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RESUMO 

Imunização genética contra o câncer cervical baseado no oncogene E5 do 
papilomavírus humano tipo 16 

A infecção persistente pelo HPV16 está associada com cânceres cervicais 
anogenitais e um subconjunto de cânceres de cabeça e pescoço. E5, E6 e E7 são 
oncoproteínas virais que contribuem com a transformação de queratinócitos 
humanos. Além de potencializar a habilidade das proteínas E6 e E7 na 
imortalização/invasão de queratinócitos primários, as proteínas E5 de HPV de alto 
risco têm participação relevante nas fases precoces de transformação, como na 
alteração da via dependente do receptor do fator de crescimento epidermal. 
Entretanto, o antígeno E5 como candidato vacinal ainda não foi devidamente 
explorado. Ainda, as linhagens celulares mais utilizadas como modelos de desafio 
tumoral podem não simular os padrões de expressão dos oncogenes de HPV, já 
que, sua expressão é dirigida por promotores diferentes dos de HPV. Este trabalho 
utilizou um novo modelo de desafio para validar vacinas anti-HPV baseado em 
células C3, as quais apresentam a expressão do HPV sob controle de seu próprio 
promotor. Duas versões do oncogene E5 de HPV16 foram geradas como vacinas de 
DNA; uma mantendo a sequência íntegra do gene E5 e outra codificando apenas 
seus dois prováveis epítopos imunogênicos em duplicata. As candidatas vacinais 
foram submetidas a experimentos in vivo para demonstração de efeitos anti-tumorais 
contra células C3. Sob regime preventivo ou terapêutico, tumores em camundongos 
vacinados sofreram efeitos de imunidade celular, conforme indicado pelo 
acompanhamento do desenvolvimento tumoral e ensaios de ELISPOT. Os efeitos 
anti-tumorais elicitados pela imunização genética baseada em E5 foram 
equiparáveis àqueles obtidos por abordagem similar adotada por imunização 
genética baseada em E6 e E7. O aprimoramento técnico sobre esta abordagem 
deve, no futuro, resultar em perspectivas de estudos clínicos baseados na 
imunização genética com E5 contra o HPV e seus tumores associados. 

 

 

 

Palavras-chave: papilomavírus humano; oncoproteína E5, imunização genética 
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Abstract 

Genetic immunization against cervical cancer based on human papillomavirus 
16 E5 oncogene 

HPV16 persistent infection is associated with cervical and anogenital cancers and a 
subset of head and neck cancers. E5, E6 and E7 are oncoproteins that contribute to 
human keratinocytes viral transformation. Further enhancing E6/E7-mediated 
immortalization/invasion of primary keratinocytes, high risk HPV E5 proteins have 
significant participation in early stages of transformation, for example, by triggering 
epidermal growth factor receptor (EGFR)-dependent cell growth. However, E5 
antigen as a vaccine candidate has not been well explored yet. In addition, the most 
commonly cell lines used as tumor challenge models may not properly simulate the 
HPV oncogene expression patterns, since its expression is directed by non-HPV 
promoters. This study has adopted a new challenge model based on C3 cell line to 
evaluate anti-HPV vaccines, which present HPV expression driven by its own 
promoter. Two E5-based versions were generated as DNA vaccines; an HPV16 E5 
whole gene sequence and another gene, that encodes only two likely immunogenic 
epitopes in duplicate. Vaccine candidates were subjected to in vivo experiments in 
order to demonstrate anti-tumor effects against HPV16-expressing C3 cells-bearing 
mice. Under preventive or therapeutic procedure, tumors in vaccinated mice suffered 
cellular immunity effects, as indicated by monitoring tumor growth and ELISPOT 
assays. The anti-tumor effects elicited by genetic immunization based on E5 were 
comparable to those obtained by similar approach taken by genetic immunization 
based on E6 and E7. The technical improvement on this approach should, in future, 
results in prospects for clinical studies based on E5 genetic immunization against 
HPV and its associated tumors. 

 
 
Key words: human papillomavirus; E5 oncoprotein; genetic immunization. 
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1. INTRODUÇÃO 

A família Papillomaviridae agrega pequenos vírus de DNA, não 

envelopados, responsáveis por lesões usualmente benignas em diversos grupos 

animais, dentre os quais, aqueles que infectam humanos e bovinos são os mais 

bem estudados. O papilomavírus humano (HPV) é um patógeno largamente 

disseminado entre a população sexualmente ativa, responsável por quadros 

clínicos que variam desde tumores benignos até cânceres anogenitais e cervicais. 

A mais recente associação do HPV a um tipo de câncer é aquela que o implica 

como fator predisponente ao câncer de cabeça e pescoço, o que reforça a 

urgência no desenvolvimento de estratégias de diagnóstico e tratamento cada vez 

mais eficazes. O HPV interfere no ciclo celular de queratinócitos primários, 

principalmente por meio de suas principais oncoproteínas, E6 e E7, 

compreensivelmente, as mais estudadas como alvos terapêuticos. Entretanto, 

evidências mais recentes ressaltam a importância de uma terceira oncoproteína, 

designada E5, cujas atividades reforçam o potencial transformante das demais 

oncoproteínas, além de modular negativamente a resposta imune contra a célula 

infectada.  

Os estudos aqui realizados visam uma melhor compreensão acerca de 

estratégias de prevenção e terapia contra os papilomavírus, por meio do 

desenvolvimento de vacinas inovadoras. Testando o potencial imunogênico ainda 

pouco explorado da proteína E5, nossos resultados sugerem efeitos anti-tumorais 

in vivo de imunização genética baseada no gene E5 do HPV16.  Ainda, nosso 

trabalho apresenta um novo modelo de desafio tumoral baseado em células C3 

contendo o genoma íntegro de HPV16, o que pode fornecer dados mais precisos 

quanto a eficiência de uma vacina em elicitar resposta imune contra células 

infectadas. 
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2. JUSTIFICATIVA 

O câncer do colo uterino é um importante problema de saúde pública no 

mundo, representando 9% dos casos de câncer feminino e sendo considerado 

como a terceira maior causa de morte em mulheres no mundo, com mais de 

529.800 novos casos e 275.100 mortes por ano (Jemal et al., 2011; Freitas et al., 

2012). Quando comparada aos países mais desenvolvidos, sua incidência é cerca 

de duas vezes maior em países menos desenvolvidos (Ministério da Saúde, 

2011). Em conformidade com a portaria N° 874, de 16 de Maio de 2013, do 

Ministério da Saúde do Brasil, a Política Nacional para a Prevenção e Controle do 

Câncer na Rede de Atenção à Saúde das Pessoas com Doenças Crônicas no 

Âmbito do Sistema Único de Saúde inclui o câncer cervical como um alvo de 

combate e controle prioritário. A Política Nacional para a Prevenção e Controle do 

Câncer tem como objetivo reduzir a mortalidade e a incapacidade e diminuir a 

incidência de alguns tipos de câncer, bem como contribuir para a melhoria da 

qualidade de vida dos usuários com câncer, por meio de ações de promoção, 

prevenção, detecção precoce, tratamento oportuno e cuidados paliativos. Além 

disso, essa portaria também preconiza a promoção do intercâmbio de 

experiências que visem estimular o desenvolvimento de estudos e pesquisas que 

busquem o aperfeiçoamento, a inovação de tecnologias e a disseminação de 

conhecimentos voltados à promoção da saúde, à prevenção e ao cuidado das 

pessoas com câncer. A pesquisa aqui proposta contribui com a busca pelo 

aumento da qualidade e expectativa de vida da população, por meio de 

desenvolvimento de competência técnico-científica voltada para o controle de 

uma doença altamente disseminada. Embora seja um grave problema de saúde 

pública, o câncer cervical carece de opções terapêuticas menos invasivas e 

debilitantes e sua prevenção depende majoritariamente de uma detecção precoce 

das lesões pré-malignas. 

As atividades de três proteínas virais produzidas por certos tipos de 

papilomavírus são apontadas como as principais mediadoras da carcinogênese 

associada ao HPV. Pelo fato das oncoproteínas E5, E6 e E7 atuarem nas fases 

iniciais e/ou avançadas da transformação de queratinócitos e no desenvolvimento 

de lesões cervicais malignas, acreditamos que uma resposta imune elicitada 
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contra os epitopos imunogênicos dessas proteínas deve erradicar as células 

tumorais eficientemente. Diversos trabalhos de imunização genética são 

baseados nesses antígenos, embora ainda pouca evidência tenha sido 

demonstrada em relação àqueles codificados pelo oncogene E5. Outro ponto 

importante acerca da experimentação de vacinas de DNA contra células 

infectadas pelo HPV é a escolha do modelo de desafio. A maior parte das 

linhagens tumorais adotadas apresentam padrões de expressão dos genes de 

HPV que podem não simular apropriadamente uma infecção natural, uma vez que 

a expressão dos genes virais nessas linhagens é dirigida por promotores 

diferentes daqueles utilizados pelo vírus. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Desenvolver estratégia vacinal contra a infecção por papilomavírus 

humano baseada em imunização genética com o gene E5 de HPV16. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Construir plasmídeos de expressão para células de mamíferos como 

candidatos a vacinas de DNA contra o antígeno E5 de HPV16; 

 Avaliar a resposta imune gerada para vacinas de DNA baseadas no 

gene E5 de HPV16 em camundongos, frente a vacinas já avaliadas baseadas nos 

genes E6 e E7 de HPV16; 

 Testar a resposta imune gerada por vacina de DNA contendo 

sequências duplicadas codificantes apenas para dois epítopos imunodominantes 

do gene E5 de HPV16; 

 Aplicar vacinas de DNA baseadas no gene E5 de HPV16 em novo 

modelo de desafio tumoral baseado em células C3 contendo o genoma de 

HPV16; 
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4. REVISÃO DA LITERATURA 

4.1. Papilomavírus. Estrutura e organização do genoma. 

A família Papillomaviridae é constituída por 29 gêneros de vírus que 

compartilham diversas características, tais como morfologia, estrutura e tamanho 

de genoma e sua transcrição unidirecional (BERNARD et al., 2010). Em comum, 

todos os membros infectam os epitélios e/ou mucosas de alguma espécie de 

vertebrado (ver Tabela 1). Dentre os tipos de papilomavírus mais bem estudados, 

destacam-se aqueles que infectam coelhos (CRPV - Cottontail Rabbit 

Papillomavirus), bovinos (BPV – Bovine Papillomavirus) e humanos (HPV – 

Human Papillomavirus). Os papilomavírus são considerados estritamente 

espécie-específicos e, mesmo em condições experimentais, não infectam outro 

hospedeiro que não o seu natural (DOORBAR, 2005). Entretanto, casos de 

infecção cruzada foram relatados unicamente para os BPVs tipos 1 e 2, 

implicados no desenvolvimento de sarcóide equino em cavalos e outros equídeos 

(WHITE, 2014) (NASIR; CAMPO, 2008). Na notável diversidade de espécies 

animais nas quais algum tipo de papilomavírus já foi identificado, além dos 

mamíferos, incluem-se répteis (HERBST et al., 2009) e aves (TACHEZY et al., 

2002). Em relação às consequências para o hospedeiro, de modo geral, os vírus 

podem permanecer assintomáticos ou iniciar lesões hiperproliferativas no epitélio. 

Por sua capacidade neoplásica, os papilomavírus são considerados 

potencialmente oncogênicos. 

 

Gênero Hospedeiro 

Alphapapillomavirus Homo sapiens 
Macaca mulata 

Betapapillomavirus Homo sapiens 
Macaca fascicularis  

Gammapapillomavirus Homo sapiens 

Deltapapillomavirus Alces alces 
Odocoileus virginianus 
Ovis aries 
Bos taurus 
Capreolus capreolus 

Epsilonpapillomavirus Bos Taurus 

Etapapillomavirus Fringilla coelebs 

Iotapapillomavirus Mastomys natalensis 

Kappapapillomavirus Sylvilagus floridanus 
Oryctolagus cuniculus 

Lambdapapillomavirus Felis domesticus 
Canis familiaris 

Quadro 1. Relação de 29 gêneros de papilomavírus e suas espécies hospedeiras 
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Mupapillomavirus Homo sapiens 

Nupapillomavirus Homo sapiens 

Pipapapillomavirus Mesocricetus auratus 

Thetapapillomavirus Psittacus erithacus 

Xipapillomavirus Bos taurus  

Zetapapillomavirus Equus caballus 

Rhopapillomavirus Trichechus manatus latirostris 

Sigmapapillomavirus Erethizon dorsatum  

Taupapillomavirus Canis familiaris 

Upsilonpapillomavirus Tursiops truncatus  

Phipapillomavirus Capra hircus  

Chipapillomavirus Canis familiaris 

Psipapillomavirus Rousettus aegyptiacus 

Omegapapillomavirus Ursus maritimus 

Dyodeltapapillomavirus Sus scrofa 

Dyoepsilonpapillomavirus Francolinus leucoscepus 

Dyozetapapillomavirus Caretta caretta 

Dyoetapapillomavirus Erinaceus europaeus 

Dyothetapapillomavirus Felis domesticus 

Dyoiotapapillomavirus Equus caballus 

 

Os papilomavírus apresentam um capsídeo icosaédrico não envelopado e 

seu genoma está compreendido em 6,8 a 8,0Kb de uma dupla-fita de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) circular (ZHENG; BAKER, 2006). O capsídeo proteico 

dos papilomavírus, medindo cerca de 52 a 55nm, encerra 72 capsômeros, cada 

qual composto pelo pentâmero da principal proteína estrutural do vírus, designada 

L1. Ainda como constituinte do capsídeo, 12 cópias de uma segunda proteína 

estrutural, denominada L2, atravessam a estrutura da partícula viral e se 

associam ao DNA viral, sob a forma de um nucleossomo (MODIS; TRUS; 

HARRISON, 2002). O genoma dos papilomavírus encontra-se associado a 

histonas celulares, compondo um cromossomo rudimentar (TAN et al., 1998). 

Esse genoma pode conter entre 8 a 10 open reading frames (ORFs), cujas 

sequências são expressas de acordo com um padrão precoce e tardio conforme a 

diferenciação da célula hospedeira ao longo da infecção (GRAHAM, 2010). 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Bernard et al., (2010) 
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Os genes designados como E (early) são comumente expressos desde os 

primeiros estágios da infecção e estão relacionados a funções regulatórias, como 

controle de transcrição e replicação virais, e transformação celular, enquanto a 

expressão dos genes L (late), somente é detectada nos estágios finais de 

infecção, envolvidos na composição do capsídeo viral. Além das ORFs, o DNA 

viral contém uma região não codificante, denominada Long Control Region (LCR), 

a qual encerra sítios de interação com fatores transcricionais do vírus e da célula 

hospedeira, e a origem de replicação viral (DOLLARD; BROKER; CHOW, 1993) 

(BERG; STENLUND, 1997). 

4.2 Papilomavírus humano e o câncer. 

O câncer cervical é descrito como uma progressão maligna que tem seu 

início a partir de lesões na cérvice, região compreendida desde a vagina até a 

estreita abertura do útero. A porção onde ocorre o encontro entre a ectocervice 

(parte vaginal, células pavimentosas escamosas) e a endocervice (parte uterina, 

células colunares), caracterizada pela confluência de dois tipos epiteliais distintos, 

é chamada de zona de transformação. A zona de transformação ou “zona T” é o 

local de maior probabilidade de desenvolvimento de células anormais ou pré-

cancerosas (WAGGONER, 2003). Cerca de 80% dos cânceres cervicais são 

derivados de células escamosas transformadas, enquanto os demais, conhecidos 

como adenocarcinomas, desenvolvem-se a partir de glândulas produtoras de 

muco do endocérvice. A tumorigênese de ambos os tipos de carcinoma já foi 

relacionada a infecções pelo HPV (LAX, 2011).  

Figura 1. Eletromicrografia de papilomavírus.  

Fonte: Hanswalter Zentgraf, German Cancer Research Center (2000) 
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O câncer cervical é um tipo de câncer de desenvolvimento lento, sem 

manifestar sintomas precoces, apesar de ter na identificação por papiloscopia 

(coleta de células a partir de esfregaços da cérvice e análise microscópica) sua 

ferramenta de detecção precoce mais utilizada (SCHIFFMAN et al., 2000). Um 

estudo de acompanhamento de grupos tratados e não-tratados ao longo de 30 

anos sugere que pelo menos um terço das lesões precursoras irão evoluir para o 

câncer invasivo (MCCREDIE et al., 2008). Pesquisas recentes estão focadas em 

melhorar o diagnóstico precoce de lesões cervicais precursoras, como 

identificação de biomarcadores teciduais e moleculares (GADDUCCI et al., 2010) 

(PEIRSON et al., 2013).  

O câncer cervical é atualmente reconhecido como a terceira classe de 

doença maligna mais diagnosticada em mulheres no mundo (JEMAL et al., 2011). 

No Brasil, esta neoplasia situa-se como a terceira mais comum entre a população 

feminina, apenas suplantada pelo câncer de pele não melanoma e o câncer de 

mama, sendo a quarta causa de morte entre mulheres por câncer. 

Aproximadamente, 85% dos casos e 88% das mortes ocorrem em mulheres que 

vivem em países em desenvolvimento (FERLAY et al., 2010). 

Em 1976, zur Hausen e Gissmann detectaram o DNA de papilomavírus 

humano em diversas amostras de verrugas genitais e cânceres cervicais (ZUR 

HAUSEN, 1976). Em seus trabalhos subsequentes o conjunto de dados gerados 

constituiu uma das associações mais bem estabelecidas entre uma infecção viral 

e a carcinogênese. Nas décadas seguintes, estudos combinando a detecção do 

DNA de HPV com a detecção de anticorpos contra suas proteínas virais 

implicariam mais de 98% dos casos de câncer cervical com a infecção pelo HPV 

(ZEHBE; WILANDER, 1997) (WALBOOMERS et al., 1999) (SCHIFFMAN et al., 

2000).  

A partícula viral segue o padrão morfológico dos demais papilomavírus, 

embora a organização do genoma pode variar em relação à quantidade de ORFs, 

além da função de algumas de suas proteínas. O capsídeo tipicamente 

icosaédrico do HPV é desprovido de envelope e compreende seu material 

genético em uma dupla fita de DNA circular, com cerca de 8Kb de tamanho 

associada a histonas celulares. Seu genoma é dividido em três regiões, LCR, 
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região das proteínas precoces (E1-E7) e das proteínas tardias (L1 e L2) 

(SCHWARZ et al., 1985). Suas ORFs codificam produtos envolvidos na regulação 

da replicação e transcrição viral em queratinócitos (ORFs E1 e E2) (CHIANG et 

al., 1992), desestabilização da matriz de queratina e liberação de vírions 

(recomposição dos transcritos das ORFs E1/E4) (DOORBAR et al., 1991), 

alteração do ciclo celular e oncogênese de queratinócitos primários (ORFs E5, E6 

e E7) (DIMAIO; PETTI, 2013) (VANDE POL; KLINGELHUTZ, 2013) (ROMAN; 

MUNGER, 2013) e composição do capsídeo (ORFs L1 e L2) (BUCK et al., 2008) 

(Figura 2.). 

 

 

 

Proteínas  Funções resumidas  

E6  Bloqueio da atividade da proteína supressora tumoral p53, por degradação  

E7  Inativação da proteína supressora tumoral pRb por degradação  

E5  Ativação prolongada da via dependente do Fator de Crescimento Epidermal 
(EGF) por maior sobrevida de seu receptor;  

E1  Replicação do DNA viral  

E2  Regulador da transcrição viral (repressor de E6/E7);  

E4  Montagem e liberação da partícula viral  

L1  Principal proteína do capsídeo  

L2  Proteína “menor” do capsídeo  

 

Figura 2. Esquema referente à organização estrutural genoma do HPV16. 

Fonte: Cordeiro MN (2013) 

Quadro 2. Relação sumarizada das proteínas de HPV e suas principais funções. 

Fonte: Stanley M (2001) 
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Os diversos tipos de HPV foram classificados conforme o risco de câncer 

cervical assumido durante a infecção. Enquanto os HPVs de baixo risco 

restringem seus principais sinais clínicos a verrugas genitais, os HPVs de alto 

risco já foram descritos como agentes etiológicos de lesões de alto grau (ZUR 

HAUSEN, 2002) e carcinomas de células escamosas, não apenas cervicais, como 

também de cabeça e pescoço (GILLISON et al., 2000) (HERRERO et al., 2003). 

Dentre os mais de 180 genótipos já identificados em lesões cervicais, os 

principais representantes daqueles considerados de alto risco, conhecidos como 

oncogênicos, são os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 

82 (MUÑOZ et al., 2003) (GUAN et al., 2012). Dentre esses, o HPV 16 destaca-se 

como o mais prevalente no mundo, identificado em mulheres com infecção 

subclínica ou diagnosticadas com câncer cervical (BERNARD et al., 2010), além 

de ser descrito como um dos mais virulentos, devido à presença de seu genoma 

em cerca de 70% das neoplasias intra-epiteliais de alto grau (CLIFFORD et al., 

2003). 

4.3 Transmissão e Ciclo Viral. 

Embora, de modo não exclusivo, o ato sexual, compreendido pelo 

intercurso vaginal, oral e/ou anal, é uma atividade permissiva à infecção pelo 

HPV. De fato, dentre alguns aspectos do comportamento sexual, o número de 

parceiros é destacado como um fator de risco para a prevalência de doença ano-

genital e oral associada ao HPV (TROTTIER; FRANCO, 2006) (D’SOUZA et al., 

2009).  Estudos epidemiológicos destacam ainda que a infecção por algum tipo de 

HPV ocorre cedo, logo após as primeiras atividades sexuais (COLLINS et al., 

2009) (WINER et al., 2003). Dentre os mais frequentes fatores de risco 

correlacionados com a infecção e persistência do HPV na população, destacam-

se o contato sexual precoce e o alto número de parceiros sexuais (VELDHUIJZEN 

et al., 2010). Há evidências de que a infecção por HPV tem progressivamente 

aumentado nas últimas décadas, o que, para alguns, classifica a papilomatose 

humana como uma das doenças sexualmente transmissíveis (DST) mais 

prevalentes no mundo (SCHEURER; TORTOLERO-LUNA; ADLER-STORTHZ, 

2005). A infecção é principalmente contraída pelo contato sexual, através do qual 

microtraumas na mucosa genital permitem o acesso de partículas virais ao 
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epitélio basal (BURCHELL et al., 2006). Nessa região, o HPV infecta os 

queratinócitos primários cujo programa de diferenciação celular relaciona-se a um 

ciclo infeccioso especialmente adaptado ao ciclo celular. 

Ao ter acesso à membrana basal do epitélio, a partícula viral interage com 

um restrito grupo de receptores. Para a ancoragem primária da maioria dos 

papilomavírus, parecem ser necessários receptores proteoglicanos de heparan 

sulfato (HSPG) (GIROGLOU et al., 2001) (JOYCE et al., 1999), não apenas os 

presentes na superfície celular de queratinócitos, como também os secretados 

presentes na membrana basal (ROBERTS et al., 2007).  Interações da proteína 

L1 do capsídeo com a superfície celular e mudanças conformacionais que 

expõem sítios de clivagem para furina na proteína L2 permitem a entrada da 

partícula viral na célula-alvo. Especificamente, a exposição da cadeia amino 

terminal da proteína L2 após clivagem na superfície celular parece ser 

determinante para a infectividade da partícula viral (BIENKOWSKA-HABA; 

PATEL; SAPP, 2009). 

Enquanto a proteína L1 não pode ser transportada para o núcleo e é 

separada do genoma viral durante o desnudamento endocítico (NELSON et al., 

2000), a proteína L2 tem papel direto no escape do genoma viral do 

compartimento endocítico, num processo dependente de clivagem por furina 

(RICHARDS et al., 2006). O transporte do genoma para o núcleo também 

depende fortemente da ação da proteína L2, uma vez que sua interação com 

proteínas motoras dos microtúbulos, como a dineína, já foi demonstrada (FLORIN 

et al., 2006).  De fato, queratinócitos primários em atividade proliferativa, numa 

tentativa de regenerar as fissuras da epiderme, podem representar uma condição 

fortuita ao transporte do genoma viral acoplado à proteína L2. Nessa condição, a 

intensa atividade de microtúbulos e microfilamentos pode favorecer uma 

translocação não apenas dependente de dineína, como também de β-actina 

(YANG; WILDEMAN; SHAROM, 2003) do complexo L2-genoma viral para o 

núcleo da célula. Até mesmo o fato de o envelope nuclear ser transientemente 

desintegrado, durante a divisão celular, pode facilitar o aporte do genoma viral no 

núcleo do queratinócito (PYEON et al., 2009). 
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Uma vez estabelecido no núcleo, o genoma viral inicia seu programa de 

expressão e replicação completamente dependente da maquinaria de replicação 

celular. De fato, nenhuma das proteínas virais apresenta atividade de polimerase, 

o que torna a replicação viral condicionada ao período de síntese do DNA de sua 

célula hospedeira durante o ciclo celular (CHOW; BROKER; STEINBERG, 2010). 

Uma vez que o queratinócito em seu estado terminal de diferenciação não 

sintetiza novas moléculas de DNA, as atividades das proteínas virais E5, E6 e E7 

são especificamente adaptadas para atrasar ou prejudicar o programa de 

diferenciação desta célula e iniciar novos ciclos celulares sucessivamente. 

Quando as células basais infectadas se dividem as células-filhas podem se mover 

lateralmente sobre a membrana basal ou mais adiante na camada celular 

espinosa. Nessa camada, um subconjunto de queratinócitos aberrantemente 

reinicia o ciclo celular e amplifica o genoma viral de um baixo para um alto 

número de cópias (CHOW; BROKER; STEINBERG, 2010).  

Os últimos genes virais a serem expressos são os que codificam as 

proteínas do capisídeo do HPV, L1 e L2. Durante a infecção produtiva, novas 

partículas virais são montadas e liberadas espontaneamente na camada mais 

apical do epitélio, momento em que o queratinócito atinge seu estado de 

diferenciação terminal, morre e é desintegrado do epitélio, num processo 

fisiológico de descamação do tecido (anoikis). Notavelmente, um ciclo infeccioso 

no qual a liberação de vírions ocorre sem lise celular patológica e sem a liberação 

de fatores pró-inflamatórios constitui um dos principais mecanismos pelos quais o 

HPV evita a detecção pelo sistema imune (KANODIA; FAHEY; KAST, 2007). 
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A regressão tumoral, que caracteriza uma lesão benigna, é resultado de 

uma resposta imune celular competente. A imunidade efetiva consiste de uma 

resposta celular contra proteínas precocemente produzidas durante a infecção 

viral, principalmente E2 e E6 (WOO et al., 2010), necessárias para a regressão da 

lesão concomitante a soro-conversão e produção de anticorpos contra a principal 

proteína do capsídeo, L1. De maneira geral, o próprio ciclo infeccioso do vírus é 

um mecanismo que responde pela ineficiente resposta imune do hospedeiro ao 

vírus, pois ele não gera viremia. Além do baixo nível de expressão de todos os 

genes virais, seu mecanismo de produção de novas partículas virais é 

essencialmente não citolítico (PETT et al., 2006).  

4.4. Carcinogênese. 

Certos fatores ambientais ou intrínsecos ao hospedeiro podem influenciar 

diretamente a carcinogênese associada ao HPV. Deficiências do sistema imune, 

Montagem das 
partículas virais; 

Expressão dos 
genes E e L em 
queratinócitos 
diferenciados; 

Expressão viral 
restrita ao genes E, 
em queratinócitos em 
divisão;  

Descamação de queratinócitos 
e liberação de partículas virais; 

Células infectadas 
chegam a manter 1000 
cópias do genoma viral 
por célula; 

Amplificação do DNA 
viral sem divisão das 
células infectadas; 

Replicação do genoma 
viral condicionada à 
replicação do genoma do 
hospedeiro; 

Infecção dos 
queratinócitos basais e 
início da expressão de 
E1, E2, E5, E6 e E7;  

Figura 3. Esquema ilustrativo do ciclo infeccioso ao longo de 6 a 12 semanas a partir da infecção pelo HPV. 

Fonte: Cordeiro MN (2013) 
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por exemplo, ocasionadas pela Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

(Acquired Immunodeficiency Syndrome – AIDS), polimorfismo da proteína p53, 

tabagismo e contraceptivos orais são descritos como alguns dos aspectos que 

propiciam o desenvolvimento da neoplasia intra-epitelial escamosa (PINTO; 

TULIO; CRUZ, 2002) (WANG et al., 2009).  

Entretanto, é a situação de infecção persistente por um HPV de alto risco 

que resulta em uma exposição prolongada dos queratinócitos infectados às 

formas mais virulentas das oncoproteínas E5, E6 e E7 do HPV. Em suma, essas 

oncoproteínas virais estimulam a proliferação celular, sobrevivência celular e 

modulam a diferenciação dos queratinócitos. Um grande marco no processo 

oncogênico mediado pelo HPV é a integração do genoma viral ao genoma do 

hospedeiro. A partir deste evento, a infecção deixa de ser produtiva, pois, 

frequentemente, a ORF E2, cujo produto é o principal repressor transcricional dos 

oncogenes E6 e E7, é comprometida (COLLINS et al., 2009) (XUE et al., 2012). 

Como resultado, uma maior expressão de E6 e E7 potencializa a atividade de 

suas oncoproteínas. A expressão contínua de E6 e E7 sustenta o fenótipo de 

câncer, enquanto a expressão de E5 parece ser relevante apenas na fase pré-

maligna, ou seja, criar as condições necessárias para iniciar a transformação 

celular, mas não para mantê-la. Esse fato é apoiado por evidências que sugerem 

uma ausência ou, pelo menos drástica redução nos níveis de expressão do gene 

E5 em células pós-integração do HPV (ZIEGERT et al., 2003).  

As proteínas de HPV de alto risco E6 e E7 estão submentidas ao mesmo 

promotor, o que justifica padrões semelhantes de expressão. As proteínas E7 de 

HPV de alto risco interagem com membros da família de ligases de ubiquitina, 

como a ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 4 (UBR4), e contêm um 

motivo de ligação (LXCXE) para membros da família de proteínas do 

retinoblastoma, que regulam os fatores transcricionais da família E2F. Sua 

atividade mais bem conhecida é o direcionamento do supressor tumoral Proteína 

do Retinoblastoma (pRB) à degradação via ubiquitina, o que promove expressão 

aumentada de todos os genes subordinados ao fator transcricional E2F, envolvido 

no avanço do ciclo celular de G1 para S (DYSON et al., 1989) (ZHANG; CHEN; 

ROMAN, 2006). O produto do gene E6 de HPV de alto risco, que pode ter sua 
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origem numa recomposição do gene E7 (SHAH; DOORBAR; GOLDSTEIN, 2010), 

sustenta o avanço do ciclo celular provocado por pela proteína E7 por bloquear a 

atividade de outro supressor tumoral, a p53 (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 

1990). A proteína E6 do HPV16, após se estabilizar pela ligação com uma 

proteína celular designada E6AP, assume uma conformação ideal para interação 

com p53 (ANSARI; BRIMER; VANDE POL, 2012), sobre a qual adiciona sinais de 

ubiquitinação, que conduzem o complexo à degradação proteossomal 

(SCHEFFNER et al., 1993). 

Nos últimos anos, outra oncoproteína associada a lesões causadas por 

infecção pelo papilomavírus tem se destacado por seu papel no processo 

carcinogênico associado ao HPV. A proteína E5 é uma pequena proteína (entre 9 

e 7Kda) hidrofóbica com  aproximadamente  84 aminoácidos, que pode ser 

localizada na membrana do citoplasma, do retículo endoplasmático e do aparato 

de Golgi (OETKE et al., 2000).  

Essa proteina tem um papel importante na formação da neoplasia celular, 

por estar implicada na ativação constitutiva do EGFR (Receptor de Fator de 

Crescimento Epidermal), que por sua vez, ativa vias de transdução de sinal 

envolvidas na sinalização mitogênica e proliferação celular (PEDROZA-

SAAVEDRA et al., 2010), impedindo o trafego de EGFR, inclusive, de modo 

independente de acidificação de endossomos (SUPRYNOWICZ et al., 2010).  

Já foi proposto que a ligação de E5 de HPV16 a uma subunidade de uma 

ATPase de prótons celular (FEHRMANN; LAIMINS, 2003) é responsável pela 

perda de capacidade de acidificação do aparato de Golgi e endolisossomos e, 

consequente, perda de função dessas organelas, como observado durante a 

infecção pelo HPV16 (SCHAPIRO et al., 2000).  

As atividades biológicas de E5 de HPV16 que podem facilitar a 

carcinogênese incluem a evasão do sistema de imunodetecção do hospedeiro por 

interferir no transporte de moléculas apresentadoras de antígenos via Complexo 

Principal de Histocompatibilidade classe I (MHC-I) (ASHRAFI et al., 2006) na 

membrana celular, promoção de crescimento celular independente de ancoragem 

(STRAIGHT et al., 1993) e comprometimento das junções gap responsáveis pela 

comunicação célula-célula (TOMAKIDI et al., 2000). Moléculas cluster of 

differentiation classe 1 (CD1d) interrelacionam as respostas immune inata e 
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adaptativa através de células Natural Killers (NK) contra micróbios. A regulação 

negativa ou downregulation de CD1d é utilizada por uma série de microrganismos 

para evadir a imunodetecção. O estudo de Miura e colaboradores, em 2010, 

demonstrou que CD1d é menos expressa a nível pós-traducional em células 

humanas transfectadas com o gene E5 de HPV16 (MIURA et al., 2010). 

A participação de oncoproteína E5 de HPV16 na transformação celular 

ocorre nos estágios iniciais da doença (DIMAIO; MATTOON, 2001), verificando-se 

que, logo após a infecção, a produção da proteína E5 atinge níveis detectáveis, 

nas lesões intraepiteliais escamosas de baixo grau. Portanto, E5 está presente 

nos eventos primários da carcinogênese, onde existem poucas células tumorais e, 

portanto, torna-se um alvo bastante atrativo e promissor para a erradicação da 

progressão neoplásica (KIM; YANG, 2006) (VENUTI et al., 2011) (GANGULY, 

2012).  

4.5. Prevenção e terapia 

A vacinação é uma abordagem de destaque como medida de combate ao 

câncer cervical, visando a proteção principalmente, contra os tipos de 

papilomavírus conceituados como de alto risco. Devido às dificuldades técnicas 

da propagação viral in vitro, a vacinação baseada em proteínas virais produzidas 

em organismos recombinantes, como partículas semelhantes ao vírus (VLPs), 

tem sido a alternativa mais utilizada na pesquisa (HARRO et al., 2001). 

Duas vacinas profiláticas baseadas em VLP estão comercialmente 

disponíveis. A Merck & Co. é responsável pela Gardasil®, uma vacina 

quadrivalente, eficiente na proteção contra os tipos 6, 11 (baixo risco), 16 e 18 

(alto risco) (VILLA et al., 2006), produzida em sistema de expressão heterólogo de 

levedura. A GlaxoSmithKline responde pela Cervarix®, uma vacina bivalente 

contra os HPVs tipos 16 e 18 (GARLAND et al., 2007), produzida por meio de 

sistema de expressão heterólogo em células de inseto. Testes das vacinas 

profiláticas em diversos grupos humanos demonstraram sua excelente eficácia 

para a proteção contra a infecção por HPV em mulheres com idade entre 16-26 

anos, com eficácia clínica maior nos indivíduos que nunca tinham sido expostos 

aos tipos virais contemplados pelas vacinas (CUMMINGS et al., 2012).  

A eficácia da vacinação é, entretanto muito menor em mulheres com 

infecção prevalente por HPV (PAAVONEN et al., 2009). Em um estudo de grupos 
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com intenção de tratamento, incluindo aqueles com infecção prevalente por HPV, 

a taxa de redução de lesões perianais vaginais ou vulvares causadas por HPV foi 

de 34%, enquanto para lesões cervicais foi de apenas 20% (GARLAND et al., 

2007).  

O alto custo das vacinas dificulta sua distribuição pela rede pública de 

saúde; sua abrangência a poucos tipos de papilomavírus, assim como sua baixa 

eficiência contra os casos onde já existe a infecção apontam para um baixo 

impacto no controle do câncer cervical por meio dessas vacinas. A vacinação 

profilática contra o papilomavírus humano pode ainda não oferecer uma 

interferência notável, a curto e médio prazo, na alta incidência de câncer cervical.  

Diante deste quadro, uma estratégia terapêutica no combate à infecção 

pelos papilomavírus humanos e, por consequência, contra o câncer cervical 

constitui uma segunda frente de pesquisa. No momento, o foco do combate ao 

câncer cervical em mulheres já diagnosticadas com lesões consiste em aumentar 

as taxas de sobrevivência, principalmente por meio de terapias direcionadas em 

combinação com a quimio-radiação padrão(DEL CAMPO et al., 2008). A 

histerectomia radical com linfadenectomia pélvica e radioterapia apresentam 

taxas de sobrevida similares em casos de diagnóstico precoce do câncer cervical 

(LANDONI et al., 1997), enquanto a quimio-radioterapia é o tratamento padrão 

para doença local avançada (CHEMORADIOTHERAPY FOR CERVICAL 

CANCER META-ANALYSIS COLLABORATION (CCCMAC), 2010). Quimioterapia 

neoadjuvante seguida de histerectomia radical é uma recente opção terapêutica 

para os estágios mais avançados de câncer cervical de células escamosas 

(BENEDETTI-PANICI et al., 2002) (GADDUCCI et al., 2010). 

4.6. Vacinas de DNA Anti-HPV 

Nas últimas décadas, uma nova abordagem terapêutica se destaca por 

conduzir uma opção de indução do sistema imune. Apesar de evidências em 

meados dos anos 80, foi em 1990 que Wolff e colaboradores publicaram 

resultados que indicaram a habilidade de simples plasmídeos de DNA de 

entrarem em células de mamíferos, quando injetados in vivo, resultando na 

síntese da proteína codificada (WOLFF et al., 1990). O plasmídeo em si não 

necessitou de outra alteração que não a substituição do promotor bacteriano por 

um promotor ativo em mamíferos. Esses primeiros resultados iniciaram uma série 
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de pesquisas que fomentaram o que hoje é conhecido por imunização genética, 

uma das estratégias mais recentes para o tratamento de doenças.  

O DNA codificando um antígeno vacinal pode ser liberado no organismo 

por uma variedade de rotas, incluindo injeção intramuscular (IM). O antígeno é 

produzido dentro das células do organismo vacinado e portanto, usa a maquinaria 

traducional do hospedeiro. A proteína vacinal (contendo os epitopos íntegros) é 

processada pela via de reconhecimento antigênico do MHC-I e apresentada para 

reconhecimento pelo sistema imunológico, promovendo uma resposta imune 

celular. Desta forma, as vacinas de DNA atuam de forma semelhante às vacinas 

virais atenuadas, sendo capazes de efetivamente induzirem resposta humoral, a 

depender da co-expressão de imunomoduladores, e, principalmente, uma 

resposta celular, tão necessária para o sucesso de uma terapia (DUNHAM, 2002). 

 

 

 

 

Figura 4. Esquema ilustrativo sobre o princípio de ação de uma vacina de DNA.   

Fonte: Michele A. Kutzler & David B. Weiner (2008). 
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A plataforma vacinal de DNA plasmidial pode representar uma 

intervenção terapêutica para estágios precoces do câncer cervical ou doença 

associada ao HPV, uma vez que é capaz de gerar resposta imune celular para 

prevenir a progressão maligna (KIM et al., 2008). De fato, diversos estudos 

recentes sugerem antígenos virais  baseados em E6 e E7, as principais 

oncoproteínas de HPV, administrados através de imunização genética como 

terapia anticânceres induzidos por HPV (CHENG et al., 2001) (PENG et al., 2004) 

(LESCAILLE et al., 2013) (LEE; DANISHMALIK; SIN, 2015). 

Uma vacina baseada em um plasmídeo apresenta ainda uma 

característica interessante do ponto de vista imunológio; por conter motivos de 

deoxiribonucleotídeos trifosfato de citosina seguido de trifosfato de guanina (CpG) 

não metilados, o DNA inoculado pode ser reconhecido por receptores Toll-like 9, 

atuando assim como um adjuvante cujo processo inflamatório local atrai células 

do sistema imune para o local (HEMMI et al., 2000) (SHIROTA; KLINMAN, 2014). 

Entretanto, a maioria dos estudos reconhece a necessidade de incrementar a 

resposta imune elicitada contra qualquer antígeno viral, codificado na vacina, 

através de associação a algum imunomodulador, adjuvante molecular ou terapia 

auxiliar. Estudos preliminares sugerem uma melhor eficiência de vacinas 

terapêuticas baseadas em E7 por meio de combinação à terapias anti-câncer 

indicadas na clínica, como, por exemplo, o uso de agentes anti-angiogênicos 

(PENG et al., 2011).  

Estratégias para elicitar uma resposta imune celular mais eficiente 

incluem, por exemplo, induzir a ativação simultânea de células TCD8+ e TCD4+ 

auxiliares. A possibilidade explorar ambas as vias de processamento do antígeno, 

através dos mecanismos de apresentação de MHC-I e MHC-II, já foi demonstrado 

ao se dirigir o antígeno E7 para compartimentos lisossomais, ao longo de seu 

processamento (JI et al., 1999). Ainda, assumindo que as células dendríticas 

tenham um papel determinante na eficiência da montagem de uma resposta 

imune contra um antígeno de HPV, durante a imunização genética, uma proposta 

interessante é aumentar o tempo de sobrevida de células dendríticas que tenham 

sido transduzidas pela vacina de DNA. Co-administração de DNA codificante para 

o antígeno de E7 com DNA codificante para inibidores da apoptose de células 
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dendríticas foi empregado com relativo sucesso em elicitar uma maior resposta 

celular em camundongos (KIM et al., 2003).  

Ajuvantes são compostos que aumentam a duração, qualidade e 

magnitude da resposta imune específica a antígenos. A adição de adjuvantes a 

vacinas pode reduzir a quantidade de antígeno e o número de imunizações 

necessárias para se atingir a resposta imune desejada (DUBENSKY; REED, 

2010). Nesse sentido, para se induzir uma robusta resposta imune citotóxica, um 

adjuvante deve provocar a imunidade inata, levando ao recrutamento, ativação e 

maturação de células apresentadoras de antígenos, como as células dendríticas, 

ou mesmo otimizar o processamento do antígeno via MHC-I ou MHC-II. Por 

exemplo, em ensaio clínico, uma vacina de DNA direcionada contra a 

oncoproteína E7 de HPV16 foi geneticamente fusionada a uma chaperona de 

Mycobacterium tuberculosis, Hsp70, para potencializar o processamento e 

apresentação pelo MHC I de células apresentadoras de antígenos. Detecção de 

resposta T específica e regressão tumoral em 3 de 9 pacientes tratados 

forneceram indícios dos efeitos dessa abordagem (TRIMBLE et al., 2009).  

Diversas abordagens também têm o objetivo de incrementar a “entrega” 

da vacina de DNA, para permitir o maior acesso possível à células do sistema 

imune de interesse. Essas abordagens em ensaios pré-clínicos e clínicos variam 

desde protocolos de eletroporação in vivo, revestimento de partículas de ouro até 

conjugação a polímeros. O sistema de imunização genética via biobalística ou 

gene gun, na qual nanopartículas de ouro são revestidas da vacina de DNA e 

bombardeiam sob alta pressão o tecido, resultou em um dos sistemas mais 

eficientes de imunização genética anti-HPV. Com grande vantagem sobre a 

injeção intramuscular, vacinas de DNA baseadas no gene E7 de HPV16 aplicadas 

sob regime de biobalística, a uma dose menor e com menos repetições, gerou 

magnitude de resposta TCD8+ superior (TRIMBLE et al., 2003). A eletroporação 

in vivo é considerada um dos grandes avanços tecnológicos recentes por 

aumentar a assimilação de plasmídeos e gerar infiltração de células inflamatórias 

locais. A aplicação de curtos pulsos elétricos no local da injeção intramuscular já 

teve sua eficácia testada em estudo clínico utilizando vacinas de DNA baseadas 

nos genes E6 e E7 dos HPV16 e 18 (BAGARAZZI et al., 2012).  
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De fato, alguns testes clínicos atuais começam a demonstrar os 

potenciais benefícios de vacinas de DNA contra infecções e lesões relacionadas 

ao HPV. Um plasmídeo codificando o epítopo compreendido entre os 

aminoácidos 83 a 95 da proteína E7 de HPV16 antígeno leucocitário humano 

(HLA-A2) restrito, formulado com micropartículas de polímero biodegradável, foi 

desenvolvido para tratamento. A resposta imunológica e sua segurança foram 

avaliadas na fase I de testes clinicos sobre 12 pacientes portadores de neoplasia 

intra-epitelial anal, dos quais 10 exibiram resposta imune específica (KLENCKE et 

al., 2002). Em outro teste, essa mesma vacina induziu resposta T específica em 

11 de 15 pacientes portadores de neoplasia intra-epitelial cervical 2 e 3, dos quais 

cinco apresentaram regressão completa da lesão (SHEETS et al., 2003). 

Ainda que sejam promissores, nenhuma vacina de DNA terapêutica 

contra o HPV se encontra licensiada, o que reforça a necessidade de estudos pré-

clínicos que potencializem a eficiência em elicitar uma resposta imune adequada. 

Explorar novos alvos terapêuticos como a proteína E5 pode fornecer indícios para 

estratégias inovadoras no combate e controle da infecção pelo HPV.  
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5. METODOLOGIA 

5.1 Descrição das vacinas de DNA 

O gene sintético E5 de HPV-16 (237pb) foi construído com base na 

referência NP_041330.1, e seus códons foram otimizados de acordo com aqueles 

de uso mais frequente para mamíferos (codon usage) (Epoch Biolabs), além da 

inserção de sequências para epitopo AU-1, Kozak e sítios de restrição, totalizando 

o gene E5H16 em 280pb. Uma segunda sequência, denominada multiepitopos de 

E5 (224pb) também foi sintetizada, contendo apenas os dois epítopos 

imunodominantes, em duplicata, citados na literatura (LIU et al., 2007). A 

sequência multiepitopos de E5 possui ainda, em sua porção 3’, um sítio interno de 

entrada ribossomal (internal entry ribosome site ou IRES) (620pb). 

Semelhantemente ao gene E5H16 citado, foi adicionado a sequência para o 

epitopo AU-1, a 5’, Kozak e sítios de restrição, totalizando 890pb para o gene 

E5Multi. Para uma melhor compreensão sobre os genes construídos, com 

descrição detalhada de seus sítios de restrição, códon de início e parada, 

inserção do IRES e demais sequências, vide Apêndice I.  A ilustração detalhada 

de cada gene, com seus respectivos sítios de restrição e sequências para 

detecção pode ser vista na Figura 5. Os genes E5 e E5Multi foram devidamente 

clonados no vetor de expressão pCI-neo (Promega™). 

 

 

 

 

O gene mutante derivado do gene E6 de HPV16, denominado E6F47R 

(gentilmente cedido por G Travé; Strasburg, França) é deficiente para 

poliubiquitinação, tornando a proteína E6 mutante incapaz de degradar a p53 

Figura 5. Representação ilustrativa dos genes E5H16 e E5Multi. 
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(RISTRIANI et al., 2009). O gene E6F47R foi fusionado ao gene da proteina do 

capsídeo do Potato Virus X, para a confecção de uma vacina de DNA (De Giuli 

Morghen, comunicação pessoal), e clonado no vetor de expressão pCDNA3.1.  

O gene E7GGG, descrito por Massa et al., 2008 (MASSA et al., 2008), 

derivado do gene E7 de HPV16, contém três mutações pontuais em sítios de 

ligação à proteína pRb, o que torna seu produto incapaz de interagir com a pRb. 

O gene E7GGG foi fusionado à sequência correspondente à proteína do capsídeo 

do Potato Virus X, para a composição de um candidato à vacina de DNA, e 

clonado no vetor de expressão pCDNA3.1. Cada preparação plasmidial foi 

devidamente purificada de cultura bacteriana por gradiente de CsCl para obter 

formulações livres de endotoxinas. 

5.2 Descrição do vetor de expressão bacteriana 

O gene E5 foi inserido no vetor não comercial pAE (RAMOS et al., 2004), 

conforme os sítios de restrição adicionados por ocasião de sua síntese. O vetor 

pAE fusiona uma cauda de histidina (6XHIS), como segunda opção de 

imunodetecção, além do epitopo AU1, previamente citado. O plasmídeo resultante 

pAE-E5H16 foi usado como agente transformante para células quimicamente 

tratadas Escherichia coli (DH5), conforme metodologia de clonagem molecular 

descrita por Sambrooks e Russel, 2001 (SAMBROOKS; RUSSEL, 2001). A 

composição plasmidial desejada foi verificada através de análises de restrição, 

Polymerase Chain Reaction (PCR) e sequenciamento. 

5.3 Eletroporação para transformação bacteriana 

As células bacterianas (DH5α) contendo os vetores pAEE5H16 ou 

pAEE5multi, tiveram seus plasmídeos extraídos por kit de extração (Plasmid Maxi 

Kit - Qiagen™). Por meio de eletroporação (1800V/5ms), em equipamento BTX-

Harvard Apparatus ECM 830 Square Wave Electroporator células de E.coli da 

linhagem BL21 previamente tratadas, receberam os plasmídeos, gerando clones 

contendo uma ou outra construção.  

5.4 Indução 

As células de E. coli (BL21) contendo o plasmídeo de interesse foram 

selecionadas quanto a sua resistência à ampicilina e repicadas, obtendo-se 

culturas frescas para início dos ensaios de indução da expressão. Foi realizada 

cultura em 500mL de meio Luria-Bertani (LB), com indução por 1mM de IPTG a 
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23°C sob 200rpm de agitação durante 4 horas. A proteína E5 foi purificada por 

resina de Ni-NTA (Qiagen), de acordo com instruções do fabricante, e analizada 

em SDS-PAGE 23%. O immunoblotting foi realizado com anticorpo primário anti-

HIS de camundongo e anticorpo secundário anti-camundongo conjugado à 

peroxidase (Invitrogen). A presença de bandas reativas foi revelada por 

quimioluminescência (ECL-kit,Amersham).  

5.5 Linhagens celulares e RT-PCR 

As células tumorais C3 (uma doação de CJM Melief) são células 

embrionárias de camundongo transformadas com o genoma completo de HPV16 

e portadoras de mutação no gene ras (FELTKAMP et al., 1993). As células C3 

são singênicas ao camundongo C57BL/6 e foram cultivadas em meio RPMI-1640 

com 10% de soro fetal bovino (Life Technology). 

Antes do inóculo, como desafio tumoral, as células C3 foram submetidas à 

tripsinização, lavadas duas vezes em tampão PBS, em ressuspendidas em 

solução salina para uma concentração de 5 x 105 células/mL. O RNA total foi 

extraído de células C3 em cultura pelo RNeasy Plus Mini kit (Qiagen), de acordo 

com instruções do fabricante. O RNA total foi pré-tratado com desoxirribonuclease 

I (DNase I, Amplification grade, Invitrogen), submetido à retrotranscrição, para 

produção de cDNA por 1 hora a 42°C, usando primers hexaméricos randômicos, 

como descrito pelo fabricante (GeneAmp RNA PCR kit Applied Biosystem). O 

ensaio foi realizado com e sem a transcriptase reversa, para excluir falsos 

positivos. O cDNA obtido foi submetido a PCR com polimerase Platinum TaqDNA 

(Invitrogen) por meio de primers específicos para o gene E5, seguindo o 

protocolo: 95 °C por 3 minutos, 35 ciclos de denaturação a 95°C por 50 segundos, 

anelamento a 55°C por 50 segundos e elongação a 72°C por 60 segundos. Os 

amplicons foram visualizados em gel de agarose corado com brometo de etídio. 

Os primers para o gene E5 foram desenhados pelo software OligoAnalyzer Tool 

(Integrated DNA Technologies) e sintetizados de acordo com as sequências: 

Forward: 5′–ATCTCGAGGC CACCATGGGA TACTGCATTC ACAATATAAC–3′ 

Reverse:5′- TAGCGGCCGC GAATTCTTAT CATGTGATCA GGAATCTTG – 3′. 

5.6 Enzyme-linked immune-sorbent assay (ELISA) 

Os anticorpos anti-E5 de HPV16 no soro foram determinados por meio de 

ELISA direto. Uma placa de 96 poços foi revestida a 4°C durante 16 horas com 
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200ng de E5 de HPV16 obtido de E. coli recombinante e depois bloqueada com 

150ul de leite desnatado a 5% (w/v) em PBS (MPBS). Os soros foram recolhidos 

no dia 14 após o boost, diluídos em 2% de MPBS (1:100 e 1:50), e incubados 

durante 2 horas a 37°C. IgG total foi detectada com anticorpo caprino anti-

camundongo conjugado à peroxidase de horseradish (HRP) (MP Biomedicals Life 

Sciences). A atividade enzimática foi medida através da adição do substrato 2,2-

azino-bis (3-etilbenztiazolino sulfonato) e a absorvância foi lida a 405nm em um 

leitor de placas de microtítulo de ELISA. 

5.7 IFN-gamma enzyme-linked immuno-spot assay (ELISPOT)  

Precursores de células T específicos contra E5 de HPV16 foram 

detectados por ELISPOT para células secretoras de IFN-gama (BDTMELISPOT 

BD Biosciences Pharmingen) de acordo com protocolos relatados anteriormente 

(MIYAHIRA et al., 1995). Resumidamente, uma suspensão de esplenócitos 

colhidos de cada grupo de camundongos vacinados foi adicionado aos 

micropoços de uma placa de imunoensaio de 96 poços que foram pré-revestidos 

por 16 horas a 4°C com anticorpo anti-IFNgama de camundongo (BD Biosciences 

Pharmingen). A estimulação dos linfócitos foi realizada em triplicado a 37°C 

durante 72 horas, com a proteína E5. Uma mistura de acetato de phorbolmyristate 

(PMA) foi utilizado para detectar a capacidade de resposta celular. As placas 

foram incubadas com um anticorpo anti-IFN-gama de camundongo biotinilado (BD 

Biosciences Pharmingen) durante 4 horas à temperatura ambiente. Estreptavidina 

conjugada a HRP foi em seguida adicionada durante 1 hora a temperatura 

ambiente, e os spots de células marcadas foram  filtrados com substrato 3-amino-

9-etilcarbazole, durante 1-5 minutos. Os spots foram contados sob um 

microscópio de dissecação.  

5.8 Animais e esquema de vacinação  

Laboratórios Charles River forneceram camundongos C57BL/6 de 6-8 

semanas do sexo feminino. Todos os procedimentos que envolvem o manuseio e 

sacrifício de animais foram realizados sob condições específicas isentos de 

agentes patogênicos no Biotério do Instituto Nacional do Câncer Regina Elena, 

Roma-Itália. A Comissão de Ética aprovou os protocolos desenvolvidos em 

conformidade com as orientações européias números 86/609/CEE e 116/92 para 

a proteção dos animais experimentais de laboratório e cuidados com animais de 
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laboratório (Ministério da Saúde, Departamento de Saúde Pública Veterinária, 

Nutrição e Segurança Alimentar, Protocolo 17/2006).  

Dois protocolos de imunização foram adotados: o protocolo de resposta 

imune, em que os camundongos receberam vacinações múltiplas antes do 

desafio tumoral, e o protocolo de imunização terapêutica, no qual os 

camundongos foram desafiados com células tumorais antes da administração das 

vacinas. No protocolo de imunização, os animais foram vacinados com DNA 

plasmidial pCI-E5H16 (50µg/camundongo, IM) ou com DNA plasmidial pCI-

E5Multi (50µg/camundongo IM), e receberam reforço 3 vezes a intervalos de uma 

semana entre as doses. Após quatro semanas os camundongos foram desafiados 

no flanco posterior com injeção sub-cutânea (SC) de 200µl de solução salina 

contendo 5 x 105 células tumorais C3. O crescimento do tumor foi monitorizado 

por inspeção visual e palpação três vezes por semana. Os animais foram 

pontuados como portador de tumor, quando os tumores atingiram um tamanho de 

aproximadamente 1 a 2mm de diâmetro.  

Na imunização terapêutica, 5 grupos de 5 camundongos foram desafiados 

por células tumorais C3 como descrito anteriormente. Três dias após o inóculo do 

tumor, os camundongos foram vacinados (prime) com preparações de DNA 

plasmidial por injeção intramuscular seguida de eletroporação in vivo. O reforço 

(boost) foi realizado uma semana após a primeira dose usando as mesmas 

preparações plasmídiais. O tamanho do tumor foi medido com compasso de 

calibre, e o volume estimado pela fórmula (comprimento x largura × 0,52). A 

vacinação com DNA plasmidial mediada por eletroporação foi realizada de acordo 

com o método descrito por Seo et al. 2009 (SEO et al., 2009). Resumidamente, os 

camundongos foram injetados com 100µL de solução salina contendo 50µg de 

cada vacina de DNA no músculo tibial da perna esquerda raspada. A injeção de 

DNA foi seguida imediatamente por eletroporação de onda quadrada no local 

usando um aparelho BTX830 (BTX Harvard Apparatus). Um eletrodo de pinças 

(Aparelho Harvard BTX) foi utilizado para descarregar seis pulsos de 100V/cm 

durante 20ms. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Produção de proteína E5 em bactérias  

Para verificar efeitos de uma vacina baseada em E5 foi necessário obter 

proteína purificada para testes de rastreamento de anticorpos ou células T 

reativas à proteína E5. E5 é uma proteína hidrofóbica e muito pequena, 

representando certa dificuldade em se produzi-la em sistema de E. coli. No 

entanto, conseguimos produzir E5 de HPV16 fusionada à cauda de histidina em 

linhagem de E. coli cepa BL21. Após a indução e a lise das células por sonicação, 

E5 foi purificado por resina de Ni-NTA. Análise de Western Blot (WB) acusou a 

presença de uma proteína com o tamanho esperado, indicando a expressão 

correta da proteína E5 por este sistema (Figura 6). O rendimento de proteína E5 

purificada, quantificado de acordo com o método de Bradford, foi de 1,68µg/mL  a 

partir de uma cultura bacteriana de 500mL.  

 

 

 

 

 

6.2 Análise da expressão de E5 de HPV16 em células tumorais C3 por 

RT-PCR 

A linhagem C3 já foi utilizado como modelo de desafio para vacinas 

terapêuticas baseadas em E6/E7, por expressar esses genes, mas para ser 

adequada para teste de vacina terapêutica baseada em E5 não havia informações 

Figura 6. Produção da proteína E5 de HPV16; Colunas de 1 a 5: Diluições seriadas de proteína 
purificada por resina Ni-NTA a partir de extratos de bactéria recombinante. Coluna M: Marcador 
molecular 6XHIS Protein Ladder™ (Qiagen).  
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disponíveis sobre sua expressão nesta linhagem. RT-PCR foi realizada para 

detectar a presença de transcritos do gene E5 de HPV16. RNAm de E5 

específicos foram detectados, como mostrado na Figura 7, indicando a 

adequação da  linhagem celular C3 como modelo tumoral pré-clínico de teste 

para vacinas baseadas em E5.  

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Resposta imune em camundongos imunizados com os genes E5 e 

E5multi 

Em lesões cervicais pré-malignas, quando E5 ainda é expressa, uma 

vacina direcionada para células que expressam o oncogene E5 pode ser uma boa 

estratégia para evitar lesões pré-malignas de progredir para cânceres cervicais 

invasivos. Nosso trabalho gerou duas construções diferentes como candidatos a 

vacina genética: o gene E5 completo e uma versão modificada sem atividade 

oncogênica. De fato, a proteína E5 nativa pode ser prejudicial a seres humanos 

devido a sua atividade oncogênica, e, portanto, foi desenhado um gene baseado 

no oncogene E5, o E5Multi, que contém apenas duas sequências previamente 

descritas (LIU et al., 2007) (CHEN et al., 2004), que codificam epítopos 

imunogênicos, em duplicata. Desta forma, o gene E5Multi codifica um antígeno 

que deve apresentar imunogenicidade aumentada e, entretanto, se qualquer 

atividade oncogênica.  

Figura 7. Detecção do RNAm do gene E5 de HPV16 em linhagem celular C3; Coluna 1: 
Amplicon do gene E5 obtido de cDNA produzido a partir de RNA total de cultura celular C3. 
Coluna 2: Amplicon do gene E5 obtido de DNA plasmidial pCI-E5H16, como controle positivo 
da reação. Coluna 3: RNA total de cultura celular C3 não tratado com transcriptase reversa e 
submetido à PCR, como controle negativo. 
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Os efeitos imunológicos das vacinas baseadas em E5 foram verificados em 

camundongos C57BL/6 com o esquema de vacinação prime/boost descrito na 

Figura 8A. Após 14 dias, o soro dos animais vacinados foi recolhido e testado 

para a presença de anticorpos específicos contra E5. Nenhum anticorpo 

circulante foi detectado no ELISA com proteínas E5 obtidas de E. coli (Figura 9A).  

 

 

 

 

 

 

No entanto, uma semana após o último reforço, os camundongos foram 

desafiados com 5 x 105 células tumorais C3 e o volume do tumor foi medida três 

vezes por semana com um compasso. Como mostrado na Figura 9B, a vacinação 

com base no gene E5 e, em particular, a vacinação com o gene E5Multi, retardou 

significativamente o desenvolvimento do tumor induzido por célula C3, enquanto o 

inóculo  com plasmídeo vazio não teve nenhum efeito anti-tumoral. Os tumores 

foram colhidos cinco semanas após o desafio e os seus pesos foram medidos. Os 

tumores de animais vacinados com os plasmídeos contendo os genes E5 e 

E5Multi foram quase 2 ou 4 vezes menores do que os tumores colhidos do grupo-

controle, respectivamente (Figura 9C).  

 

 

 

Figura 8. Esquema de imunização preventiva e terapêutica prime/boost; A: Esquema de 
imunização preventiva, onde a flecha escura representa o ponto de coleta de sangue para 

ELISA. B: Esquema de imunização terapêutica.  



30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6.4 Imunização baseada no gene E5 e E5Multi induz resposta de 

células T em camundongos vacinados 

Uma vez que as células T citotóxicas CD8+ têm um papel reconhecido 

como efetores em respostas anti-tumorais, nós sugerimos que a resposta anti-

tumoral nos animais sem anticorpos específicos foi induzida por células T 

produtoras de IFN-gama especificamente ativadas por reconhecimento do 

antígeno E5 via imunização genêtica. Cinco semanas após o desafio com células 

C3, os baços foram colhidos a partir de camundongos imunizados no esquema de 

prime/boost descrito na Figura 8A. Esplenócitos obtidos foram testados em ensaio 

ELISPOT para produção de INF-gama. A proteína E5 produzida em E. coli foi 

utilizada para ativar os linfócitos anti-E5. Células secretoras de IFN-gama foram 

visualizadas e contadas como spots sob microscópio de dissecação.  

Figura 9. Imunização preventiva baseada no gene E5 de HPV16; A: ELISA, com dados 
expressos em média para cada grupo de animais sob desvio padrão para mais ou para menos. 
B: Crescimento tumoral. C: Carga tumoral; Cinco semanas após o desafio, os animais foram 
sacrificados, seus tumores foram excisados e mensurados em balança analítica. Dados estão 
representados em média para cada grupo de animais sob desvio padrão para mais ou para 
menos. 
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A pontuação mais alta foi obtida em camundongos vacinados com o DNA 

plasmidial pCI-E5H16, apresentando resposta de células T específica contra E5 

cerca de 30 vezes mais elevada do que a observada em camundongos-controle, 

como mostrado na Figura 10. Além disso, a vacina E5Multi apresentou resposta 

de células T 10 vezes maior que o controle. Estes resultados indicam que a 

resposta específica mediada por células T contra a proteína E5 pode ser gerada 

em camundongos vacinados com os genes E5 e E5Multi. 

6.5 Imunização terapêutica 

A atividade imunogênica verificada destas novas vacinas anti-E5 levou-nos 

a examinar seu potencial terapêutico no modelo pré-clínico de desafio com 

células C3. Além disso, duas vacinas já produzidas contra as proteínas E6 e E7 

de HPV16, pCDNA3-E7GGG-CP e pCDNA3-E6F47RCP, respectivamente, foram 

utilizadas para comparação. Depois de injetar as células C3 em camundogos 

C57BL/6, vacinação (prime) e reforço (boost) foram realizados nos dias 3 e 10, 

respectivamente (Figura 8B). Como mostrado na Figura 11A, o desenvolvimento 

do tumor foi atrasado até ao dia 13 pós-desafio em 75% dos animais tratados com 

pCDNA3-E7GGGCP, em 60% dos camundongos vacinados com pCDNA3-

E6F47R-CP e pCI-E5H16, e em 40% dos camundongos vacinados com pCI-

Figura 10. Resposta imune mediada por células em animais vacinados; A produção de IFN-gama 
foi mensurada em ELISPOT após estímulo antigênico específico com proteína E5. Dados estão 
representados como aumento de vezes de resposta contra a proteína E5, comparado com o 
grupo controle, e correspondem às médias de todos os grupos animais com desvio padrão para 
mais ou menos. 



32 

 

 

E5Multi. No mesmo dia, 100% dos camundongos imunizados com o vetor vazio 

desenvolveram tumores. Ao dia 21, o percentual de camundongos livres de tumor 

era de 50% no grupo vacinado com pCDNA3-E7GGG-CP e 40% no grupo vacinado 

com pCI-E5H16 (Figura 11A). Após 4 semanas, todos os animais foram afetados 

por tumores, mas as diferenças na carga tumoral foram detectadas por medição 

do volume do tumor. Os camundongos vacinados com o gene E7 demonstraram a 

presença de tumores pequenos, confirmando dados relatados em um estudo 

anterior (MASSA et al., 2008) e, interessantemente, os camundongos vacinados 

com o gene E5 mostraram tumores ainda menores (Figura 11B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Crescimento tumoral após imunização terapêutica baseada em E5, E6 e E7; A: 
Crescimento tumoral. B: Carga tumoral. (   ) representa o valor médio para cada grupo de animais. 
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7. DISCUSSÃO 

Vacinas baseadas em DNA foram investigadas como promissoras 

abordagens terapêuticas contra células infectadas com HPV, com potencial 

progressão maligna, devido a sua segurança, facilidade de produção com alto 

grau de pureza e capacidade de fornecer expressão estável do antígeno 

codificado. A imunização genética por meio de plasmídeos está fundamentada na 

produção de antígenos virais de forma não replicativa, sem poder infeccioso e não 

oncogênica, capaz de provocar, através de células apresentadoras de antígenos, 

resposta imune citotóxica e/ou humoral específica. Nesse contexto, apresentamos 

um estudo pré-clínico focado na imunização genética baseada num alvo 

terapêutico pouco explorado, o gene E5 de HPV16.  

O primeiro ponto a se discutir é a importância de E5 como alvo terapêutico. 

Enquanto a expressão de E6 e E7 de HPV de alto risco é mantida ao longo da 

infecção e mesmo nos estágios mais avançados de malignização celular, o que 

os qualifica como alvos terapêuticos, a expressão de E5 é frequentemente 

perdida ou dificilmente detectada após o evento de integração (CHANG et al., 

2001). Esse fato sugere que a imunidade, ainda que eficientemente induzida pela 

proteína viral E5, não seria capaz de combater células cancerosas. Entretanto, a 

relevância cada vez maior das atividades de E5 em criar condições celulares para 

a transformação de queratinócitos infectados, qualifica a escolha deste antígeno 

como uma estratégia promissora para a terapia contra a infecção pelo HPV e 

prevenção da progressão de lesões pré-cancerosas para câncer invasivo.  

Como parte da estratégia de construção dos plasmídeos candidatos 

vacinais, optamos neste trabalho por otimizar os códons da sequência do 

antígeno E5 de HPV16, recompondo o gene conforme os códons 

preferencialmente utilizados por células de mamíferos, além de inserir sequência 

consenso Kozak. De fato, muitos estudos acerca das atividades biológicas de E5 

de HPV foram dificultados pelos baixos níveis de expressão em linhagens 

celulares estáveis. Foi relatado que 33 dos 83 aminoácidos codificados no gene 

E5 de HPV16 dependiam de códons raramente utilizados por genes de mamíferos 

genes (DISBROW et al., 2003). O mesmo trabalho obteve um aumento da 

produção proteica entre 6 a 9 vezes, em células derivadas de fibroblastos de 
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macacos (COS), após o gene E5 de HPV16 ser submetido à otimização de 

códons, o que suporta sua otimização neste trabalho. A otimização de códons e a 

adição de sequência Kozak são adaptações comumente empregadas no desenho 

de vacinas de DNA, como incremento de produção do antígeno e aumento de sua 

imunogenicidade, como já observado na avaliação de imunização genética 

baseada em E6 e E7 em ensaios pré-clínicos e clínicos (BAGARAZZI et al., 

2012).  

Outra modificação importante na sequência de antígenos de HPV para a 

construção de vacinas de DNA é a quebra de atividade oncogênica exigida para a 

segurança da vacina. Trabalhos prévios relatam mutações inseridas no gene E7 

de HPV16, para perda de sua capacidade de interação com membros da família 

pRB (TRIMBLE et al., 2009) (SMAHEL et al., 2001). Nosso trabalho construiu um 

gene correspondente a potenciais epitopos imunodominantes da proteína E5 em 

um dos candidatos a imunização genética, designado E5Multi, comprometendo a 

atividade oncogênica de E5, mas mantendo sua imunogenicidade. O antígeno 

E5Multi foi elaborado com base nas sequências correspondentes aos epitopos 

VCLLIRPLL e YIIFVYIPL, o primeiro relatado em estudo pré-clínico utilizando 

vacina de peptídeo em camundongos C57BL (CHEN et al., 2004) e o segundo 

obtido de sequência de aminoácidos preditas in silico e testadas quanto a indução 

de resposta T citotóxica de camundongos transgênicos (LIU et al., 2007). 

Em paralelo, nosso trabalho também produziu a proteína E5 de HPV 16 em 

sistema de expressão bacteriano, a qual foi purificada através de resina Ni-NTA e 

utilizada como estímulo específico em ensaios Enzyme-Linked ImmunoSpot 

(ELISPOT) posteriores. Curiosamente, a substituição de códons por aqueles 

preferencialmente utilizados por células de mamíferos pode não ter sido 

prejudicial para a expressão em Escherichia coli. Enquanto trabalhos anteriores, 

utilizando o gene E5 de HPV16 não-otimizado, recorreram a técnicas de 

purificação por cromatografia de alta afinidade (YANG; WILDEMAN; SHAROM, 

2003) ou purificação por adsorção à beads de glutationa-agarose (KELL et al., 

1994), com rendimentos variáveis e apropriados a seus objetivos, obtivemos 

cerca de 1g de proteína E5, partindo de uma cultura de 500mL.  
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A maior parte dos estudos pré-clínicos acerca de vacinas terapêuticas 

contra a infecção por HPV ou contra neoplasias associadas ao HPV adota um dos 

modelos mais bem descritos de desafio tumoral, designado TC-1. 

Resumidamente, trata-se de uma linhagem de células primárias de pulmão de 

camundongos C57BL/6, imortalizada pela transdução por vetor retroviral contendo 

os genes E6 e E7 de HPV16. Além disso, as células imortalizadas foram 

transformadas com o gene ativo c-Ha-ras (LIN et al., 1996). Desde então, essa 

linhagem celular tem sido largamente empregada como desafio no teste de 

efeitos anti-tumorais de candidatos vacinais baseados nos antígenos E6 e E7 de 

HPV16.  

Entretanto, movidos pela necessidade de criar modelos factíveis para se 

avaliar efeitos anti-tumorais de candidatos vacinais baseados em outros alvos 

terapêuticos de HPV, alguns grupos optaram por adaptar o modelo abordado na 

linhagem TC-1. Vacinas anti-tumorais específicas contra o antígeno E5 de HPV16 

demandam a capacidade de elicitar resposta imune contra células que expressem 

o gene E5. Uma abordagem já empregada para se testar a eficácia da vacinação 

com adenovírus expressando E5 de HPV16 foi a transfecção da linhagem TC-1 

por um plasmídeo contendo o gene E5 de HPV16 subordinado ao promotor do 

citomegalovírus (CMV) (LIU et al., 2000). No entanto, essa adaptação leva a uma 

condição de super expressão de E5 que não condiz com padrões de expressão 

observados durante o ciclo infeccioso do HPV em sua célula hospedeira natural. 

Na tentativa de avaliar um modelo mais preciso como desafio tumoral para 

nossas candidatas vacinais, adotamos a linhagem celular C3, desenvolvida a 

partir de células embrionárias de camundongos transfectadas com o genoma 

íntegro de HPV16 e portadora do oncogene ras ativado (KANODIA; DA SILVA; 

KAST, 2008). Nosso ensaio de RT-PCR indicou algum nível de expressão do 

gene E5 de HPV16, dirigida pelo promotor próprio de HPV, nessa linhagem 

celular, o que a torna adequada como desafio tumoral para o desenvolvimento de 

vacinas terapêuticas anti-HPV baseadas em E5. 

Nosso primeiro ensaio pré-clínico obedeceu um esquema preventivo de 

imunização, a partir do qual não foi possível observar níveis detectáveis de 

anticorpos anti-E5 de HPV16 por meio de Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 
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(ELISA). Contudo, observou-se que o desenvolvimento tumoral foi menos robusto 

nos animais vacinados com as candidatas codificando E5 e E5Multi, nos quais 

alguns tumores tiveram surgimento retardado e apresentaram menor massa em 

relação aos animais vacinados com plasmídeo vazio. Esse fato pode indicar um 

efeito anti-tumoral fundamentado em resposta imune citotóxica contra células 

expressando E5 de HPV16. Os escassos trabalhos de imunização genética com 

E5 ou baseada em peptídeos de E5, de fato, apontam para uma forte 

dependência de linfócitos TCD8+IFN-γ+ para prevenção e regressão de tumores 

que expressam E5 de HPV16 (LIU et al., 2000), (CHEN et al., 2004) (LIAO et al., 

2013). 

Curiosamente, uma das primeiras tentativas de se obter resposta imune 

fundamentada na ativação de linfócitos T por uma vacina de DNA baseada em E5 

de HPV16, sob uma mesma abordagem (vetor vaccinia) válida para vacinas 

baseadas em E6 e E7, resultou em falha (MENEGUZZI et al., 1991). Esta falha 

pode ser explicada pela expressão não detectada de E5 nas células tumorais 

adotadas como modelo de desafio. Na etapa seguinte de nosso estudo, 

empregamos um esquema terapêutico de imunização, no qual os efeitos anti-

tumorais das candidatas vacinais E5 e E5Multi foram comparados àqueles 

promovidos por vacinas de DNA baseadas nos genes E6 e E7 sob um mesmo 

modelo de desafio (C3). O procedimento de imunização foi realizado por meio de 

injeção intramuscular seguida de eletroporação in vivo, cuja padronização técnica 

está demonstrada no Apêndice II. A eletroporação consiste em uma tentativa de 

se obter uma indução mais robusta de resposta citotóxica, por aumentar o número 

de células receptoras do plasmídeo, além de ocasionar um processo inflamatório 

local. Entretanto, conforme já observado em estudos anteriores com vacinas 

baseadas em genes de HPV (PENG et al., 2011), ajustes de pulsos e voltagem 

aplicada, além da quantidade de DNA inoculado podem ser críticos para a 

indução da resposta imune. ELISPOT conduzido a partir de esplenócitos 

recuperados dos animais vacinados demonstrou ativação específica de linfócitos 

TCD8+ produtores de IFN-γ ao estímulo proporcionado pela proteína E5 de 

HPV16, reforçando indícios de imunidade celular ativa contra os tumores. 

Novamente, os tumores nos animais imunizados geneticamente com E5 e E5Multi 

exibiram desenvolvimento inferior quando comparados aos animais controle. 
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O emprego de adjuvantes, frequentemente presente em estudos de 

imunização genética, permite potencializar os possíveis efeitos anti-tumorais de 

vacinas anti-HPV, por exemplo, orquestrando um processo inflamatório local que 

permita um maior influxo de células do sistema imune (KHALLOUF; 

GRABOWSKA; RIEMER, 2014). Os efeitos anti-tumorais apresentados pelos 

animais dos grupos E5 e E5Multi foram semelhantes àqueles verificados para 

vacinas E6 e E7, as quais contêm o adjuvante potato virus X coat protein (CP) 

geneticamente fusionado, cujo efeito potencializador sobre a imunogenicidade já 

foi demonstrado (MASSA et al., 2008). Ainda que as vacinas baseadas em E5 

fossem desprovidas deste adjuvante, o volume médio dos tumores nos animais 

com elas vacinados manteve-se levemente abaixo do volume médio dos tumores 

observados nos animais dos grupos E6 e E7. 

Os dados acima apresentados agregam evidências que fundamentam E5 

como um alvo terapêutico promissor, em cuja abordagem pode permitir o 

desenvolvimento de vacinas que previnam a malignização associada ao HPV. 

Novos experimentos sobre os efeitos induzidos pela imunização genética 

baseada em E5, sob esquema preventivo e terapêutico, podem, por exemplo, 

melhor caracterizar a resposta imune através de citometria de fluxo, conforme 

diversos trabalhos já demonstraram (DINIZ et al., 2010) (MUSIL et al., 2014). 

Logicamente, novas técnicas de incremento da resposta imune elicitada por E5 

devem incluir, por exemplo, escolha de adjuvantes adequados, otimização de 

protocolos de vacinação, como eletroporação in vivo, e desenho de vacinas 

capazes de participar da terapia contra os demais tipos de HPV, aproveitando a 

similaridade de epitopos compartilhada pelas proteínas E5 de HPV16 e HPV31 

(DIMAIO; PETTI, 2013). Outra abordagem ainda a ser explorada seria os efeitos 

combinados da imunização genética contemplando o antígeno E5 associado aos 

antígenos E6 e E7. 

 

 

 

 



38 

 

 

8. CONCLUSÕES 

O estudo pré-clinico que começa a ser desenvolvido com esse trabalho 

fornece indícios sobre aplicabilidade de uma estratégia vacinal baseada no gene 

E5 de HPV16. Utilizando o recurso da imunização genética, foi possível explorar 

parte do potencial imunológico exibido pelo antígeno E5, ainda passível de grande 

aperfeiçoamento. O modelo de desafio tumoral aqui utilizado mostrou-se 

adequado no sentido de responder à vacinação numa condição similar aos 

padrões de expressão esperados para os genes de HPV. O aprimoramento 

técnico sobre esta abordagem deve, no futuro, resultar em perspectivas de 

estudos clínicos baseados na imunização genética com E5 contra o HPV e seus 

tumores associados. 
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14. APÊNDICE I 

Descrição detalhada dos genes baseados em E5 de HPV16 utilizados nas 
contruções vacinais pCI-E5H16 e pCI-E5Multi; 
 
Sequência da proteína E5 de HPV16: 
 
YCIHNITGVLFALLCVLLCVCLLIRPLLLSVSTYTSLIILVLLLWITAASAFRCFIVYIIF
VYIPLFLIHTHARFLIT 
 
CVLLCVCLLIRPLLLSVST  
Epítopo A destacado em vermelho 
 
RCFIVYIIFVYIPLFLIHT  
Epítopo B destacado em verde 
 

Sequência do gene E5 de HPV16 
 

5’ATGTACTGCATCCACAACATTACTGGCGTGCTTTTTGCTTTGCTTTTGTGTG
CTTTTGTGTGTCTGCCTATTAATACGTCCGCTGCTTTTGTCTGTGTCTACATAC
ACATCATTAATAATATTGGTATTACTATTGTGGATAACAGCAGCCTCTGCGTTT
AGGTGTTTTATTGTATATATTATATTTGTTTATATACCATTATTTTTAATACATAC
ACATGCACGCTTTTTAATTACATAA3’ 
 
Sequência do gene E5Multi 
 

AABB 

 
5’ATGTGTGTGCTTTTGTGTGTCTGCCTATTAATACGTCCGCTGCTTTTGTCTG
TGTCTACATGTGTGCTTTTGTGTGTCTGCCTATTAATACGTCCGCTGCTTTTGT
CTGTGTCTACAAGGTGTTTTATTGTATATATTATATTTGTTTATATACCATTATT
TTTAATACATAAGGTGTTTTATTGTATATATTATATTTGTTTATATACCATTATTT
TTAATACATATAA3’ 
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15. APÊNDICE II 

Padronização de técnida de eletroporação in vivo para inoculo de vacinas 

de DNA plasmidial em camundongos C57BL/6 

Utilizando o plasmídeo pSV2-Luc, que contém o gene da luciferase de 

firefly, realizamos o seguinte ensaio para definir o protocolo mais adequado de 

imunização por meio de eletroporação in vivo. Resumidamente, um grupo de 

quatro camundongos foi anestesiado e a região de escolha para o procedimento 

foi depilada e esterilizada com etanol 70%; Cada animal foi inoculado com uma 

quantidade predefinida de DNA plasmidial em solução salina estéril por injeção 

intramuscular na tibia femuralis; Logo em seguida, cada camundongo foi 

submetido à eletroporação de 100V por 5ms, usando eletrodos tweezers do 

equipamento BTX830 (BTX Harvard Apparatus, Holliston, MA), conforme 

especificado na Figura 4. Após 24 horas, foi realizada injeção intraperitoneal do 

substrato para dosagem da luminescência; 

 

 

 

 

 

Figura 12. Padronização do procedimento de eletroporação in vivo. 
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