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RESUMO

VICENTE, Priscila. Avanc¢os nas vacinas terapéuticas para doencas associadas
ao HPV. 2022 37 p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Especializagdo em
Biotecnologia para a Saude: Vacinas e Biofarmacos) — Centro de Formacgéo de
Recursos Humanos para o SUS/SP; Instituto Butantan, Sao Paulo, 2022.

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus muito comum nédo envelopado de DNA
dupla fita, de abrangéncia mundial com mais de 200 tipos descritos. As doencas
associadas ao HPV, principalmente o cancer de colo do atero, tém um grande impacto
na saude publica mundial e requerem medidas estratégicas para seu combate. As
vacinas profilaticas disponiveis atualmente desempenham um papel fundamental na
prevencéo de infec¢des dos tipos carcinogénicos mais prevalentes na populagéo. A
vacinacao aliada aos exames preventivos configura a base do combate ao avanco do
virus e tém sido as medidas principais adotadas pelos 6rgdos de saude publica.
Entretanto, somente medidas de prevencéo ndo séo suficientes para amenizar ou
diminuir o nimero cada vez mais crescente de casos. E necessaria também a
elaboracdo de novas abordagens terapéuticas concomitantes, de modo a abranger
pacientes que ja desenvolveram a doenca. Nesse sentido, as vacinas terapéuticas
tém sido amplamente estudadas e suas aplica¢des individuais ou associadas com
outros medicamentos tém demonstrado resultados promissores e novas

possibilidades de tratamentos.

Palavras-chave: HPV. Cancer cervical. Canceres associados ao HPV. Papilomavirus
humano. Vacina terapéutica. Saude Publica.



ABSTRACT

VICENTE, Priscila. Advances in therapeutic vaccines for HPV-associated
diseases. 2022 37 p. Monograph (Specialization in Biotechnology for Health: Vaccines
and Biopharmaceuticals) — Human Resources Training Center for SUS/SP; Butantan
Institute, S&o Paulo, 2022

Human Papillomavirus (HPV) is a very common non-enveloped double-stranded DNA
virus, with worldwide coverage and more than 200 types described. The diseases
associated with HPV, especially cervical cancer, have a major impact on global public
health and require strategic measures to fight them. Currently available prophylactic
vaccines play a key role in preventing infections of the most prevalent carcinogenic
types in the population. Vaccination combined with preventive exams forms the basis
for combating the spread of the virus and have been the main measures adopted by
public health agencies. However, prevention measures alone are not enough to
mitigate or reduce the increasing number of cases. It is also necessary to develop new
concomitant therapeutic approaches, in order to cover patients who have already
developed the disease. In this sense, therapeutic vaccines have been widely studied
and their individual applications or associated with other drugs have shown promising

results and new treatment possibilities.

Keywords: HPV. Cervical Cancer. HPV-associated Cancers. Human Papillomavirus.

Therapeutic Vaccine. Public Health.
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus humano (HPV, Human Papillomavirus) é o agente causal da
infeccédo viral mais comum no trato anogenital, sendo considerada uma DST (Doenca
Sexualmente Transmissivel) de grande impacto em saude publica e pode ser desde
assintomatica até levar ao desenvolvimento de um cancer. E encontrado em todo o
mundo, com maior prevaléncia em regibes mais subdesenvolvidas como Africa
subsaariana, América latina e Caribe, Europa oriental e sudeste da Asia (STATES et
al., 2017).

Existem mais de 200 tipos de HPV descritos de acordo com a sequéncia
genética da L1, principal proteina do capsideo do virus. Podem ser classificados
também de acordo com a area da infec¢do (mucosa ou cutanea) e probabilidade de
induzir a um cancer (alto risco e baixo risco) (DOORBAR et al.,, 2012). Sao
considerados HPV de alto risco (hrHPV, high risk HPV) os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, e 59. Os tipos 68, 26, 53, 66, 67, 67, 70, 82 e 73 tém evidéncia
limitada quanto a sua carcinogenicidade (BOUVARD et al., 2009). Os tipos
oncogénicos mais frequentes encontrados séo o HPV-16 e HPV-18, sendo 0 16 o0 mais
comum em todas as regides do mundo (STATES et al., 2017). Os tipos HPV-6 e HPV-
11 estdo ligados a 90% dos casos de verrugas anogenitais (DE OLIVEIRA;
FREGNANI; VILLA, 2019).

1.1 Impacto na populagcdo humana

As infecgbes por HPV sdo, em sua maioria, assintomaticas e sdo resolvidas
sem necessidade de intervencdo em até um ou dois anos. O problema ocorre quando
infeccbes persistentes de hrHPV ndo sdo detectadas e tratadas apropriadamente
evoluindo para casos de carcinoma, principalmente no trato genital. De 5 a 10% das
mulheres infectadas desenvolvem uma infeccéo persistente. Além do tipo de HPV,
outros fatores como HIV-positivo, sistema imune debilitado, coinfeccdes com outras
ISTs (InfecgBes Sexualmente Transmissiveis) e consumo de tabaco podem contribuir
para desencadear um quadro tumoral (STATES et al., 2017).

Aléem de uma embasada relacdo com cancer cervical, estudos tém

demonstrado a associagéo de infec¢des por hrHPV com cénceres em outras regioes
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anogenitais como vagina, vulva, pénis e anus, além de casos na regiao orofaringea e
cabeca e pescoco (TOMMASINO, 2014).

A cada ano, 630.000 novos casos de cancer registrados ao redor do mundo
séo relacionados ao HPV. S6 o céncer cervical é responsavel por 530.000 novos
casos e mais 250.000 mortes anualmente. Desses casos, mais de 70% estao
associados aos tipos 16 e 18. Aproximadamente 8.500 casos de carcinoma na vulva,
12.000 de céancer vaginal, 35.000 de cancer anal e 13.000 cancer peniano estao
associados ao HPV (DE MARTEL et al., 2017).

No Brasil, o cancer de colo do utero € o terceiro mais frequente em mulheres,
com uma estimativa de 16.710 novos casos no ano de 2020. Em 2019, foi o quarto
em numero de 6bitos, com mais de 6.000 registrados (INCA, 2021).

A Papilomatose Respiratéria Recorrente € uma condicdo rara em que lesdes
no trato respiratério podem obstruir a passagem de ar. E causada pelos tipos HPV-6
e HPV-11 e tem uma alta morbidade com a necessidade de diversas intervencdes
cirtrgicas, podendo ser fatal (STATES et al., 2017).

1.2 Caracteristicas do virus

O HPV pertence a familia Papillomaviridae e é um virus ndo envelopado com
aproximadamente 55 nandmetros (nm) de didametro. O capsideo icosaédrico circunda
o DNA composto por aproximadamente 8.000 pares de base. A Figura 1 apresenta
um esquema do mapa gendmico do HPV com regides iniciais responsaveis por
codificar as proteinas reguladoras E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e regifes tardias, L1 e L2,
que codificam as proteinas estruturais do capsideo e a regiao de origem da replicacédo
e transcricdo (URR) (MUNOZ et al., 2006; YAZDANI et al., 2020).
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Figura 1 - Mapa genético do HPV

L2

L1

Fonte: MUNOZ et al., 2006

A principal proteina do capsideo é a L1 com aproximadamente 55 kDa
(quilodalton), que forma toda a superficie exterior mediando a interacdo do virus com
a célula (Figura 2). Ela possui a capacidade de formar VLPs (Virus-like Particles)
espontaneamente sem a presenca de chaperonas, que sao proteinas que auxiliam no
enovelamento (AIRES et al., 2006; BAZAN et al., 2009; ; BUCK; DAY; TRUS, 2013).

Figura 2 - Imagem computadorizada do interior do capsideo viral com apenas a

proteina L1.

Fonte: BUCK et al., 2008.
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A L2, apesar de ser um componente menor do capsideo, desempenha funcdes
cruciais na estrutura do virion e no processo infeccioso (Figura 3). Sua sequéncia é
mais conservada que a de L1 e ela apresenta uma oportunidade como alvo de estudo
para o desenvolvimento de vacinas, com a possibilidade de uma cobertura vacinal
maior contra diversos tipos de HPV que vacinas baseadas somente em VLPs de L1
(CIANCIARULLO et al., 2010; CIANCIARULLO e SASAKI, 2019; SAKAUCHI et al.,
2021; WANG, 2013).

Figura 3 - Imagem computadorizada mostrando proteinas L2 em vermelho e L1 em

azul.

Fonte: BUCK et al., 2008.

A proteina E1 esta envolvida com a regulacdo e transcricdo dos virus. A
proteina E2 atua na replicacdo do DNA viral, apoptose e como inibidora da transcricéo
de E6/E7. A proteina E4 encontra-se dentro da regido maior de E2 e contribui para a
producédo de virions. A proteina E5, como a E6 e E7, é uma oncoproteina que pode
interferir no ciclo regular da célula (DE SANJOSE; BROTONS; PAVON, 2018;
DOORBAR et al., 2012; WANG; RODEN, 2013).

As oncoproteinas E6 e E7 desempenham uma funcédo central tanto na inducao
da carcinogénese, quanto no crescimento das células tumorais. Elas interferem com
a regulacao do ciclo celular e inibem o processo de apoptose. A E6 se liga e degrada
a p53 impedindo a ativacdo de fatores proapoptéticos, enquanto que a E7 inativa a
proteina retinoblastoma (pRb) que controla o crescimento celular excessivo
(DOORBAR et al., 2012).
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Quando a E7 inibe a pRb e, consequentemente, induz a uma proliferacédo
celular anormal, um processo de apoptose seria iniciado conduzindo a uma eliminacéo
das células atipicas. No entanto, a degradacao da p53 pela E6 associada a E6AP,
proteina celular associada a E6 (E6AP), impede a apoptose e, com isso, possibilita 0
crescimento das células tumorais. O esquema da agcado conjunta das proteinas é
demonstrado na Figura 4 (HOPPE-SEYLER et al., 2018).

Figura 4 - Acdo da E6 e E7 na transformagéao celular

%

Eliminacio

Q
Indugdo da —— O D

apoptose

E7 7
—_—
Inibe a pRb \EE‘
Desrequlacdo da _ o
proliferagéo Blogueio da .
celular apoptose com
degradacdo da
ph3

Crescimento
E desregulado de
@ células

Fonte: Adaptado de HOPPE-SEYLER et al., 2018

Para garantir que uma terapia seja eficiente, € necesséario que exista uma
correlacao especifica entre o antigeno escolhido e a resposta imune. Nesse sentido,
as oncoproteinas E6 e E7 do HPV sé&o alvos promissores (CIANCIARULLO e SASAKI,
2019). Além disso, o estudo dessas proteinas pode elucidar diversos processos de
transformacao celular (CLARK; TRIMBLE, 2020; HOPPE-SEYLER et al., 2018).

1.3 Vacinas profilaticas

A OMS (Organizacéao Mundial da Saude) indica uma abordagem multidisciplinar

para conter a disseminacao do virus na populacédo mundial. Uma educacéo sexual de



16

qualidade, mobilizacdo social, vacinacdo, exames preventivos, tratamento quando
possivel e cuidados paliativos para assegurar qualidade de vida (OPAS, 2020).

Atualmente existem trés vacinas profilaticas elaboradas a partir de VLPs da
proteina L1 purificada disponiveis (Tabela 1). A administragdo da vacina é indicada
preferencialmente antes da primeira relacéo sexual. Diversos estudos demonstraram
o potencial imunogénico, eficacia e seguranca dessas vacinas (DE OLIVEIRA;
FREGNANI; VILLA, 2019). Estima-se que 70% a 90% dos casos de cancer
relacionados ao HPV possam ser prevenidos com uma ampla cobertura vacinal (DE
MARTEL et al., 2017).

No Brasil, a vacina Gardasil é disponibilizada gratuitamente através do SUS
(Sistema Unico de Saude) para meninas de 9 a 14 anos e meninos de 11 a 14 anos.
Para pacientes imunossuprimidos a faixa etaria é maior, sendo até 45 anos para

mulheres e 26 anos para os homens (Ministério da Saude, 2021).

Tabela 1 - Vacinas disponiveis.

Vacina Fabricante Tipos de HPV
Cervarix GlaxoSmithKline 16 e 18
Gardasil Merck Sharp & Dohme 6,11,16e 18
Gardasil 9 Merck Sharp & Dohme 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52
e 58

Fonte: préprio autor, 2022.

O esquema vacinal adotado pela OMS, embora eficiente e necessario, € uma
solucéo a longo prazo focada principalmente na erradicacdo do cancer de colo do
Utero. Entretanto, hd uma tendéncia de aumento no nimero de casos das demais
patologias associadas ao HPV, o que torna o virus um problema de saude publica
mundial de dificil eliminagdo, incentivando que mais pesquisas referentes a
tratamentos e prevencgao sejam realizadas (CUBIE, 2013; CIANCIARULLO e SASAKI,
2019).
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2 OBJETIVOS

Realizar um levantamento da producéo de vacinas terapéuticas para o combate
de infecgbes por HPV atualmente em desenvolvimento, demonstrando as

possibilidades nesse campo e as perspectivas de avanco.

3 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada entre os meses de agosto e dezembro de 2021
seguindo a pergunta norteadora: “Quais vacinas terapéuticas estdo em
desenvolvimento atualmente em nivel mundial?”.

Inicialmente foi realizada uma busca na plataforma Clinical Trials, que abriga
informacGes de mais de 400 mil estudos. Para localizar os estudos pertinentes ao

trabalho foram utilizados os filtros de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 — Pesquisa avancada no Clinical Trials.

Filtro utilizado Opcéo/Termo selecionado

Condition or disease HPV

Study type Interventional  Studies  (Clinical
Trials)

Intervention/treatment Vaccine

Status Not yet recruiting
Recruiting

Enrolling by invitation
Active, not recruiting

Completed

Fonte: préprio autor, 2022.

Os critérios de elegibilidade foram: estudos ainda em andamento ou que
apresentaram resultados promissores com possibilidade de continuagédo e que
apresentavam solucdes terapéuticas novas. Foram eliminados os que utilizavam as
vacinas ja disponibilizadas ou que empregavam VLPs de L1 dos mesmos tipos de
HPV.
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Uma pesquisa também foi realizada no PubMed utilizando os termos: “vaccine’,
“‘therapeutic vaccine”, “HPV”, “development” e “human papillomavirus”. Os termos
foram utilizados de seis maneiras diferentes, resultando nas combinag¢des: “vaccine
AND HPV AND development”, “vaccine AND development AND human
papillomavirus”, “therapeutic vaccine AND HPV AND development”, “therapeutic
vaccine AND human papillomavirus AND development”, “therapeutic vaccine AND
HPV” e “therapeutic vaccine AND human papillomavirus”

Foram selecionados os artigos que descreviam vacinas encontradas nos
estudos clinicos resultantes da pesquisa no Clinical Trials, citavam o namero do
estudo clinico e foram publicados entre os anos de 2019 e 2021.

Os artigos foram primeiramente analisados pelo titulo e resumo. Caso
respondessem a pergunta norteadora, eram filtrados pelos critérios de selecéo e lidos
integralmente. Os resultados mais relevantes foram utilizados para embasar a
discusséo.

O gerenciador de referéncias Mendeley foi utilizado para armazenar os artigos

e evitar duplicatas.
4 RESULTADOS
A busca no Clinical Trials seguiu o fluxograma da Figura 5 e resultou em 26 estudos

contemplando 12 vacinas. Os estudos e vacinas selecionados estdo descritos na
Tabela 3.



Figura 5 - Fluxograma de pesquisa
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Fonte: préprio autor, 2022.
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Tabela 3 — Estudos clinicos selecionados.

NUumero do Vacina Associacdes Fase do Pais
estudo estudo

NCT0229105 | ADXS11-001 Medi4736 Fase 1/2 EUA

5

NCT0126646 | ADXS11-001 Fase 2 EUA

0

NCT0200218 | ADXS11-001 Fase 2 EUA

2

NCT0285360 | ADXS11-001 Fase 3 EUA,

4 Brasil,
Argentina,
Canada,
Chile,




Coréia do
Sul,
Maléasia,
México,
Polbnia,
Russia,
Sérvia,
Espanha,
Taiwan e

Ucrania

NCTO0360380
8

VGX-3100

Fase 2

EUA e
Porto Rico

NCT0130452
4

VGX 3100

Fase 2

EUA,
Austrélia,
Canada,
Estonia,
Gedrgia,
india,
Coréia do
Sul, Porto
Rico e
Africa do

Sul

NCT0318501
3

VGX-3100

Fase 3

EUA,
Argentina,
Bélgica,
Estonia,
Finlandia,
Alemanha,
Italia,
Lituania,
México,

Peru,

20



Filipinas,

Polbnia,
Portugal,
Porto Rico,
Eslovaquia
, Africa do
Sul,
Espanha,
Tailandia e
Reino
Unido
NCT0343908 | MEDI-0457  (INO | Durvalumab Fase 2 EUA
5 3112)
NCT0213926 | GX-188E Fase 2 Coréia do
7 Sul
NCT0344437 | GX-188E Keytruda Fase 1/2 Coréia do
6 Sul
NCTO0078816 | pNGVL4a- TA — HPV Fase 1 EUA
4 Sig/E7(detox)/HSP | imiquimod
70
NCT0012117 | pNGVL4a- Fase 1/2 EUA
3 Sig/E7(detox)/HSP
70
NCT0391107 | pNGVL4a TA-CIN Fase 2 EUA
6 Sig/E7(detox)/HSP
70
NCT0418021 | HB-201 nivolumab Fase 1/2 EUA
5 HB - 202
NCT0341848 | HPV16 RNA-LPX Fase 1/2 Reino
0 Unido
NCT0428786 | PDS0101 M7824 e NHS- | Fase 1/2 EUA
8 IL12

21



NCT0206597 | PDS0101 Fase 1 EUA

3

NCT0426012 | PDS0101 Pembrolizuma | Fase 2 EUA

6 b

NCT0212812 | ISA101/ISA101b Fase 1/2 Bélgica,

6 Alemanha
e Paises
Baixos

NCT0242689 | ISA 101 Nivolumab Fase 2 EUA

2

NCTO0464600 | ISA101b Cemiplimab Fase 2 EUA,

5 Bélgica,
Brasil,
Italia,
Coréia do
Sul, Paises
Baixos,
Russia e
Espanha

NCT0325800 | ISA101b Utomilumab Fase 2 EUA

8

NCT0439852 | ISA101b Cemiplimab Fase 2 EUA,

4 Bélgica,
Republica
Tcheca,
Franca,
Alemanha,
Israel,
Italia,
Espanha e
Reino

Unido

22
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NCT0286513 | DPX-E7 Fase 1/2 EUA
5
NCT0382127 | PepCan Fase 1/2 EUA
2
NCT0513280 | TA- CIN Fase 1 EUA
3
NCT0240522 | TA-CIN Fase 1 EUA
1

Fonte: préprio autor, 2022.

5 DISCUSSAO

5.1 Vacinas de bactéria atenuada

A utilizacdo de bactérias como vetores vacinais, embora tenha sua seguranca
e eficacia discutida, € uma alternativa barata e de facil producéo em larga escala, que
tem sido cada vez mais estudada por promover resposta imune inata e adaptativa
(WANG et al., 2020).

Axalimogene filolisbac (ADXS11-001) utiliza a bactéria Gram-positiva Listeria
monocytogenes recombinante como vetor. Ela foi modificada para secretar uma
proteina com fragmentos de listeriolisina O (uma toxina produzida naturalmente pela
bactéria, responsavel por sua viruléncia) e um peptideo E7 de HPV 16 (HUH et al.,
2020). Além de estimular uma resposta inflamatdéria local, o vetor também é capaz de
expressar antigenos tanto via MHC Classe | quanto MHC Classe Il. Uma vantagem é
que uma pré-exposicao a bactéria ndo compromete de forma significativa a resposta
imune do organismo (CLARK; TRIMBLE, 2020).

Diversos estudos utilizando esse farmaco estdo em andamento. Em Fase 1/2
para pacientes com cancer cervical ou de cabeca e pescoco, a vacina esta sendo
estudada em associagdo com MEDI4736, um anticorpo monoclonal (NCT02291055).
Em Fase 2 como tratamento prévio em pacientes com cancer orofaringeo que irdo
realizar cirurgia para retirada do tumor (NCT02002182). Também em Fase 2 para
casos de cancer cervical que ndo apresentam remissao apos tratamento convencional
ou relataram reincidéncias (NCT01266460) e em Fase 3 para mulheres com cancer

cervical avancado e de alto risco como terapia complementar a
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radioterapia/quimioterapia objetivando analisar a sobrevida (NCT02853604)
(SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

5.2 Vacinas de DNA

As vacinas de DNA podem induzir uma resposta imune semelhante as vacinas
de virus atenuados, levando a uma resposta celular e humoral. Com isso, tornam-se
importantes para o controle de infecgdes estabelecidas e de regressao tumoral, sendo
uma alternativa viavel como vacinas terapéuticas (CORDEIRO et al., 2018;
CIANCIARULLO e SASAKI, 2019).

A VGX-3100 é composta por plasmideos que expressam as oncoproteinas E6
e E7 dos sorotipos HPV16 e HPV18. Foi desenvolvida como alternativa a
procedimentos invasivos, como cirurgia e cauterizacdo (BHUYAN et al., 2021). Ela
utiliza um sistema de eletroporacdo, que consiste na aplicacdo de pulsos elétricos
para aumentar a permeabilidade da membrana celular a fim de facilitar a entrada do
DNA plasmideal na célula (BRODERICK; HUMEAU, 2015). Um estudo prospectivo,
randomizado, duplo-cego controlado por placebo de Fase 3 esta sendo conduzido
para determinar eficacia, seguranca e tolerabilidade da vacina em mulheres adultas
com neoplasia intra-epitelial cervical de grau 2 e 3 (NIC2 e NIC3) causada por HPV
16 e/lou 18 (NCTO03185013). Os resultados da Fase 2 (NCT03603808 e
NCT01304524) demonstraram imunogenicidade suficiente para efeito terapéutico,
com resposta imune local robusta (CLARK; TRIMBLE, 2020).

MEDI-0457 (INO 3112) € uma vacina desenvolvida a partir da combinacao de
VGX-31000 com INO-9012, um adjuvante molecular e aplicada por eletroporacao.
Esse adjuvante € um plasmideo promotor de expressédo dos genes p35 e p40 que
codificam a Interleucina-12 (IL-12), uma citocina que induz a maturacéo e funcao de
células T (AGGARWAL et al., 2020). Um estudo em fase 1/2 (NCT03439085) foi
conduzido para analisar a seguranca, tolerancia e imunogenicidade da vacina em
combinacgédo com o anticorpo monoclonal Durvalumab. O grupo alvo foi constituido por
pacientes com céancer de cabeca e pescoc¢o recorrente ou metastatico (SMALLEY
RUMFIELD et al., 2020).

A vacina de DNA GX-188E foi desenvolvida para expressar as proteinas E6 e
E7 do HPV16 e HPV18. Adicionalmente, o dominio FIt3L, uma citocina, e um ativador

do plasminogénio tecidual foram incluidos com o objetivo de aumentar a apresentacéo
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de antigeno e facilitar a entrada da proteina (KIM et al., 2014). Um estudo de Fase 2
com a vacina (NCT02139267) buscou encontrar a dosagem adequada para ser
aplicada em Fase 3, além de avaliar efichcia e seguranca. Observou-se ser uma
vacina eficiente em pacientes com cancer cervical (CHOI et al., 2020). Outro estudo
esta sendo realizado com a vacina em associacao com Keytruda (Pembrolizumab, um
anticorpo monoclonal) (NCT03444376). A Fase 1/2 esta avaliando a seguranca e
eficacia em pacientes com cancer cervical avancado e sem opcao de cirurgia (YOUN
et al., 2020).

A pNGVL4a-Sig/E7(detox)/HSP70 (pBI-1) consiste em um vetor pNGVL4a e
um peptideo sinal (Sig) que facilita a liberacdo da proteina E7/HSP70. A E7(detox) é
uma E7 modificada para impedir a ligagdo com pRb e eliminar a capacidade de
transformacao celular. HSP70 € uma proteina de Mycobacterium tuberculosis que
aumenta a inducéo celular da resposta imune (TRIMBLE et al., 2003). Estudo de Fase
I (NCT00121173) demonstrou a seguranca e tolerancia da vacina com um potencial
terapéutico, entretanto os resultados para atestar imunogenicidade foram abaixo do
esperado (TRIMBLE et al., 2009). Em associacdo com TA-HPV, uma vacina de virus
recombinante de Vaccinia com proteina E6 e E7 de HPV16/18, houve um aumento de
células total e TCD8 E7 especificas (SUN et al., 2016). Um estudo de Fase 1 esta em
andamento com o objetivo de analisar os efeitos colaterais e dosagem para pacientes
com cancer cervical, da combinacdo das vacinas pNGVL4a-Sig/E7 e TA-HPV, além
do quimioterapico Imiquimod (NCT00788164). Um estudo em Fase 2 esta avaliando
a seguranca e eficacia da vacina em conjunto com a TA-CIN em pacientes com cancer
cervical (SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

5.3 Vacinas de RNA

Diversos estudos tém demonstrado cada vez mais a viabilidade de vacinas
baseadas em RNA. Vetores de RNA virais podem gerar expressdo de antigenos
recombinantes e resposta imune, possibilitando seu uso contra agentes infecciosos e
células tumorais. Como o RNA mensageiro ndo entra no nucleo da célula e é
rapidamente degradado (3 a 5 dias), acredita-se que exista uma seguranca minima.
Suas vantagens também incluem uma construcdo rapida e processo de manufatura
geneérico que nao requer células ou substratos de origem animal obrigatoriamente. Um

ponto a ser ressaltado é que um conhecimento refinado de quais antigenos utilizar e
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guais respostas imunes eles ativam € crucial para a eficiéncia desse tipo de vacina
(LIU, 2019; WANG et al., 2020).

Um estudo de Fase 1/2 (NCT04180215) esta testando a vacina HB-201/202
sem e com Nivolumab, um anticorpo anti-PD1, em pacientes HPV16+, independente
da regido do tumor, com preferéncia para aqueles que ja passaram por algum tipo de
tratamento. A HB-201 é baseada em um vetor de Arenavirus. Testes pré-clinicos
foram promissores com aumento de linfécitos T citotoxicos especificos para HPV e
diminuicdo de tumores (SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

HPV16 RNA-LPX consiste em encapsular o RNA mensageiro em lipossomos
selecionados (RNA-LPX) que sao diretamente direcionados para as células
dendriticas. Estudos mostraram que essa tecnologia é capaz de aumentar a resposta
e induzir memadria em células (GRUNWITZ et al., 2019; KRANZ et al., 2016). Um
estudo de Fase 1/2 (NCT03418480) estd sendo conduzido para analisar a vacina
especifica para HPV em pacientes HPV16+ com canceres de cabeca e pescoco,
cervical e peniano em estagio avancado (SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

5.4 Vacinas de peptideos/proteinas

Vacinas que utilizam peptideos como base sdo vantajosas por terem baixo
custo, serem de facil producéo e normalmente seguras e toleraveis para a maior parte
da populacdo. Para essas vacinas deve-se atentar a construcdo dos peptideos de
modo a determinar a melhor morfologia, para que seja induzida uma resposta imune
eficiente (SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

PDS0101 é uma vacina que consiste em peptideos E6 e E7 do HPV16 e R-
DOTAP, um lipidio catiénico que estimula resposta imune de CD4 e CD8. Estudos de
Fase 1 (NCT02065973) demonstraram sua seguranca. Atualmente, dois estudos
estdo sendo realizados em conjunto com outras terapias, objetivando aumentar a
eficacia do tratamento e avaliar sua seguranca. Um estudo em Fase 2 para casos de
cancer de cabeca e pescoco e orofaringeo em associacdo com Pembrolizumab
(NCT04260126) e um Fase 1/2 em associagdo com NHS-IL12 e M7824, dois
medicamentos imunoterapéuticos, para pacientes com céancer cervical, anal,
orofaringeo, vulvar ou peniano (SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

A vacina ISA101/1ISA101b € composta por peptideos sintéticos, sendo 9 de E6

e 4 de E7, completando a sequéncia das oncoproteinas. Esses longos peptideos séo
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capazes de apresentar antigenos para as células dendriticas e assim induzir
respostas de CD4 e CD8 (MASSARELLI etal., 2019). Atualmente, cinco estudos estao
em Fase 2. O estudo NCT02128126 analisou a vacina em conjunto com terapias
convencionais em mulheres com cancer cervical avangado ou recorrente. A vacina
também foi estudada em combinacdo com Nivolumab em pacientes com tumores
sélidos HPV16+ (NCT02426892). Em associacdo com Cemiplimab, um anticorpo
monoclonal, busca-se estimar o beneficio clinico do tratamento em pacientes com
cancer cervical (NCT04646005) e cancer orofaringeo (NCT04398524). Em pacientes
com cancer orofaringeo nao-trataveis, uma associacdo da vacina com Utomilumab,
um anticorpo monoclonal, estd sendo analisada para avaliagcdo de eficacia na
diminuicdo do tamanho ou desaceleracéo do crescimento do tumor (NCT03258008)
(SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

A DPX-E7 é uma vacina de peptideos curtos que utiliza um peptideo de fusao
(PF). O PF é feito a partir da fusdo de um peptideo de HPV16 E7 contendo epitopo
de Linfocito T Citotdéxico com um epitopo de Linfocito TCD4 auxiliar. O PF € entdo
utilizado junto a um adjuvante (KARKADA et al., 2013). A vacina esta sendo testada
como um possivel tratamento para cancer de cabeca e pescoco, cervical e anal em
um estudo de Fase 1/2 (NCT02865135) (SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

A PepCan utiliza quatro peptideos sintéticos de HPV16 E6 juntamente com um
adjuvante Candin®, um reagente com antigeno de Candida albicans. Um estudo em
Fase 1/2 esta determinando a seguranca e eficacia em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco (NCT03821272) (SMALLEY RUMFIELD et al., 2020).

Vacinas que utilizam como base proteinas do HPV sdo geralmente seguras e
toleraveis com resposta imune ampla. TA-CIN utiliza uma proteina hibrida L2, E6 e E7
de HPV16. Estudos em camundongos e pessoas sadias demonstraram seguranca e
imunogenicidade (DE JONG et al., 2002). Esta em Fase 1 para determinar a dose que
€ segura e eficaz em pacientes com cancer cervical (NCT02405221) e outro estudo
de Fase 1 comecard em breve para avaliar seguranca e tolerancia da vacina em
associacdo com anticorpos monoclonais anti-PD-1 em pacientes com cancer HPV16+
recorrente (NCT05132803) (OLCZAK; RODEN, 2020).
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6 CONCLUSOES

As vacinas profilaticas em circulacéo hoje em dia tém sua seguranca e eficacia
amplamente comprovadas e tém desenvolvido um papel fundamental na diminuicéo
de casos mundialmente. Porém apresentam um alcance limitado e ndo séo capazes
de gerar uma resposta imune quando a doenca ja esta instalada, restringindo o
namero de pessoas beneficiadas por esses farmacos. As vacinas terapéuticas podem
ser uma alternativa viavel para preencher essa lacuna nos tratamentos disponiveis
atualmente.

Estudos tém demonstrado resultados promissores a respeito de diversas
vacinas terapéuticas. Grande parte das vacinas esta associada a outros farmacos e
esta sendo aplicada em pacientes com poucas ou henhuma opcao de tratamento.
Vacinas multiplataformas e tratamentos combinados parecem ser as op¢des mais
viaveis no momento e um possivel direcionamento para estudos futuros. Além disso,
necessita-se de uma base de conhecimento mais extensa a respeito das respostas
do sistema imune e dos antigenos a serem selecionados, para que o tratamento seja
mais certeiro e personalizado a cada tipo de doenca e paciente.

Ajustes ainda precisam ser feitos, mas nédo ha duvidas de que ha um caminho
a ser explorado e com pesquisas e avan¢cos na area, pode-se ampliar as

possibilidades de tratamentos mais eficazes com menos efeitos colaterais.
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APENDICE A — TREINAMENTO TECNICO

Além do trabalho de pesquisa bibliografica, foi realizado um treinamento técnico
no Laboratorio de Biotecnologia Viral do Instituto Butantan durante os meses de julho
a dezembro de 2021. O treinamento consistiu no aprendizado de técnicas que
visavam avaliar a expressao das proteinas L2 e E6 de HPV16 em células HEK 293T
modificadas, através da transfeccéo celular com vetor plasmideal construido com
sequéncias génicas selecionadas de ambas as proteinas fusionadas
(CIANCIARULLO e SASAKI, 2019).

Transformacgao bacteriana

O vetor de DNA plasmideal com a sequéncia escolhida foi construido com sitios
de restricdo HINDIII e Nhel flanqueando a sequéncia de L2E6. O plasmideo também
continha gene de resisténcia a Ampicilina.

Para a transformacgao bacteriana foram utilizadas cepas de E. coli DH5-alfa
quimiocompetentes. Trés placas de Petri foram montadas com meio LB + agar +
Ampicilina (100ug/ml). A Ampicilina é adicionada ao meio para impedir o crescimento
de bactérias que ndo incorporaram o vetor, favorecendo o crescimento das bactérias
transformadas. A placa 1 utilizou 1ul do vetor para 50ul de bactéria, a placa 2 utilizou
2ul do vetor para 50l de bactéria e a placa 3 foi o controle negativo com apenas 30ul
de bactéria, sem o vetor.

O procedimento foi feito através de heat shock para facilitar a entrada do
plasmideo na bactéria. A bactéria com o DNA adicionado foi colocada por 30 minutos
no gelo, depois 1 minuto em banho-maria a 42°C e 2 minutos no gelo novamente. Ela
foi entdo estriada nas placas e incubada em estufa a 37°C overnight. Ambas as
concentracbes do vetor utilizadas possibilitaram o crescimento das bactérias

transformadas como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6 - Crescimento bacteriano apos transformacao

Fonte: préprio autor, 2021. a) placa 1; b) placa 2; c) placa 3

Extracdo de DNA plasmideal

Dois clones foram selecionados aleatoriamente e denominados C1 e C2. Para
cada um foi realizado um in6éculo em 100ml de LB + 100ul de Ampicilina em um
Erlenmeyer de 500ml. Os dois Erlenmeyers foram colocados sob agitacdo a 250rpm
e temperatura de 37°C overnight. No dia seguinte, 5ml de cada foram separados e
armazenados em geladeira para serem utilizados na Maxiprep e o restante foi utilizado
para a Midiprep. Foi realizado o protocolo do kit Plasmid DNA Midiprep (ThermoFisher)
para os dois clones. A quantificacéo foi realizada por aparelho de Qubit utilizando o
kit Qubit™ dsDNA BR Assay (ThermoFisher) e o clone com maior rendimento foi
selecionado para a realizagdo da Maxiprep.

O in6culo para a Maxiprep foi preparado vertendo os 5ml separados do C2 em
um Erlenmeyer contendo 300ml de LB + 300ul de Ampicilina. A solucéo foi colocada
sob agitacéo a 250 rpm e 37°C overnight. No dia seguinte, foi realizado o protocolo de
Maxiprep do kit Plasmid Maxi (QIAGEN). A quantificacao foi realizada por aparelho de
Qubit utilizando o kit Qubit™ dsDNA BR Assay (ThermoFisher). O resultado da
Maxiprep foi satisfatério com um rendimento acima do esperado de DNA.

Confirmacao do DNA
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Para a confirmacdo do DNA, apos a Midiprep (Figura 7) e Maxiprep foram
realizados PCR e dupla digestdo. A PCR foi realizada utilizando as amostras e um
controle negativo da reacéo (apenas a amostra nao era adicionada).

A dupla digestao utilizou as enzimas HINDIII e Nhel e o buffer Tango. Foram
utilizados 10ul de DNA, 1pl de cada enzima, 1,5ul de buffer Tango e 1,5ul de agua
Milig. A mistura ficou em banho maria por 4 horas.

Um gel de agarose a 0,8% foi utilizado para aplicacdo das amostras de PCR e
dupla digestéo. O gel foi colocado em cuba preenchida com TAE 1x a 75v por 4 horas.

As bandas no gel indicaram que o DNA era do plasmideo de interesse.

Figura 7 - Fotodocumentacao do gel de agarose submetido a eletroforese para

confirmacédo de DNA plasmideal

M DD1 Cl1 DD2 (2

L2E6

Fonte: préprio autor, 2021. Fotodocumentacdo (Uvitec Cambridge) realizada apo6s dupla digestdo do
DNA obtido da Midiprep. Onde (M) representa o marcador Lambda DNA/Hindlll, (DD1) o resultado da
dupla digestao do clone 1, (C1) o DNA do clone 1 integro, (DD2) o resultado da dupla digestéo do clone

2 e (C2) o DNA do clone 2 integro. As bandas destacadas representam o fragmento de interesse L2E6.

Linhagem celular
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Células HEK 293T do banco disponivel no laboratorio foram descongeladas em
garrafas T25 contendo 4ml de meio DMEM + 10% Soro Fetal Bovino e incubadas em
estufa a 37°C e 5% de CO2. Como as células néo tiveram uma boa aderéncia no dia
seguinte, elas foram centrifugadas a 2.500rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido com 1ml de meio e entdo adicionado a uma
garrafa T25 nova com 4ml de meio.

As células foram repicadas a cada dois dias, quando a confluéncia atingia 90%.
Apds um repigue, as células foram passadas para garrafa T75 (Figura 8). A contagem
foi realizada a cada repique. O meio foi retirado e descartado. Duas lavagens com
PBS a 1x foram feitas e Tripsina 1x foi adicionada para desprender as células da
parede da garrafa. Apds 4 minutos foi adicionado meio para neutralizar o efeito da
Tripsina. A contagem foi entdo realizada com 30ul de células + 260ul de PBS 1x +
10ul de Trypan Blue, em camara de Neubauer. O in6culo foi realizado de acordo com

0 objetivo.

Figura 8 - Células HEK 293T cultivadas no laboratério

Fonte: proprio autor, 2021. Células HEK 293T cultivadas em laboratdrio fotografadas em microscépio
(Olympus CK2) com aumento de 100x.

Transfeccéo celular
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O DNA extraido da Maxiprep foi esterilizado com cloroférmio em proporcéo 1:1.
O ensaio de transfeccao foi realizado seguindo o protocolo da Lipofectamine 2000
(ThermoFisher) com o DNA esterilizado e as células HEK 293T cultivadas. As células
foram contadas e coletadas nos periodos de 24h e 48h. As amostras foram
armazenadas a -80°C.

As células foram lisadas utilizando tampédo T4. Dot blot e gel SDS foram
realizados, porém os resultados ndo foram conclusivos para gerar uma discussao.
N&o houve tempo habil para a repeticdo desses Ultimos experimentos, entretanto os
resultados que foram obtidos anteriormente ressaltam a importancia da continuidade
do trabalho. Para tanto, sdo necessarios novos experimentos para o aprofundamento
das pesquisas sobre o desenvolvimento de um protétipo vacinal de agéo profilatica e

terapéutica, para combater eficazmente os canceres associados ao HPV.



