotopos, 

etc. Desta forma, existe alta flexibilidade em explorar mecanismos relacionados às doenças e 

melhorar as formas de diagnósticos, além deste método estar envolvido na produção de vacinas 

(BAZAN et al., 2012). 
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2 BACKGROUND DO ESTUDO E OBJETIVOS 

Anteriormente nosso grupo realizou um estudo, no qual soros de mulheres HPV-positivas 

foram submetidos a um immunescreening com uma biblioteca de exibição de fagos M13 circular 

heptapeptídica. Esses soros derivam de um estudo prospectivo de HPV e neoplasia cervical (THE 

LUDWIG MCGILL COHORT; FRANCO et al., 1999), do qual acompanharam mulheres 

assintomáticas para infecções por HPV prevalentes, incidentes e persistentes e lesões cervicais 

precursoras foram acompanhadas por um mínimo de 5 anos. Quatro peptídeos enriquecidos foram 

encontrados e um deles, PEP1, foi selecionado para estudos posteriores (VILLA, comunicação 

pessoal) A imunização de camundongos portadores de tumor HPV-16 positivo (linhagem celular 

TC-1) com este fago recombinante (ØPEP1) resultou na redução do crescimento tumoral, que foi 

associado a linfócitos citotóxicos T CD8 (SULAIMAN, 2017). 

 

Diante disso, definimos como objetivo: 

 

Caracterizar o mecanismo subjacente à atividade antitumoral observada do fago PEP1 

recombinante (ØPEP1): 

 

  através de ensaios de ligação de ØPEP1 a soros e plasmas derivados de mulheres com 

esfregaços de cérvice uterina HPV positivos e HPV negativos; 

 através de ensaios de ligação de ØPEP1 a diferentes linhagens celulares e tecidos derivados 

de câncer de colo do útero; 

 através da análise in silico da sequência heptapeptídica de PEP1 e da expressão de CD40 em 

câncer de colo do útero; 

 através de ensaios de competição para verificar a especificidade de ØPEP1; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Construção do fago recombinante 

O fago recombinante usado neste estudo é referido como ØPEP1 que foi selecionado a partir de 

uma biblioteca heptapeptídica de Phage display baseada no fago Fd-tet (Arap and Pasqualini 

Laboratory, MD Anderson Cancer Center, Houston, Texas – USA, 2002). Em nosso estudo, como 

controle dos experimentos, foi utilizado o fago M13 (ØM13), que se refere ao fago Fd-tet sem 

qualquer inserção nucleotídica. As construções dos fagos Fd-tet e M13 são idênticas em sua 

estrutura, diferindo apenas em um resíduo de aminoácido. Eles são fagos filamentosos com um 

genoma de DNA circular de fita única. 

 

3.2 Cultura de E.coli K91 

Colônias únicas de E. coli K91 foram colhidas e semeadas em uma placa de LB ágar (Luria 

Bertani agar) contendo canamicina e incubadas a 37°C durante a noite, para formar um tapete 

bacteriano. Uma porção deste tapete é cultivada em meio líquido TB (Terrific Broth), que é então 

usado para propagar os bacteriófagos. 

 

3.3 Amplificação, purificação e sequenciamento de fagos 

Para gerar um volume suficiente dos fagos de controle (ØM13) e recombinante (ØPEP1), para 

diversos experimentos, os fagos selecionados foram amplificados em E. coli em meio LB (Luria 

Bertani medium) contendo canamicina e tetraciclina e incubados overnight a 37°C a 200 rpm. Em 

seguida, os bacteriófagos foram precipitados com PEG/NaCl e armazenados a 4°C após a 

determinação dos títulos de fagos expressos em unidades de transformação (TU). 

 

3.4 Ensaios de overlay em membrana de nitrocelulose 

3.4.1 Soros e plasmas humanos 

Soros obtidos de mulheres cujos esfregaços cervicais foram positivos e negativos para 

HPV no estudo prospectivo para HPV Ludwig McGill (FRANCO et al., 1999) e plasmas positivos 

e negativos para HPV obtido de pacientes do Hospital Universitário (Universidade de São Paulo 

- USP) e do Hospital das Clínicas (Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo - 

FMUSP- provenientes do estudo desenvolvido por Stone SC et al., 2019), foram selecionados 

para realizar ensaios de overlay. Tanto os soros, quanto os plasmas eram provenientes de mulheres 

assintomáticas ou que apresentavam lesões precursoras. Em membranas de nitrocelulose, 10 μL 

de soro ou plasma selecionados foram adicionados (não diluídos) e mantidos à temperatura 

ambiente por 2-3 horas. Em seguida, a membrana foi bloqueada com 5% de leite em pó em TBS-

T (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20, pH 7,4) durante 1 hora à temperatura ambiente. 

As membranas foram incubadas com ØM13 ou ØPEP1 (3x109 TU) em TBS à temperatura 

ambiente durante 1 hora, lavadas e incubadas overnight a 4° C com anticorpo anti-bacteriófago 
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Fd (anti Fd (αFd) - Sigma B7786). Em seguida, as membranas foram lavadas, incubadas com 

anticorpo secundário de coelho conjugado com peroxidase, lavadas e reveladas por 

quimioluminescência utilizando o kit ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent (GE 

Healhtcare Life Sciences) no equipamento GE ImageQuant LAS 4000. 

 

3.4.2 Soro de camundongos imunizados  

Os soros obtidos de camundongos C57/Black 6 imunizados com ØPEP1 ou ØM13 

(SULAIMAN, 2017), foram selecionados para realizar ensaios de overlay. Em uma membrana de 

nitrocelulose, 7 μL de soros selecionados foram incubados por 2-3 horas. Em seguida, a 

membrana foi bloqueada com 5% de leite em pó em TBS-T (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,05% 

Tween-20, pH 7,4) durante 1 hora à temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi incubada 

com anticorpo policlonal anti-CD40 (PA5-78980 - Invitrogen) na concentração 1:500 por 1 hora. 

Em seguida, as membranas foram lavadas, incubadas com anticorpo secundário de rato conjugado 

com peroxidase, lavadas e reveladas por quimioluminescência utilizando o kit ECLTM Prime 

Western Blotting Detection Reagent (GE Healhtcare Life Sciences) no equipamento GE 

ImageQuant LAS 4000. 

 

3.5 Análise por BLAST 

Utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLASTp), a sequência do 

peptídeo PEP1 foi analisada com o objetivo de pesquisar homologias de peptídeos. 

 

3.6 Análise in silico do perfil de expressão de CD40 e CD40L  

O perfil de expressão de CD40 e CD40L na população com câncer do colo do útero foi 

analisado utilizando-se a ferramenta cBioPortal (http:// https://www.cbioportal.org/). 

 

3.7 Imunohistoquímica 

A análise de tissue microarray (TMA) composto por amostras de tumores de cérvice 

uterina foi realizada por imunohistoquímica. Essas amostras foram coletadas pelo departamento 

de Ginecologia do Instituto do Câncer do Estado de São Paulo (ICESP) / Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo (FMUSP) pela Dra. Maria Luiza Genta e foram avaliadas quanto à 

marcação para CD40 e para ØPEP1. Para isso, os cortes foram desparafinados em três banhos de 

xilol em temperatura ambiente, reidratados em banhos de etanol (100%, 95% e 70% 

respectivamente), seguidos de lavagem em água destilada. A recuperação antigênica foi realizada 

em solução de citrato de sódio 10 mM pH 6,0 por 10 min a 95°C e lavadas com PBS 1x pH 7,4. 

A seguir, utilizando o kit do Sistema de detecção de Polímero Novolink (Leica Biosystems), a 

peroxidase endógena foi bloqueada usando a solução peroxidase block por 5 minutos, seguido de 

incubação com a solução protein block por 5 minutos. As lâminas foram então incubadas ou com 
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anticorpo anti-CD40 humano (MAB 6322-SP - R&D) na concentração 1:100 ou com os fagos 

M13 ou PEP1 (contendo 3x109
 TU), seguidos da incubação com o anticorpo anti-bacteriófago Fd 

(Sigma - B7786) na concentração de 1:2500 por 16 h a 4°C. A seguir, as lâminas foram lavadas 

com PBS 1x pH 7,4 e incubadas com a solução post primary por 30 minutos e em seguida com 

Novolink polymer do kit Sistema de detecção de Polímero Novolink (Leica Biosystems), por 30 

minutos, lavadas com PBS 1x pH 7,4 e reveladas com cromógeno DAB. 

 

3.8 Imunocitoquímica 

3.8.1 Ensaio de ligação 

As linhagens celulares derivadas de câncer de colo do útero SiHa (HPV16) e HeLa 

(HPV18), T47D (linhagem celular de câncer de mama) e NIH3T3CD40L (fibroblastos que 

superexpressam o ligante de CD40) foram cultivadas em chamber slides de 2 poços em meio 

MEM, RPMI e DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), respectivamente. Quando as 

células atingiram 70% de confluência, o meio foi descartado e as células lavadas com PBS e 

fixadas com paraformaldeído (4% v / v) por 10 minutos em temperatura ambiente. Usando o kit 

do Sistema de detecção de Polímero Novolink (Leica Biosystems), a peroxidase endógena foi 

bloqueada usando a solução peroxidase block por 5 minutos, seguido de incubação com a solução  

protein block por 5 minutos. As células foram então incubadas com as soluções de fagos (ØM13 

ou ØPEP1), contendo 3x109 TU, preparadas em PBS com 5% de SFB por 2 horas, seguido de 

lavagem com PBS 1x pH 7,4 e incubação com o anticorpo primário (anticorpo anti-bacteriófago 

Fd - Sigma - B7786) em PBS com 5% de SFB na concentração de 1: 2500, por uma hora em 

temperatura ambiente. Após a lavagem com PBS 1x pH 7,4, as células foram incubadas com a 

solução post primary por 30 minutos e em seguida com Novolink polymer do kit Sistema de 

detecção de Polímero Novolink (Leica Biosystems), por 30 minutos, lavadas com PBS 1x pH 7,4 

e reveladas com cromógeno DAB. 

 

3.8.2 Ensaio de competição 

A linhagem celular NIH3T3CD40L foi cultivada chamber slides de 2 poços em meio 

DMEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e quando atingiram 70% de confluência, o meio 

foi descartado e as células lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído (4% v/v) por 10 

minutos em temperatura ambiente. Usando o kit do Sistema de detecção de Polímero Novolink 

(Leica Biosystems), a peroxidase endógena foi bloqueada usando a solução peroxidase block por 

5 minutos, seguido de incubação com solução a protein block por 5 minutos. Para a competição, 

as células foram então incubadas com as soluções de fagos (ØM13 ou ØPEP1), contendo 3x109 

TU, juntamente com o anticorpo anti-CD40L (Invitrogen - MA5-32619) na concentração 1:100, 

preparadas em PBS com 5% de SFB por 1 hora, seguido de lavagem e incubação com o anticorpo 

anti-bacteriófago Fd (Sigma - B7786) em PBS com 5% de SFB na concentração de 1: 2500, por 
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uma hora em temperatura ambiente. Após a lavagem, as células foram incubadas com a solução 

post primary por 30 minutos e em seguida com Novolink polymer do kit Sistema de detecção de 

Polímero Novolink (Leica Biosystems), por 30 minutos, lavadas e reveladas com cromógeno 

DAB. 

Condições estabelecidas para controles de reação:  

-NIH3T3CD40L apenas com anticorpo secundário (controle negativo de reação); -

NIH3T3CD40L com o anticorpo anti-CD40L na concentração 1:200 (controle positivo); 

-NIH3T3CD40L com os fagos M13 ou PEP1 (ambos 3x109 TU) seguidos de anti-Fd (1:2500); -

NIH3T3CD40L incubada com o fago recombinante PEP1 (3x109 TU) e anticorpo irrelevante 

(anti-SOD2- na concentração 1:1500) e anti-Fd (1:2500); 

-NIH3T3CD40L com o fago PEP1 (3x109 TU) e anti-CD40L (1:100); 

-NIH3T3CD40L com o fago PEP1 (3x109 TU) e anti-CD40L (nas concentrações 1:500, 1:1000, 

1:2000 e 1:5000) e anti-Fd (1:2500). 

 

3.9 Marcação fluorescente de partículas de fago 

Para realizar a análise de citometria de fluxo, os fagos M13 e PEP1 foram conjugados 

com FITC, conforme descrito por KASHIWAGI & SHIBA, 2008. 

 

3.10 Citometria de fluxo 

Para realizar ensaios de citometria de fluxo, as células NIH3T3CD40L, T47D, SiHa e 

HeLa foram cultivadas em meios DMEM, RPMI ou MEM contendo 10% de SFB, 

respectivamente. Quando as células atingiram 80% de confluência, o meio foi descartado e as 

células lavadas duas vezes com PBS e destacadas do frasco usando Gibco® Cell Dissociation 

Buffer. Em seguida, as células foram ressuspendidas em meio DMEM, RPMI ou MEM contendo 

10% de SFB e incubadas com fagos conjugados com FITC por 2h no Eppendorf® Thermomixer 

a 37°C e sob agitação a 300 rpm. Em seguida, as células foram centrifugadas, lavadas duas vezes 

com PBS, fixadas com paraformaldeído (2 % v/v) por 10 minutos em temperatura ambiente e, 

por fim, ressuspendidas em PBS para realização do ensaio de citometria de fluxo no equipamento 

AttuneTM NxT Flow Cytometer (Thermo Fisher Scientific).  
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4 RESULTADOS 

4.1 Amplificação, purificação e sequenciamento de fagos 

Os fagos foram amplificados em bactérias e caracterizados. As inserções foram 

confirmadas por eletroforese em gel (figura 9) e sequenciamento. 

 
Figura 9. Eletroforese em gel de ágar da PCR amplificada de fagos de controle (ØM13) e 

recombinante (ØPEP1), utilizando os primers FUSE 5 forward e reverse. A banda de inserção pode 

ser vista em torno do marcador de 300 bp. Controle negativo: reação de PCR sem template. 

 

4.2 O fago recombinante PEP1 não distingue soros ou plasmas de mulheres com esfregaços 

cervicais positivos ou negativos para HPV  

Uma vez que o fago recombinante PEP1 foi selecionado por um immunescreening de 

uma biblioteca de phage display, verificamos se ØPEP1 poderia se ligar a soros e plasmas de 

mulheres expostas e não expostas ao HPV. Para isso, realizamos ensaios de Dot blot, onde soros 

não diluídos de mulheres HPV-negativas (2447-7, 0840-7, 4671-5) e HPV-positivas (5464-1) 

foram pipetados em membranas de nitrocelulose e incubados com os fagos M13 e PEP1, seguidos 

da incubação do anticorpo anti-fago (anti-Fd) (Figura 10). Não observamos ligação do fago 

controle, M13, às amostras de soros, mas observamos a ligação de ØPEP1, tanto nas amostras 

negativas, quanto positivas para HPV, indicando a possibilidade de ØPEP1 não ser HPV 

específico. 

  
Figura 10. ØPEP1 se liga a soros derivados de mulheres com esfregaços do colo uterino HPV positivos 

e negativos. Soros negativos para HPV (2447-7, 0840- 7,4671-5) e positivos para HPV (5464-1) foram 

submetidos a ensaios de dot blot, os quais foram incubados com A) o fago recombinante PEP1, seguido 

pela incubação do anticorpo anti Fd e B) com o fago de controle M13, seguido pela incubação do anticorpo 

anti-Fd. Controles positivos: fagos M13 e PEP1 colocados diretamente na membrana e incubados com 

anti-Fd; Controles negativos de reação: fagos M13 e PEP1 colocados diretamente na membrana sem 

incubação de anti-Fd, recebendo apenas anticorpo secundário. 
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Diante do resultado obtido com as amostras de soro, decidimos avaliar, também, a ligação 

de ØPEP1 a plasmas de mulheres portadoras de lesões no colo uterino HPV positivas ou HPV 

negativas, por Dot blot. Assim como os soros, as amostras de plasma foram transferidas para 

membranas de nitrocelulose e incubadas com fagos e em seguida com anti-Fd. A Figura 11 mostra 

que ØPEP1 se liga a plasmas tanto derivados de pacientes com lesões na cérvice uterina HPV 

positivas ou HPV negativas. Entretanto, observa-se ligação aparentemente específica no caso dos 

plasmas identificados como 2 e 6.  

 
Figura 11. ØPEP1 se liga a plasmas derivados de mulheres com esfregaços do colo uterino HPV 

positivos e negativos. Plasmas HPV positivos (3,4,5,6,7,8,10,11) e negativos (1,9) foram submetidos a 

ensaios de Dot blot, os quais foram incubados com A) o fago recombinante, PEP1, seguido pela incubação 

do anticorpo anti -Fd. Controles positivos: fagos M13 e PEP1 colocados diretamente na membrana 

incubados com anti-Fd. B) com o fago de controle M13, seguido pela incubação do anticorpo anti-Fd. 

Controles positivos: fagos M13 e PEP1 colocados diretamente na membrana incubados com anti-Fd. 

Controles negativos de reação (C-): fagos M13 e PEP1 colocados diretamente na membrana sem 

incubação de anti-Fd, recebendo apenas anticorpo secundário. 
 

Esse resultado, juntamente com o resultado do teste de ligação em que se utilizaram soros, 

mostra que a ligação de ØPEP1 pode ocorrer independentemente da presença de HPV em 

esfregaços ou tecidos cervicais, nos baseando nessa série diminuta de casos.   

 

4.3 A sequência  de PEP1 é encontrada no CD40 humano 

Buscando compreender melhor como ØPEP1 atua, fizemos uma busca por homologias 

de peptídeos, a qual nos mostrou que a sequência de PEP1 é encontrada em CD40 humano (figura 

12).  
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Figura 12. Sequência de PEP1 é encontrada em CD40 humano. A análise BLASTp mostrou que a 

sequência do peptídeo PEP1 é encontrada na variante precursora da isoforma 2 do CD40 humano. A 

sequência PEP1 está destacada no quadro vermelho. 

 

Alinhando as sequências da variante precursora da isoforma 2 de CD40 (figura 12) e com 

a de CD40, ambas humanas, verificamos diferenças, em maior parte, no domínio intracelular e 

que a sequência PEP1 está localizada na porção extracelular. É importante ressaltar que, de acordo 

com a literatura, a ligação entre o CD40 e o ligante CD40 (CD40L) ocorre na segunda e terceira 

sub-regiões da porção extracelular do CD40 (Chatzigeorgiou et al., 2009). A seguir, também 

fizemos uma análise comparando o CD40 humano e o CD40 de camundongo. Nossa pesquisa 

indicou que o CD40 humano e o de camundongo compartilham 62% da homologia, mas a 

sequência PEP1 é apenas encontrada no CD40 humano. Além disso, para complementar nossa 

análise, verificamos que o CD40L humano e de camundongo, compartilham a mesma sequência, 

diferindo apenas em um aminoácido. Com base em nossas análises, é possível que a sequência 

PEP1 possa estar localizada na região de interação com o CD40L. Esse dado nos indicou que 

PEP1 pode ser um mimotopo de CD40. 

 

4.4 Níveis maiores de CD40 circulante são encontrados em camundongos imunizados com 

ØPEP1 

Sabendo que CD40 é uma molécula que pode ser encontrada, também, na forma solúvel 

(VAN KOOTEN et al., 1994; TANG et al., 2021), nos perguntamos se poderíamos encontrar 

CD40 circulante no soro dos camundongos imunizados previamente com os fagos M13 e PEP1 

(SULAIMAN, 2017). Para isso, realizamos ensaios de Dot blot, onde utilizamos amostras de 

soros de camundongos imunizados com o fago controle M13 ou com o fago recombinante PEP1 

e, também, utilizamos soro de camundongos não imunizados como controle. As amostras de soros 

foram transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpo anti-CD40.  
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Figura 13. Camundongos imunizados com ØPEP1 possuem maiores níveis de CD40 circulante. Os 

soros de camundongos C57/Black 6 imunizados com os fagos PEP1 e M13 foram submetidos a ensaios de 

Dot Blot, os quais foram incubados com anticorpo anti-CD40. Controle positivo (C +): soros de 

camundongos não imunizados; Controle negativo de reação (C-): soros de camundongos não imunizados 

sem incubação com anti-CD40, recebendo apenas anticorpo secundário. 

 

Nossos testes mostraram que os camundongos imunizados com ØPEP1 apresentavam 

maior quantidade de CD40 circulante, quando comparados aos camundongos controle (não 

imunizados) ou aos camundongos imunizados ØM13 (figura 13).  

 

4.5 Câncer do colo do útero e perfil de expressão de CD40 e CD40L  

Em seguida, procuramos compreender a como é a relação entre CD40 com o câncer de 

colo do útero. Decidimos avaliar, in silico, o perfil de expressão de CD40 e CD40L e seu 

envolvimento na população com câncer de colo do útero em níveis transcricionais, acessando 

dados clínico-patológicos de pacientes com câncer do colo do útero por meio da ferramenta online 

cBioPortal (CERAMI et al., 2012; GAO et al., 2013). O cBioPortal contém diferentes bancos de 

dados de microarrays e RNAseq, incluindo o projeto TCGA Firehose Legacy. Amostras sem 

quantificação de CD40 e CD40L foram excluídas do nosso estudo. Em nossa primeira análise, 

verificamos diferenças significativas entre o perfil de expressão de CD40, idade do paciente, tipo 

de câncer e estadiamento. Nenhuma diferença foi encontrada em CD40L, conforme a tabela de 

contingência abaixo (tabela 2). 

 

Tabela 2. Características clínico-patológicas dos pacientes do estudo TCGA firehose legacy 

 
SCC: Carcinoma escamoso do colo uterino. Adeno: Adenocarcinoma do colo uterino. Outros: Carcinoma 

mucinoso e carcinoma endometrióide. Os pacientes foram estratificados em categoria alta ou baixa definida 

pela mediana de CD40 e CD40L. Aplicou-se o teste do χ² ou Exato de Fisher. *p significativo. 
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Em seguida, avaliamos os subtipos tumorais.  A figura 14 A mostra que os carcinomas 

escamosos do colo uterino apresentam maior expressão de CD40 quando comparados aos outros 

subtipos, enquanto a figura 14 B mostra que não há diferença entre os subtipos tumorais em 

relação a expressão de CD40L. Além disso, foi observada uma correlação positiva entre os níveis 

de transcrição de CD40 e CD40L em carcinomas escamosos de cérvice uterina (figura 14 C). 

 

 
Figura 14.  Expressão de CD40 nos subtipos tumorais de cérvice uterina A) Expressão de mRNA de 

CD40 em carcinomas escamosos de cérvice uterina (SCC), adenocarcinomas (adeno) e outros subtipos B) 

Expressão de mRNA de CD40L em carcinomas escamosos de cérvice uterina (SCC), adenocarcinomas 

(adeno) e outros subtipos C) Correlação entre os níveis de transcrição de CD40 e CD40L. 

 

Por último, procuramos analisar se CD40 e CD40L poderiam ter um papel prognóstico 

em carcinomas escamosos de cérvice uterina a partir de uma análise KMPlotter (LANCZKY & 

GYORFFY, 2021), na mesma população do projeto TCGA Firehose Legacy, conforme a figura 

15 abaixo. 
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Figura 15. Associação entre a expressão de CD40 e CD40L e sobrevivência em carcinonomas 

escamosos do colo uterino. A) Sobrevida global (SG) de pacientes com carcinoma escamoso de colo 

uterino de acordo com a expressão de CD40 B) Sobrevida global de pacientes com carcinoma escamoso 

cervical de acordo com a expressão de CD40. C) Sobrevida livre de recidiva (SLR) de pacientes com 

carcinoma escamoso cervical de acordo com a expressão de CD40 D) Sobrevida livre de recidiva (SLR) de 

pacientes com carcinoma escamoso cervical de acordo com a expressão de CD40L. 

 

Nossa análise mostrou que os pacientes com baixa expressão tanto de CD40, quanto de 

CD40L, apresentam pior sobrevida global (SG) em 120 meses (figura 15 A e 15 B), enquanto a 

sobrevida livre de recidiva (SLR), apenas CD40L foi associada ao prognóstico do paciente (figura 

15 D). Juntos, esses dados mostram que altas expressões de CD40 e CD40L indicam um melhor 

prognóstico em carcinomas escamosos de colo uterino. 

 

4.6 O fago recombinante PEP1 e CD40 apresentam similaridade de marcação em tumores 

de cérvice uterina. 

A partir da hipótese de que a sequência contida em ØPEP1 possa indicar que este seja 

mimotopo de CD40, realizamos reações de imunohistoquímica em amostras provenientes de um 

TMA contendo tumores de colo uterino HPV positivos e HPV negativos, com a finalidade de 
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comparar qualitativamente a marcação entre ØPEP1 (figuras 16, 19 e 22) e CD40 (figuras 17, 20 

e 23). O fago M13 foi utilizado como controle (figuras 18, 21 e 24), para verificarmos se a 

marcação de ØPEP1 era, de fato, específica.  

Exemplos representativos abaixo, mostram que ØPEP1 possui marcação citoplasmática 

similar à de CD40 (figuras 16 e 17; figuras 19 e 20 e figuras 22 e 23). A amostra representada nas 

figuras 16, 17 e 18, é originada de uma paciente de 43 anos, composta por um carcinoma escamoso 

de cérvice uterina HPV16 positivo, com estádio IIB e, também, grau histológico 2. Essa paciente 

não apresentou recidiva e não foi à óbito. Já a amostra das figuras 19, 20 e 21, proveniente de 

uma paciente de 40 anos, representa um adenocarcinoma de colo uterino HPV16 positivo, com 

estadio IVB e grau histológico 3. Essa paciente passou por um tratamento por braquiterapia por 

42 dias, não apresentou recidiva e não foi à óbito. Por último, a amostra das figuras 22, 23 e 24, 

é um carcinoma escamoso de cérvice uterina HPV negativo, advindo de uma paciente de 39 anos, 

com estágio IA e grau histológico 1. A paciente não apresentou recidiva e não foi à óbito. 
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Figura 16. Imunocoloração de um carcinoma escamoso de cérvice uterina HPV16 positivo (nº 

registro: 60008254) incubado com ØPEP1, seguido do anticorpo anti-Fd. Imagens obtidas em 

microscópio óptico no A) aumento de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 17. Imunocoloração de um carcinoma escamoso de cérvice uterina HPV16 positivo (nº 

registro: 60008254) incubado com o anticorpo anti-CD40. Imagens obtidas no microscópio óptico em 

A) aumento de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 18. Imunocoloração de um carcinoma escamoso de cérvice uterina HPV16 positivo 

(nº registro: 60008254) incubado com ØM13, seguido do anticorpo anti-Fd. Imagens obtidas 

em microscópio óptico no A) aumento de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 19. Imunocoloração de um adenocarcinoma de cérvice uterina HPV16 positivo (nº registro: 

60008935) incubado com ØPEP1, seguido do anticorpo anti-Fd. Imagens obtidas em microscópio óptico 

no A) aumento de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 20. Imunocoloração de um adenocarcinoma de cérvice uterina HPV16 positivo (nº registro: 

60008935) incubado com o anticorpo anti-CD40. Imagens obtidas em microscópio óptico no A) aumento 

de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 21. Imunocoloração de um adenocarcinoma de cérvice uterina HPV16 positivo (nº registro: 

60008935) incubado com ØM13, seguido do anticorpo anti-Fd. Imagens obtidas em microscópio óptico 

no A) aumento de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 22. Imunocoloração de um carcinoma escamoso de cérvice uterina HPV negativo (n° registro: 

13876808) incubado com ØPEP1, seguido do anticorpo anti-Fd. Imagens obtidas em microscópio óptico 

no A) aumento de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 23. Imunocoloração de um carcinoma escamoso de cérvice uterina HPV negativo (n° registro: 

13876808) incubado com o anticorpo anti-CD40. Imagens obtidas em microscópio óptico no A) aumento 

de 100X B) aumento de 400X. 
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Figura 24. Imunocoloração de um carcinoma escamoso de cérvice uterina HPV negativo (n° registro: 

13876808) incubado com ØM13, seguido do anticorpo anti-Fd. Imagens obtidas em microscópio óptico 

no A) aumento de 100X B) aumento de 400X. 
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4.7 O fago recombinante PEP1 não se liga especificamente às linhagens celulares de câncer 

do colo do útero positivas para HPV, mas se liga a fibroblastos que superexpressam o ligante 

de CD40 (CD40L) e a células de câncer de mama 

 

Também exploramos a ligação de ØPEP1, in vitro, utilizando diferentes linhagens 

celulares, normais e tumorais. Iniciamos com as linhagens celulares derivadas de câncer do colo 

do útero. Para isso, ensaios de imunocitoquímica foram realizados, onde SiHa (HPV16) e HeLa 

(HPV18) foram incubadas com os fagos M13 ou PEP1, recebendo apenas o anticorpo secundário 

(controles negativos da reação) ou incubados com os fagos e o anticorpo primário anti-Fd. A 

Figura 25 mostra que não há diferenças entre o ØPEP1 e o ØM13 em sua ligação. 
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Figura 25.  ØPEP1 não apresenta especificidade de ligação a células de câncer de colo uterino 

positivas para HPV. Imunocoloração de A) SiHa com o fago de controle, M13 sem anti-Fd (controle 

negativo de reação - recebendo apenas anticorpo secundário) e com anti-Fd ; B) SiHa com o fago PEP1 

recombinante sem anti-Fd (controle negativo de reação - recebendo apenas anticorpo secundário) e com 

anti-Fd; C) HeLa com o fago de controle, M13 sem anti-Fd (controle negativo de reação - recebendo apenas 

anticorpo secundário) e com anti-Fd; D) HeLa com o fago PEP1 recombinante sem anti-Fd (controle 

negativo de reação - recebendo apenas anticorpo secundário) e com anti-Fd. 

 

 

Diante deste resultado, fizemos uma busca na literatura para verificar se essas linhagens 

HPV positivas expressavam o ligante de CD40 (CD40L), para que pudesse complementar 

evidências de que nosso fago recombinante poderia ser ou não mimotopo de CD40. É possível 

encontrar algumas informações no Human protein atlas 
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(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000102245-CD40LG/cell+line) e em determinados 

trabalhos, onde utilizam essas linhagens de cérvice uterina transfectadas com vetores expressando 

CD40L, como por exemplo os trabalhos publicados por NAKAMURA et al., 2006 e VARDOULI 

et al., 2009. Portanto, essas pesquisas nos indicaram que essas células não expressam 

naturalmente CD40L. 

Diante disso, procuramos na literatura modelos celulares que poderiam expressar CD40L 

para verificarmos a ligação de ØPEP1. Selecionamos, então, para os testes de ligação, fibroblastos 

que superexpressam o ligante de CD40 (NIH3T3CD40L) e a células de câncer de mama T47D, 

que expressam naturalmente CD40L (VOORZANGER-ROUSSELOT & BLAY, 2004), por meio 

de reações imunocitoquímicas, como mostrado na figura 26.  

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000102245-CD40LG/cell+line
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Figura 26.  ØPEP1 liga-se especificamente a fibroblastos que superexpressam CD40L e às células 

tumorais de mama. Imunocoloração de A) NIH3T3CD40L com o fago de controle, M13 sem anti-Fd 

(controle negativo de reação - recebendo apenas anticorpo secundário) e com anti-Fd; B) NIH3T3CD40L 

com o fago PEP1 recombinante sem anti-Fd (controle negativo de reação - recebendo apenas anticorpo 

secundário) e com anti-Fd; C) T47D com o fago de controle, M13 sem anti-Fd (controle negativo de reação 

- recebendo apenas anticorpo secundário) e com anti-Fd e D) T47D com o fago  PEP1 sem anti-Fd (controle 

negativo de reação - recebendo apenas anticorpo secundário) e com anti-Fd. 

 

Observamos ligação específica de ØPEP1 aos fibroblastos que superexpressam o ligante 

de CD40 (NIH3T3CD40L) e às células da linhagem de câncer de mama, T47D, embasando nossa 

hipótese de que ØPEP1 poderia atuar como mimotopo de CD40. Para confirmar a ligação de 
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ØPEP1 às linhagens celulares utilizadas nos ensaios de imunocitoquímica, decidimos realizar, 

também, ensaios de ligação por citometria de fluxo utilizando os fagos M13 e PEP1 conjugados 

com FITC.   

Analisamos, então, as linhagens celulares SiHa, HeLa NIH3T3CD40L e T47D. As 

linhagens SiHa e HeLa (linhagens celulares derivadas de câncer de colo uterino), conforme citado, 

são células que não expressam CD40L. Os dados obtidos para SiHa (figura 27) e HeLa (figura 

28) confirmam os ensaios de imunocitoquímica, indicando que não há ligação diferencial entre 

ØPEP1 e ØM13, tanto na porcentagem de fagos conjugados com FITC que se ligaram às 

linhagens celulares, quanto na mediana de intensidade de fluorescência (MFI). 

 
Figura 27. ØPEP1 não se liga diferencialmente à linhagem celular SiHa. A) Porcentagem de células 

FITC-positivas, com p>0,05 e B) MFI emitida pela ligação dos fagos conjugados a células, com p>0,05. 

 

 
Figura 28. ØPEP1 não se liga diferencialmente à linhagem celular HeLa. A) Porcentagem de células 

FITC-positivas, com p>0,05 e B) MFI emitida pela ligação dos fagos conjugados a células, com p>0,05. 

 

Já para a linhagem de fibroblastos (NIH3T3CD40L), onde temos uma superexpressão de 

CD40L, a figura 29 A mostra a porcentagem de fagos conjugados com FITC que foram capazes 

de se ligar às células, onde é possível observar que ØPEP1 se ligou à linhagem celular 

NIH3T3CD40L 2,5 vezes mais do que ØM13 (fago controle). Na Figura 29 B, temos a mediana 

de intensidade de fluorescência (MFI), a qual está diretamente relacionada ao quanto de 

fluorescência foi emitida ao ocorrer a ligação dos fagos às células. Observou-se que ØPEP1 

apresenta uma MFI 4,5 vezes maior do que a MFI de ØM13. Este dado corrobora o que foi visto 

nos ensaios de imunocitoquímica. 
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Figura 29.  ØPEP1 liga-se a fibroblastos que superexpressam CD40L (NIH3T3CD40L) A) 
Porcentagem de células FITC-positivas, com p <0,0001 e B) MFI emitida pela ligação dos fagos conjugados 

às células, com p <0,0005. 

 

Por fim, a linhagem celular de câncer de mama, T47D, que expressa naturalmente 

CD40L, também foi testada para observar a ligação de ØPEP1. Na figura 30 A, observa-se a 

porcentagem de fagos conjugados com FITC que foram capazes de se ligar às células, onde 

ØPEP1 foi capaz de se ligar à linhagem celular T47D 1,3 vezes mais que ØM13. Já na figura 30 

B, observa-se a mediana de intensidade de fluorescência emitida quando ocorre a ligação dos 

fagos às células. Assim como na linhagem NIH3T3CD40L, ØPEP1 apresenta uma MFI maior 

que a MFI de ØM13 (1,7 vezes maior). Este dado, também, confirma o que foi constatado por 

imunocitoquímica. 

 
Figura 30. ØPEP1 liga-se a à linhagem celular T47D. A) Porcentagem de células FITC-positivas, com 

p<0,001 e B) MFI emitida pela ligação de fagos conjugados a células, com p<0,0001. 

 

4.8 O fago recombinante PEP1 liga-se especificamente a fibroblastos expressando CD40L 

Para verificar a especificidade de ligação de ØPEP1, ensaios de competição por 

imunocitoquímica foram realizados, onde se utilizou a linhagem de fibroblastos que 

superexpressam CD40L (NIH3T3CD40L) e o anticorpo anti-CD40L, conforme mostra a figura 

31. Para esse ensaio, estabelecemos as seguintes condições: na figura 31 A, a linhagem celular 

NIH3T3CD40L recebeu apenas anticorpo secundário (controle negativo de reação), ou foi 

incubada com o anticorpo anti-CD40L (figura 31 B). Fizemos, também, as condições do ensaio 

de ligação com o fago M13 e com o fago PEP1, seguida da incubação do anticorpo anti-Fd (figura 

31 C e figura 31 D, respectivamente). Outros controles foram realizados também, onde os 

fibroblastos foram incubados com o fago PEP1, um anticorpo irrelevante (no caso, anti-SOD2) e 

anti-Fd (figura 31 E) ou apenas incubados com ØPEP1 e o anticorpo anti-CD40L, como mostra 
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a figura 31 F. A especificidade de ØPEP1 é mostrada na figura 31 H (destaque em vermelho), 

quando incubamos ØPEP1 com o anticorpo anti-CD40L seguido do anticorpo anti-Fd, houve 

redução de marcação. Esta pode ser uma evidência de que ØPEP1 estaria se ligando no mesmo 

sítio de ligação de anti-CD40L, o que indicaria ser um mimotopo de CD40. Além disso, fizemos 

testes com diferentes concentrações do anticorpo anti-CD40L para verificar em quais parâmetros 

a competição ainda acontecia. As figuras 31 I e 31 J mostram os testes de gradientes de 

concentração que foram realizados, sendo que na figura 31 I se utilizou a concentração de 1:500 

e na 31 J, a concentração de 1:100 para o anticorpo anti-CD40L, nas quais ainda observamos a 

competição com o fago recombinante PEP1. Nas figuras 31 K e 31 L, se utilizou o anticorpo anti-

CD40L nas concentrações 1:2000 e 1:5000, respectivamente, onde percebemos que a competição 

entre ØPEP1 e anti-CD40L começa a diminuir e o nosso fago recombinante volta a se ligar aos 

fibroblastos, de maneira específica.   
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Figura 31.  ØPEP1 parece ser um mimotopo de CD40.  Reações de imunocitoquímica de A) 

NIH3T3CD40L apenas com anticorpo secundário (controle negativo de reação) B) NIH3T3CD40L com o  

anticorpo anti-CD40L C) NIH3T3CD40L com o fago controle, M13 e com anti-Fd; D) NIH3T3CD40L 

com o fago  recombinante PEP1 com anti-Fd E) NIH3T3CD40L com o fago PEP1, anticorpo irrelevante 

(anti-SOD2) e anti-Fd F) NIH3T3CD40L com o fago recombinante PEP1 e anti-CD40L G) 

NIH3T3CD40L com fago M13, anti-CD40L e anti-Fd H) competição: NIH3T3CD40L com fago 

recombinante PEP1, anti-CD40L (1:100) e anti-Fd I) NIH3T3CD40L com fago recombinante PEP1, anti-

CD40L (1:500) e anti-Fd J) NIH3T3CD40L com fago recombinante PEP1, anti-CD40L (1:1000) e anti-Fd 

K) NIH3T3CD40L com fago recombinante PEP1, anti-CD40L (1:2000) e anti-Fd L) NIH3T3CD40L com 

fago recombinante PEP1, anti-CD40L (1:5000) e anti-Fd. 



65 
 

5 DISCUSSÃO 

Ao longo dos anos, aprimoramos nosso conhecimento sobre a história natural da infecção 

pelo HPV e seu envolvimento no desenvolvimento do câncer de colo uterino, como também, no 

dos cânceres anogenitais e de cabeça e pescoço (STANLEY et al., 2003; STERN et al., 2012). 

Além disso, sabemos que tanto os programas de vacinação, como os de rastreio, possuem um 

impacto muito positivo na prevenção desses tumores. Entretanto, são abordagens que não estão 

acessíveis/disponíveis para todos, aumentando o risco de desenvolvimento desses cânceres. De 

maneira geral, tanto aqueles acometidos das infecções, como os que desenvolvem lesões 

crônicas/neoplásicas requerem algum tipo de tratamento (STERN et al., 2012). 

 Atualmente, as opções para o tratamento câncer do colo do útero, em estágio inicial e 

localmente invasivo, incluem a histerectomia radical ou traquelectomia radical com 

linfadenectomia pélvica e quimioterapia e radioterapia concomitantes. No caso do câncer de 

cérvice uterina metastático distante, o tratamento é focado em terapias sistêmicas (FERRAL et 

al., 2021). Entretanto, com a falta de tratamento para as infecções e lesões precursoras e as baixas 

taxas de cura para a doença avançada, juntamente com os efeitos colaterais das terapias atuais, 

novas abordagens terapêuticas são necessárias.   

Por exemplo, as vacinas terapêuticas em desenvolvimento que se concentram na 

eliminação da infecção persistente por HPV são poucas, embora haja um ensaio clinico de fase II 

em andamento para o controle da infecção persistente por HPV16 (NCT03911076). O 

desenvolvimento de um tratamento para a infecção persistente pelo HPV, limitaria a progressão 

dessa infecção para lesões de alto grau e para o câncer da cérvice uterina de fato (FERRAL et al., 

2021). Em nosso estudo, a abordagem escolhida para desenvolvimento de uma nova alternativa 

terapêutica foi a tecnologia do phage display, uma técnica muito versátil, robusta e precisa, que 

nos proporcionar prospectar epítopos, como também, selecionar biomoléculas com finalidades 

diversas, tais como motivos de ligação de receptores bioquímicos, inibidores enzimáticos, 

aplicações nas áreas de genômica e proteômica, vacinas e outros (SIDHU & KOIDE, 2007; 

WANG & YU, 2009; LI & CHO, 2010; FINLAY et al., 2017). 

Peptídeos exibidos por fagos, por exemplo, podem ser utilizados como candidatos a 

vacinas, com vantagens significativas. Os bacteriófagos que possuem determinantes antigênicos 

e imunogênicos possuem a habilidade de serem reconhecidos por células fagocitárias, onde são 

processados de maneira efetiva e apresentados pelos MHC I e II para as células T 

(MANOUTCHARIAN et al., 1999; GAUBIN et al., 2003; HESS & JEWELL, 2019).  Mais 

especificamente, um antígeno apresentado no MHC I pode ser reconhecido por células T CD8+ 

específicas e, estas células, podem se diferenciar em linfócitos T citotóxicos, que são capazes de 

eliminar, de maneira direta, células tumorais ou células hospedeiras infectadas (HESS & 

JEWELL, 2019). Além disso, existe uma maior facilidade e menor custo em se amplificar 

peptídeos expressos nas partículas fágicas, quando comparamos com uma síntese química 
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convencional, ou até mesmo, com expressão de proteínas recombinantes (MANOUTCHARIAN 

et al., 1999; GAUBIN et al., 2003). Importante destacar, também, que o produto final é composto 

por uma gama de cópias virais, aumentando o nível de exposição do mimotopo ao sistema imune 

do hospedeiro e, que os bacteriófagos não são patogênicos ao ser humano, conseguindo replicar-

se no interior de células fagocitárias (GU et al., 2008; ADHYA et al., 2014).  

Outro ponto importante é que a utilização de peptídeos fágicos como candidatos a vacinas 

é atrativa devido ao seu efeito imunoestimulatório dos motivos CpGs não metilados presentes no 

genoma do fago, que podem ajudar na ativação do sistema imune de mamíferos a partir dos TLR 

(MASON et al., 2005; HASHIGUCHI et al., 2010; COELHO et al., 2015). Os TLR quando 

ativados, a sinalização à jusante estimula a produção de sinais inflamatórios (citocinas). Esses 

sinais irão atrair células imunes para os locais de infecção ou tecidos imunes, como linfonodos, 

promovendo uma resposta imune adaptativa (HESS & JEWELL, 2019).  Esses bacteriófagos 

portadores de peptídeos são vantajosos, pois reduzem e podem até eliminar a utilização de 

adjuvantes, que normalmente são administrados em conjunto com peptídeos sintéticos e proteínas 

recombinantes tanto para ativar, quanto melhorar a resposta imunológicas de potenciais vacinas 

(MASON et al., 2005; HASHIGUCHI et al., 2010; COELHO et al., 2015). 

Encontramos diversos trabalhos na literatura envolvendo a técnica do Phage display. 

Staquicini et al, mostra que a aplicação dessa tecnologia proporcionou isolar peptídeos que se 

dirigem ao microambiente celular imunossupressor de tumores de mama triplo negativos, para 

serem utilizados como estratégia na descoberta de alvos não malignos. Nesse trabalho, 

identificaram um peptídeo cíclico com ligação específica a um receptor de vitamina D, a proteína 

PDIA3 (dissulfeto-isomerase A3), a qual é expressa na superfície de macrófagos associados a 

tumores (TAM) e tem como alvo o câncer de mama triplo negativo (STAQUICINI, et al., 2021).  

No estudo realizado por Mintz et al., avaliaram o perfil de autoanticorpos de um paciente 

de câncer de próstata ao longo de 7 anos, no qual o câncer progrediu de doença localizada para 

doença metastática de baixar carga e, por fim, câncer difusamente metastático. Identificaram um 

epítopo de anticorpo, que apresentava ligação crescente aos anticorpos séricos do paciente, 

concomitantemente à progressão da doença. Observaram que esse peptídeo identificado mimetiza 

a fetuína-A, onde sugeriram que a reatividade sérica à fetuína-A mostra utilidade como um 

indicador sensível e específico de doença metastática (MINTZ, et al., 2015). 

Um trabalho realizado por Vidal et al, mostra a seleção de um motivo peptídico cíclico, 

o qual é reconhecido tanto pelo conjunto de anticorpos purificados por ascite, quanto pelo 

repertório de anticorpos circulantes em uma paciente índice com câncer de ovário. Observaram 

que esse motivo peptídico mimetizava a HSP90 (Heat shock protein 90), a qual é encontrada 

expressa em tumores de ovário, independentemente do estágio da doença. Além disso, realizaram 

testes avaliando a expressão de HSP90 e a presença de anticorpos contra o peptídeo mimetizador 

de HSP90 em um grande painel de pacientes com câncer e ovário e análises de microarrays de 
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tecido, observando uma expressão onipresente de HSP90. Em relação à resposta imune humoral 

correspondente contra HSP90 se restringe a um subconjunto de pacientes com doença mais 

avançada (estágio IV). Com isso, mostraram que o rastreamento da resposta humoral pode 

identificar antígenos tumorais que podem servir como alvos moleculares no câncer de ovário e 

que o reconhecimento dessas proteínas relevantes, podem levar ao desenvolvimento de terapias 

(VIDAL et al., 2004).  

Mais ainda, encontra-se trabalhos utilizando a técnica do Phage display envolvendo o 

desenvolvimento de estratégias de imunização eficazes para um problema bem atual, a COVID-

19.  Nesse caso, as partículas de fago foram projetadas para exibir um epítopo decapeptídeo 

cíclico altamente imunogênico da proteína SARS-CoV-2 S fundido com um motivo direcionado 

ao pulmão, facilitando a absorção e distribuição após a entrega direcionada de aerossol 

(STAQUICINI et al., 2021; STAQUICINI et al., 2021). 

Este trabalho teve como foco caracterizar o mecanismo subjacente à atividade antitumoral 

observada do fago PEP1 recombinante. Nossas análises indicaram que ØPEP1 não possui 

especificidade para HPV, se ligando a soros e plasmas de mulheres que possuíam esfregaços da 

cérvice uterina HPV positivos e negativos (figuras 10 e 11). Com base nisso, decidimos avaliar a 

sequência de peptídica de PEP1, a qual nos mostrou a similaridade com o CD40 humano. Esse 

dado nos fez levantar a hipótese de que o fago recombinante PEP1 poderia ser mimotopo de 

CD40. Mimotopos, nada mais são, que peptídeos curtos similares a epítopos de um antígeno, 

podendo ser utilizados em imunoterapias. Eles podem induzir anticorpos específicos de epítopos, 

quando acoplados a um carreador imunogênico, sendo importantes para diversos tratamentos na 

neutralização de patógenos. Ao longo dos anos, houve um aumento no número de estudos 

envolvendo terapia baseada em mimotopos em diferentes doenças, como alergias, câncer, entre 

outras (LEUNG et al., 2017). 

Diversos trabalhos envolvendo a identificação e diferentes utilizações de mimotopos são 

encontrados. Um estudo publicado por Zhou et al, por exemplo, identificou mimotopos para a 

Zearalenona, uma micotoxina que contamina cereais. Observaram que esses mimotopos 

forneciam informações que esclareciam questões tanto sobre a prevenção, quanto sobre o controle 

imunológico da Zearalenona (ZHOU et al., 2021). Temos, também, o estudo desenvolvido por 

Tungtrakanpoung et al, no qual identificaram mimotopos de anticorpos monoclonais específicos 

para Leptospira spp., e de soros de pacientes com leptospirose. Esse trabalho mostrou que esses 

mimotopos possuem um papel potencial para atuar como agente diagnóstico e imunogênico para 

a leptospirose (TUNGTRAKANPOUNG et al., 2006). 

O trabalho conduzido por Villa-Mancera et al, mostrou que mimotopos de catepsinas L1 

induziam significante resposta imune humoral (mais de 79 %) contra a Fasciola hepatica em 

caprinos (VILLA-MANCERA et al., 2014). Esse estudo teve continuidade, onde verificaram que 

as ovelhas vacinadas com esses mimotopos apresentavam menor carga de vermes pós-infecção, 
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quando comparadas às que não foram imunizadas. Além disso, observaram que essa imunização 

induziu uma resposta imune mista (Th1/Th2) e que, especificamente o mimotopo SGTFFLS da 

catepsina L1 possuía alta imunogenicidade nas ovelhas infectadas pela F.hepatica (VILLA-

MANCERA et al., 2021).  

Com a hipótese de PEP1 ser mimotopo de CD40 e, sabendo que CD40 também é 

encontrado na forma solúvel (VAN KOOTEN et al., 1994; TANG et al., 2021), verificamos que 

em soros dos camundongos imunizados com ØPEP1 (SULAIMAN, 2017), havia maior 

quantidade de CD40 circulante (figura 13).  A partir de análises in silico observamos uma maior 

expressão de CD40 e de seu ligante (CD40L) em carcinomas escamosos do colo do útero e que 

devido a isso, estes apresentam melhor prognóstico.  Além disso, por imunohistoquímica, 

verificamos em amostras de tumores de colo do útero HPV positivos e HPV negativos oriundos 

de TMA, uma coincidência no padrão de marcação entre CD40 e ØPEP1, onde a marcação, neste 

TMA, era distribuída em mais ou menos 50 % dos casos. Futuramente, pode-se explorar por 

imunohistoquímica uma maior população de tumores de cérvice uterina, para verificar a relação 

da expressão de CD40 com os dados que obtivemos em nossa análise in silico (maior expressão 

de CD40 → melhor prognóstico em câncer escamoso de cérvice uterina). Encontramos na 

literatura informações que corroboram essa análise, onde avaliaram tumores de colo uterino a 

partir de ensaios de imunohistoquímica, como por exemplo, Altenburg e colaboradores que 

mostram que CD40 é fortemente expresso em carcinomas escamosos do colo do útero 

(ALTENBURG, et al., 1999).  

Além disso, amostras provenientes de lesões HPV positivas e amostras pré-neoplásicas e 

malignas também expressam níveis mais elevados de CD40, quando comparadas ao epitélio 

normal de cérvice, sugerindo-se o potencial papel de CD40 como alvo terapêutico para o câncer 

do colo do útero (HILL et al., 2005). Uma outra publicação, também avaliou por 

imunohistoquímica a expressão de CD40 em amostras que incluíam desde tecido normal do colo 

uterino, casos de cervicite, lesões de baixo e alto grau e câncer. Assim como os trabalhos 

anteriores, observaram maior expressão em NIC II, NIC III e principalmente os carcinomas 

escamosos e que essa expressão de CD40, principalmente nos carcinomas escamosos, estava 

relacionada a amostras HPV positivas (HUANG et al., 2011). Uma análise similar à que fizemos 

por bioinformática, porém, realizada em tumores de mama, mostra que alta expressão de CD40 e 

CD40L também é associada a melhor prognóstico em câncer de mama (ÜNVER et al., 2020). 

Outro trabalho, relacionado a melanoma, mostra que a alta expressão de CD40 se correlacionou 

com respostas imunes antitumorais, melhor prognóstico, bem como a respostas positivas à terapia 

de bloqueio de checkpoint imunológico ou terapia direcionada (YAN et al., 2021). 

 Ensaios por PCR em tempo real e Western Blot, mostraram que as linhagens celulares 

derivadas de câncer de colo de útero SiHa e HeLa não expressam CD40L (Ávila de Grazia, 

manuscrito em preparação). Juntamente a isso, nós observamos que ØPEP1 se liga, de maneira 
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específica, às linhagens celulares que expressam CD40L (figura 26), além de verificarmos a 

competição específica entre a ligação de ØPEP1 e anti-CD40L (figura 31). Diante de todos esses 

dados, é possível que ØPEP1 atue como mimotopo de CD40.  

Em conjunto com os dados anteriormente obtidos pelo grupo, onde havia associação da 

diminuição do volume tumoral dos camundongos imunizados com ØPEP1 e maior relação de 

células TCD8+ (SULAIMAN, 2017), exploramos a hipótese de que o fago recombinante PEP1, 

devido à sua homologia com CD40 seria capaz de interagir com CD40L estimulando uma resposta 

de células T citotóxicas. Existem na literatura uma infinidade de relatos sugerindo a importância 

da interação de CD40 com CD40L nas respostas imunológicas, principalmente no 

desenvolvimento de linfócitos CD8+ citotóxicos.  

Há dois modelos relacionados à sinalização de CD40 em respostas de células T 

citotóxicas (ARA et al., 2018). Um deles, sugere que os estímulos de CD40L de células T CD4+ 

helper (Th) para DC que expressam o CD40 seriam fundamentais para a maturação das DC que, 

por sua vez, poderiam desencadear respostas T citotóxicas eficientes.  O outro modelo sugerido é 

que as células T CD4+ que expressam CD40L ativam as células que expressam CD40L ativam 

as células T CD8+ que expressam diretamente CD40, prevendo que as respostas de células T 

citotóxicas a todos os antígenos requerem sinalização de CD40 em células T CD8+. De maneira 

geral, os papéis importantes para a interação de CD40 com CD40L originam muitos eventos 

imunológicos, os quais são significantes para a defesa do hospedeiro contra patógenos e câncer 

(ARA et al., 2018). 

 Dados clínicos e experimentais indicam que o processamento de células tumorais via 

CD40 pode ter efeitos antiproliferativos diretos significativos em certas malignidades, podendo 

também, contribuir para o controle tumoral em determinados casos, a partir de mecanismos 

indiretos dependentes da imunogenicidade melhorada da célula tumoral. Outro ponto importante 

é que a estimulação terapêutica de CD40 pode exercer funções imunológicas regulatórias 

importantes via estimulação de células normais (COSTELLO et al., 1999). Com a ativação de 

CD40 podemos ter o aumento de sobrevida, como também, a secreção de citocinas e apresentação 

exógena de antígenos das DC (COSTELLO et al., 1999; DASTE et al., 2017; PIECHUTTA & 

BERGHOFF; LI & WANG, 2020). Além disso, a sinalização de CD40 pode substituir células T 

CD4+ na iniciação de respostas citolíticas dependentes de auxiliares e com a ativação de CD40L, 

podemos ter o aumento das funções citolíticas de células NK (COSTELLO et al., 1999). 

Nos dias atuais, as estratégias para a terapêutica do câncer englobam cirurgia, 

quimioterapia, radioterapia, terapias-alvo e imunoterapia, que vem sendo mais explorada, devido 

à progressão do campo da imuno-oncologia (SALOMON & DAHAN, 2022). Basicamente, a 

imunoterapia consiste em estimular o sistema imune do indivíduo para eliminar as células 

tumorais. Dentre os métodos de tratamento utilizados na imunoterapia, temos as vacinas contra o 

câncer, terapias celulares adotivas, citocinas e anticorpos monoclonais. Os anticorpos 
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monoclonais direcionados ao checkpoint imunológico (mAbs) são os mais comumente utilizados 

na prática clínica (KIMIZ-GEBOLOGLU et al., 2018). 

 Muitas abordagens foram elaboradas para o CD40 em pacientes com câncer. Em alguns 

modelos tumorais, a entrega de um mAb de CD40 agonista sozinho pode levar à ativação de 

células T e regressão do tumor de maneira dependente de células T (VONDERHEIDE, 2020). A 

utilização dos primeiros agonistas terapêuticos de CD40, iniciou-se há 20 anos e, eram baseados 

em versões multiméricas do CD40L, sendo administrados de maneira subcutânea. O primeiro 

estudo, realizado em humanos tratados com o CD40L trimérico recombinante, mostrou respostas 

clínicas objetivas, incluindo uma resposta completa durável em um paciente com carcinoma 

escamoso de cabeça e pescoço (VONDERHEIDE, et al., 2001; VONDERHEIDE, 2020).  

Com passar dos anos, as abordagens de tratamento foram baseadas em mAbs de CD40 

agonistas, podendo ser administrados por via intravenosa, subcutânea e intratumoral. De maneira 

geral, os mAbs de CD40 agonistas possuem viabilidade clínica. Porém, ainda é improvável que 

esses mAbs de CD40 agonistas possuam uma atividade antitumoral considerável atuando como 

agente único no tratamento de pacientes. Diante disso, dados sugerem que a terapia com os mAbs 

de CD40 seja realizada em combinação com outras terapias, como quimioterapia, radioterapia ou 

terapia imunológica. Essas combinações, em modelos murinos, têm se mostrado promissora, 

quando administrados na dosagem e sequência adequadas (VONDERHEIDE, 2020). Entretanto, 

os ensaios clínicos vêm relatando determinados eventos adversos associados aos mAbs de CD40 

agonistas, como liberação de tempestades de citocinas, hepatoxicidade e eventos 

tromboembólicos, o que impacta na decisão em como continuar o desenvolvimento clínico desses 

anticorpos (LI & WANG, 2020; VONDERHEIDE, 2020; SALOMON & DAHAN, 2022). 

Sabendo desses eventos adversos dos anticorpos monoclonais, o uso de fagos se torna 

interessante, pois apresenta baixa toxicidade e boa imunogenicidade, podendo ser integrado à 

outras estratégias terapêuticas e atuar tanto na prevenção, quanto na terapia do câncer (BAO et 

al., 2019; GORACCI et al., 2020).  Nesse caso, os peptídeos selecionados pela técnica do phage 

display podem ser incluídos em um regime terapêutico como mimotopos (vacinas profiláticas 

e/ou terapêuticas) ou empregados como efetores de pequenas moléculas, (ativadores/inibidores 

de células imunes, efetores de moléculas de checkpoint imunológico) (GORACCI et al., 2020). 

No caso de nosso fago recombinante PEP1, é possível que ele possa se tornar uma potencial 

ferramenta empregada em imunoterapias contra o câncer, atuando em conjunto com outras 

terapias. Mas, para isso, estudos posteriores in vivo, explorando esse potencial papel de ØPEP1 

como mimotopo de CD40 são necessários. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A técnica de Phage display, mesmo sendo relativamente nova, é uma ferramenta muito 

útil para selecionarmos peptídeos e proteínas (incluindo anticorpos), com grande afinidade e 

especificidade para utilizarmos como alternativas terapêuticas.  Nosso grupo isolou um motivo 

peptídico (PEP1) a partir de soros de mulheres HPV positivas que se mostrou imunogênico em 

modelo de tumor animal induzido por HPV.  Este trabalho buscou caracterizar o mecanismo 

subjacente à atividade anti-tumoral observada.  

Verificamos que nosso fago recombinante PEP1 (ØPEP1) não depende da presença de 

HPV para se ligar a soros e plasmas derivados de mulheres com esfregaços do colo uterino HPV 

positivos e HPV negativos. Além disso, análises realizadas com ferramentas de bioinformática, 

nos forneceram informações de que a sequência heptapeptídica de PEP1 é encontrada no CD40 

humano, sugerindo que PEP1 poderia ser um mimotopo de CD40.  Adicionalmente, observamos 

que a maior expressão de CD40 e de seu ligante, CD40L, são encontradas nos carcinomas 

escamosos do colo do útero e estão relacionadas a melhor prognóstico nessa população de 

carcinomas escamosos de cérvice uterina. Análises imunohistoquímicas qualitativas, de amostras 

derivadas de tumores do colo uterino, mostraram que ØPEP1 possui marcação citoplasmática 

semelhante à de CD40.  

Complementarmente, verificamos que os soros de camundongos imunizados com o 

ØPEP1 apresentaram níveis mais elevados de CD40 circulante, em comparação com os 

camundongos que foram imunizados com ØM13 (fago controle). Observamos, também, que 

ØPEP1 se liga especificamente a fibroblastos que superexpressam CD40L (NIH3T3CD40L) e à 

linhagem tumoral de mama, T47D (que expressa naturalmente CD40L), enquanto que não se liga 

às linhagens celulares derivadas de tumores de cérvice uterina, SiHa e HeLa. Essa ligação de 

ØPEP1 parece ser especifica, como revelaram os ensaios de competição realizados em 

fibroblastos que superexpressam CD40L. 
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