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Resumo

A associacdo entre a infecdo pelo virus do papiloma humano (HPV) e o cancro
do colo do atero é atualmente evidente. Sendo o cancro do colo do Utero a segunda
causa de morte por cancro na mulher, a sua morbilidade e mortalidade conduziram ao
desenvolvimento de métodos de prevencdo primaria e secundaria. A prevencgdo
secundaria é realizada sob a forma de um rastreio organizado, através do exame
citolégico, designado exame Papanicolau. Mais recentemente foi introduzida a
prevencdo primaria através das vacinas contra 0 HPV (Gardasil® e Cervarix®). Prevé-
se que num futuro, a médio prazo, a diminuicdo da prevaléncia da infecdo persistente
pelo HPV obrigue a uma revisdo das guidelines da prevencdo do cancro do colo do

utero, nomeadamente no que diz respeito ao programa de rastreio.

O sucesso destas vacinas nos multiplos ensaios clinicos realizados levou a sua
inclusdo nos programas nacionais de vacinacdo de varios paises. No entanto o seu
elevado preco impede a aplica¢do da vacinagdo nos paises subdesenvolvidos, onde se
encontram 80% das vitimas de cancro do colo do Utero e, portanto, onde o impacto da
infecdo pelo HPV é maior. Por outro lado, foi também comprovado que estas vacinas
ndo tém efeito sob a infecdo ja estabelecida, ou lesdes a ela associadas. Por estes
motivos, estdo em desenvolvimento multiplas vacinas de segunda geracéo, entre elas,

novas vacinas preventivas e vacinas com efeito terapéutico.

Assim, as vacinas profilaticas contra o cancro do colo do Utero sdo eficazes,
seguras e imunogeénicas, porém, o seu verdadeiro impacto s6 sera contemplado a
médio/longo prazo. Até la é necessario manter a investigacdo cientifica, no sentido de
adequar os programas de rastreio a nova realidade pds-vacinal, avaliar a eficacia das

vacinas quadrivalente e bivalente a médio/longo prazo (de forma a analisar a



necessidade de aplicacéo de reforcos vacinais) e promover o desenvolvimento de novas

vacinas, quer com efeito profilatico, quer com efeito terapéutico.

O objetivo final € englobar a populacdo mundial num esfor¢o conjunto para a
diminuicdo da prevaléncia do cancro do colo do utero, através da adequagdo de

programas combinados de vacinacdo, rastreio e tratamento precoce.

Palavras-chave: Human Papillomavirus (HPV), prophylactic vaccines, therapeutic

vaccines, Cervical cancer prevention, vaccination in developing countries



1. Introducéo

O virus do papiloma Humano (HPV), pertencente a familia Papillomaviridae
(antiga Papovaviridae), de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus.
E um virus pequeno (55 nm), contendo acido desoxirribonucleico (ADN) de dupla

cadeia e circular envolvido por uma capside (Brotherton e Gertig, 2011).

A principal via de infecdo é a transmissdo sexual, sendo este um virus
extremamente contagioso (Garland e Smith, 2010). Alguns autores identificam
inclusivamente a infecdo por HPV como a doenca sexualmente transmissivel (DST)
mais comum (Palmer et al., 2009). As adolescentes tornam-se susceptiveis a esta
infecdo apos o inicio da atividade sexual, mesmo que ndo pratiqguem penetracao (Lu et
al.,2011). Desta infecdo podem resultar lesGes benignas como os papilomas ou 0s
condilomas, ou lesdes malignas, como alguns carcinomas invasivos (Bonnez, 2007). O
virus infeta as células epiteliais basais da mucosa ano-genital, sendo portanto necessaria
uma solucdo de continuidade do epitélio estratificado, o que podera ocorrer aquando da
relacdo sexual, ou diretamente através do epitélio colunar do endocolo (Moscicki,
2008). ApoOs a entrada do virus nas células, este utiliza a maquinaria celular de
replicacdo do ADN para a sua propria replicacdo. Ora, as regides codificadoras do ADN
viral sdo divididas em: regido precoce e regido tardia. A regido precoce (E de early)
codifica proteinas como a E6 e a E7. A regido tardia (L de late) codifica proteinas da
capside viral como a L1 (proteina major da capside) e a L2 (proteina minor da capside).
O ADN viral pode ser integrado no ADN celular e, consequentemente, apenas as
proteinas E6 e E7 sdo expressas constitutivamente. Estas proteinas desempenham um
papel fundamental na inducéo e manutengéo das CIN (do inglés cervical intraepithelial

neoplasia) alto grau e na sua malignizagdo (Lowy et al., 2008). A proteina E6 liga-se a



p53 levando a sua destruicdo, enquanto a proteina E7 se liga a pRb provocando a sua
inativacdo. Tendo em conta que quer a p53, quer a pRb sdo importantes reguladores do
ciclo celular, facilmente se compreende que a infecdo por HPV possa promover a sua
desregulacdo, levando a imortalizacdo celular que estd na origem da malignizacdo dos
tecidos infetados (Moscicki, 2008). Os genes E6 e E7 funcionam, deste modo, como

oncogenes.

A infecdo ndo resulta em virémia pois € restrita as células epiteliais, dai que a
apresentacdo dos antigénios virais ao sistema imunitario do hospedeiro seja limitada
(Brotherton e Gertig, 2011). A intensidade da resposta humoral depende da carga viral e
da persisténcia do virus. A infe¢do natural do trato genital pelo HPV da origem a
producdo de anticorpos séricos, de uma forma lenta e modesta, mas mensuravel na
maioria dos individuos. Cerca de 50% das mulheres infetadas pelo HPV sofrem
seroconversdo para a proteina L1 dos HPV 6, 16 e 18 em aproximadamente 18 meses,
porém mais de 40% das mulheres infetadas ndo sofrem seroconversdo o que significa
que a pesquisa de anticorpos anti-L1 ndo € um teste de diagndstico eficaz (Mariani e
Venuti, 2010). Os anticorpos neutralizantes do HPV sé&o essencialmente anticorpos anti-
L1, sendo os anticorpos anti-L2 menos eficazes. Relativamente a resposta celular, as
células dentriticas ou células de Langerhans do epitélio cervical, desempenham um
papel decisivo no reconhecimento de células infetadas pelo HPV. As células dendriticas
estimulam linfécitos T auxiliares tipo 1 (LTh1), que por sua vez ativam linfocitos T
citotdxicos (LTc). Estes eliminam as células infetadas, contribuindo para a resolugdo da
infecdo (Dillner et al., 2010). De notar que a resposta imunitaria é independente e
especifica para cada tipo de HPV, o que ja foi demonstrado em mulheres infetadas por

mais do que um tipo de HPV (Lowy et al., 2008).



A infecdo do colo uterino pelo HPV pode provocar uma série de respostas
patoldgicas (dependendo do tipo de HPV e de fatores relacionados com o hospedeiro),
que podem ir desde a auséncia de lesdo, o estado de portador sem alteracGes citoldgicas
ou uma variedade de alteracdes celulares. Na maioria das mulheres, estas infecBes sdo
assintomaticas e transitorias, ocorrendo resolucao da infecdo ao fim de 12 a 24 meses.
No entanto, numa pequena percentagem de mulheres, a infecdo ird persistir. Assim
sendo, a infecdo persistente por HPV oncogénicos aumenta consideravelmente a
probabilidade de alteracdes citoldgicas que podem resultar em cancro do colo uterino
(Brotherton e Gertig, 2011). A definicdo mais comum de persisténcia da infecdo por
HPV consiste na detecdo do mesmo genotipo de HPV em pelo menos duas ocasides,
com pelo menos seis meses de intervalo. A infecdo persistente por HPV constitui um
pré-requisito necessario para o desenvolvimento neoplasico, no entanto outros cofatores
foram identificados, os quais, em conjunto com a infecdo por HPV oncogénicos,
aumentam o risco de desenvolvimento de cancro. Estes cofatores incluem o tabagismo,
idade jovem na primeira relacdo sexual, elevada paridade, uso de contraceptivos orais
por longos periodos de tempo, assim como outras DST ou imunossupressao (adquirida

ou congénita) (Garland et al.,2011 e Lowy et al., 2008).

O virus HPV é encontrado nas neoplasias intraepiteliais, designacdo utilizada
para descrever as alteracBes histoldgicas decorrentes da infecdo por HPV. Estas
constituem lesBes precursoras do carcinoma do colo do Utero, da vulva, da vagina, do
anus e do pénis conhecidas por CIN, VIN, VAIN, AIN e PIN, respetivamente. As
neoplasias intraepiteliais sdo classificadas em graus histologicos de 1 a 3, estando o
grau 3 associado a maior severidade e maior probabilidade de progressdo para cancro

invasivo (Bonnez, 2007). As lesdes CIN3 sdo geralmente detetadas 5 a 15 anos apos a



infecdo pelo HPV. A progressdao de CIN3 para cancro invasivo geralmente tem a
duracdo de varios anos, ou mesmo décadas, sendo geralmente mais lenta que a
progressao desde a infecdo até CIN3 (Lowy et al.,2008). O cancro do colo do Utero pode
surgir sob a forma de carcinoma de células espinhosas se tiver origem no epitélio
estratificado da zona de transformacdo, ou sob a forma de adenocarcinoma se tiver

origem no epitélio colunar endocervical (Brotherton e Gertig, 2011).

Em 1988 foi adotado o sistema de Bethesda para a classificacdo da citologia
cervical. Neste consideram-se as seguintes categorias: Lesdo Escamosa de Baixo Grau
(LEBG ou LSIL de low-grade squamous intraepithelial lesion), correspondendo a
displasia ligeira, e Lesdo Escamosa de Alto Grau (LEAG ou HSIL de high squamous
intraepithelial lesion), correspondendo & displasia moderada, severa ou carcinoma in
situ (Brotherton e Gertig, 2011). Considera-se ainda o tipo histologico “células
escamosas atipicas de significado indeterminado” (CEASI ou ASCUS de atypical

squamous cells of undetermined significance).

Mais de 40 tipos de HPV sdo capazes de infetar a mucosa do trato ano-genital e
dos tratos respiratdrio e digestivo superiores. Estes podem ser divididos em dois grupos:
alto risco (ou oncogénicos) e baixo risco. Relativamente aos HPV oncogénicos, em
1995 os genotipos 16 e 18 do HPV foram pela primeira vez categorizados como
carcinogénios humanos pela International Agency for Research on Cancer (IARC). Em
2009 a IARC adicionou a lista de carcinogénios humanos os genotipos 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58 e 59 do HPV (Brotherton e Gertig, 2011). Foram adicionados a este
grupo os HPV 66, 68 e 73 (Kanda e Kondo, 2009). No grupo de baixo risco estdo
compreendidos os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81, assim designados pelo

respetivo baixo risco oncogénico (Bonnez, 2007). De notar que os HPV 6 e 11 ja foram
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associados a casos de cancro, embora raramente (Mufioz e tal., 2010). A prevaléncia da
infecdo do colo do utero por HPV a nivel mundial é de aproximadamente 10%,
enquanto na Africa Sub-Sahariana atinge os 24% (Smith e Travis, 2011). A prevaléncia
varia também com a idade, variando entre 19% e 82% em mulheres com 30 anos ou
menos, descendo abaixo dos 10% em mulheres com mais de 30 anos, ocorrendo um

novo pico na quarta e quinta décadas de vida (Shepherd e Bryson, 2008).

O cancro do colo do Utero é a segunda causa principal de morte por cancro a
nivel mundial na populacdo feminina, com cerca de 493 000 novos casos e 274 000
mortes por ano (Waheed et al., 2011). Afeta principalmente mulheres entre os 30 e os
45 anos, conduzindo assim a uma grande perda de anos potenciais de vida (Rambout et
al., 2007). Constitui, portanto, uma importante causa de morbilidade e mortalidade, dai
que, atitudes preventivas sejam fundamentais. Uma atitude preventiva fundamental foi a
introducdo de programas de rastreio, recorrendo a citologia cervical. O rastreio
organizado tem contribuido significativamente para uma diminuicdo da morbilidade e
da mortalidade do cancro do colo do Gtero. No entanto, 80% das pacientes encontram-se
em paises em desenvolvimento, onde o rastreio é demasiado dispendioso para ser

implementado (Kanda e Kondo, 2009).

Em 2008 o Professor Zur Hausen recebeu o prémio Nobel da medicina por
provar a associa¢do do HPV com o cancro do colo do utero (Palmer et al., 2009). A
infecdo pelo HPV esta associada ao cancro da vagina, da vulva, do anus e da orofaringe,
sendo o mais frequente o cancro do colo do Gtero (Trimble e Frazer.,2009). E ja
reconhecido que virtualmente todos o0s casos de cancro do colo uterino sdo atribuiveis a
infecéo por HPV (Rambout et al., 2007). Desta forma, a identificacdo firme do papel

causal do HPV no cancro do colo do Utero constitui a base para o desenvolvimento de



vacinas com um papel profilatico. Duas vacinas profilaticas foram introduzidas no
mercado. Para a sua producéo foi utilizada tecnologia de ADN recombinante, através da
qual é produzida a proteina L1. As proteinas L1 sdo capazes de se organizar em
pequenas particulas designadas Particulas Virus-Like (PVL) (Villa et al., 2011). Estas
sdo capazes de mimetizar uma infecdo natural por HPV, porém ndo contém ADN viral
no seu interior, o que significa que nédo séo infeciosas (Garland e Smith, 2010). Cerca de
90% dos condilomas sdo provocados pelos HPV 6 e 11 (Vandepapeliere et al.,2005).
Por outro lado o HPV 16 é responsavel por aproximadamente 50% de todos os
carcinomas do colo uterino, enquanto o HPV 18 é responsavel por cerca de 20% (Jagu
et al., 2010). Os HPV 16 e 18 estdo associados a aproximadamente 50% das CIN2 e 3
(Romanowski et al.,2009). Estes conceitos sdo essenciais para a compreensdo da
constituicdo antigénica destas vacinas. Assim, existem duas vacinas profilaticas: uma
vacina bivalente (Cervarix®, Glaxo SmithKline), constituida por PVL dos HPV 16 e
18, e uma vacina quadrivalente (Gardasil®, Merck Sharp e Dhome), constituida por
PVL dos HPV 16 e 18, mas também por PVL dos HPV 6 e 11, para a prevencao dos
papilomas e condilomas (Ma et al., 2010). Na vacina bivalente foi utilizado o adjuvante
AS04, que contém o Lipido A3-O-desacilo-4’-monofosforilo (MPL), adsorvido em
hidroxido de aluminio hidratado. Na vacina tetravalente foi utilizado sulfato de
hidroxifosfato de aluminio como adjuvante (Lowy et al., 2008). Estas vacinas tém a
capacidade de induzir a producéo de titulos elevados de anticorpos neutralizantes HPV-
especificos que impedem a entrada do virus nas células (Lin et al., 2010). Estas vacinas
sdo injetadas por via intra-muscular (IM) em trés doses individuais, ao longo de seis

meses (Villa et al., 2011).
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A disseminacdo mundial das vacinas contra o HPV tem sido relativamente
rapida, sendo até agora a vacina que mais rapidamente foi introduzida nos programas
nacionais de imunizacdo de paises desenvolvidos, apos a sua aprovacdo. No fim de
2007, sete paises da Unido Europeia (UE) tinham integrado a vacinacdo contra o0 HPV
no seu programa nacional de imunizacdo (Austria, Bélgica, Franca, Alemanha, Italia,
Espanha e Reino Unido). No fim de 2009, mais onze paises da UE tinham iniciado esta
vacinacdo (Portugal, Dinamarca, Grécia, Irlanda, Letonia, Luxemburgo, Holanda,
Roménia, Eslovénia e Suica). As vacinas contra 0 HPV foram também incluidas em
programas de vacinacdo fora da Europa, nomeadamente na Australia, nos Estados
Unidos da América (EUA) e no Canada (Franceschi et al., 2011). Existe, no entanto,
uma clara correlacdo entre o nivel socioeconémico do pais e a implementacdo de
programas organizados de vacinacdo contra o HPV, visto esta ser uma vacina ainda
muito dispendiosa. Ora, como ja foi referido, é nos paises em desenvolvimento que se
verificam as maiores taxas de mortalidade por cancro do colo do Utero, e é também
nestes paises que a introducdo de programas de vacinacdo organizados contra o HPV é
mais complexa. Isto significa que a vacinacdo contra o HPV ndo estd a chegar a

populacédo que mais dela beneficiaria (Franceschi et al., 2011).

Dados acerca da cobertura da vacina contra o HPV (para as 3 doses) estdo
disponiveis para nove paises (Figura 1). Destes, s6 trés paises conseguem uma cobertura
para 3 doses superior a 70%, sendo que Portugal é o pais que atinge maior cobertura
(superior a 80%) (Franceschi et al., 2011). Nestes mesmos dados é possivel verificar
que uma maior cobertura é possivel se a entrega a populacdo nao for feita no sector

privado, mas sim no sector publico. Alguns paises em vias de desenvolvimento que ja
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introduziram estas vacinas nos seus programas nacionais de imunizacdo incluem

Mexico, Panaméa, Micronésia, Republica do Palau e o Nepal.
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Figura 1. Cobertura vacinal contra o0 HPV em nove paises. Relagcdo com o
meio de distribui¢do das vacinas a populagdo. Adaptado de Franceschi et

al.. 2011.
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2. Estado da arte

2.1. Eficacia

Multiplos ensaios controlados e aleatorizados, duplamente cegos (RCT DB do
inglés randomized controlled trials double blind), tém demonstrado de forma
consistente a elevada eficacia destas vacinas em termos de prevencdo da infe¢do por
HPV e prevencéo das CIN e adenocarcinoma in situ (AlS) associados aos tipos de HPV
contidos na vacina (HPV 16 e 18), assim como a outros tipos de HPV oncogenicos
filogeneticamente relacionados. No entanto, estes estudos ainda sdo incapazes de
determinar a eficacia destas vacinas relativamente a prevencdo do cancro associado a
infecdo pelo HPV, visto que o tempo desde a infecdo até ao desenvolvimento de cancro
é longo (Massad et al., 2009). Prevé-se que a maxima reducao na prevaléncia do cancro
do colo do Utero s6 ocorrera quando existir uma protecdo continua em pelo menos 70%

da populacdo feminina durante pelo menos 60 anos (Harper, 2009).

Lu et al (2011) realizaram uma meta-analise de forma a avaliar a eficacia e
seguranca das vacinas contra 0 HPV, no ambito da prevencéo de lesdes precursoras do
cancro do colo do utero. Neste estudo foi elaborada uma pesquisa para identificar RCT

DB acerca destas vacinas, publicados até 31 de Julho de 2009.

O objetivo primério para a avaliagdo da eficcia consistiu na identificacdo de
lesGes cervicais CIN2+ (que incluem CIN de grau 2 e 3, AIS e carcinoma cervical). Este
foi 0 objetivo primério considerado na maioria dos sete ensaios considerados nesta
meta-analise, ja que é aquele recomendado pela Organizagdo Mundial de Saide (OMS)
para a avaliacdo da eficicia destas vacinas. O objetivo secundario para avaliacdo da

eficacia foram as infecdes persistentes tipo-especificas por HPV, dado que estas sdo o
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precursor obrigatério das CIN2 e 3 e do cancro cervical. A eficacia relativa a CIN1+
(que inclui CIN de grau 1, 2 e 3, AIS e carcinoma cervical) foi também considerada
como um objetivo secundario. Desta forma, torna-se possivel avaliar o impacto da
vacinacdo nos gastos em cuidados de salde. A seguranca da vacina foi também

avaliada, o que serd analisado num capitulo préprio.

A maioria dos ensaios selecionados foi multinacional. As mulheres participantes
ndo estavam gravidas, tinham idades compreendidas entre os 15 e 44 anos, com 6 ou
menos parceiros sexuais em toda a vida e sem historia de citologia cervical anormal.
Nos sete ensaios avaliados, trés vacinas profilaticas foram analisadas: a vacina bivalente
em dois ensaios, a vacina quadrivalente em quatro ensaios e a vacina monovalente
(contendo PVL do HPV-16) num ensaio. Em todos 0s ensaios as vacinas ou 0S
controlos foram administrados em regimes de 3 doses, num espago de 6 meses. Todos
0s ensaios utilizaram placebo como controlo, exceto dois, nos quais o controlo foi a
vacina contra a Hepatite A ou placebo junto com a vacina contra a Hepatite B. As
participantes foram submetidas ao teste de identificacio de ADN do HPV a cada 6
meses e citologia a cada 6 ou 12 meses, sendo que a duragdo dos ensaios variou entre 26
e 60 meses. Aproximadamente 90% das participantes tinham citologia cervical normal

no inicio dos ensaios.

Na presente tese pretende-se fazer uma revisao da literatura acerca da eficacia
das vacinas bivalente e quadrivalente comercializadas em Portugal. Para tal, visto que
0s ensaios clinicos analisados na meta-analise supracitada eram os de maior qualidade e
duracdo até entdo, foi feito um levantamento dos resultados dos ensaios contidos nesta
meta-analise publicados de Agosto de 2009 até Setembro de 2011, dado que na meta-

analise referida foi feita uma revisdo da literatura até Julho de 2009. Desta forma é
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possivel obter resultados relativos a periodos de follow-up superiores, 0 que aumenta a

precisdo dos resultados.

2.1.1. Vacina quadrivalente

Dois RCT DB multinacionais de fase Ill da vacina quadrivalente foram
conduzidos pela Females United to Unilaterally Reduce Endo/Ectocervical Disease
(FUTURE), sendo designados respetivamente por FUTURE | e FUTURE Il (Mufioz et

al., 2010).

O FUTURE | decorreu em 16 paises. Foram randomizadas 5455 mulheres com
idades entre os 16 e 24 anos, com 4 ou menos companheiros sexuais até ao momento.
Excluiram-se mulheres gravidas, com citologia cervical anormal ou condilomas. Foi
administrado LPV do HPV 6 (20 pg), HPV 11 (40 pg), HPV 16 (40 ug) e HPV 18 (20
ug) ou placebo / placebo + vacina da Hepatite B aos 0, 2 e 6 meses. Realizou-se a
pesquisa do ADN do HPV e citologia cervical de 6 em 6 meses, durante o periodo de
3,6 anos (em média). O objetivo primario era avaliar o efeito da vacina na incidéncia de
CIN1-3, AIS, VIN1-3, VaIN1-3, condilomas e cancro cervical, vulvar ou vaginal,
associados aos HPV 6, 11, 16 e/ou 18. Por sua vez, 0 objetivo secundario seria avaliar o
efeito da vacina na incidéncia combinada de CIN1-3, AIS e cancro associados aos HPV
6, 11, 16 e/ou 18; infecdo persistente, CIN1-3, e AIS associados aos HPV 31, 33, 45,

52, 58 (Garland et al., 2007).

No FUTURE II, realizado em 13 paises, procedeu-se ao estudo de 12167
mulheres com idade compreendida entre 0s 15 e 0s 26 anos, sendo também o nimero de
parceiros sexuais igual ou inferior a 4. Utilizou-se como critério de exclusdo a
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existéncia de gravidez ou de historia pessoal de citologia alterada. Administraram-se 0s
LPV do HPV 6, 11, 16 e 18 (nas mesmas doses que no FUTURE 1) ou o placebo, aos 0,
2 e 6 meses. Esta populacdo, também ao longo de 3,6 anos (em média), foi submetida
de 6 em 6 meses ao teste de ADN do HPV e de 12 em 12 meses a citologia cervical. Em
relacdo aos objetivos deste estudo, o primario passou por avaliar a eficacia da prevencao
de CIN2-3, AIS e cancro cervical associados aos HPV 16 e/ou 18, enquanto o
secundario consistiu em avaliar a infecdo persistente, CIN1-3 e AIS associados aos

HPV 31, 33, 45, 52 e 58 (The FUTURE Il Study Group, 2007).

Neste estudo foi avaliado um sub-grupo que se aproximava da populacéo de
mulheres-naive (isto é, mulheres que nunca contactaram com o HPV). Este sub-grupo
era constituido por mulheres que receberam pelo menos uma dose da vacina
quadrivalente ou de placebo, que tiveram pelo menos uma consulta de follow-up apés o
dia inicial do estudo: apresentavam seronegatividade para os quatro tipos de HPV
contidos na vacina, teste de ADN negativo para os 4 tipos de HPV contidos na vacina e
10 tipos ndo contidos na vacina e uma citologia normal. Esta ndo foi considerada uma
populagéo Per-protocol (PP), uma vez que mais de 40 tipos de HPV podem infetar o
trato ano-genital. Desta forma, o grupo de mulheres com teste de ADN negativo para 14
tipos de HPV apenas se aproxima das caracteristicas das mulheres-naive. A populacao
Intention-to-treat (ITT) permite avaliar o impacto da vacina nas mulheres sexualmente
ativas. Esta era uma populacdo mista constituida por mulheres expostas e ndo expostas
ao HPV, que receberam pelo menos uma dose da vacina quadrivalente ou do placebo,
com pelo menos uma consulta de follow-up, independentemente da existéncia de

infecdo ou doenca associada ao HPV no inicio do estudo.
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Os resultados mais recentes destes dois RCT DB foram publicados em 2010
pelos autores Mufioz et al (2010), tendo sido apresentados em conjunto. Estes resultados
sdo relativos a um periodo médio de follow-up de 3,6 anos (méximo de 4,9 anos). Neste
estudo foi demonstrado que a vacina quadrivalente é altamente eficaz na prevencédo de
CIN, VIN, VAIN e condilomas, nas mulheres que no inicio do estudo tinham teste de
ADN e serologia negativos para 14 tipos de HPV e citologia normal, isto é, no sub-
grupo cujas caracteristicas se aproximam da populacdo de mulheres que ndo foram
expostas a0 HPV. A eficacia variou entre 95% e 100% na prevencdo de CIN3, AlS,
VIN2-3 e ValN2-3 associados aos HPV 16 e 18. Obteve-se também uma eficécia de

97% na prevencdo de condilomas associados aos HPV 6 e 11.

No entanto, a eficacia da vacina na prevencdo de CIN3 e AIS
independentemente do tipo de HPV, na populacdo com teste de ADN e serologia
iniciais negativos, foi de 43%. Os autores afirmam, porém, que a incidéncia destas
lesbes no grupo placebo aumentou de forma continua ao longo do estudo, enquanto no
grupo vacinal foi atingido um plateau. Desta forma, segundo 0s mesmos, € de esperar
que um follow-up de maior duragdo demonstre uma eficacia superior (vide Figura 2). A
eficacia relativa a prevencdo de lesdes CIN3 e AlS, independentemente do tipo de HPV,
na populacédo ITT foi de 18%. Tal como a percentagem apresentada anteriormente, 0s
autores esperam que um follow-up mais prolongado provasse uma eficacia superior. De
qualquer forma, este valor sublinha a importancia da vacinacdo antes do inicio da

atividade sexual.
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Vacina quadrivalente
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% de reducéo no final do estudo

3 43% (95% CI: 13; 63)

Incidéncia cumulativa (%)
[\*)
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Tempo decorrido desde o dia 1 (em meses)

Figura 2 — Eficacia da vacina quadrivalente na prevencéo de CIN3 e AlS,
independentemente do tipo de HPV envolvido, no grupo com teste de ADN
negativo para 14 tipos de HPV oncogénicos.

Relativamente a protecdo cruzada, a vacinacdo da populacdo com teste de ADN
negativo para 14 serotipos de HPV promoveu uma diminuic¢do de 32,5% na incidéncia
de lesdes de alto grau (CIN2-3 e AIS) associadas aos 10 tipos de HPV testados, mas que

nao sdo incluidos na vacina.

Mufioz et al (2009), conduziram um RCT DB de fase Ill, realizado em 7 paises,
no qual se randomizaram 3819 mulheres na faixa etaria dos 24 aos 45 anos, sem
restricdes em relacdo ao numero de parceiros sexuais. Os critérios de exclusdo incluiram
a existéncia de gravidez, imunodeficiéncia, antecedentes pessoais de condilomas
genitais ou de doenca cervical. Administraram-se os LPV do HPV 6 (20 ug), HPV 11
(40 pg), HPV 16 (40 ng) e HPV 18 (20 pg) ou do placebo, aos 0, 2 e 6 meses. Realizou-
se também a pesquisa do ADN do HPV e citologia cervical de 6 em 6 meses. Em
termos de objetivo primario, avaliou-se a incidéncia combinada da infecdo persistente,
CIN1-3, VIN1-3, ValN1-3, AIS, cancro cervical, vulvar ou vaginal ou condilomas
genitais associados aos HPV 6, 11, 16 ou 18, ou aos HPV 16 ou 18 isoladamente. O

objetivo secundario avaliou a incidéncia combinada da infe¢do persistente, CIN1-3,
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VIN1-3, VaIN1-3, AIS, cancro cervical, vulvar ou vaginal ou condilomas genitais
associados aos HPV 6 ou 11. A infecdo persistente foi definida como a detecdo do
mesmo tipo de HPV em esfregacos cervicovaginal ou anogenital, em 2 ou mais visitas
consecutivas, com 6 ou mais meses de intervalo, ou entdo se existir doenca
cervical/genital associada a um tipo especifico de HPV, cujo ADN foi detetado num

esfregaco realizado na visita imediatamente antes ou depois da realizagdo da bidpsia.

Castellsagué et al (2011) publicaram os resultados relativos a um follow-up de
3,8 anos, deste mesmo estudo. A eficacia da vacina contra a incidéncia combinada de
infecdo persistente e doenca cervical ou genital externa associadas aos HPV 6, 11, 16 e
18, na populagdo PP foi de 88,7% (IC 95%: 78,1 - 94,8). A eficécia relativamente a
incidéncia combinada de infecdo persistente igual ou superior a 6 meses, e doenga
cervical ou genital externa associadas ao HPV 16 e 18 foi de 84,7% (IC 95%: 67,5 -
93,7). Nas mulheres que no inicio do estudo eram seropositivas mas tinham teste de
ADN negativo, isto €, j& haviam sido expostas, porém ndo se encontravam infetadas
aquando da andlise, também foi avaliada a eficacia. Esta foi de 66,9% (IC 95%: 4,3 -
90,6), atingindo o valor de 81,3% (IC 95%: 14,4 - 98) na sub-populacdo com idade
superior (35 - 45 anos). Isto sugere que mulheres que ja tenham sido expostas ao HPV

podem beneficiar da vacinacdo com a vacina quadrivalente.

Este estudo permite confirmar a elevada eficacia da vacina quadrivalente na
prevencdo de doencas do trato genital inferior associadas aos HPV 6, 11, 16 e 18, em
mulheres até aos 45 anos. Os resultados obtidos neste estudo ndo variaram
consideravelmente em relacdo aos resultados do estudo anterior, o que indica a
persisténcia da eficacia ao fim de 3,8 anos. No entanto, estudos ja provaram que a

relacdo custo-beneficio aumenta com o aumento da idade do grupo alvo da vacina, dai

19



que a prioridade seja a vacinacdo das mulheres jovens, sobretudo de adolescentes
(Castellsagué et al., 2011). Porém, e dado o resultado deste estudo, as mulheres
sexualmente ativas com mais de 26 anos (e até aos 45 anos, de acordo com o estudo
supra-citado) devem ter a possibilidade de optar pela vacinacdo, uma vez que poderdo

beneficiar da mesma.

2.1.2. Vacina bhivalente

Um RCT DB de fase Il foi realizado em trés paises (Harper et al.,2004 e Harper
et al.,2006). Foram selecionadas 1113 mulheres entre 15 e 25 anos, com 6 ou menos
parceiros sexuais durante toda a vida. Foram excluidas mulheres nas seguintes
condicdes: citologia cervical anormal, sujeitas a tratamento destrutivo ou excisional de
lesGes do colo do utero ou tratamento de condilomas, seropositividade para HPV 16 ou
18, teste de ADN positivo para qualquer um de 14 tipos oncogénicos de HPV nos
passados 90 dias. Foi administrado LPV do HPV 16 e 18 (20 pg cada) ou placebo, aos
0, 1 e 6 meses. Foi realizada a pesquisa do ADN do HPV e citologia cervical de 6 em 6
meses, durante o periodo de 53 meses. O objetivo priméario consistia na avaliacdo do
impacto da vacina na incidéncia da infecdo por HPV 16 e/ou 18. O objetivo secundario
baseava-se na avaliacdo do impacto da vacinacdo na ocorréncia de infecdo persistente,

LSIL, HSIL ou CIN 1-3 associados ao HPV 16 e/ou 18.

Neste ensaio foram analisadas duas populagdes: a populagdo ATP (according-to-
protocol) e a populagdo TVC (total vaccinated cohort). A populacdo ATP incluia
mulheres que receberam as 3 doses da vacina/placebo, tinham teste de ADN negativo

para 14 tipos de HPV oncogeénicos, tinham citologia negativa e apresentavam
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seronegatividade para os HPV 16 e 18 no dia inicial do estudo, tendo cumprido
inteiramente o protocolo e tendo disponiveis dados de pelo menos uma andlise
serologica dos anticorpos anti-vacinais (para avaliacdo da imunogenicidade) ou dados
disponiveis para a avaliacdo da eficacia. A populacdo TVC incluia mulheres que
receberam pelo menos uma dose da vacina bivalente ou do placebo e para as quais

existiam resultados relativos aos objetivos do ensaio.

Romanowski et al (2009) publicaram os resultados relativos a um follow-up de
6,4 anos. A avaliacdo da eficacia foi feita na populacdo ATP, relativamente aos
objetivos viroldgicos (infecdo incidente e persistente) e na populacdo TVC,
relativamente aos objetivos citohistologicos. Desta forma, na populacdo ATP obteve-se
uma eficécia de 95,3% (IC 95%: 87,4 — 98,7) na prevencao de infecdo incidente e de
100% na prevencdo de infecdo persistente de 6 meses (IC 95%: 90,0 — 100) e de 12
meses (IC 95%: 81,8 — 100) associados aos HPV 16 e/ou 18. Na populacdo TVC
obteve-se uma eficacia de 96,7% (IC 95%: 87,3 — 99,6) na preven¢do de ASCUS ou
mais grave, 94,6% (IC 95%: 78,8 — 99,4) na prevencdo de LSIL ou mais grave e 100%
na prevencdo de CIN1+ (IC 95%: 73,4 — 100) e de CIN2+ (IC 95%: 51,3 — 100)
associados aos HPV 16 e/ou 18. A eficicia da vacina na prevencdo de CIN2+,
independentemente do tipo de HPV associado foi de 71,9% (IC 95%: 20,6 — 91,9). Este
valor pode ser indicativo de um efeito protetor que abrange mais tipos de HPV para
além dos HPV 16 e 18. Relativamente a protecdo cruzada, obteve-se uma eficacia de
59,8% (I1C 95%: 20,5 — 80,7) na prevencao de infecdo por HPV31 e de 77,7% (IC 95%:
39,3 - 93,4) na prevencdo de infecdo por HPV45. Desta forma se verifica que o espectro
de protecdo da vacina bivalente vai para além dos HPV 16 e 18. A eficicia em relagéo

ao ASCUS, CIN1+ e CIN2+ é fundamental porque reflete uma possivel diminuicdo das
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consequéncias associadas a descoberta destas lesbes (em termos de diagnostico e

tratamento), nomeadamente financeiras e emocionais.

Sendo a eficécia a longo termo um aspeto fundamental na avaliacdo destas
vacinas, este estudo sera continuado durante mais tempo. Para tal, as mulheres do grupo
placebo permanecerdo sem receber a vacina, apesar de ja ser claro o seu beneficio. Esta
atitude é justificada pelos autores visto estas mulheres serem alvo de um
acompanhamento continuo com citologia e cuidados ginecoldgicos durante o ensaio.
Nenhuma vacina (bivalente ou quadrivalente) estava disponivel quando as participantes
iniciaram o0 estudo, no entanto foram alertadas quando uma das vacinas se tornou
disponivel nos respetivos paises. Foi dada a opcdo de desistir do ensaio a qualquer
momento para que pudessem receber a vacina, significando que a manutencdo da
participacdo no estudo foi baseada num consentimento informado. Um sub-grupo de
mulheres deste estudo foi envolvido num estudo de follow-up de até 9,5 anos apds

vacinacao.

A idade média do inicio da atividade sexual varia nos diferentes grupos
populacionais, no entanto a maioria dos paises recomenda que a vacinagdo contra o
HPV seja efetuada entre os 10 e os 14 anos (Brotherton e Gertig, 2011). Em Portugal a
vacinacao contra 0 HPV esta preconizada para todas as adolescentes com 13 anos, tendo
sido também fornecida gratuitamente as jovens que completaram 17 anos em 2009,
2010 e 2011 (Direccdo-Geral da Saude, 2008). Porém, a maioria das mulheres que
morrerdo de cancro do colo do Utero nos proximos 20 anos ja foram infetadas pelo
HPV. Uma possivel resolugdo para este problema pode ser: as mulheres que ndo foram
contempladas nos programas nacionais de vacinagdo seriam submetidas a vacinagéo

contra um largo espectro de tipos de HPV. Esta vacinacdo seria seguida, pelo menos
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dois anos depois, pelo teste de HPV e tratamento imediato de todas as infe¢cdes por HPV
de alto risco. Qualquer infecdo com um HPV de alto risco incluido na vacina
administrada detetada 2 anos ap0s a vacinacdo poderia ser considerada uma infecédo
persistente, justificando tratamento imediato. A partir de uma determinada idade (que
teria de ser definida), o risco de cancro do colo do utero em mulheres que ndo tém uma
infecdo persistente por HPV, podera ser tdo baixo que a vacinacdo ndo seria custo-
efetiva, independentemente do preco da vacina. A possibilidade de detecdo de infecGes
persistentes com HPV de alto risco com apenas um teste de HPV constitui a grande
vantagem da vacinacdo polivalente em mulheres de idade mais avancada (Franceschi et

al., 2011).

Teoricamente existe a possibilidade de que a erradicagéo de alguns tipos de HPV
promova um aumento da prevaléncia da infecdo por outros tipos ndo incluidos na
vacina. Este fenomeno ¢ designado “type replacement” e ocorre quando duas premissas
sdo cumpridas: existe competicdo parcial entre diferentes tipos de HPV aquando da
infecdo natural e a vacina ndo apresenta protecdo cruzada contra os tipos de HPV
envolvidos nesta mesma competicao natural. Varios estudos foram realizados no sentido
de avaliar este fendbmeno, ndo parecendo haver competicdo natural entre 0s varios tipos
de HPV, logo, o “type replacement” parece improvavel. A taxa de mutagdo do HPV é
muito baixa, portanto é pouco provavel que surjam novos tipos de HPV. Se assim nédo
fosse, seria necesséaria uma adaptagdo periddica da constituicdo da vacina para que esta
correspondesse as necessidades populacionais no que toca a prevaléncia dos diversos
tipos de HPV (Dillner et al, 2010). Este € outro motivo que corrobora a importancia da
continuacdo dos estudos epidemioldgicos relativos a prevaléncia da infecdo pelo HPV

apos a introducdo da vacina.
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2.2. Imunogenicidade e Segurancga

Ambas as vacinas sdo altamente imunogénicas, provocando a producdo de um
elevado titulo de anticorpos em quase 100% dos individuos vacinados (Stanley, 2010).
Num ensaio clinico observador-cego foram comparadas as duas vacinas profiléticas
quanto a sua imunogenicidade, verificando-se que, apesar de serem ambas
extremamente imunogénicas, a vacina bivalente apresentava maior imunogenicidade
(Einstein et al., 2009). Porém ndo € claro se uma maior imunogenicidade se ira traduzir
numa maior duracdo de acdo. A determinacdo da duracdo do efeito protetor da vacina é
essencial, para se averiguar a necessidade de aplicacdo de reforcos vacinais (Ma et
al.,2010b). A continuacdo dos ensaios clinicos revela-se, também por este motivo,

essencial.

Comparativamente a outras vacinas, estas ndo sdo vacinas vivas nem contém

ADN do HPV, o que melhora o seu perfil de seguranca (Villa et al., 2011).

Ambas as vacinas (quadrivalente e bivalente) sdo, de uma forma geral, bem
toleradas, em mulheres de todas as idades (Romanowski e tal.,2009). O efeito adverso
mais comum é a inflamacdo local (dor, rubor e edema). Estas vacinas foram, embora
raramente, associadas a anafilaxia e sincope, tal como outras vacinas ja existentes.
Outros efeitos adversos, ainda mais raros, incluem eventos tromboembolicos, sindrome
de Guillain-Barré e esclerose multipla. Ndo sdo aconselhadas durante a gravidez,
embora ainda ndo existam evidéncias conclusivas de efeitos adversos em mulheres
gravidas as quais foi administrada uma destas vacinas inadvertidamente (Brotherton e

Gertig, 2011).
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2.3. Impacto no rastreio citologico

O impacto da vacinacgdo na prevaléncia de anormalidades cervicais associadas ao
HPV fard com que seja necessario adaptar os programas de rastreio citologico. A
diminuicdo significativa da prevaléncia de lesdes de alto risco podera conduzir a
diminuigdo da performance dos citologistas (que individualmente verdo menos lesdes
deste tipo). O intervalo de rastreio ter4 de ser aumentado, j4 que os intervalos atuais
deixardo de ser custo-efetivos. Num futuro préximo é provavel que o teste de ADN do
HPV seja integrado no algoritmo de rastreio como o primeiro exame de rastreio a ser
efetuado (Brotherton e Gertig, 2011). Os testes de ADN do HPV séo, de facto, mais
reprodutiveis e fidveis que a citologia ou a inspecdo visual com &cido acético.

(Franceschi et al., 2011)

Até que sejam feitos estudos de base populacional acerca da performance da
citologia, dos testes de identificacdo do HPV e da eficacia da vacina¢do, com resultados
consistentes, a alteracdo das atuais guidelines dos programas de rastreio € prematura.
Eventualmente, num futuro préximo, podera ser possivel proceder a estas mesmas
alteracdes, nomeadamente com um inicio mais tardio do rastreio e com maiores
intervalos entre rastreios, particularmente em mulheres que foram vacinadas antes da

primeira relagdo sexual.

O impacto mais imediato podera resultar do inicio mais tardio do rastreio. Tendo
em conta que o cancro do colo do Utero é raro antes dos 25 anos, o atraso no inicio do
rastreio iria resultar num nimero minimo de casos de cancro ndo detetados antes dos 25
anos. Por outro lado, como a maioria das anormalidades na citologia séo atribuiveis a
infecOes transitorias por HPV, com potencial oncogénico minimo, 0 atraso no inicio do

rastreio iria também resultar na diminuicdo de testes falsos positivos (associados a
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situacbes destinadas a resolucdo espontdnea, sem terapia). Menos falsos positivos
significam menos testes de follow-up, logo menos custos e tratamentos com potencial
efeito nefasto para o paciente. O aumento do intervalo entre rastreios teria um impacto
semelhante, embora mais tardio. No entanto, mesmo que ocorra a eliminacdo dos
carcinomas associados aos HPV 16 e 18, o rastreio tera de permanecer para a prevencao
de carcinomas associados a outros tipos de HPV (Massad et al., 2009). De notar que as
guidelines para o rastreio de mulheres ndo vacinadas teria de permanecer idéntico. A
possibilidade destas alteragdes é relevante, ja que o sobre-rastreio (overscreening) pode
ser prejudicial para a mulher, nomeadamente pela necessidade de faltar ao emprego,

deslocacdes incomodas, custos, ansiedade, entre outras.
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3. Futuro

3.1. Vacinas preventivas de segunda geracao

O fabrico de vacinas de segunda geracao visa trés objetivos essenciais: alargar o
espectro de protecdo da vacina de forma a incluir o maximo de tipos de HPV
oncogenicos possivel; induzir uma protecdo de longo termo contra os tipos de HPV
contidos na vacina, mantendo a elevada eficacia das vacinas atuais e a construcao de
vacinas economicas (termo-estaveis, administradas por métodos ndo injetaveis e que
mantenham uma protecdo de longo termo com uma Unica dose) (Kwak et al., 2011).
Qualquer nova vacina profilatica que seja desenvolvida, tera que forcosamente ser

comparada com as disponiveis atualmente (Stanley, 2010).

As vacinas PVL atuais sdo eficazes contra os tipos de HPV nelas contidos,
porém, a sua eficacia contra outros tipos de HPV esta dependente da existéncia de
protecdo cruzada que, por sua vez, depende de proximidade filogenética de outros tipos

de HPV aos tipos contidos na vacina (Mariani e Venuti, 2010).

De acordo com a figura 3, a inclusdo dos 15 tipos de HPV oncogénicos,
conhecidos até hoje, numa s6 vacina poderia permitir a prevencdo de cerca de 94,8%
dos casos de cancro do colo do Utero, caso a eficicia desta potencial vacina fosse
semelhante as vacinas bivalente e quadrivalente analisadas (Moscicki, 2008 e Stanley,
2010). Nos EUA decorreu um ensaio clinico de fase Ill que avaliou uma vacina
nonavalente, a V503. Os resultados deste ensaio deverdo ser publicados em 2012 (Kwak
et al., 2011). Existem contudo desvantagens associadas ao aumento da valéncia de L1,
nomeadamente uma maior complexidade técnica associada a um incremento do custo da

vacina, a possibilidade da competigdo antigénica dificultar a selecdo da dosagem e
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Figura 3 — Percentagem cumulativa do cancro do colo do Utero associado aos
varios tipos de HPV oncogénicos. Adaptado de Moscicki (2008).

promover ainda uma maior reatividade, visto que quantidades relativamente grandes de
proteina serdo administradas (Huh e Roden, 2008). Dado que a incidéncia da infecdo
pelos outros tipos de HPV ¢é significativamente mais baixa que a dos HPV 16 e 18,
serdo necessarios ensaios clinicos com um grande nimero de participantes para que se

possam obter resultados com poder estatistico (Stanley et al., 2008).

O custo das vacinas profilaticas continua a ser o principal obstaculo para a
implementacdo de programas de vacinacdo contra o HPV em vérios paises,
particularmente nos paises em vias de desenvolvimento, onde a prevaléncia da infecéo
pelo HPV é particularmente preocupante (Jagu et al., 2010). Uma das formas de
minimizar o custo seria a aplicacdo de um programa de vacinagdo com apenas 2 doses
de vacina ao invés das 3 doses habituais. Alguns estudos ja realizados comprovam que a
aplicacdo de apenas 2 doses da vacina (quadrivalente ou bivalente) apresenta uma
imunogenicidade e eficacia comparaveis, relativamente a incidéncia e persisténcia da

infecdo pelos HPV 16 e 18 (Franceschi et al., 2011). No entanto a prote¢cdo a longo
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termo contra CIN2+ permanece desconhecida (Massad et al., 2009). A introducdo de
vacinas contra o HPV em locais onde as necessidades humanas essenciais como
alimentacdo e agua potavel ndo existem, obriga a que estas vacinas estejam disponiveis
a precos muito acessiveis (Palmer et al., 2009). A GAVI (Global Alliance for Vaccines
Immunisation), uma sociedade que subsidia a vacinacdo nos paises mais pobres do
mundo, classificou a vacinacdo contra 0 HPV como uma prioridade em 2009. Ambos 0s
produtores das vacinas quadrivalente e bivalente comprometeram-se a efetuar uma
venda com precos diferenciados ou sem fins lucrativos para os paises subdesenvolvidos.
Desta forma, o preco destas vacinas nos paises subdesenvolvidos é inferior aquele
verificado nos EUA. Ainda assim, a despesa necessaria para a implementacdo de
programas vacinais contra o HPV mantém-se incomportavel numa grande parte dos
paises subdesenvolvidos (Franceschi et al., 2011). Consequentemente, € da maior
importancia que sejam encontradas solu¢des, no sentido de tornar a vacinacao contra o
HPV mais acessivel. O aumento progressivo da populacdo-alvo das vacinas assim como
0 surgimento de vacinas profilaticas de segunda geracdo deverao resultar na diminuicéo

do preco das vacinas atuais (Brotherton e Gertig, 2011).

Alguns estudos demonstraram que as PVL do HPV podem ser produzidas em
algumas espécies de plantas como tabaco, tomateiros e batatas. Estas sdo técnicas
econdmicas que poderiam inclusivamente permitir a producdo de vacinas nos paises
subdesenvolvidos (Waheed et al., 2011). A producdo de PVL em tomates permite o
desenvolvimento de vacinas orais, termo-estaveis e econdmicas, que seriam
administradas sob a forma de suspensfes orais a serem consumidas sob vigilancia.
Todavia, as PVL L1 demonstraram uma imunogenicidade relativamente fraca, quando

administradas por via oral (Mariani e Venuti, 2010).
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A diminuicdo do custo das vacinas preventivas pode ser também obtida com
recurso a vacinas de capsomeros L1 (a subunidade pentamérica da PVL), ja que a
organizacdo em PVL ndo é necessdria para a inducdo da sintese de anticorpos
neutralizantes (Stanley et al., 2008 e Waheed et al., 2011). Estas sdo produzidas com
recurso a Escherichia coli (E. coli), método de producdo muito econdémico, que permite
o fabrico de vacinas estaveis a temperatura ambiente, ndo sendo necessario 0 recurso a
refrigeracdo, facilitando o seu transporte e armazenamento (Lin et al., 2010). Permitem
também a incorporagdo das proteinas E6 e/ou E7 para obtencdo de efeito terapéutico
(Stanley, 2010). Estas vacinas sdo menos imunogénicas que as vacinas PVL. Sdo, ainda
assim, capazes de gerar uma protecdo significativa em ensaios pré-clinicos, que pode ser
potenciada com o uso de adjuvantes (Kwak et al.,, 2011). Pesquisas recentes
comprovaram a alta imunogenicidade dos capsémeros de HPV 16 derivados de E. coli e
mostraram igualmente uma elevada correlacéo entre a imunogenicidade e a capacidade
intrinseca da proteina se organizar em estruturas macromoleculares estaveis. Num
estudo recente foi expresso um gene mutado da proteina L1 do HPV 16 (L1_2xCysM)
que retém a capacidade de formacdo de capsémeros nos cloroplastos de plantas
transplastomicas de tabaco. Estas plantas sdo designadas transplastomicas porque 0s
genes pretendidos sdo inseridos nos cloroplastos e ndo no ADN nuclear. Neste ensaio a
proteina recombinante atingiu uma producdo de 1,5% do total de proteinas solUveis da
planta (Waheed et al., 2011). Noutro estudo foi expressa uma proteina derivada da L2
do HPV 16 na superficie do virus do mosaico do tabaco (VMT). Este é um vetor
altamente imunogénico que pode ser produzido economicamente em plantas Nicotiana
em larga escala. Num periodo de duas semanas, desde a inoculacéo das plantas até a sua
colheita, numa estufa de 5000 m? foi possivel purificar 500 gramas de VMT

recombinante. Esta quantidade ¢ suficiente para 5 milhdes de doses de 100 pg de
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vacinas contra 0 HPV. Apesar da vacinagdo em animais com estas vacinas ter induzido
um titulo de anticorpos neutralizantes inferior ao verificado com as vacinas PVL L1,
estes resultados ndo deixam de ser promissores (Palmer et al., 2009). O caminho a
trilhar podera passar por desenvolver vacinas resultantes da combinacéo de capsémeros

dos diferentes tipos de HPV, de forma a atingir a multivaléncia (Stanley, 2010).

No que diz respeito ao limitado espetro de protecdo das vacinas atuais, as
vacinas L2 poderdo ser uma boa solucgdo, a um preco relativamente modesto. Aquando
da infecdo natural pelo HPV a resposta humoral L2-especifica é fraca ou mesmo
indetetavel (Jagu et al., 2010). Algumas sequéncias de aminoacidos (aa) das proteinas
L2 sdo altamente conservadas potenciando o fendmeno de protecdo cruzada (Moscicki,
2008). Estas vacinas sdo menos imunogénicas que as vacinas PVL L1, ja que a
organizacdo em PVL é altamente imunogénica, no entanto esta limitacéo € ultrapassada
pelo recurso a adjuvantes potentes como os agonistas TLR (Toll-like receptor) do tipo 2
(Lin et al., 2010a). Estudos pré-clinicos demonstraram que a imunizacdo de vacas e
coelhos com a proteina L2 protegeu contra a infecdo mucosa e cutanea, respetivamente,
pelo papillomavirus animal homologo (Mariani e Venuti, 2010). A proteina L2 foi
incluida numa vacina perspetivada para efeito terapéutico, a TA-CIN, uma vacina
terapéutica que sera discutida no respetivo capitulo (Mariani e Venuti, 2010). A sua
capacidade de induzir a sintese de anticorpos L2-especificos indica a possivel
aplicabilidade com efeito preventivo. Se esta vacina for aplicada ap6s a exposi¢do ao
HPV, o componente L2 pode participar no efeito terapéutico e gerar imunidade contra
outros tipos de HPV que ndo o/os contido/os na infecdo pré-existente (Stanley et al.,
2008). Até agora, as vacinas proteicas L2 adequadamente adjuvadas sd@o as mais

promissoras no que diz respeito as premissas assumidas para novas vacinas preventivas,
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através de um alargamento do espetro, baixo preco, termo-estabilidade e administracdo

n&o invasiva (Stanley, 2010).

A vacinagdo ndo injetavel, aplicada diretamente nas mucosas, apresenta variadas
vantagens, nomeadamente uma administragdo mais facil e indolor, aumentar a
capacidade de vacinacdo em massa, reduzir os custos associados a producao,
armazenamento e transporte e induzir respostas imunes locais 6timas (Stanley et al.,
2008). A administracdo intranasal e inalatéria sdo uma possibilidade, no entanto existem
algumas preocupacgdes quanto a sua seguranca. A via rectal é outra opcao, podendo ser
utilizado o imiquimod como adjuvante (que ja é comercializado para aplicagdo rectal)
(Stanley et al., 2008). A via oral parece manter-se a mais pratica, mas requer uma
elevada quantidade de antigénios, dada a sua degradacdo no estdmago (Bermudez-
Humardn et al., 2011). Uma possibilidade é a utilizacdo de vetores vivos que
naturalmente infetam o Homem pela via oral. Um exemplo s&o as estirpes
recombinantes de L1 dos HPV 16 e 18 de Salmonella typhi da vacina oral ja existente
contra a febre tifoide, que ja foi avaliada em ensaios pré-clinicos (Palmer et al., 2009).
De salientar que a vacina oral contra a febre tifoide ja é comercializada ha décadas, pelo
que o seu perfil de seguranca é bem conhecido, assim como a vacina do rotavirus, por
exemplo, pelo que esta via sera a que provavelmente tem maior lugar para exploracéo

(Kwak et al., 2011).

Uma das principais dificuldades na producéo de vacinas de segunda geracao é o
desconhecimento do nivel de anticorpos necessario para produzir imunidade, o que
contribuiu para os elevados custos associados aos ensaios clinicos das vacinas
atualmente comercializadas, facto este que transpareceu no custo das mesmas. O mesmo

se verifica, entdo, para a producdo de novas vacinas, o que terd de ser contornado pelos
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investigadores. Ha inclusivamente quem considere que seria mais produtivo o
investimento na subsidiacdo das vacinas ja comercializadas do que propriamente da

producdo e investigacdo de novas vacinas (Palmer et al., 2009).

3.2. Vacinas terapéuticas

As estratégias atuais de rastreio de lesdes pré-invasivas do colo do Utero
necessitam de infraestruturas e financiamento que estdo para além dos recursos
disponiveis nos paises onde o cancro do colo do utero é mais prevalente (Trimble e
Frazer.,2009). Apesar da elevada eficacia das atuais vacinas preventivas, a alta
prevaléncia do cancro do colo do utero ndo foi, ainda, alterada. Estima-se que serdo
precisos aproximadamente 20 anos desde a implementacdo da vacinacao preventiva em
massa para que esta tenha impacto na prevaléncia do cancro do colo do utero, dada a
elevada incidéncia da infecdo pelo HPV e a lentiddo do processo de carcinogénese (Ma
et al., 2010a). No entanto, a vacinacdo em massa revela-se um processo dificil,
particularmente por motivos financeiros (Lin et al., 2010). Portanto, o beneficio
profilatico no que diz respeito ao cancro do colo do utero seréd a longo prazo, enquanto o
beneficio terapéutico podera ser a curto/meédio prazo. Por conseguinte, o impacto global
da infecdo pelo HPV enfatiza a importancia da producdo de vacinas terapéuticas (Ma et

al., 2010a).

Ao contrario da resposta humoral produzida pelas vacinas preventivas contra o
HPV, o objetivo essencial das vacinas terapéuticas é gerar uma resposta imune mediada
por linfécitos T contra as células infetadas pelo HPV (Daayana et al., 2010). Pretende-

se, assim, a ativa¢do de LTc e LThl HPV-especificos (van der Burg e Melief, 2011).
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Quando ocorre integracdo do genoma viral no ADN das células infetadas pelo HPV,
estas podem ndo expressar as proteinas L1 e L2. A expressao destas proteinas apés a
infecdo primaria pelo HPV é indetetavel ao nivel das células basais e das lesbes
malignas associadas ao HPV. De facto, as vacinas Gardasil® e Cervarix® nao tém
efeito terapéutico em infecdes por HPV pré-existentes nem nas lesdes a ele associadas

(Hung et al., 2008).

Deste modo as vacinas terapéuticas necessitam de outro alvo antigénico que seja
expresso constitutivamente nas células tumorais associadas ao HPV e ndo nas células
saudaveis. Para além de serem sintetizadas constitutivamente nas células infetadas pelo
HPV, as proteinas E6 e E7 sdo essenciais para a inducdo e manutencdo da
transformacao celular, pelo que é improvavel que sejam perdidas numa tentativa de fuga
ao sistema imunitario, representando alvos 6timos para as vacinas terapéuticas (Chuang
et al., 2009). Por outro lado, dado que as proteinas E6 e E7 sdo proteinas estranhas ao
organismo humano, a utilizacdo de vacinas contra tumores associados ao HPV
ultrapassa um problema comumente associado a vacinas utilizadas no cancro: a
tolerancia imunitaria. (Hung et al., 2008). De notar que o cancro do colo do Utero em
fase mais avancadas sera provavelmente um alvo fraco para terapias antigénio-
especificas, ja que nesta fase os tumores frequentemente apresentam mutacdes e
delec¢des de genes envolvidos no processamento e apresentacdo de antigénios (Trimble

e Frazer.,2009).

As vantagens e desvantagens dos varios tipos de vacinas terapéuticas sdo

sistematizadas na tabela em anexo.
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3.2.1. Vacinas baseadas em vetores vivos

Estes vetores sdo altamente imunogénicos pois a sua replicacdo no interior das
células hospedeiras facilita a disseminacéo intercelular dos antigénios. Estas vacinas séo
capazes de apresentar os antigénios E6 e E7 as células dendriticas, estimulando assim a
expressdo antigénica através do MHC (Major Histocompatibility Complex) de classe |

(para a ativacdo dos LTc) e classe Il (para a ativacdo dos LTh) (Hung et al., 2008).

Existem dois tipos de vetores vivos: bacterianos e virais. Varios vetores
bacterianos tém sido analisados para a producdo de vacinas terapéuticas contra 0 HPV,
nomeadamente a Listeria monocytogenes, o Lactobacillus lactis, o Lactobacillus
plantarum, a Salmonella entérica e a Salmonella typhimurium (Hung et al., 2008 e Ma
et al., 2010a). Destes, a Listeria monocytogenes € o vetor mais promissor, dada a sua
capacidade de infetar macréfagos e mondcitos, sendo também capaz de segregar
listeriolisina O, permitindo a sua evasao aos fagossomas. A presenca desta bactéria quer
nos endossomas quer no citoplasma permite-lhe transportar antigénios estranhos quer
pela via MHC-I quer pela via MHC-II, induzindo assim uma forte resposta celular e
também humoral (Hung et al., 2008). A poténcia destas vacinas pode ser aumentada
através da producdo de proteinas recombinantes compostas pelos antigénios E6 ou E7

associados a moléculas imunoestimuladoras como a listeriolisina O (Lin et al., 2010).

Alguns vetores virais considerados incluem o adenovirus, virus adeno-
associados, 0 virus vaccinia, alfavirus (como o virus da encefalite equina venezuelana) e
0 virus da estomatite vesicular (Ma et al., 2010a e Lin et al., 2010). Os ensaios clinicos
focaram-se no virus vaccinia dada a sua excelente capacidade de infeg&o e por possuir
um grande genoma (Ma et al., 2010a). Alguns estudos foram também realizados para

avaliar a eficacia do adenovirus como vetor em ratos: num destes ensaios foi utilizado o
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adenovirus capaz de expressar a proteina de fusdo CRT/E7 (onde CRT significa
calreticulina), que conferiu imunidade em relagdo a um tumor que expressava a E7 e
erradicou tumores estabelecidos. O virus da Floresta Semliki (SFV) pode também ser
utilizado como vetor, através da expressao da E7 do HPV 16, sendo capaz de induzir a

ativacdo de LTc E7-especificos em ratos HPV-trangenicos (Lin et al., 2010).

De futuro pretende-se aumentar a imunogenicidade destas vacinas através do uso
de adjuvantes e de proteinas de fusdo. E também fundamental a investigac&o no sentido
de ultrapassar a producdo de anticorpos neutralizantes vetor-especificos, para que a

administracdo repetida seja possivel (Lin et al., 2010).

3.2.2. Vacinas baseadas em péptidos/proteinas

As vacinas com péptidos sdo seguras, estaveis e faceis de produzir. Sdo, no
entanto, vacinas pouco imunogénicas pelo que devem ser administrados
simultaneamente adjuvantes como quimocinas, citocinas e ligandos de TLR. Uma das
principais limitacbes das vacinas baseadas em péptidos é que estas sdo MHC-
especificas (Hung et al., 2008). Dada a natureza polimérfica do HLA, torna-se
necessario identificar epitopos imunogénicos especificos nos antigénios do HPV, antes
do desenvolvimento da vacina. Por conseguinte, podera ser dificil produzir uma vacina
baseada em péptidos que seja efetiva numa variedade de pacientes com diferentes HLA,
tornando a vacinacdo em larga escala impraticavel (Moscicki, 2008). As perspetivas
futuras para estas vacinas incluem o aumento da imunogenicidade e 0 aprimoramento

dos epitopos (Lin et al., 2010).
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As vacinas proteicas sdo também pouco imunogeénicas, requerendo a co-
administracdo de adjuvantes. Os antigénios proteicos podem ser processados e
apresentados na superficie das células dendriticas, contendo todos os epitopos do HLA
possiveis, ultrapassando assim o problema da especificidade para 0 MHC dos péptidos
(Lin et al., 2010). Porém, estas vacinas sdo apresentadas via MHC classe Il, portanto
geram fundamentalmente uma resposta humoral. Assim, o desenvolvimento de vacinas
proteicas exige um aumento da sua imunogenicidade e da resposta dos LTc, através do
uso de adjuvantes e proteinas de fusdo (Gissmann e Nieto, 2009). Ao fundir o antigénio
de interesse com determinadas proteinas como a CyaA, a EXA ou a hsp65, é possivel
aumentar a internalizacdo dos antigénios pelas células dendriticas, potenciando a

apresentacdo antigénica pelas vias MHC I e Il (Hung et al., 2008).

3.2.3. Vacinas baseadas em acidos nucleicos

As vacinas de ADN sdo seguras, estaveis, relativamente faceis de produzir em
grande escala e capazes de manter a expressdo antigénica nas células durante mais
tempo, comparativamente as vacinas proteicas ou de ARN (acido ribonucleico). Como
ndo induzem a producdo de anticorpos anti-vetor, podem ser administradas
repetitivamente, para que se possa atingir o efeito terapéutico desejado (Ma et al.,
2010a). Uma das principais preocupacOes relativas as vacinas de ADN era a possivel
integracdo do ADN estranho no genoma das células humanas com a sua consequente
transformacdo. Para ultrapassar este problema, o ADN dos genes E6 e E7 € alterado de
forma a gerar proteinas que ndo condicionam a transformacdo oncogeénica das células
(Brinkman et al., 2007). Estas vacinas sdo pouco imunogénicas, no entanto varias
estratégias podem ser utilizadas para ultrapassar esta limitacdo, tendo em conta o papel

essencial das células dendriticas neste contexto (Lin et al., 2010).
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Em primeiro lugar é possivel aumentar a quantidade de células dendriticas que
apresentam 0s antigénios e aumentar a quantidade de antigénios no seu interior. Este
objetivo pode ser atingido utilizando métodos de administracdo da vacina que permitam
direcionar o ADN para areas ricas em células dendriticas (Hung et al., 2008). A
administracdo intradérmica € uma das possibilidades. Esta é conseguida através de uma
“pistola de genes” (gene gun) que dispara particulas de ouro revestidas pelo ADN
pretendido, para o interior da derme direcionando o ADN para as células dendriticas
imaturas da pele (as células de Langerhans) (Chuang et al., 2009). Outro modo eficaz de
administracdo consiste na combinacdo da injecdo intramuscular com a eletroporacao.
Esta Gltima técnica permite a aplicacdo de uma pequena corrente elétrica que irad
aumentar a entrada do ADN nas células musculares. A eletroporacdo provoca também
uma inflamacdo local condicionando um microambiente favoravel a manutencdo da
resposta imunitaria induzida pela vacina (Ma et al.,, 2010a). Os antigénios sao
produzidos e libertados para o meio envolvente onde existem células dendriticas que os
processam e apresentam aos linfocitos T. Num ensaio onde foram comparados
diferentes métodos de administracdo de ADN foi demonstrado que a combinacdo da
injecdo intramuscular com a eletroporacdo condicionava uma maior quantidade de LTc
E7-especificos (Lin et al., 2010). Outras formas de administracdo potenciais para as
vacinas terapéuticas de ADN incluem a injecdo intradérmica seguida de pulsos de laser,
injecdo intramuscular de ADN de plasmideos microencapsulado em biopolimeros (para
proteger o ADN das nucleases), injecdo intradérmica através de tatuagem, adesivos

cutaneos e microagulhas (Ma et al., 2010a).

Outra forma de aumentar a quantidade de células dendriticas que expressam

antigénios é facilitar a disseminagdo intercelular dos antigénios. Uma possibilidade
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neste contexto é a formacao de uma proteina quimérica constituida pela E7 e pela VP22
do Virus Herpes Simplex tipo 1 (HSV-1). A VP22 é uma proteina capaz de mobilizar os
antigénios através de transporte intercelular para células vizinhas (Hung et al., 2008). E
também possivel fabricar ADN que codifica antigénios ligados a moléculas que se
ligam preferencialmente as células dendriticas, tais como alguns ligandos de receptores
das células dendriticas (o ligando da tirosina cinase 3 FMS-like e algumas chaperones)

(Chuang et al., 2009 e Ma et al., 2010a).

O aumento da imunogenicidade destas vacinas pode também ser conseguido
aperfeicoando a expressdo dos antigénios pelas células dendriticas, 0 que pode ser
conseguido através da otimizacdo dos codbes (Brinkman et al., 2007). Esta técnica
substitui coddes que ndo sdo utilizados frequentemente pelas células hospedeiras, por
coddes usados frequentemente de forma a aumentar a traducdo dos genes em células
transfectadas com o ADN (Hung et al., 2008). O aumento da expressdo dos antigénios é
também possivel utilizando agentes capazes de desmetilagdo (como a 5-aza-2’-
deoxicistidina), aumentando assim a expressdo do ADN. Outra estratégia possivel é a
ligacdo dos antigénios a proteinas que tém como alvo o reticulo endoplasmaético,
favorecendo uma ativacdo da via MHC-I e, portanto, da resposta imune celular (Ma et
al., 2010a). Como exemplo temos a proteina Sig e a Hsp 70 (ver tabela em anexo). A
molécula PADRE (um epitopo dos LTh), impulsiona a resposta CD4+, que por sua vez

promove a ativacao dos LTc (Hung et al., 2008).

Ao intensificar a interacdo entre as células dendriticas e os linfécitos T, €
também possivel aumentar a imunogenicidade. Como ja foi referido, os linfécitos T
induzem a apoptose das células dendriticas. Desta forma, a utilizacdo do siARN (short

interfering RNA) permite uma inibi¢do temporéria da apoptose destas células, para que
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estas sejam capazes de ativar mais LTc (Lin et al., 2010). Qualquer uma das estratégias

mencionadas tem lugar para futuros desenvolvimentos.

As vacinas de ARN auto-replicante sdo também promissoras. Estas vacinas
derivam de alfavirus (virus Sindbis, virus da Floresta Semliki), sendo mais
imunogénicas que as vacinas de ADN, j& que se replicam no interior das células,
permitindo produzir maior quantidade de antigénios. O ARN auto-replicante é
modificado de forma a excluir genes estruturais do virus, impedindo a produgdo de
particulas virais (Hung et al., 2008). No entanto 0 ARN é menos estavel que o ADN.
Para ultrapassar esta limitacdo utiliza-se "suicidal DNA” (assim designado porque induz
a apoptose das células), que € traduzido sob a forma de ARN auto-replicante nas células
transfectadas. Dado que as células transfectadas entram em apoptose, ndo se coloca o
problema da transformacao celular (o que pode ocorrer nas vacinas de ADN). Para que
a interacdo entre células dendriticas e LTc ndo seja prejudicada, a apoptose pode ser
atrasada recorrendo a fusdo do gene E7 com genes de proteinas anti-apoptdticas, o que

prolonga a sobrevivéncia das células dendriticas (Lin et al., 2010).

3.2.4. Vacinas celulares (de células inteiras)

Existem atualmente varios métodos para a preparacdo de células dendriticas ex-
vivo, nomeadamente através de vetores virais ou da transfecdo de ADN codificante de
antigénios, permitindo a introducdo de antigénios diretamente nas células dendriticas.
Mais uma vez, para que a apoptose das celulas dendriticas ndo prejudique a resposta
imune celular, pode recorrer-se a transfegdo das células dendriticas com siARN de

forma a interferir com a expressdo de moléculas que promovam a apoptose (Hung et al.,
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2008). Os ensaios clinicos realizados até a0 momento com este tipo de vacinas
possuiam poucos participantes, portanto sdo necessarios ensaios de maior dimensé&o.
Né&o existe ainda um consenso relativamente as técnicas de cultura para o fabrico destas
vacinas. A sua preparacdo € também dispendiosa e demorada, dada a sua natureza
autologa, por isso a sua generalizacdo é atualmente improvavel (Ma et al., 2010a). Visto
que as celulas dendriticas carregadas com antigénios tém de se deslocar até aos 0rgaos
linféides, de forma a ativar os LTc, a via de administracdo € um assunto relevante.
Deste modo, é necessario manter a investigacdo destas vacinas relativamente as
possiveis vias de administracdo, ao aumento da imunogenicidade, ao desenvolvimento
de técnicas eficientes para introduzir os antigénios no interior das células dendriticas,
assim como promover o aumento da sua sobrevivéncia (Ma et al., 2010a e Lin et al.,

2010).

Foram também consideradas vacinas constituidas por células tumorais
manipuladas ex-vivo, de forma a expressarem proteinas imunomodeladoras,
aumentando assim a sua imunogenicidade in-vivo. A principal vantagem deste tipo de
vacinas, constitui o facto de ndo ser necessario identificar os antigénios tumorais (Hung
et al., 2008). No caso do cancro do colo do Gtero, ja sdo conhecidos os principais
antigénios tumorais (homeadamente a E6 e a E7), pelo que esta vantagem nao se aplica.
Ja existem ensaios clinicos com vacinas baseadas em células tumorais para o tratamento
de varias formas de cancro, como por exemplo o melanoma e o carcinoma pancreatico.
O uso destas vacinas causa alguma relutancia, dado o risco de poderem provocar 0
desenvolvimento de metastases (Lin et al., 2010). Vacinas autologas individuais s&o
dispendiosas e de dificil producdo em larga escala. Por todos estes motivos, as vacinas

baseadas em células tumorais tém uma importancia limitada no futuro.
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3.2.5. Vacinas baseadas em PVL

Segundo Chen et al (2011) uma das teorias que explica a ineficacia terapéutica
das atuais vacinas profilaticas relaciona-se com os seus adjuvantes. A proposta do autor
referido é que os adjuvantes das vacinas profilaticas atualmente utilizadas promovem a
secrecdo da IL-10, que por sua vez inibe a resposta imune por parte dos LTc. Isto €, ha

uma ativacdo da via MHC-I1 e uma inativacdo da via MHC-I.

A possibilidade de utilizacdo de vacinas PVL quiméricas terapéuticas podera
estar dependente da producdo de vacinas que ndo induzam a sintese de IL-10, ou com a
administracdo concomitante de inibidores temporarios da sintese de IL-10. No entanto,
a neutralizacdo da IL-10 pode ter efeitos secundarios relevantes, ja que esta citocina
protege 0 hospedeiro de respostas imuno-patoldgicas. Um exemplo deste efeito foi
verificado num estudo com ratos 1L-107" que desenvolveram colite crénica, devido a
insuficiente regulacdo da resposta citotoxica (Chen et al., 2011). Salienta-se a
necessidade do carater temporario da inibicdo da sintese de IL-10. Note-se que estas
vacinas mantém como alvo antigénico a proteina L1 (para além da proteina E7).
Recorde-se que as proteinas L1 e L2 ndo sdo expressas nas células basais que ancoram a
infecdo nos tecidos pré-neoplasicos ou neoplasicos, sugerindo portanto que ndo sao

bons alvos para uma vacina terapéutica (Huh e Roden, 2008).

Ora, 0s PVL quiméricos sdo PVL do HPV compostos pela proteina L1 ou L1 e
L2 fundidas com outros epitopos ou polipéptidos (Moscicki, 2008). A possibilidade de
fusdo com as proteinas E6 e/ou E7 confere-lhe um possivel carater terapéutico (Stanley
et al., 2008). Foi realizado um ensaio clinico para avaliacdo da eficicia da vacina PVL

HPV 16 L1/E7. Porém os resultados foram desanimadores (Kaufmann et al., 2007).
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3.2.6 Terapéuticas combinadas

As vacinas terapéuticas poderdo ser associadas, administrando uma vacina
terapéutica priméria e outra vacina sob a forma de reforgo para aumentar a sua eficacia,
intensificando a resposta celular CD8+ HPV-especifica. Estas vacinas poderdo também
ser associadas a outras terapias, nomeadamente quimioterapia (como a apigenina),

radioterapia ou adjuvantes topicos (Lin et al., 2010).

A eficécia terapéutica destas vacinas, no que diz respeito a regressao imuno-
mediada das neoplasias associadas a infecdo pelo HPV, depende ndo s6 duma resposta
imune celular eficaz, como também do controlo dos mecanismos regulatorios
(nomeadamente relativamente aos linfocitos T reguladores) e do microambiente que
envolve o tumor (Daayana et al., 2010). Um exemplo deste efeito consiste na libertacdo
de citocinas imunossupressoras por parte das células T reguladoras, que podem paralisar
0s LTc, impedindo a eliminacdo de lesdes associadas ao HPV. Assim, a terapia
imunomodeladora poder ser utilizada a fim de aumentar a eficicia destas vacinas. A
eliminacdo das células T reguladoras do microambiente tumoral aumenta
significativamente a eficdcia das vacinas terapéuticas (Lin et al.,, 2010). A
ciclofosfamida em pequenas doses promove a eliminacdo seletiva dos linfocitos T
reguladores (isto é, sem afetar as restantes populac@es de linfocitos T) (van der Burg e
Melief, 2011). O imiquimod é eficaz na modificacdo do microambiente tumoral e tem
vindo a ser utilizado em ensaios clinicos em associacdo a algumas vacinas terapéuticas
(Ma et al., 2010%) (ver tabela em anexo). O efeito da cisplatina e da radiacdo na
alteracdo do microambiente tumoral potenciam também a eficacia das vacinas

terapéuticas (van der Burg e Melief, 2011)
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Num futuro proximo espera-se um maior conhecimento acerca do
microambiente tumoral, o desenvolvimento de melhores adjuvantes e o estudo de
potenciais terapias combinadas sinergisticas, para que a eficacia das vacinas

terapéuticas seja significativamente melhorada (Lin et al., 2010).

A terapia de lesdes associadas ao HPV é uma area em franca expanséo cientifica
e clinica, existindo neste momento em estudo uma multiplicidade de vacinas
terapéuticas em ensaios clinicos, quer utilizadas isoladamente, quer associadas a outras

vacinas ou outras terapéuticas.
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4, Concluséao

As vacinas profilaticas Gardasil® e Cervarix® sdo eficazes, imunogeénicas e
seguras. Contudo, a evolucdo desde a infecdo até ao desenvolvimento de cancro
invasivo é um processo prolongado, o verdadeiro impacto em termos de reducdo da
incidéncia de cancro do colo do Utero s6 serd percetivel algumas décadas apds a
introducéo da vacina. Por este motivo, os ensaios clinicos de fase 111 ndo podem utilizar
0 cancro como um objetivo de estudo para avaliagcdo da eficacia, ja que ndo é viavel do
ponto de vista ético (as mulheres sdo alvo de citologias frequentes, portanto as lesGes
pré-invasivas sdo devidamente tratadas, ndo chegando a ocorrer cancro). Desta forma,
os estudos desenvolvidos atualmente ndo sdo ainda capazes de determinar a eficacia
destas vacinas relativamente a protecdo contra o cancro do colo do utero. Os estudos de
base populacional a decorrer presentemente, terdo de durar vérias décadas para que a
eficacia da vacina na protecdo contra o cancro seja demonstrada. No entanto, o impacto
nos precursores de cancro sdo ja conhecidos. A determinacdo da duracdo do efeito
protetor da vacina é essencial, para se averiguar a necessidade de aplicacdo de reforcos
da vacina. A continuacdo dos ensaios clinicos revela-se, também por este motivo,

essencial

O objetivo futuro essencial sera utilizar a vacinacao e o rastreio citolégico como
técnicas complementares na prevencdo do cancro do colo do Gtero. Tendo em conta que
as vacinas gquadrivalente e bivalente sdo apenas eficazes contra alguns tipos de HPV, o
rastreio citoldgico tera de manter-se. E também importante eliminar nas mulheres a
falsa sensacdo de segurancga apds a vacinagdo, quer em relacdo a possivel infe¢do por
outros tipos de HPV ndo contidos nas vacinas, quer relativamente as outras DST para

que haja uma maior adesdo ao rastreio e uma manutencdo da protecdo durante as
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relagcBes sexuais. Tendo em conta a eficacia do teste de ADN do HPV como exame de
rastreio, é possivel que este venha a substituir a citologia como método de rastreio do
cancro do colo do utero. A aplicacdo da vacinacao preventiva contra o HPV e dos testes
de HPV genéticos como técnicas preventivas complementares tera, num futuro
préximo, um grande impacto na prevencdo do cancro do colo do Utero (Franceschi et
al., 2011). A diminuicdo dos custos de ambas as técnicas é fulcral para a sua aplicacéo.
O objetivo dltimo é a implementacdo destes programas de vacinagdo e rastreio
combinados, particularmente nos paises em desenvolvimento, onde estes sdo mais

precisos.

O elevado preco das vacinas preventivas dificulta ou impossibilita a sua
introducédo nos paises subdesenvolvidos, onde estdo 80% das vitimas de cancro do colo
do Utero. Por outro lado, as mulheres que ndo foram abrangidas pelos programas de
vacinacdo ndao devem ser esquecidas. E é também necessario reter que as vacinas
profilaticas ndo abrangem todos os tipos de HPV oncogénicos, pelo que algumas
mulheres, mesmo que vacinadas, irdo desenvolver cancro do colo do Utero. Por todos
estes motivos, a producdo de vacinas terapéuticas revela-se essencial. O sucesso relativo
dos multiplos ensaios clinicos realizados até hoje para o estudo das vacinas terapéuticas
contra lesdes associadas ao HPV, faz adivinhar estratégias futuras nas quais as vacinas
terapéuticas, os bloqueadores de mecanismos imunossupressores e as terapias
convencionais serdo utilizados em esquemas terapéuticos extremamente eficazes na
regressdo tumoral (van der Burg e Melief, 2011). Esta possibilidade devera despertar,
no seio cientifico, a necessidade de maior investigacdo das vacinas terapéuticas ja em
estudo e de novas vacinas com base, por exemplo, nas caracteristicas do microambiente

que envolve o tumor, no sentido de se apurar a aplicabilidade, eficacia e seguranca
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destas terapéuticas. O recente progresso na vacinagdo terapéutica discutida serve
também de ponto de partida para o desenvolvimento de vacinas terapéuticas noutras

patologias, nomeadamente noutras formas de cancro.

O papel dos clinicos na diminuic¢do da prevaléncia do cancro do colo do Utero é
fulcral, ndo sé através de cuidados preventivos, mas também através das estratégias
terapéuticas necessarias para eliminar lesGes pré-invasivas. Esta € uma patologia com
grande impacto na sociedade, pela sua prevaléncia, morbilidade e mortalidade. Assim, é
essencial a educacdo dos profissionais de salde, pais e adolescentes para que haja um

maior sucesso na reducdo das doencas associadas ao HPV.
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6. Anexo

Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos diversos tipos de vacinas terapéuticas.

Adaptado de Hung et al.,2008; Lin et al., 2010; Ma et al., 2010, van der Burg e Melief,

2011 e Chenetal., 2011.

Tipo de Vantagens Desvantagens
vacina
Baseada | - Elevada imunogenicidade; - Problemas de seguranca
em vetores | - Promovem a difusdo intercelular | (particularmente em individuos
Vivos dos antigénios; imunocomprometidos);
- Grande variedade de vetores - Desenvolvimento de imunidade ou
disponiveis; imunidade pré-existente podem
- Propriedades imunoldgicas dos diminuir a eficacia destas vacinas e
vetores podem ser Uteis; impedir a administracao repetida;
- Podem ser alvo de engenharia - Possivel dominancia da resposta
genética de forma a expressar imune aos antigénios virais em vez
moléculas imunomodeladoras (eg | dos antigénios do HPV.
citocinas).
Baseadas | - Producéo facil, estaveis e - Baixa imunogenicidade;
em seguras; - E necessario definir os epitopos;
péptidos | - Podem combinar maltiplos - Tém de ser compativeis com o HLA
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epitopos;
- Os péptidos podem ser
manipulados para aumentar a

estimulacdo MHC.

do paciente.

Baseada | - Producao facil, estaveis e - Baixa imunogenicidade (séo
em seguras; necessarios adjuvantes);
proteinas | - Sem restricdo HLA; - A maioria gera sobretudo uma
- Mdltiplos adjuvantes possiveis. resposta imune humoral e ndo celular.
Baseada | - Seguras, estaveis; - Fraca imunogenicidade (ndo ha
no ADN | - Permitem administrac6es difusdo intercelular);
repetidas; - Algum risco de integracdo no
- Producéo facil, com um elevado | genoma da célula hospedeira, ou
grau de pureza; transformacéo celular.
- Expressao antigénica de maior
duracdo comparativamente aos
péptidos/proteinas;
- A engenharia genética permite
adicionar ao ADN genes alvo e/ou
co-estimuladores;
- Variedade de métodos de
administracao.
Baseadas | - N&o infeciosas, ndo ha risco de - Pouco estaveis (armazenamento e
no ARN | integracdo cromossoémica ou transporte dificeis);
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transformacéo celular;

- Permitem administragdes
repetidas;

- Capacidade de auto-replicacao
com consequente amplificacédo
intracelular com aumento da
expressao antigénica;

- Mdiltiplos vetores disponiveis.

- Producéo dificil (nomeadamente no
que diz respeito a producdo em larga
escala);

- Sem difusao intercelular.

Baseadas | - Elevada imunogenicidade (utiliza | - Producéo dificil (processamento
em células | as células apresentadoras de individual de células), dispendiosas
dendriticas | antigénios mais potentes); (dificil producéo em larga escala);

- Existem multiplos métodos para | - Nao existem critérios standard para
a introducdo dos antigénios nestas | a qualidade destas vacinas, devido ao
células; seu carater aut6logo;
- Poténcia pode ser aumentada - As células dendriticas podem néo se
com a transfeccdo de genes dirigir para os ganglios linfaticos,
(nomeadamente de proteinas onde estdo a maioria dos linfécitos T
imunomodeladoras). (premissa necessaria para uma
eficcia substancial);
- Possibilidade de tolerancia por
celulas dendriticas imaturas.

Baseadas | - Util se os antigénios tumorais - Seguranca (injecao de células

em células | ndo sdo conhecidos (pouco tumorais podera originar
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tumorais | relevante neste caso); metastizacao);
- Poténcia pode ser aumentada - Producéo dificil, dispendiosas;
com a transfeccéo de genes - Fraca capacidade de apresentacéo
(nomeadamente de proteinas antigeénica por parte das células
imunomodeladoras); tumorais;
- Aumento da probabilidade de - Requer a disponibilidade de linhas
expressao de antigénios tumorais | de células tumorais ou células
relevantes. tumorais autdlogas.

Baseadas | - Seguras, producdo facil. - Aplicacdo em ensaios clinicos

em PVL demonstra que € ineficaz.
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