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RESUMO

O cancer cervical, ou cancer de colo de Utero, é o terceiro tumor maligno mais frequente
na populacdo feminina e a terceira causa de morte de mulheres por cancer no mundo. A
ligagéo entre as infecgOes genitais por HPV e o cancer cervical tem sido amplamente
estudada. O HPV, infeccdo sexualmente transmissivel, € a infeccao viral mais comum do
trato reprodutivo, e a maioria dos homens e mulheres sexualmente ativos seréo infectados
em algum momento de suas vidas. Existem cinco diferentes géneros de papilomavirus
encontrados em humanos - Alfa, Beta, Gama, Mu e Nu -, classificados de acordo com a
analise da sequéncia de DNA, apresentam diferentes caracteristicas de ciclo de vida e
associacbes de doencas. O genoma viral € de DNA dupla fita, circular, com
aproximadamente 8000 pares de bases, contendo oito diferentes genes denominados de
fases de leitura aberta (ORFs) e uma regido ndo codificadora longa de controle (LCR-
Long Control Region). Essas regides génicas sao responsaveis pela codificacdo de oito
diferentes proteinas, que podem ser divididas em regido precoce (E- early) e tardia (L-
late), além da fase controladora LCR que contém a maioria dos elementos reguladores
envolvidos na replicagéo e transcrigéo viral de DNA. A infecgéo inicial por HPV precisa
de acesso as células da camada proliferativa basal do epitélio escamoso do colo uterino e
ocorre atraves de micro abrasdes. O modelo que tem sido postulado é de que o virus
inicialmente se anexa ao sulfato de heparano proteoglicano (HSPG) na membrana basal
que pode atuar como receptor transitorio para atrair o virus para a superficie de
queratindcitos. As proteinas iniciais E1 e E2, juntamente com os fatores de replicacdo do
hospedeiro facilitam a replicagdo do DNA viral. Os genes E6 e E7 desempenham
importante papel na carcinogénese induzida pelo HPV, interferindo nos genes supressores
de tumor p53 e pRb, respectivamente, que sdo responsaveis por regular a proliferacao
celular normal. O HPV16 E5 tem demonstrado cooperar com E7 na transformacéo
celular, ao inibir a resposta imunitéaria, com o aumento da motilidade celular e, também,
tem demonstrado impedir a proliferacdo. A vacina profilatica promove uma resposta
humoral, a partir do contato com virus-like particles (VLPs), ou particulas semelhantes
ao virus, que sdo caracterizadas pela morfologia semelhante ao virus, porém destituidas
de DNA viral, que é o responsavel pelos danos da infeccdo por esse agente. As vacinas
terapéuticas diferem das vacinas preventivas na medida em que se destinam a gerar
imunidade mediada por células em vez de neutralizar anticorpos.

Palavras-chave: cancer cervical; vacina profilatica; vacina terapéutica; HPV; proteinas
oncogeénicas.



ABSTRACT

Cervical cancer is the third most common malignant tumor in the female population and
the third leading cause of cancer death in women worldwide. The link between genital
HPV infections and cervical cancer has been widely studied. HPV, a sexually transmitted
infection, is the most common viral infection of the reproductive tract, and most sexually
active men and women will be infected at some point in their lives. There are five different
genera of papillomaviruses found in humans - Alpha, Beta, Gamma, Mu, and Nu -
classified according to DNA sequence analysis, and showing different life cycle
characteristics and disease associations. The viral genome is double-stranded circular
DNA, with approximately 8000 base pairs, containing eight different genes called open
reading frames (ORFs) and a non-coding long control region (LCR). These gene regions
are responsible for encoding eight different proteins, which can be divided into early (E-
early) and late (L- late) regions, in addition to the LCR-controlling phase that contains
most of the regulatory elements involved in viral DNA replication and transcription.
Initial HPV infection needs access to cells in the basal proliferative layer of the squamous
epithelium of the cervix and occurs through micro abrasions. The model that has been
postulated is that the virus initially attaches to heparan sulfate proteoglycan (HSPG) on
the basal membrane which can act as a transient receptor to attract the virus to the surface
of keratinocytes. The initial proteins E1 and E2, along with host replication factors
facilitate viral DNA replication. The E6 and E7 genes play an important role in HPV-
induced carcinogenesis by interfering with the tumor suppressor genes p53 and pRb,
respectively, which are responsible for regulating normal cell proliferation. HPV16 E5
has been shown to cooperate with E7 in cell transformation by inhibiting the immune
response, increasing cell motility, and has also been shown to inhibit proliferation. The
prophylactic vaccine promotes a humoral response, from contact with virus-like particles
(VLPs), or virus-like particles, which are characterized by virus-like morphology, but
devoid of viral DNA, which is responsible for the damage of infection by this agent.
Therapeutic vaccines differ from preventive vaccines in that they are intended to generate
cell-mediated immunity rather than neutralize antibodies.

Keywords:cervical cancer; prophylactic vaccine; therapeutic vaccine; HPV; oncogenic
proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 O cancer cervical

O céancer cervical, também chamado de cancer de colo de Utero, é causado pela
infeccdo persistente pelos tipos oncogénicos do HPV, responsaveis por gerar alteracoes
celulares que podem evoluir para o cancer. Essas alteragdes podem ser facilmente
detectaveis pelo exame preventivo conhecido como Papanicolau, curavel na maior parte
dos casos. E uma doenca de desenvolvimento lento com alta chance de cursar sem
sintomas na fase inicial, mas pode evoluir para quadros sintomaticos de sangramento
vaginal intermitente, secre¢do vaginal anormal e dor abdominal associada a queixas
urinarias ou intestinais (EINSTEIN, 2020).

Segundo o INCA (2021), os principais fatores de risco para contaminacdo com
HPV e, possivel, desenvolvimento de cancer cervical sdo: inicio precoce da atividade
sexual, multiplos parceiros; tabagismo - a patologia esta diretamente relacionada ao
numero de cigarros fumados; uso prolongado de pilulas anticoncepcionais. A transmissdo
do HPV ocorre por via sexual, por meio do desgaste por atrito ou friccdo que geram
abrasdes microscopicas na mucosa ou na pele na regido perineal, dessa forma, a
prevencdo primaria esta ligada a redugdo do risco de contégio pelo HPV, com o uso de

preservativos em todas as relagdes sexuais com penetracao vaginal, anal ou oral.

O cancer cervical, excluindo-se o cancer de pele ndo melanoma, é o terceiro tumor
maligno mais frequente na populagdo feminina e a terceira causa de morte de mulheres
por cancer no mundo, atrés apenas do cancer de mama e de pulméo (figura 1). Em 2018,
aproximadamente 570 mil mulheres desenvolveram o cancer cervical e 311 mil mulheres
morreram em decorréncia da doenca, sendo a principal causa de morte relacionada ao

cancer em mulheres no leste, oeste, meio e sul da Africa (ARBYN et al., 2020).



Figura 1 - Estimativa de incidéncia e mortalidade do cancer de colo de Gtero no mundo em 2020.
Extraido do Global Observatory Center- WHO

Estimated crude incidence and mortality rates in 2020, worldwide, females, all ages
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(Fonte: Global Observatory Center- WHO, 2021)

As taxas de incidéncia variam de 3,3 a 42,7/100 mil habitantes entre regides e
paises. Em relacdo as taxas de mortalidade, observa-se variacdo de 3,3 a 8,3/100 mil
habitantes. As maiores estimativas de incidéncia é da Africa Oriental (42,7/100 mil),
Melanésia (33,3/100 mil), do Sul (35,5/100 mil) e Africa do Norte (30,6/100 mil) e as
menores incidéncias sio na Australia/Nova Zelandia (5,5/100 mil) e Asia Ocidental
(4,4/100 mil) (Figura 2). A mortalidade também apresenta oscilacdo maior que 10 vezes
entre as regides de maior e menor risco, sendo de 2/100 mil na Asia, Europa Ocidental e
Australia/Nova Zelandia e acima de 20/100 mil na Malésia, Africa Central e Oriental.
(FERLAY et al., 2020)



Figura 2- Estimativa de incidéncia do cancer de colo de Gtero no mundo em 2020. Extraido do Global

Observatory Center - WHO. ASR (Estimated age-standardized incidence rates)

Estimated crude incidence rates in 2020, cervix uteri, all ages
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As diferencas de incidéncia e mortalidade sdo observadas em paises menos

desenvolvidos quando comparados aos mais desenvolvidos, quando notarialmente

associados a existéncia de vacinagdo para 0 HPV em meninas e meninos. Ainda, nos

paises mais desenvolvidos, a triagem pelo método de Papanicolau garante a detec¢do

precoce de lesdes pré-malignas, o que permite acdo preventiva eficaz, acompanhamento

das pacientes, e facilita, necessarias, intervencgdes clinicas e terapéuticas. Uma vez que o

tratamento precoce previne 80% do cancer cervical nestes paises. (WHO, 2020)

No Brasil, o cancer cervical também ocupa a terceira posi¢cdo nas causas de morte

pela doenca (Figura 3). Estima-se 16.590 novos casos para cada ano do triénio 2020-
2022, com um risco calculado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. (INCA, 2019)



Figura 3 - Estimativa de incidéncia e mortalidade do cancer de colo de Utero no Brasil em 2020. Extraido
do Global Observatory Center- WHO

Estimated crude mortality rates in 2020, Brazil, females, all ages
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O cancer cervical € o segundo cancer mais incidente nas regiées Norte (21,20/100
mil), Nordeste (17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100 mil); enquanto que na Regido

Sul (17,48/100 mil) ocupa a quarta posicdo e no Sudeste (12,01/100 mil) a quinta (INCA,
2019).

Figura 4 - Incidéncia do cancer de colo de utero no Brasil em 2020. INCA/ Representacdo espacial das
taxas ajustadas (populacéo padrdo de 1960) de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de
2020, segundo Unidade da Federacdo (neoplasia maligna do colo do Utero)
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(Fonte: Instituto Nacional do Cancer, 2020)



A discrepancia nos valores de incidéncia pode ser explicada, em boa parte, por
falta de vacinagdo adequada. Em 2017, visualizou-se 6.385 mortes decorrentes dessa
neoplasia, a qual representa 6,2% de fatalidade por cancer em mulheres no Brasil (INCA,
2019).

2. METODOLOGIA DE PESQUISA

O referido trabalho consiste de uma revisdo bibliogréafica sobre o progresso das
vacinas terapéuticas contra proteinas E6 e E7 dos papilomavirus humanos (HPVs) de alto
risco e alvos no cancer cervical. Os materiais utilizados como base de elaboracdo desta
pesquisa foram coletados através de consultas a trabalhos publicados em livro e/ou artigos
cientificos nos ultimos 15 anos, guiados pela proposta previamente selecionada e
adquiridos por meio de diferentes bases de dados, como a PubMed, a Literatura Latino-
americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) e Scientific Electronic Library
Online (SciELO). Para tal, foram utilizados os seguintes descritores como palavras-
chave: céancer cervical; vacina profilatica; vacina terapéutica; HPV; proteinas

oncogeénicas.

O cronograma de trabalho foi dividido em etapas principais que nortearam o
andamento da pesquisa, da analise e da escrita dentro do calendario académico da
instituicdo. A etapa inicial visou a pesquisa bibliografica, para identificar e localizar as
fontes necessarias para o conteido da monografia, em seguida, a leitura do material
encontrado e na terceira etapa, foi feita a selecdo do material de interesse para a pesquisa

e, depois, a elaboracdo do trabalho de concluséo de curso.

3. CANCER CERVICAL E PAPILOMAVIRUS HUMANO ( HPV)

O HPV é ainfecgéo viral mais comum do trato reprodutivo e a maioria dos homens
e mulheres sexualmente ativos serdo infectados em algum momento de suas vidas,
enguanto alguns ainda podem ser infectados varias vezes. O momento mais propicio para
a infeccdo ocorre é no intercurso sexual. Cabe ressaltar que ndo ha necessidade de
penetracdo para que ocorra a transmissao, o contato genital pele a pele € um modo de

transmissdo bem reconhecido, deste modo, 0 uso de preservativos durante as relagdes



sexuais com penetracao protege parcialmente do contagio pelo HPV. Apos o0 contégio o
surgimento de lesGes ndo é obrigatério. (FUJIWARA, 2014)

Sem tratamento, a displasia evolui para o carcinoma invasivo em anos a décadas
na maioria das mulheres, contudo, aproximadamente 10% ocorrem em menos de um ano.
Além disso, o carcinoma in situ parece ser mais dificil de detectar nos testes de
Papanicolau, o que pode explicar a crescente incidéncia deste subtipo de cancer cervical.
(SMALL, et al., 2017)

As infecgdes genitais causadas pelo HPV sdo muito frequentes e as maiores
causadoras do cancer de colo de Utero, identifica-se 0 DNA do virus em cerca de 95% das
lesGes cervicais malignas. Na maior parte dos casos, as infeccdes por HPV desaparecem
sem nenhuma intervencdo dentro de alguns meses ap06s a contaminacdo, apresentando
carater transitorio. Cerca de 90% desaparecem dentro de 2 anos, entretanto, uma pequena
proporcéo de infecgbes com tipos de HPV denominado de alto risco de malignidade pode
persistir e culminar em alteracdes celulares que favorecem o desenvolvimento das
condicGes pré-malignas de neoplasia. Portanto, o cancer cervical € considerado um fator
de risco que majoritariamente é ocasionado pela infeccdo pelo HPV. (WHO, 2019;
SMALL, et al., 2017)

A ligacgdo entre as infecgdes genitais por HPV e o cancer cervical nas Gltimas
quatro décadas tem sido amplamente estudada. A magnitude da associacdo entre HPV e
carcinoma espinocelular do colo do Utero € maior do que a associacdo entre tabagismo e
cancer de pulmédo. (OKUNADE, 2019). De acordo com o World Cancer Reports (WCR),
0 cancer cervical invasivo pode ocorrer apds o desenvolvimento de lesbGes pré-
cancerigenas, estas seriam originadas pela infeccdo epitelial persistente com um ou mais

tipos de HPV de alto risco.

Existem cinco diferentes géneros de papilomavirus encontrados em humanos -
Alfa, Beta, Gama, Mu e Nu -, classificados de acordo com a analise da sequéncia de DNA,
apresentam diferentes caracteristicas de ciclo de vida e associa¢fes de doencas. Dentre
eles, o género Alfa esta diretamente ligado ao desenvolvimento do cancer cervical e €
dividido em tipos cutaneo e de mucosa, classificados segundo seu tropismo. Os HPV
subdividem-se, ainda, em de alto risco e baixo risco, de acordo com sua capacidade de
organizacéo do ciclo de vida no hospedeiro, o qual pode apresentar maior ou menor risco
oncogénico. (DOORBAR, et al., 2012)



Doze tipos de HPVs (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) sdo
reconhecidos pela Organiza¢do Mundial da Satide como os principais virus de alto risco
causadores de cancer. Entre 79% a 100% dos casos de cancer cervical invasivo no mundo
sdo decorrentes da presenca de DNA pertencentes aos tipos de HPV de alto risco, que sdo
aqueles que podem induzir ao desenvolvimento de células tumorais, dos quais 70% estédo
relacionados ao HPV-16 e HPV-18. (ALMEIDA, et al., 2019).

3.1. HPV e seu genoma

O HPV é um virus pertencente a familia Papillomaviridae e mais de 300
papilomavirus foram identificados e completamente sequenciados. Agrupados de acordo
com a estrutura do genoma viral e 0 seu tropismo nos tecidos epiteliais humanos, (Alpha-

, Nu-/Mu-, Beta- e Gama-papilomavirus), mais de 200 pertencem aos papilomavirus
humanos. Apesar de representar um grupo, notavelmente heterogéneo de virus, partilham

a mesma estrutura e organizacdo gendémica. (SANJOSE et al., 2018)

O genoma viral é de DNA dupla fita, circular, com aproximadamente 8000 pares
de bases, contendo oito diferentes genes denominados de fases de leitura aberta (ORFs)
e uma regido ndo-codificadora longa de controle (LCR- Long Control Region)
(BURLEY, et al., 2019). Essas regides génicas sdo responsaveis pela codificacdo de oito
diferentes proteinas que podem ser divididas em regido precoce (E- early) e tardia (L-
late), além da fase controladora LCR que contém a maioria dos elementos reguladores
envolvidos na replicacdo e transcricdo viral de DNA (GUPTA, MANIA-PRAMANIK,
2019).

A regido precoce (E) - E1 a E8 - codifica 0s genes necessarios para o ciclo vital e
possuem funcdo importante na transformacdo celular. Ja a regido tardia (L) - L1 e L2 - ¢
responsavel por codificar as proteinas do capsideo. Além disso, regido regulamentar
designada como URR (regido regulamentar a montante) ou LCR (regido longa de
controle), contém os sitios de ligacao dos fatores de transcrigéo e a origem da replicacao,
contribuindo para regulamentacdo da replicagio do DNA atraveés do controle da
transcrigdo do gene viral (EGAWA, 2015).

No estagio inicial, até oito genes, que sdo transcritos e posteriormente traduzidos,

sdo responsaveis pela replicacdo do HPV (E1 e E2), transcricdo do DNA (E2), maturacéo

7



e liberacdo das particulas virais (E4), transformacao celular (E5, E6 e E7) e imortalizagédo
(E6 e E7) (KAJITANI, et al., 2012). Esses dois ultimos genes (E6 e E7) codificam
também proteinas associadas a malignizacdo, levando a eventos moleculares e celulares
que estimulam a proliferacdo celular ao interagir com as proteinas celulares p53 e pRB
(reguladoras do ciclo celular). Os genes da fase tardia (L1 e L2) codificam,
respectivamente, a proteina principal e secundaria do capsideo, as quais contribuem para
o envolvimento do DNA viral, formando a particula viral infectante (BURLEY, et. al.,
2019).

Dentre os tipos de HPV, cerca de 40 afetam, preferencialmente, o trato genital
feminino. Os tipos de HPV séo classificados em alto e baixo risco oncogénico, de acordo
com as doencas gque causam. Os de alto risco incluem os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 e 66 que provocam mudancas de baixo e alto grau nas células cervicais,
assim como condi¢fes pré-cancerigenas. (BURLEY, et al.,2019) Os de baixo risco séo
os tipos 6, 11, 42, 43, 44 que causam a maioria das doengas benignas causadas pelo HPV,
como verrugas genitais, e podem causar mudancas de baixo grau nas células cervicais

que ndo se transformam em cancer. (OKUNADE, 2019)

Todos os tipos de HPV sdo exclusivamente replicados no ndcleo da célula
hospedeira. Nos de baixo risco, o genoma viral encontra-se separado do DNA celular e
surge como genoma extra cromossémico (corpo epissomal), enquanto que os de alto risco
0 DNA viral se integra aos cromossomos hospedeiros. Para que isso ocorra, € necessario
que haja uma quebra no genoma viral, a qual ocorre de forma aleat6ria nas regides E1 e
E2. Essa quebra resulta na perda de funcdo dos dois genes, acompanhada de uma
desregulacdo dos genes E6 e E7 (ROSA et. al., 2009).

Os genes E6 e E7 desempenham importante papel na carcinogénese induzida pelo
HPV, e interfem nos genes supressores de tumor p53 e pRb, respectivamente, 0s quais
sdo responsaveis por regular a proliferacdo celular normal (GUPTA, MANIA-
PRAMANIK, 2019). A inibicdo mediada pelo E6 da p53 permite que varias mudancas
celulares tornem uma célula oncogénica, uma delas a inducdo da proliferacdo
incontrolada de células, evadindo os pontos de controle celular. A interacdo de E7 com a
proteina pRb causa sua degradagdo e consequentemente a perda do controle da transicdo
da fase G1 para a fase S do ciclo celular. (ALMEIDA, et al., 2019).



A inducdo da degradacao do supressor de tumor p53, pela proteina E6, inibe sua
funcdo como regulador da cascata de sinalizacdo de apoptose e reparo do DNA. A
proteina p53 € a proteina supressora de tumores, frequentemente chamada de "guardia do
genoma", pois decide o destino de uma célula durante condicdes de estresse. Quando isso
ocorre, como dano oxidativo ou outras formas, ela age como um fator de transcrigéo para
transcrever os genes necessarios para gerar a parada do ciclo celular ou a apoptose. (PAL,;
KUNDU, 2020)

O HPV EG6 possui a capacidade de ligar-se a sequéncia de consenso LxxLL no
dominio conservado do E6AP e forma um complexo heterotrimérico de E6/E6AP/p53.
Assim, em ultima instancia, leva a degradacdo do p53, o que forca as células atraves da
divisdo celular descontrolada, evadindo os pontos de controle preventivo. Diversos
experimentos in vivo mostraram que a interacdo com E6AP é uma necessidade absoluta

para desenvolver tumorigenicidade em diversas formas tumorais (PAL; KUNDU, 2020).

Da mesma forma, a inibicéo da proteina do retinoblastoma mediada pelo E7 (pRb)
é também um passo significativo para alcancar a proliferagdo celular. A interacdo pRb-
E2F é um ponto de controle obrigatorio para que as células percorram a transicdo de fase
G1-S e caso ndo estejam preparadas para entrar na fase S, a proteina pRb permanece
ligada a familia E2F. Esse fato impede que realizem a transcricdo dos genes necessarios
na fase S. Nas células infectadas por HPV, o E7 visa a pRb para a ubiquitinacdo, libera
os fatores de transcricdo do E2F e forca as células através da entrada prematura da fase
S. (ALMEIDA, et al., 2019 e PAL, KUNDU, 2020)

O risco oncogénico esta, portanto, diretamente relacionado ao comportamento do
seu genoma no nucleo da célula hospedeira. O virus de HPV de alto risco tende a abrir as
fitas de DNA circular, sofrer delecdes e se integrar ao genoma da célula hospedeira
enguanto que o virus de baixo risco oncogénico tende a manter o seu DNA integro
(FERRAZ, et. al.,2012). Para os tipos de HPV de alto risco, os principais atores da
oncogénese sdo as oncoproteinas E5, E6 e E7 (BURLEY, et. al., 2019).

As atividades de transformacdo de E6 e E7 sdo suportadas pelo E5 que tem
capacidade de aumentar a proliferacdo celular através da interacdo com o fator de
crescimento epidérmico (EFG) o qual contribui para a progressao do tumor (ALMEIDA
et al., 2019). Muitos, porém nédo todos, papilomavirus codificam as proteinas E5,

proteinas associadas a membrana curta com atividade transformadora. Ricas em



aminoéacidos hidréfobos, as proteinas E5 ndo sdo consideradas como atores de atividade
enzimatica intrinseca, mas sim como agente modulador da atividade de uma variedade de
proteinas celulares (DIMAIO, PETTI, 2013).

Embora ainda pouco estudada, a E5 presente no HPV16, um papilomavirus de alto
risco genital, possui capacidade de modular as proteinas de trafego membrana, o que
resulta em alteragdes nos niveis de superficie celular ou na atividade de varios receptores
diferentes, incluindo os envolvidos na proliferacdo celular, no reconhecimento
imunoldgico e na apoptose, e vai influenciar assim a variedade de vias que podem
contribuir para a carcinogénese. O HPV16 E5 tem demonstrado cooperar com E7 na
transformacéo celular ao inibir a resposta imunitaria, aumentar a motilidade celular e,

também, tem demonstrado inibir a proliferacdo. (REN, et al., 2020)

3.2. Ciclo de vida do HPV

A infeccdo inicial por HPV precisa de acesso as células da camada proliferativa
basal do epitélio escamoso do colo uterino e ocorre através de micro abrasfes (GUPTA,
MANIA-PRAMANIK, 2019). O modelo que tem sido postulado é de que o virus
inicialmente se anexa ao sulfato de heparano proteoglicano (HSPG) na membrana basal
que pode atuar como receptor transitorio para atrair o virus para a superficie de
queratindcitos. Quando o virus chega a camada basal do epitélio, ele interage com L1 e
L2 que se ligam ao HSPG levando as alteragdes conformacionais dessas proteinas e,
entdo, o genoma viral atravessa a membrana celular e atinge o compartimento
endossémico. Ja internalizado, o L1 dissocia-se de L2 (FREITAS et al., 2017).

Apds o contdgio o virus mantém baixo niumero de copias do seu genoma sob a
forma epissomal na camada basal e posteriormente replica-se junto aos cromossomos das
células hospedeiras (GUPTA, MANIA-PRAMANIK, 2019).

As proteinas iniciais E1 e E2, juntamente com os fatores de replicacdo do
hospedeiro, facilitam a replicacdo do DNA viral. E1 com atividade de helicase-ATPase
para desenrolar o DNA e a E2 como uma proteina de ligacdo ao DNA para carregar E1
helicase sobre a origem de replicagdo viral na URR (BURLEY et al., 2019). A medida
que as células infectadas sofrem diferenciacdo, a expressdao dos genes tardios e a

replicacéo do genoma viral sdo induzidas e para manter ativo o mecanismo de replicacdo
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celular, as proteinas virais E6 e E7 sdo expressas e inativam p53 e pRb (GUPTA,
MANIA-PRAMANIK, 2019).

Como ja citado anteriormente, a inativacdo de pRB por E7 forca as células
infectadas a permanecerem em um estado proliferativo e perde o controle dos
mecanismos do ciclo celular, enquanto que a paralisacdo de p53 por E6 garante a
sobrevivéncia das células e impede a apoptose, portanto, a inativacdo destas duas
proteinas resulta na proliferacdo celular das células basais 0 que permite a expansédo de

células epiteliais para a replicacao de particulas virais (ROSA et al., 2009)

As células sdo conduzidas através do ciclo celular como resultado de E6 e a
expressdao E7 é marcada com nucleos vermelhos. A regulacdo das proteinas virais
necessarias para amplificacdo do genoma, isto é, E1 e E2, requer a ativagdo do promotor
viral tardio nas camadas epiteliais superiores (células mostradas a verde com nucleos
vermelhos), com particulas de virus que sdo subsequentemente libertados da superficie

epitelial.

Embora a infeccdo por HPV de alto risco seja comum, o cancer do colo do Utero
surge raramente como resultado de uma infeccdo, com a regressdo de verrugas
anogenitais acompanhada por uma resposta Th1 dominada por células CD4+ T. Em geral,
as infeccdes por HPV escapam tanto da resposta imune adaptativa como da resposta
imune inata, com o ciclo de vida totalmente intra-epitelial, sem viremia, lise celular ou
inflamacdo. (STANLEY, 2012)

Durante a infecgdo persistente, as citocinas pro-inflamatoérias ndo séo liberadas, e
o0s sinais para a célula de Langerhans e a célula dendritica de ativacdo e recrutamento
estdo em grande parte ausentes. De fato, as células que suportam a expressdo viral tardia
do gene, e que podem conter niveis elevados de proteinas virais, sdo expelidas da
superficie do epitélio da vigilancia imunitaria. Em geral, a incapacidade de desenvolver
uma resposta imune eficaz do hospedeiro correlaciona-se com infecgéo persistente e uma

maior probabilidade de progressdo para o cancer invasivo. (EGAWA, 2015)
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4. VACINAS

4.1 Vacinas Profilaticas

A vacina profilatica promove uma resposta humoral a partir do contato com virus-
like particles (VLPs), ou particulas semelhantes ao virus, as quais sao caracterizadas pela
morfologia semelhante ao virus, porém destituidas de DNA viral, que é o responsavel
pelos danos da infeccdo por esse agente (ZARDO, et al., 2014). A primeira vacina
profilatica contra o HPV a ser licenciada e aprovada pelo FDA (Food and Drug
Administration) foi a Gardasil® em 2006, uma vacina quadrivalente (HPV tipos 6, 11, 16
e 18). Além dessa, esta disponivel também, no mundo todo, a vacina bivalente (HPV tipos
16 e 18) Cervarix®, que foi aprovada pelo FDA em 2009 (ROLDAO, et al., 2010).

Ambas as vacinas usam tecnologia DNA recombinante resultando em VLPs, 0
que gera mais seguranca a vacina por induzir forte resposta imune sem o risco de espalhar
uma infeccdo (ROLDAO, et al., 2010). Além disso, outra vantagem das VLPs é a
possibilidade de serem produzidas a partir de células de insetos ou fungos (DERCHAN;
SARIAN, 2007).

E pressuposto que ambas as vacinas contra 0 HPV evitam outros canceres
associados ao virus com muita eficiéncia, como cancer de pénis, anus, nasofaringe, além
do cancer cervical. Presume-se que se houver vacinagédo de toda a populagéo, os casos de

cancer cervical podem ser reduzidos em dois tercos (ZARDO, et al., 2014).

Em 2014, o FDA aprovou a vacina nonavalente, também produzida por tecnologia
DNA recombinante, que é composta pelos tipos de HPV constituintes da vacina
quadrivalente além de outros cinco tipos de HPVs oncogénicos (31, 33, 45, 52 e 58) que
juntos promovem aproximadamente 90% dos canceres de colo de Utero e muitas
neoplasias intraepiteliais cervicais (HERRERO, et al., 2015). Na tabela 1 sdo
apresentadas as caracteristicas das vacinas profilaticas bivalente, quadrivalente e

nonavalente.
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Tabela 1 — Caracteristicas das vacinas anti-HPV.

Fabricante GlaxoSmithKline Merck Merck
Concentracéo 16 (20ug), 18 (20p9) 6 (20ug), 11 (40ug), 16 6 (30ug), 11 (40ug), 16 (60ug), 18
(40ug), 18 (20ug) (40pg), 31 (20ug), 33 (20 pg), 45
(20ug), 52 (20ug), 58 (20ug)
Adjuvante 500ug de hidréxido de 225ug de sulfato de 500ug de sulfato de hidroxifosfato
alumino + 50ug de hidroxifosfato amorfo de amorfo de aluminio (AAHS)
monofosforil lipidio-A aluminio (AAHS)
(ASO4)
Tecnologia Expressdo com baculovirus Expressdo em levedura Expressdo em levedura
Recombinante em células de inseto (Saccharomyces cerevisiae) (Saccharomyces cerevisiae)

(Trichoplusnia ni)
(Fonte: Modificado de ZARDO et al., 2014; HERRERO et al., 2015.)

Todas devem ser utilizadas o mais cedo possivel, de preferéncia antes das
mulheres se tornarem sexualmente ativas, pois a contaminagcdo por HPV ocorre
concomitantemente ao inicio da vida sexual, tornando a utilizacéo da vacina neste periodo
potencialmente eficaz. Vale ressaltar que ndo sdo vacinas terapéuticas, portanto, ndo
possuem acdo em caso de infeccdo preexistentes ou doenca ja instalada, mulheres ja
infectadas que forem vacinadas ficardo protegidas das cepas as quais ndo tiveram contato
ainda (CALUMBY, et al., 2020 e ARAUJO, S., et al., 2013).

Das vacinas atualmente disponiveis, a bivalente é indicada para mulheres de 10 a
25 anos e a quadrivalente para meninos e meninas de 9 a 26 anos (ZARDO, et al., 2014).
Ja a nonavalente pode ser usada na rotina de vacinacdo de mulheres de 11 a 26 anos e de
homens de 11 a 21 anos, em que ambos ndo tenham sido vacinados anteriormente
(PETROSKY, et al., 2015). Possuem eficacia comprovada contra 0s sorotipos presentes
em cada vacina, sendo altamente imunogénicas, com garantia de protecdo por cerca de
10 anos, sdo seguras, sem riscos de infec¢cdo com a sua administracdo e com efeitos
adversos locais leves a moderados (CALUMBY et. al., 2020).

Em pessoas com hipersensibilidade aos componentes da vacina, principalmente
ao Saccharomyces cerevisae, é contraindicada a vacinacdo, apesar do risco de reacao
anafilatica nessas pessoas ser pequeno. Assim como em gestantes, mesmo ndo quando
ndo houver indicios de teratogenicidade, a vacina é rotulada pelo FDA como categoria B
devido a falta de estudos e dados suficientes para recomendar a vacina em mulheres
gravidas (BORSATTO, et al., 2011 e DANA et al., 2009)
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O FDA orienta que as vacinas, bivalente, quadrivalente e nonavalente sejam
administradas em 3 doses via intramuscular e deve-se respeitar o intervalo minimo de
pelo menos 1 a 2 meses depois da primeira dose, e da terceira dose pelo menos 6 meses
depois da primeira dose. Se o calendario de vacina for interrompido, a série de vacinagédo
ndo precisa ser reiniciada (PETROSKY, et al., 2015 e POMFRET, et al., 2011). O
Programa Nacional de Imuniza¢do (PNI) do Ministério da Salde do Brasil prioriza
adolescentes antes do inicio da atividade sexual. A vacina que esta disponivel na rede
publica pelo SUS ¢é a quadrivalente para mulheres na faixa dos 9 aos 26 anos € meninos
de 11 a 14 anos (CALUMBY, et al., 2020).

4.2. Vacinas Terapéuticas

As vacinas terapéuticas diferem das vacinas preventivas na medida em que se
destinam a gerar imunidade mediada por células em vez de neutralizar anticorpos. S&o
categorizadas em nanoparticulas, vetores vivos - (bacterianos e virais), acido nucleico -
(DNA e RNA), proteina-, peptideo-, célula- (citocina-transduzida autéloga vacinas a base
de células tumorais e células dendriticas [DCs]). As proteinas precoces codificadas com
HPV, especialmente as oncoproteinas E6 e E7, formam alvos ideais para vacinas
terapéuticas contra o HPV, uma vez que sdo consistentemente expressas em HPV
associado a malignidades e lesbes pré-cancerosas, desempenham papé€is cruciais na

geracdo e manutencdo da doenca associada ao HPV (WANG, et al., 2019).

Grande parte das vacinas terapéuticas contém antigenos E6 e E7 em vaérias formas
e tém como objetivo fornecer esses antigenos as células que apresentam antigenos
(APCs), estimulando a apresentacdo de antigenos através do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) classe | e MHC classe Il, levando a geracéo de
células citotoxicas TCD8+ ou células resposta TCD4+. A maioria das vacinas
terapéuticas contra 0 HPV concentra-se na obtencéo de respostas imunoldgicas contra o
antigeno E7, porque ele é bem caracterizado imunologicamente em comparagdo com o
E6 no modelo pré-clinico (YANG, et al., 2016).

Outras proteinas Uteis para a detec¢do de infecces virais precoces sdo E1
(helicase viral) e E2, expressas a niveis mais elevados do que E6 e E7 nas fases muito
precoces em que ainda ndo ocorreu a integracdo do genoma viral. Para uma vacina

terapéutica ideal, essas proteinas seriam o alvo principal, ao induzir poderosas respostas
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imunologicas de células T tipo 1 e linfdcitos citotoxicos (CTL), capazes de matar
infecgBes e celulas malignas (CHABEDA, et al., 2018).

No caso das vacinas vivas, tem-se como base vetores bacterianos ou virais, ambos
capazes de replicar dentro do corpo para expressar e espalhar o antigeno. Essas sdo
altamente imunogénicas, possui gama de vetores a serem selecionados para fornecer o
antigeno de uma maneira desejada, entretanto, enfrentam uma grande desvantagem por
representarem riscos potenciais de seguranca, particularmente, para individuos com o
sistema imunologico comprometido. Ademais, a eficacia da resposta imunolégica de
imunizacdo repetida com o mesmo vetor é limitada, pois ha inducdo de anticorpos
neutralizantes especificos do vetor e outros vetores pré-existentes especificos (DADAR,
etal., 2018).

Dentre as espécies vetoriais bacterianas tém-se como principais: Listeria
monocytogenes, Lactobacillus casei, Lactobacillus lactis e Salmonella. A Listeria € um
vetor promissor devido as propriedades, tais como a sua capacidade de infectar
macrofagos sem ser capturado pela fagocitose, e a sua capacidade de dirigir o
processamento de antigénios através dos percursos MHC | e MHC 1. Para as de vetores
virais, como adenovirus, alfa-virus e virus da variola, investigacbes em modelos pré-
clinicos tém demonstrado ser os mais promissores para imunoterapia especifica de
antigenos (CHABEDA, et al., 2018).

Em contrapartida, ao contrério da vacina em vetor vivo, as vacinas de DNA s&o
capazes de vacinagdes repetidas, pois ndo levam a geracao de anticorpos neutralizantes
contra o plasmideo injetado. Além de seguras e estaveis, sdo faceis de produzir e mantém
0 antigeno expresso em células por mais tempo do que as de RNA ou proteina. Elas
funcionam por meio da injecdo de DNA de plasmideos e codificam o antigeno de
interesse HPV E6 e E7 nas células hospedeiras. Existem, ainda, as vacinas de RNA,
porém, apesar dos resultados promissores demonstrados nos estudos acerca das mesmas,
as que visam os antigenos do HPV e as doencas relacionadas ao HPV ainda néo

progrediram para serem testadas em cenarios clinicos (DADAR, et al., 2018).

No que tange as vacinas de subunidade, também consideradas mais seguras do

que as de vetor vivo, o0s antigenos sao fornecidos sob a forma de peptideos ou proteinas
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inteiras. Por estarem presentes nas células hospedeiras de forma transitdria, diminui-se as
hipoteses de toxicidade. As vacinas anti-peptideo sdo estaveis, seguras e faceis de
produzir, contudo, sdo frequentemente especificas para MHC e precisam corresponder ao
tipo de antigeno leucocitario humano (HLA) do paciente para uma apresentacéo eficaz.
Ja as vacinas a base de proteinas contém todos os epitopos antigénicos HLA, as quais nao
sdo restritas ao MHC, porém, apresentam baixa imunogenicidade e promovem respostas
de anticorpos sobre as respostas das células T devido a apresentagcdo ao complexo MHC
Il (CHABEDA, et al., 2018).

As vacinas baseadas em células envolvem o isolamento de células alvo tais como
células dendriticas (CD) ou células T do paciente, manipulacéo ex vivo e transferéncia de
volta para o paciente em tratamento. A utilizacdo de CD € promissora por serem as
principais células a apresentar antigenos capazes de ativarem células CD4+ e CD8+ T,
sem a necessidade de melhorar a visibilidade do antigeno, contudo, s&o limitadas quanto
a capacidade de producdo em grande escala devido a exigéncia de colher CD suficientes
de cada paciente, além de ndo possuirem uma via definida para a vacinacdo e terem um

tempo de vida limitado devido a apoptose mediado por células T (KIM, et al., 2017).

A transferéncia de células adotadas (ACT) envolve a geragdo de linfocitos T
citotoxicos (LTC) especificos para antigenos ex vivo, que sdo, entdo, usados in vivo para
aumentar a imunogenicidade. A vantagem estd na geracdo de LTCs especificas de
antigenos que podem ser produzidas em grandes quantidades in vitro, tém o poder de ser
projetadas ou ativadas ex vivo para obter fragcdes antigénicas. Isso permite a manipulagao
do hospedeiro antes da transferéncia de células para eliminar células supressoras, tais
como as células T reguladoras, no entanto, acredita-se que os LTCs por si s6 podem nédo
ser suficientes para eliminar células cancerigenas em pacientes com doencas avangadas
(KAWANA, et al., 2014).

Como muitos dos projetos terapéuticos de vacinas HPV descritos acima, como
vacinas a base de proteina, peptideo e DNA, tém intrinsecamente baixa imunogenicidade,
a administracdo destas vacinas por si sO pode ndo obter, efetivamente, as respostas
imunologicas especificas de antigenos desejadas e efeitos terapéuticos, portanto,
estratégias para aumentar os efeitos terapéuticos das vacinas sdo investigadas (YANG, et
al., 2016).
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O desenvolvimento de vacinas terapéuticas ainda esta em curso, mas fornecem
provas promissoras para a eventual erradicagdo de doengas e malignidades relacionadas
ao HPV. Com diversos tipos de vacinas em estudo, cada uma esta associada a vantagens
e limitacBes. Atualmente, a implementacdo de estratégias como a incorporacdo de
adjuvantes, regimes prime boost e outras estratégias combinadas para melhorar ainda
mais a imunidade das células T de resposta, como a associacdo com quimio-radioterapia,
bem como moléculas capazes de bloquear regulamentacGes negativas e supressdes
imunolodgicas presentes no microambiente tumoral, otimizam cada vez mais o efeito

terapéutico das estratégias de tratamento (DADAR, et al., 2018).

5. PERSPECTIVAS FUTURAS

No cenario do combate ao cancer cervical por acdo do HPV, inimeros ensaios
clinicos vém sendo realizados com candidatas a vacina, de modo que a chance de ter em
breve uma vacina terapéutica contra o HPV no mercado é extremamente alta, porém, as
estratégias atuais apresentam dificuldades ndo s no ambito de atingir o alvo desejado,
mas também no custo de producdo, transporte - é necessaria uma tecnologia de
resfriamento e armazenamento adequados - e viabilizacao da vacina para todas as pessoas.
Atualmente a maior parte das vacinas em estudo apresentam um alto custo de producgéo
que as tornaria inacessivel as populacdes de paises em desenvolvimento, os quais

apresentam indices altissimos de cancer cervical.

Nesse sentido, cabe destacar o uso de plantas como uma plataforma alternativa de
producdo de vacinas terapéuticas, o qual vem sendo estudado como uma potencial forma
de reducdo nos custos de producdo. Essa € uma alternativa atraente devido a sua
escalabilidade, producdo rapida e baixo risco de contaminacdo quando comparada a
fermentagdo microbiana tradicional ou aos sistemas de expresséo de células de mamiferos
e insetos. Além disso, contém a maquinaria eucariotica necessaria para a modificacao de

proteinas, tais como a dobragem de proteinas e a glicosilacdo (CHABEDA, et al., 2018).

Embora nenhuma vacina terapéutica de origem vegetal para doencas relacionadas

ao HPV tenha chegado a um ensaio clinico, vérias ja se revelaram como candidatas a
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vacina. 1sso porque mostraram potencial para desencadear respostas LTC especificas ao
HPV e resultaram em regressao tumoral em muitos estudos com animais. Sendo assim,
as vacinas terapéuticas produzidas por plantas tornam-se um nicho ideal para os produtos
farmacéuticos fabricados por plantas, visto que o tamanho do mercado e, portanto, 0s
volumes de producao sao muito menores do que para as vacinas profilaticas (DADAR, et
al., 2018).

Ademais, ainda que as técnicas de prevencdo ja& tenham evoluido
consideravelmente, diagnaostico e tratamento do cancer cervical, quando ha progressao da
doenca para estagios avancados/metastaticos, o0 progndstico ainda ndo é tdo favoravel, de
modo que segue sendo uma causa frequente de mortes no mundo. Por apresentar um
resultado insatisfatorio com a quimioterapia convencional, uma nova forma de tratamento
vem ganhando destaque, a imunoterapia. Baseada no estimulo da resposta imunoldgica
enddgena contra células tumorais, a imunoterapia aparece com uma nova e promissora

fronteira no tratamento anticancer.

Para o tratamento do cancer cervical, a ADXS11-001 é a principal protagonista da
imunoterapia. Trata-se de uma molécula viva atenuada de Listeria monocytogenes (Lm)
a qual, por bioengenharia, é capaz de secretar uma proteina de fusdo HPV-16-E7, que
visa as células transformadas pelo HPV. Os vetores Lm entram na corrente sanguinea e
sdo internalizados pelos APCs (células que apresentam antigenos). Uma vez dentro,
secretam a listeriolisina O (LLO) e escapam do fagolisosoma e liberam no citosol
maultiplas copias da proteina de fusdo (tO-tumor-associado ao antigeno TAA). O
tLLOTAA, altamente imunogénico, comunica-se com o sistema imunoldgico e promove
a diferenciacdo dos LTCs, que se infiltram no tumor e destroem as células cancerigenas.
Além disso, o tLLO-TAA altera o microambiente imunossupressor do tumor e leva a uma
diminuicdo na propor¢do de celulas imunorreguladoras em relagdo as células
imunefetoras (VENTRIGLIA, et al., 2017).

Outra linha de pesquisa que vem sendo foco dos estudos contra o cancer cervical
é o0 entendimento do papel das modificacBes epigenéticas no processo de carcinogénese.
A acetilagcdo da histona é um processo regulado por histonas deacetilases (HDAC) e

histona acetiltransferases (HAT), possui um papel importante na regulacdo epigenética,
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de modo a permitir o controle da expressdo génica. Os HDACs também estdo envolvidos
na acetilacdo de proteinas ndo-histonicas, como a p53. Dessa forma, inibidores HDACI
podem interferir em uma série de vias bioldgicas relacionadas ao crescimento celular,
transducdo de sinal celular e morte, além de reduzir a angiogénese e outros eventos
celulares. (YANG; SETO, 2008).

Devido a superexpressdéo do HDAC em muitos tipos de céancer, incluindo o
cervical, ensaios in vitro e in vivo demonstraram que o0 HDACI poderia ser uma terapia
promissora para o cancer cervical relacionado ao HPV. Os inibidores de HDAC atuam na
reducdo do desenvolvimento tumoral, podem ser usados sozinhos ou em combinagdo com
outras drogas, porém, poucos medicamentos HDACi foram aprovados pela FDA
atualmente, o que inclui vorinostat (também conhecido como SAHA) (2006),
romidepsina (2009), belinostat (2014), panabinostat chidamide (2015) e pracinostat
(2016) (Sangwan et al., 2018; Banerjee et al., 2019). Isso porque apresentam ainda
algumas limitagcGes quanto ao uso na monoterapia para tumores sélidos (BAE, et al.,
2018).

6. CONSIDERACOES FINAIS

O céncer cervical, causado por danos celulares devido a infecgdo viral por HPV,
ainda ocupa posicdes elevadas nos rankings de morte por cancer no pais e no mundo. Esse
fato revela-se contraditério, uma vez que ja existem vacinas profilaticas como um método
seguro e eficaz de controle do cancer de colo de Utero. A cobertura da vacina contra o
HPV continua abaixo do ideal, o que se deve, majoritariamente, a hesitacdo dos pais em
vacinar seus filhos. Esse sentimento pauta-se em mitos ainda propagados, como: 0s
esfregacos de Papanicolau sdo suficientes para prevenir o cancer cervical; as vacinas
contra 0 HPV ndo séo seguras nem foram suficientemente testadas; 11-12 anos de idade
€ muito jovem para vacinar (BEDNARCZYK, 2019).

No que tange o tratamento do cancer cervical, foi possivel identificar, no presente
trabalho, uma série de vacinas terapéuticas com pesquisas em diferentes graus de
andamento. A andlise dos recentes ensaios pre-clinicos e clinicos sugere, porém, que as

vacinas terapéuticas atuais contra o cancer ainda ndo apresentam um impacto
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significativo nos resultados do cancer quando utilizadas como um agente Unico. Para que
haja uma otimizacdo das respostas ao tratamento, tém sido testadas combinagdes com
outras estratégias, as quais demonstram um maior potencial de melhora nos resultados
clinicos em comparagdo com a terapia Unica. Ademais, as vacinas de DNA tém sido as
mais bem toleradas e seguras, e sua combinagdo com outras terapias poderia se tornar

parte do padréo de cuidado em muitos casos malignos (LOPES, et al., 2019).

Por fim, cabe ressaltar a importancia de se compreender os eventos moleculares
que mantém o fendtipo maligno das células cancerosas HPV-positivas e que afetam o
curso da doenca. Nesse sentido, os estudos demonstram que 0s oncogenes virais E6/E7
desempenham um papel central tanto para o inicio da carcinogénese induzida por HPV,
quanto para o crescimento maligno de células cancerosas HPV-positivas (HOPPE-
SEYLER, et al., 2017). Quanto a proteina oncogénica E5, os estudos ainda sdo recentes,
porém um tema comum entre eles é a capacidade de modular o trdfego de proteinas de
membrana o que resulta em alteragdes nos niveis da superficie celular ou na atividade de
varios receptores diferentes e influéncia, assim, uma variedade de caminhos que poderiam

contribuir para a carcinogénese (REN, et al., 2020).
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