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RESUMO 

Flatow, E.A. Modulação funcional de células dendríticas humanas derivadas de 
monócitos mediadas por proteínas recombinantes geradas da fusão genética da 
glicoproteína D do Herpes vírus simplex-1 (HSV-1) com as oncoproteínas E7 e 
E6 do Papilomavírus humano 16 (HPV-16). 2023. 107 f. Tese (Doutorado em  
Imunologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2023. 

 

 O câncer cervical é uma das principais causas de morte em mulheres, e está 

associado à infecção persistente pelo papilomavírus humano (HPV). Vacinas 

terapêuticas usando as oncoproteínas E6 e E7 do HPV têm sido investigadas como 

novas abordagens para o tratamento. Em uma destas, a utilização de uma proteína 

recombinante consistindo da fusão genética da glicoproteína D do Herpes vírus 

simples 1 (HSV-1) com a proteína E7 do HPV-16 (gDE7) resultou em proteção 

completa e de longa duração em camundongos desafiados com células tumorais que 

expressavam as oncoproteínas E6 e E7 do HPV-16. No presente trabalho, 

investigamos os efeitos de gDE7, associada ou não à oncoproteína E6 do HPV-16, 

sobre o fenótipo e função de células dendríticas derivadas de monócitos humanos in 

vitro (Mo-DCs), de doadores saudáveis e de pacientes diagnosticados com neoplasia 

intraepitelial cervical (NIC) graus 2/3. Nossos resultados mostraram que Mo-DCs de 

doadores saudáveis tratadas por 48 horas com gDE7 tem expressão aumentada de 

CD86 e de CD83. Este tratamento também induz secreção de citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-12p70 pelas Mo-DCs. Nestas mesmas células, por PCR 

array, foi observado aumento de expressão de genes envolvidos na ativação das Mo-

DCs e na apresentação de antígenos e diminuição de genes envolvidos na regulação 

da resposta imune. Já em Mo-DCs de pacientes NIC 2/3, gDE7 induziu aumento da 

molécula coestimuladora CD80 e de sua capacidade de estimulação da proliferação 

de linfócitos T CD4+. Esses resultados indicam que gDE7 tem o potencial de ativar 

Mo-DCs de doadores saudáveis e de pacientes portadoras de NIC 2/3 e abrem a 

perspectiva de exploração desse potencial na elaboração de novas abordagens 

terapêuticas, baseada em nestas células para tratar lesões no colo do útero 

associadas a infecções causadas por HPV-16+ 

 

Palavras-chave: Células dendríticas. HPV-16. Proteína recombinante gDE7. 



ABSTRACT 

Flatow, E.A. Modulation of human monocyte-derived dendritic cells mediated by 
recombinant proteins derived from the gene fusion of Herpes vírus simplex-1 
(HSV-1) glycoprotein D with the Human papillomavirus 16 (HPV-16) E7 and E6 
oncoproteins. 2023. 107 f. Ph.D these (Immunology) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2023. 

 

Cervical cancer is one of the leading causes of death in women and is associated with 

persistent infection by human papillomavirus (HPV). Therapeutic vaccines using HPV 

oncoproteins E6 and E7 have been investigated as new approaches for treatment. In 

one of these approaches, the use of a recombinant protein consisting of the genetic 

fusion of glycoprotein D from Herpes simplex virus 1 (HSV-1) with the E7 protein of 

HPV-16 (gDE7) resulted in complete and long-lasting protection in mice challenged 

with tumor cells expressing HPV-16 E6 and E7 oncoproteins. In this study, we 

investigated the effects of gDE7, with or without HPV-16 E6 oncoprotein, on the 

phenotype and function of monocyte-derived human dendritic cells in vitro (Mo-DCs) 

from healthy donors and patients diagnosed with cervical intraepithelial neoplasia 

(CIN) grades 2/3. Our results showed that Mo-DCs from healthy donors treated for 48 

hours with gDE7 had increased expression of CD86 and CD83. This treatment also 

induced secretion of pro-inflammatory cytokines TNF-α and IL-12p70 by Mo-DCs. In 

these same cells, by PCR array, an increase in expression of genes involved in Mo-

DC activation and antigen presentation and a decrease in genes involved in immune 

response regulation were observed. In Mo-DCs from CIN 2/3 patients, gDE7 induced 

an increase in the co-stimulatory molecule CD80 and its ability to stimulate proliferation 

of CD4+ T lymphocytes. These results indicate that gDE7 has the potential to activate 

Mo-DCs from healthy donors and CIN 2/3 patients and open the prospect of exploring 

this potential in the development of new therapeutic approaches based on these cells 

to treat cervical lesions associated with HPV-16+ infections. 

 

Keywords: Dendritic cells. HPV-16. Recombinant protein gDE7. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA      

1.1 Sistema Imunológico e Células Dendríticas 

      

O sistema imunológico é composto por uma complexa rede de células, tecidos 

e órgãos, além das substâncias e processos químicos que eles produzem após o 

reconhecimento, por receptores clonais distribuídos nos linfócitos T e B, de moléculas 

chamadas de antígenos. Deste modo, o sistema imune pode ser definido como um 

sistema de reconhecimento molecular que tem como função manter a homeostasia, 

promovendo a eliminação de agentes que levam à perda deste estado, tais como 

toxinas, vírus, bactérias, fungos e parasitas, mas também células do próprio 

organismo que tenham escapado dos controles fisiológicos e que tenham, portanto, 

potencial cancerígeno (MARSHALL et al., 2018) O sistema imunológico exerce suas 

funções através de diferentes mecanismos, que, didaticamente são divididos entre 

duas linhas de defesa: imunidade inata e imunidade adaptativa.  

Os principais mecanismos da imunidade inata são: evitar a entrada de 

componentes estranhos usando barreiras físicas e químicas; prevenir a disseminação 

da infecção por meio de mediadores humorais, como a cascata do complemento; 

remover o “não-próprio” via fagocitose ou mecanismos citotóxicos. As principais 

células fagocíticas são os neutrófilos e os macrófagos. As células dendríticas (DCs), 

embora tenham atividade fagocítica, exercem papel muito secundário na imunidade 

inata, mas, são essenciais para desencadear a imunidade adaptativa, por serem as 

principais células apresentadoras de antígenos (APCs, do inglês Antigen Presenting 

Cells). A resposta inata é caracterizada por sua rapidez e independência de exposição 

prévia aos agentes agressores, não gerando, portanto, memória imunológica e 

evolutivamente desenvolveu-se antes da resposta imune adaptativa (TURVEY, 

BROIDE, 2009). Sabe-se também que, a imunidade inata pode desencadear e 

modificar a resposta adaptativa, por meio das citocinas nela produzidas e das células 

recrutadas para os tecidos onde ela se desenrola. Geralmente, uma vez que a 

imunidade inata é ativada, ela gera sinais que desencadeiam uma resposta adaptativa 

aos antígenos presentes no tecido inicialmente lesado, tornando o organismo capaz 

de responder mais rápida, específica e eficazmente a agressões associadas a tais 

antígenos (BONILLA, OETTGEN, 2010). 
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Já a resposta adaptativa é gerada pela ativação específica dos linfócitos B e T, 

sendo os linfócitos B responsáveis produção de anticorpos, ao se diferenciarem em 

plasmócitos, e os linfócitos T por funções que vão do auxílio à produção de anticorpos, 

como linfócitos auxiliadores, à efetuação direta da resposta, como linfócitos T 

citotóxicos, mas passando por diversas outras funções, quer como auxiliadores, quer 

como reguladores da resposta. Essa resposta é caracterizada por se manifestar mais 

lentamente, uma vez que depende da expansão clonal dos linfócitos que carregam 

receptores específicos para os antígenos contra os quais é dirigida. Assim, embora 

leve dias para se tornar possível detectá-la no primeiro contato com determinado 

antígeno, em contatos subsequentes ela se desenvolve muito mais rapidamente, o 

que define o fenômeno da “memória imunológica”. Esta memória, sendo a 

manifestação de resposta específica, ao contrário da resposta inata, inespecífica, é 

capaz de controlar muito mais eficazmente os agentes agressores que a 

desencadeiam, conferindo proteção duradoura ao organismo (FU, 2022). 

 As principais células que compõem o sistema imunológico, os leucócitos, são 

geradas na medula óssea. Estes se dividem em linhagem mieloide, como os 

granulócitos (neutrófilos, basófilos, eosinófilos), monócitos e os macrófagos dele 

derivados e linhagem linfoide, que engloba os linfócitos (T e B), células NK (do inglês, 

natural killers) e outras “células linfoides inatas” (ILCs, do inglês innate lymphoid cells). 

As células envolvidas na resposta inata, tanto de origem linfoide, quanto de origem 

mieloide, contribuem para moldar a imunidade adaptativa subsequente. 

Especificamente, as células dendríticas (DCs) representam uma população de células 

heterogêneas que iniciam a resposta adaptativa atuando ao reconhecer e processar 

antígenos, e apresentar tais antígenos aos linfócitos T (GUERMONPREZ et al, 2002; 

THÉRY, AMIGORENA, 2001). Essas células apresentam origem e perfil 

heterogêneos, o que é mais discutido a seguir. 

As DCs foram descritas, como células do sistema imunológico, e caracterizadas 

por Steinman e Cohn em 1973 (STEINMAN, COHN, 1973) e são consideradas as 

principais células apresentadoras de antígenos do sistema imunológico 

(BANCHEREAU et al. 2000; BANCHEREAU, STEINMAN, 1998; REIS E SOUSA 

2004). As DCs têm a habilidade, única, de iniciar as respostas imune adaptativas ao 

ativar células T naïve e, por isso também têm sido reconhecidas como as mais 
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potentes células apresentadoras “profissionais” de antígenos (GUERMONPREZ et al., 

2002; STEINMAN, 1991). 

As DCs estão presentes na maioria dos tecidos e, em um estado “imaturo”, 

atuam como sentinelas imunológicas. Nesse estado, elas são melhores em capturar 

e endocitar via receptores como lectinas, receptores do tipo Toll (TLRs, do inglês,Toll 

Like Receptors), receptores para domínio Fc (fragmento cristalizável) de 

imunoglobulinas (FcR) e receptor para o fragmento C3 de complemento (CR3) 

(TOHYAMA, YAMAMURA, 2006) Todavia, uma vez detectada uma perturbação 

homeostática, diretamente pelos PRR (do inglês pattern recognition receptors – PRR) 

das DCs, ou, indiretamente, pelas citocinas ou outros mediadores presentes no 

microambiente onde as DCs se encontram, estas células sofrem uma mudança 

fisiológica, passando a um estado de células “ativadas” ou “maduras”. Uma vez 

ativadas, ocorre na DC a reorganização de estruturas celulares que levam ao aumento 

de motilidade e à diminuição da capacidade fagocítica da mesma para aumentar sua 

capacidade de apresentação de antígenos, capturados no microambiente onde 

ocorreu a perturbação homeostática, no contexto de moléculas de classe I e II 

codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglês Major 

Histocompatibility Complex). Esta maturação depende de mudanças metabólicas, 

fenotípicas e morfológicas, como o aumento da expressão do receptor de quimiocina 

CCR7, a translocação de moléculas do MHC para a superfície da célula, aumento da 

expressão de moléculas coestimuladoras como CD80 e CD86, além de secreção de 

determinadas quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias (BANCHEREAU, STEINMAN, 

1998; REIS E SOUSA, 2006). Assim, esta DC ativada migra para os órgãos linfóides 

secundários onde terá maior probabilidade de encontrar linfócitos T capazes de 

reconhecer os antígenos que está apresentando no contexto de suas moléculas do 

MHC.  

Nesse contexto, as DCs podem ativar células T CD4 via MHC-II, e células T 

CD8 via MHC-I (THÉRY, AMIGORENA, 2001). As células T CD8+, quando ativadas, 

podem exercer atividade citotóxica, enquanto os linfócitos T CD4+, de acordo com o 

sinal recebido durante a apresentação de antígenos, diferenciam-se em várias 

subpopulações, entre as quais as dos linfócitos Th (helper) 1, Th2, Th17, ou ainda T 

reguladores. As células Th1 caracterizam-se pela produção de interferon (IFN)-γ e 

pela expressão do fator de transcrição T-bet, enquanto as células Th2 produzem 
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interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13 e expressam o fator de transcrição GATA-3. Th1 e Th2 

contribuem de maneiras distintas para eliminação de patógenos; vírus e bactérias 

intracelulares são, tipicamente, controlados por respostas de padrão Th1 e helmintos 

por resposta de padrão Th2 (GROGAN et al., 2001; MOSMANN et al., 1986). Um outro 

subtipo, Th17, caracterizado pela expressão do fator de transcrição ROR-γt, secreta 

IL-17 e tem papel relevante na resposta contra bactérias extracelulares e fungos, com 

significativa ativação de neutrófilos (PARK et al., 2005). Além desses, os linfócitos T 

reguladores (Treg), se caracterizam pela expressão elevada do receptor de alta 

afinidade para IL-2 (CD25) e pela presença do fator de transcrição FoxP3 (do inglês, 

Forkhead Box P3) (SAKAGUCHI et al., 2010). As DCs, na presença de TGF-β, 

induzem a diferenciação dessas células. Portanto, a combinação do tipo de DC, a via 

da apresentação de antígenos e os sinais coestimuladores podem direcionar a 

resposta imune, ativando T CD8+ e CD4+ ou induzindo à tolerância imunológica 

através da ativação de células T reguladoras (JONULEIT, SCHMITT, 2003; NEVES et 

al., 2012) (Figura 1).  

Os diferentes tipos de DCs têm sido classificados baseados nas suas 

características como ontogenia, localização, expressão de marcadores de superfície 

e especialização funcional. Dentro desta classificação, podemos descrever 

populações heterogêneas, como as clássicas ou convencionais (cDCs), as 

plasmocitóides (pDCs), as DCs derivadas de monócitos (Mo-DCs) e as células de 

Langerhans (LCs) (VILLANI et al, 2017; WCULEK et al., 2019) A figura 2 cita 

moléculas expressas na superfície dessas subpopulações de DC, bem como fatores 

de transcrição e funções que diferem esses subtipos. 
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Figura 1. Representação do reconhecimento e processamento antigênico por uma 
célula dendrítica. DC ativando linfócito T naïve pela interação do TCR com antígeno no MHC 
e ligação de moléculas coestimuladoras além da secreção de citocinas que induzem a 
diferenciação em diferentes subtipos de linfócitos T, e também a subsequente ativação de 
linfócitos B. (Adaptado de NEVES et al., 2012).  

 

Enquanto as LCs e Mo-DCs surgem a partir de progenitores comuns a 

monócitos, as pDCs e cDCs se originam de progenitores mieloides comuns (PMCs) 

(BANDOLA-SIMON, ROCHE, 2018; FU et al., 2018; GARDNER, PULIDO, RUFELL, 

2020; WCULEK et al., 2019).  

As LCs são encontradas na epiderme basal e outros epitélios escamosos 

estratificados, com a principal função de manter esses tecidos saudáveis, além de 

garantir a tolerância aos microrganismos comensais. Expressam langerina, lectina do 

tipo C e CD1a e, em humanos, podem ser maturadas com capacidade de realizar 

apresentação cruzada, com alta produção de IL-15, estimulando células T CD8 

(BANCHEREAU et al., 2012; ROMANO et al., 2012). 

As Mo-DCs são conhecidas como as “células dendríticas inflamatórias”. Tem 

sido descrito que elas expressam CD206 e CD209, retêm a expressão de CD14, mas 

variam quanto à expressão de outros marcadores. Ex vivo, elas secretam IL‐1, TNF‐

α, IL‐12 e IL‐23, estimulam células T CD4 e T CD8 e expressam CCR7, e in vitro 

podem ser derivadas de monócitos na presença de GM-CSF e IL-4 (COLLIN, BIGLEY, 

2018). 
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Dentre as DCs de origem a partir de PMCs, as pDCs representam um pequeno 

subtipo de DCs que são caracterizadas, principalmente, pela expressão de CD123, 

CD303 (BDCA-2) e CD304 (BDCA-4) (DZIONEK et al., 2000) e além de baixos níveis 

de MHC de classe II, moléculas coestimuladoras e CD11c (MERAD, HELFT, 

MORTHA, 2013). As pDCs possuem diversos receptores de superfície que estão 

intimamente envolvidos na regulação de sua principal função fisiológica que é a 

produção de interferon do tipo I (IFN-α), além de secretar IFN-III e outras citocinas. 

Elas produzem IFN do tipo I em resposta às infecções virais pela estimulação de TLR-

7 e TLR-9 (LANDE et al., 2007; REIZIS et al., 2011) e são capazes de ativar de 

maneira eficiente linfócitos T citotóxicas. Seu principal fator de transcrição para 

produção de IFN-I é o IRF-7 (BAO, LIU, 2013; SWIECKI, COLONNA, 2015) 

Em contrapartida, as DCs chamadas convencionais, também originárias de 

PMCs, têm grande habilidade de reconhecimento e captura de antígenos, sendo 

especializadas no processamento e apresentação eficiente de antígenos endógenos 

ou exógenos, via MHC de classe I e II, respectivamente. Além disso, são separadas 

em subtipos cDC1 e cDC2 que diferem quanto à dependência de fatores 

transcricionais, fenótipos e função (PATENTE et al., 2019). 

Quanto aos fatores transcricionais, as cDC1 dependem do fator regulatório de 

interferon 8 (do inglês, interferon regulatory factor - IRF8) e do basic leucine zipper 

transcriptional factor ATF-like 3 (Batf3), enquanto as cDC2 dependem de IRF4 e do 

zinc finger E-box-binding homeobox 2 (ZEB2) para seus desenvolvimentos. Em 

relação ao fenótipo, as cDC1 humanas se caracterizam pela expressão de BDCA-3+ 

(CD141+) enquanto as cDC2 humanas expressam BDCA-1+ (CD1c+) (ESTIPONA, 

2021; GUILLIAMS et al., 2014; GUTIERREZ-MARTINEZ et al., 2015 ; HILDNER et al., 

2009) (Figura 2). 
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Figura 2. Diagrama destacando as principais diferenças entre os subtipos de DCs 
quanto aos marcadores celulares e fatores de transcrição.  (Adaptado de ESTIPONA, 
2021) 

 

Funcionalmente as cDC1 são conhecidas como um subconjunto de DC com 

alta capacidade intrínseca de apresentar antígenos via MHC de classe I para ativar 

linfócitos T CD8+ e promover respostas Th1 e Natural Killer por meio de IL -12 

(BACHEM et al., 2010; HANIFFA et al., 2012; JONGBLOED et al., 2010; PILIN et al., 

2010). Recentemente, tem sido demonstrado que as cDC1 apresentam papel crítico 

na apresentação cruzada de antígenos para células T CD8 em tumores, determinante 

na eficácia anti-tumoral de imunoterapias (BROZ et al. 2015; SALMON et al., 2016; 

SANCHEZ-PAULETE, 2017). Já as cDC2 são mais eficientes em ativar células T CD4 

ao apresentar antígenos solúveis via MHC-II, regulando, assim, respostas imunes 

contra parasitas, patógenos extracelulares e alérgenos (ANDERSON et al., 2021; 

CUETO, SANCHO, 2021). Contudo, é importante destacar que cDC2 apresentam 

importante papel na regulação de respostas anti-tumorais por células T CD4 que 

podem potencializar as respostas das células T CD8 no microambiente tumoral 

(BINNEWIES et al., 2019; IWANOWYCZ et al., 2019; NOUBADE, MAJRI-

MORRISON, TARBEL, 2019; WCULEK et al., 2020). (Figura 3). 

Sabe-se que apresentação cruzada é um fenômeno conhecido pela 

apresentação de antígenos exógenos não-citosólicos  via moléculas codificadas pelo 

MHC de classe I (GUERMONPREZ, AMIGORENA, 2005). Dessa maneira, na 

resposta contra vírus, as DCs, mesmo quando não infectadas podem, portanto, 

capturar e apresentar peptídeos virais via MHC de classe I (HUBER et al. 2014), 

fenômeno que é essencial em infecções por papilomavírus humano (HPV, do inglês, 
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Human Papillomavirus) com tropismo epitelial, por exemplo (EGAWA et al. 2015). 

Além disso, como já mencionado, a apresentação cruzada também possui papel 

essencial na resposta contra tumores.  

 

     
Figura 3. Potenciais cenários de contribuição entre subtipos de cDCs durante a 
imunidade contra tumores. (A) Representação de uma resposta anti-tumoral efetiva pela 
ação exclusiva de cDC1 na ativação de células T CD4 e T CD8; (B) Possível papel de cDC2 
auxiliando na potencialização da resposta anti-tumoral, por interações multicelulares. (Fonte: 
NOUBADE et al., 2019) 

 

 

Embora outras células, como macrófagos e linfócitos B, sejam capazes de 

realizar apresentação cruzada de antígenos, as DCs são consideradas as mais 

eficazes em realizar tal apresentação. Apesar de ainda ser objeto de debate, acredita-

se que isso ocorra devido a um mecanismo que diminui a acidificação dos 

endossomos nessas células (CRUZ et al., 2017). Quando os lisossomos se fundem 
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com fagossomos, há um acúmulo de proteases e uma bomba de prótons acidifica o 

fagossomo, levando à degradação proteica e geração de peptídeos para 

apresentação via MHC de classe II. A prevenção desta acidificação, mantendo o pH 

levemente alcalino, poderia diminuir a degradação dos antígenos, fornecendo material 

para a apresentação cruzada. Assim, proteínas remanescentes no fagossomo 

poderiam ser translocadas do compartimento endocítico para o citosol onde seriam 

degradadas em peptídeos pelo proteassoma, que transportados via TAP (do inglês 

transporter associated with antigen processing) para dentro do retículo 

endoplasmático seriam carregados e apresentados pelas moléculas de classe I do 

MHC (KOVACSOVICS-BANKOWSKI, ROCK, 1995). Apesar do pouco conhecimento 

acerca dos mecanismos moleculares envolvidos na translocação de antígenos dos 

endossomas/fagossomas para o citosol, parece que as DCs têm uma via endocítica 

especializada que pode limitar a degradação dos antígenos e recrutar componentes 

do retículo endoplasmático para a apresentação cruzada, onde a Sec22b (ALLOATTI 

et al., 2017) e Sec61 estariam envolvidas (JOFFRE et al., 2012). 

Além disso, embora ainda controversos, acredita-se que além da via do 

“fagossomo para o citosol”, os processos intracelulares que levam à apresentação 

cruzada podem envolver mais duas vias, a chamada de “vacuolar” e, a “via do 

ergossomo” (produto de fusão de retículo endoplasmático com o fagossomo) (NAIR-

GUPTA, BLANDER, 2013). 

Na via “vacuolar”, a hipótese é de que o processamento dos antígenos no 

endossomo/fagossomo, por catepsinas e outras proteases, geraria peptídeos que se 

ligariam a moléculas de classe I do MHC, que seriam “desviadas”, por proteínas 

especializadas, Rab11a e CD74, do retículo endoplasmático ou da membrana 

plasmática para os fagossomos (CRUZ et al. 2017).  

A existência de uma terceira via, a dos ergossomas, foi sugerida pela 

identificação de vesículas caracterizadas pela presença simultânea de componentes 

do retículo endoplasmático necessários para a translocação de peptídeos para o 

citosol, o sistema de degradação do retículo endoplasmático, como TAP e PLC 

(complexo carreador de peptídeos) e de componentes do endossoma/fagossoma. 

Estas vesículas seriam o resultado da fusão do retículo endoplasmático e/ou 

complexo de Golgi com o fagossoma (GUERMONPREZ et al., 2003), e poderiam 

representar uma reação adaptativa da célula a condições de excesso de antígenos, 
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que de maneira geral, aumenta a apresentação cruzada (BASHA et al., 2008). Esta 

terceira ainda é posta em dúvida, podendo ser, apenas, consequência da formação e 

remodelamento dos fagossomas durante a fusão com compartimentos lisossômicos 

(TOURET et al., 2005). (Figura 4) 

 

 

     Figura 4. As três vias propostas para apresentação cruzada. Via “fagossomo para o 
citosol” (a); via dos ergossomas (b) e via “vacuolar” (c). (Fonte: NAIR et al., 2011) 
 

Assim, os mecanismos que levam as DCs à apresentação cruzada e suas 

consequências específicas, como a indução de linfócitos T CD8+ citotóxicos contra 

antígenos tumorais, são questões importantes a serem exploradas. No ambiente 

tumoral, as DCs podem capturar antígenos provenientes das células tumorais e 

apresentá-los via moléculas de MHC de classe II aos linfócitos T CD4+ ou de forma 

cruzada para células T CD8+ (GUERMONPREZ et al., 2002; PALUCKA, 

BANCHEREAU, MELLMAN, 2010).  

Contudo, tal habilidade de realizar apresentação cruzada não é igual em todas 

as subpopulações de DCs e, quando se consideram células humanas, é executado 

mais eficientemente pelas cDC1 (CD141+) (BACHEM et al., 2010; GUTIÉRREZ-

MARTÍNEZ et al., 2015; MELLMAN, 2013). Porém essa habilidade não é restrita às 

cDC1: as LCs humanas também realizam apresentação cruzada com alta produção 

de IL-15, enquanto as cDC2 e Mo-DCs podem realizá-la com ativação apropriada 

(COLLIN, BIGLEY, 2018). 
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Diante desse conhecimento, protocolos de imunoterapia têm explorado a 

função de DCs. No estudo in vitro deste tipo celular em seres humanos, diferentes 

abordagens foram descritas para a diferenciação de DCs (CAUX et al., 1996; 

SHORTMAN, LIU, 2002). Sallusto e Lanzavecchia observaram que células 

mononucleares aderentes, isoladas do sangue periférico, diferenciam-se em DCs na 

presença das citocinas GM-CSF e IL-4 podendo ser mantidas em meio de cultura e, 

quando estimuladas com TNF-α, assumem o fenótipo e a função de DCs maduras, 

gerando, assim, células dendríticas derivadas de monócito ou Mo-DCs (SALLUSTO, 

LANZAVECCHIA, 1994). Além disso, as PBMCs (peripheral blood monocyte cells) 

isoladas para geração de Mo-DCs podem ser carregadas com diferentes antígenos e 

maturadas com coquetel de citocinas para geração de vacinas terapêuticas com baixa 

toxicidade (BOL et al., 2016; MASSA et al., 2015), visto que cDCs presentes no 

sangue constituem uma população rara (GRANOT et al., 2017). 

O estabelecimento e a possibilidade de geração dessas células in vitro foram 

fundamentais também para o desenvolvimento de vacinas terapêuticas para pacientes 

com câncer metastático nos últimos anos (PALUCKA et al., 2007; PALUCKA, 

BANCHEREAU, 2013; SABADO, BALAN AND BHARDWAJ, 2016), inclusive em 

nosso laboratório (BARBUTO et al., 2004; PINHO et al., 2022). O objetivo desta 

estratégia é induzir linfócitos T efetores contra o tumor e memória imunológica para 

controlar a recidiva tumoral (BANCHEREAU, PALUCKA, 2005; PALUCKA, 

BANCHEREAU, 2012), mas, para isso, as DCs precisam, primeiro, capturar e 

apresentar eficientemente os antígenos tumorais. 

Entretanto, em tumores já estabelecidos, as DCs apresentam deficiências de 

maturação e função (BALEEIRO et al., 2008; BARBUTO, 2013) o que as impedem de 

realizar a apresentação de antígenos eficientemente, podendo contribuir mais para o 

estabelecimento de um estado de tolerância ao tumor do que para sua eliminação ou 

controle. Aliás, já em monócitos, precursores sanguíneos de DCs, pode-se notar um 

desvio funcional claro na indução de linfócitos Treg (CLAVIJO-SALOMON et al., 2014; 

RAMOS et al., 2012; RAMOS et al., 2013). Este desvio de função pode ser explicado 

pelo aumento de citocinas anti-inflamatórias no soro de pacientes diagnosticados com 

diversos tipos de câncer (MA et al., 2013; KOWALSKA et al., 2012). Assim, tais 

alterações podem contribuir para a manutenção de um mecanismo de escape tumoral. 

Além disso, há relatos que a correlação entre a alteração nos níveis de citocinas 
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séricas destes pacientes e as células inflamatórias que infiltram o tumor está 

associada à progressão tumoral (GENING et al., 2014; VÄYRYNEN et al., 2016), 

sendo de relevância clínica a detecção destas citocinas para o prognóstico (BINDER 

et al., 2017; KOWALSKA et al., 2012).  

Vários estudos vêm apontando para os benefícios da imunoterapia com DCs, 

demonstrando segurança, presença de insignificantes efeitos colaterais adversos e, 

embora ainda sejam necessários mais estudos, os resultados clínicos são animadores 

(BARBUTO et al., 2004; CLAVIJO-SALOMON et al., 2014; LEPSKI et al., 2023; 

PINHO et al., 2022; YU et al., 2004). Em nosso laboratório, vacinas com células 

híbridas dendríticas-tumorais têm sido desenvolvidas através da fusão de células 

tumorais de pacientes com DCs alogenêicas obtidas de doadores saudáveis 

(BARBUTO et al., 2004; PINHO et al., 2022). Isso justifica-se devido à diferenciação 

de DCs a partir de células precursoras de pacientes portadores de câncer, como 

descrito acima, apresentarem um perfil indutor de células imunossupressoras 

(AZEVEDO-SANTOS et al., 2019; CLAVIJO-SALOMON et al., 2014; RAMOS et al., 

2012; NEVES et al., 2005). Com a fusão, espera-se que as células passem a 

apresentar antígenos tumorais pelas moléculas de MHC tanto autólogas quanto 

alogenêicas aos linfócitos T.  

 

 1.2 Câncer Cervical e HPV 

 

Anualmente ocorrem, aproximadamente, 1,4 milhão de neoplasias induzidas 

por vírus, representando cerca de 10% dos casos de câncer, com a maioria (acima de 

85%) ocorrendo em países de baixa e média renda. Dentre esses, os vírus associados 

ao maior número de casos de câncer são os vírus do papiloma humano (HPVs), que 

causam câncer cervical e outras malignidades epiteliais (SCHILLER, LOWY, 2021).  

O câncer cervical – também chamado câncer do colo do útero – é a quarta 

principal causa de morte entre as mulheres no Brasil (INCA, 2019) e no mundo, 

segundo a Organização Mundial da Saúde (SINGH et al., 2023). No Brasil é a terceira 

neoplasia mais frequente entre a população feminina, com uma estimativa de 17.010 

novos casos em 2022, de acordo com o relatório do Instituto Nacional do Câncer 

(INCA, 2019). O desenvolvimento deste tipo de neoplasia, desde a neoplasia 
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intraepitelial cervical (NIC) até o câncer cervical invasivo está associado à infecção 

persistente pelo HPV (ZUR HAUSEN, 2002).  

Os HPVs infectam frequentemente tecidos epiteliais escamosos e causando 

verrugas e lesões. Com base no tropismo tecidual, aproximadamente 200 genótipos 

de HPV foram descritos com base na sequência do genoma viral e podem ser 

divididos em tipos cutâneos e mucosos, ou de “baixo risco” e “alto risco” (GUPTA, 

KUMAR, DAS, 2018). 

Mais de 200 tipos de HPVs são conhecidos atualmente e, dentre eles, 40 

genótipos possuem tropismo pela mucosa ano-genital (LIN et al., 2010). Esses 

genótipos são subdivididos naqueles de baixo e alto risco, dependendo do seu 

potencial carcinogênico. Os HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 são 

aqueles classificados como de alto risco, com habilidade de infectar células cutâneas 

ou de mucosa (COHEN et al., 2019). Dentre esses tipos, o HPV16 destaca-se por ser 

o mais frequente e responsável por mais de 60,5% dos casos de tumores cervicais no 

mundo, seguido pelo HPV18 (DE MARTEL, PLUMMER, FRANCESCHI, 2017; 

SERRANO et al. 2018). 

Enquanto a maioria da população humana adquire infecções por HPV, apenas 

cerca de 10% a 15% destes indivíduos estabelecem uma infecção persistente ao 

longo da vida, e apenas uma parcela populacional tem o potencial de evoluir para 

câncer invasivo (SCHIFFMAN et al., 2007). Isso sugere que, para a maioria dos 

indivíduos infectados pelo HPV, os mecanismos de defesa do hospedeiro são 

amplamente eficazes na eliminação da infecção inicial. (WESTRICH, WARREN, 

PYEON, 2017).  

Assim, uma vez associado à célula hospedeira, o HPV não causa a morte 

celular e as partículas virais infecciosas são eliminadas das superfícies das mucosas. 

No geral, a estratégia do vírus, inicialmente, é evitar ativar sinais inflamatórios que 

ativam a resposta imune inata associada ao tecido danificado. O controle imunológico 

natural de uma infecção por HPV é provavelmente o resultado da interação das células 

da resposta inata, a atividade de anticorpos específicos e de células efetoras. Esse 

controle inclui recrutamento de macrófagos, células NK e DCs. É possível que a 

resposta inata possa eliminar uma infecção por HPV, mas muitas vezes o genoma do 

HPV integrado às células basais passam a servir como um reservatório contínuo da 

infecção. Com isso, a ativação da resposta adaptativa seleciona os meios para 
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reconhecer especificamente o vírus e eliminar a infecção (FRAZER, 2009; 

WESTRICH, WARREN, PYEON, 2017). 

As consequências da infecção persistente pelo HPV são as lesões 

intraepiteliais escamosas (neoplasia intraepitelial cervical - NIC), consideradas 

precursoras de câncer. As NICs são classificadas em três grupos de risco progressivo 

de acordo com a o estrato do epitélio afetado, definidas por: NIC1, NIC2, NIC3 

(MOSCICKI et al, 2012; SCHIFFMAN, WENTZENSEN, 2010). NIC1 pode evoluir em 

uma pequena porcentagem de casos para NIC 2/3. Atualmente, estima-se que 32-

43% das lesões de NIC 2/3 sofrem regressão espontânea (MCCREDIE, 2010; VICI et 

al 2016). No entanto, ainda não existem biomarcadores de prognóstico que possam 

distinguir a possibilidade de regressão em cada paciente.  

Em relação à sua característica, o HPV é um vírus de DNA de cadeia dupla, 

não envelopado, com cerca de 8.000 pares de bases, coberto por proteínas do 

capsídeo. O genoma do HPV16, por exemplo, pode ser segmentado em três partes 

que codificam genes de expressão imediata ou early (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), 

expressão tardia ou late (L1 e L2) e uma cadeia longa de controle (LCR) também 

conhecida como região não codificante (NCCR) ou região regulatória upstream (URR) 

(PAL, KUNDU, 2020)(Figura 5).  

 

 

 

Figura 5. Estrutura e organização do genoma do HPV16. Esquema representativo do 

genoma do HPV-6, e uma tabela descrevendo as consequentes atividades de cada gene 
traduzido. (Adaptado de PAL, KUNDU, 2020) 

Figura  SEQ Figura \* ARABIC 1. Estrutura e organização genômica do HPV16. Adaptado 

de Pal & Kundu (2020). 
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Os genes L1 e L2 codificam as proteínas que formam o capsídeo viral e, por 

isso, são alvos de vacinas atualmente disponíveis que tem como objetivo inativar ou 

eliminar o vírus durante a infecção. Elas são interessantes quando se pensa em 

reduzir a frequência de NICs e de câncer cervical induzidos por HPV a longo prazo 

porque essa estratégia é ineficaz quando o genoma viral já está integrado e/ou em 

estágios mais avançados de transformação (PAL, KUNDU, 2020). 

Já os genes E1 e E2 regulam a replicação viral e transcrição de proteínas, 

enquanto o E4 é o responsável pela montagem e liberação do vírus, e E5, E6 e E7 

estão envolvidos com a imortalização e transformação celular (PAL, KUNDU, 2020). 

A progressão das lesões precursoras para tumores invasivos aumenta quando as 

proteínas oncogênicas E6 e E7 passam a ser expressas de forma constitutiva. Essa 

alta expressão de E6 e E7 é a principal característica para a patogênese do câncer 

cervical invasivo (ZUR HAUSEN, 2002). 

As interações físicas de E6 com numerosos fatores celulares derivados do 

hospedeiro resultam na desregulação do ciclo celular. Essa proteína do HPV 

frequentemente se liga à p53, inibindo sua função, o que acarreta a degradação do 

complexo p53-E6 dependente de ubiquitina, causando encurtamento da meia-vida de 

p53 e perda de suas funções biológicas. Em contraste, a E7 que é responsável pela 

proliferação celular, liga-se à proteína pRb que libera o fator de transcrição E2F. Tal 

ligação regula a transição do ciclo celular da fase G1 para S, promovendo a 

proliferação celular, o que pode acelerar a tumorigênese (MANTOVANI, BANKS, 

2001; MÜNGER et al., 2001; ZUR HAUSEN, 2002). 

Uma vez que as proteínas E6 e E7 do HPV estão expressas nas células 

transformadas do colo de útero, sendo necessárias para a geração de lesões 

malignas, elas se tornam alvos ideais para vacinas terapêuticas (HOPPE-SEYLER et 

al., 2018).  

Atualmente, o tratamento para pacientes NIC 2/3 é a excisão cirúrgica. Para o 

câncer cervical são utilizados cirurgia de remoção do tumor, radioterapia, 

quimioterapia e uso de agentes anti-angiogênicos (COHEN et al., 2019; LEE et al., 

2016). Alternativamente, vacinas terapêuticas contra câncer cervical tendo como alvo 

as proteínas E6 e E7 também têm sido avaliadas, porém os resultados apresentados 

não têm sido satisfatórios (VICI et al., 2016).  
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Em relação às vacinas profiláticas, atualmente, existem três vacinas comerciais 

contra HPVs de alto e baixo risco e todas são constituídas por partículas virais 

recombinantes não infecciosas (VLPs, do inglês virus-like particles). A Cervarix® 

(GlaxoSmithKline) contém VLPs dos HPVs 16 e 18, os dois genótipos de alto risco 

que mais causam câncer cervical em todo o mundo (DE MARTEL, PLUMMER, 

FRANCESCHI, 2017; SERRANO et al. 2018). A Gardasil® (Merck) possui VLPs dos 

mesmos genótipos de HPV de alto risco e também VLPs dos HPVs 6 e 11, 

responsáveis pela infecção e aparecimento de verrugas genitais tanto em mulheres 

quanto em homens (GARLAND et al., 2007; JOURA et al, 2015). Ainda, uma “nova 

versão” Gardasil (Gardasil 9®, Merck) contendo VLPs de 9 genótipos de HPV (6, 11, 

16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58) foi desenvolvida para aumentar a estratégia de inativação 

da replicação viral desses e proteger contra 90% das verrugas genitais e 70% dos 

casos de câncer cervical (DE OLIVEIRA, FREGNANI, VILLA, 2019). Essas vacinas 

induzem resposta de anticorpos neutralizantes e são eficazes na prevenção da 

infecção dos respectivos genótipos de HPV (SCHILLER, LOWY, 2012). Porém, ainda 

há baixa cobertura dessas vacinas, principalmente em países menos desenvolvidos, 

e a presença de muitas mulheres infectadas nas áreas descobertas, devido à 

incidência de câncer induzido pelo HPV continua sendo uma preocupação de saúde 

mundial (COHEN et al., 2019). 

 

1.3 Modelo da proteína recombinante gDE7   

 

Uma vez identificadas proteínas imunogênicas, vacinas baseadas em proteínas 

recombinantes tornaram-se alvos de muitos pesquisadores pela possibilidade de 

gerar imunógenos potencialmente seguros e eficazes em grandes quantidades. As 

terapias baseadas em proteínas recombinantes purificadas têm vantagens sobre 

aquelas baseadas em peptídeos porque apresentam todos os epítopos essenciais 

para o processamento do antígeno e ativação de células do sistema imunológico.  

O uso de vacinas terapêuticas, com o intuito de estimular a resposta imune 

especificamente contra as células infectadas, também tem sido estudado no 

tratamento contra tumores induzidos por HPV. A ativação de linfócitos T citotóxicos 

CD8+ é a ferramenta preferida para eliminar tumores, pois eles detectam antígenos 

intracelulares apresentados por moléculas MHC de classe I expressas por todos os 
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tipos de células tumorais. No entanto, linfócitos T CD4+ merecem importância pois 

promovem as funções efetoras e de memória dos CTLs (linfócitos T citotóxicos)  

(BORST et al., 2018) 

Em modelos murinos, o uso de vetores virais e bacterianos, assim como de 

peptídeos e DNA têm sido amplamente explorados (LEE et al., 2016). Em estudos 

clínicos, algumas vacinas terapêuticas têm sido testadas, mas até o momento 

nenhuma estratégia demonstrou resultados completamente satisfatórios para uso. De 

maneira geral, os resultados mostraram a indução de respostas imunológicas 

específicas contra antígenos do HPV, sem a regressão completa das lesões 

(BAGARAZZI et al., 2012; COHEN et al., 2019).  

Diante disso, Porchia et al. (2011) e Diniz et al. (2013) desenvolveram, em 

modelo murino, duas estratégias de imunoterapia para o controle do crescimento 

tumoral induzido por HPV16: uma utilizando DNA e a outra, proteína recombinante 

purificada. Ambas as estratégias se baseiam na geração de uma proteína híbrida 

através da fusão genética da glicoproteína D do herpes simplex vírus (HSV-1) com a 

oncoproteína E7 do HPV16 (gDE7) (PORCHIA et al., 2011; DINIZ et al., 2013). Os 

resultados mostraram que repetidas imunizações com gDE7, sem o uso de outros 

adjuvantes, deram proteção terapêutica parcial contra os tumores transplantados que 

expressavam as oncoproteínas E6 e E7 do HPV (TC-1) (PORCHIA et al., 2011). Além 

disso, quando associada ao adjuvante poly I:C, a vacina com gDE7 induziu uma 

proteção de longa duração nesses animais. Tal proteção foi atribuída à infiltração do 

microambiente tumoral por linfócitos T CD8+, com atividade citotóxica e fenótipo de 

memória efetora, específicos para E7, ao mesmo tempo em que se notou diminuição 

relativa da frequência de células potencialmente imunossupressoras (linfócitos Treg e 

MDSC, do inglês Myeloid-derived supressor cells). Acredita-se que o efeito antitumoral 

dessa imunização deu-se em razão da atividade da proteína gD, que possivelmente 

direcionou os antígenos, levando à ativação de DCs CD11c+CD8α+ nos camundongos 

(que correspondem à células BDCA3+ em humanos) (PORCHIA et al., 2017), 

especializadas na apresentação cruzada para células T CD8+. Ainda, em outro 

modelo, gDE7 combinada com cisplatina, que também é usada em imunoterapia 

contra o câncer, levou à completa regressão de tumores em camundongos. Os efeitos 

imunológicos observados foram: indução de linfócitos T CD8+ específicos para E7; 

aumento de infiltrado de macrófagos e DCs; e ausência de reincidência tumoral 
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(PORCHIA et al. 2022). Nestes casos, para a geração da proteína recombinante 

gDE7, o adjuvante escolhido foi a gD, uma glicoproteína de superfície do HSV. A gD 

é conhecida por interagir com células do sistema imunológico através de três 

receptores na membrana descritos: Nectin-1, heparan-sulfato e HVEM (Herpes Vírus 

Entry Mediator), atuando como adjuvante em combinação com a E7 (SPEAR et al., 

2006). 

O HVEM é um receptor da família de receptores do TNF; além desta citocina, 

outros ligantes do HVEM são altamente expressos em células do sistema imune, 

incluindo células T, células B, DCs, células NK, macrófagos, PMN (células 

polimorfonucleares), neurônios e células epiteliais (EDWARDS, LONGNECKER, 

2017; PASERO et al., 2012). O HVEM, também conhecido por CD270, pode interagir 

com ligantes os CD160 e BTLA (B and T lymphocyte attenuation) e  LIGHT 

(Lymphotoxin-related Inducible ligand that competes for Glycoprotein D binding to 

HVEM on T cells) e LT-α  (Lymphotoxin ɑ) ligantes de TNF, além da glicoproteína gD 

do HSV. BTLA e LIGHT são encontrados na maioria dos leucócitos, incluindo linfócitos 

B e T, granulócitos, células NK. CD160 é encontrado em linfócitos T CD4 e CD8 e 

células NK. BTLA, CD160 e gD (HSV) ligam-se ao domínio rico em cisteína 1 (CRD1) 

de HVEM, enquanto LIGHT e LT-α solúvel ligam-se a CRD2 e CRD3. Os resultados 

podem variar de sinais inibitórios através de CD160 e BTLA a sinais coestimuladores 

através de LIGHT. BTLA e LIGHT também podem se associar com HVEM, formando 

complexos heterotriméricos, a conformação mais comumente observada em linfócitos 

T. Esta ligação mantém HVEM em um estado inativo, sem ativação de NF-κB. Em 

contraste, a ativação de HVEM por qualquer um de seus ligantes leva à sinalização 

de transcrição de NF-κB por meio do recrutamento de membros da família TRAF pela 

porção citoplasmática de HVEM. A ativação subsequente de IκB quinase/Iβ/α quinase 

(IKKβ/α), fosforilação e degradação de IκB e ativação e translocação nuclear de NF-

κB resultam em aumento da transcrição de fatores inflamatórios dentro da célula que 

expressa HVEM (Figura 6). Em outras palavras, a interação do HVEM, presente em 

DCs e linfócitos, aos ligantes LIGHT ou LT-α, estimula a resposta imune aumentando 

a ativação e proliferação linfocitária, e quando ligados a BTLA ou CD160, sinais 

inibitórios são transmitidos aos linfócitos T e B, levando a um estado de anergia 

(EDWARDS, LONGNECKER, 2017).  
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A gD compete pelos ligantes BTLA/CD160 sem interferir na ligação LIGHT/LT-

α do HVEM. Todavia, estudos recentes têm mostrado a expressão alterada de HVEM 

em pacientes com câncer, estando, o mau prognóstico e características mais 

agressivas do tumor associados ao aumento de expressão deste receptor nas células 

neoplásicas, sugerindo, assim, o HVEM como alvo de imunoterapia (HEO et al., 2007; 

LAN et al., 2017; TSANG et al., 2017).  

 

Figura 6. Expressão de HVEM em células do sistema imunológico. Esquema 
representativo da interação entre HVEM com LIGHT, CD160, BTLA ou gD (HSV), induzindo 
a sinalização do fator de transcrição NF-κB. (Fonte: EDWARDS, LONGNECKER, 2017) 

 

Desse modo, neste projeto, investigamos os efeitos da proteína recombinante 

gerada pela fusão genética de gD com a oncoproteína E7, adicionada ou não de E6 

do HPV16, sobre o fenótipo e função de células dendríticas derivadas de monócitos 

humanos in vitro, de doadores saudáveis e de pacientes diagnosticados com NIC 

graus 2/3. Assim, nossa avaliação nos conduzirá ao conhecimento do potencial desta 

estratégia para ativação funcional de Mo-DCs na indução de resposta de linfócitos T 
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contra os antígenos E7 e E6 do HPV16, e futuramente, pode contribuir para o 

desenvolvimento de novas estratégicas terapêuticas para estas tais pacientes.  



42 
 

 
 

2. OBJETIVOS 

 

O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da proteína recombinantes E6 

do HPV16 e da proteína recombinante derivada da fusão genética da glicoproteína D 

do HSV-1 com a oncoproteína E7 (gDE7) do HPV16 sobre a diferenciação e função 

de células dendríticas humanas, derivadas in vitro, a partir de monócitos do sangue 

periférico de doadores saudáveis e de pacientes diagnosticadas com neoplasia 

intraepitelial cervical (NIC) de graus 2/3.  

Para tanto, avaliamos os efeitos do tratamento de Mo-DCs de doadores 

saudáveis e Mo-DCs de pacientes portadoras de NIC 2/3 com as proteínas 

recombinantes E6, E7, gD ou gDE7, por diferentes tempos e em diferentes 

concentrações. 

Em Mo-DCs de doadores saudáveis ativadas com E7 (0,75 µg/mL), gD  (2,25 

µg/mL) ou gDE7 (3 µg/mL) por 24 e 48 horas, avaliamos:  

a. O fenótipo de membrana quanto à expressão das moléculas CD80, CD83, 

CD86 e PD-L1;  

b. A concentração de IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e TNF-α nas culturas das 

Mo-DCs; 

c. A função linfo-estimuladora, medida pela proliferação linfocitária e pela 

produção das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-γ e TNF-α em co-culturas das 

Mo-DCs com linfócitos T alogenêicos;  

d. A expressão de genes envolvidos com a ativação, processamento e 

apresentação de antígenos por DC humanas (usando o kit comercial “RT² 

Profiler™ PCR Array Human Dendritic & Antigen Presenting Cell”  - 

GeneGlobe ID: PAHS-406Z). 

Em Mo-DCs derivadas de pacientes HPV16+ estimuladas com gD e gDE7, 

avaliamos: 

a. O fenótipo de membrana quanto à expressão das moléculas CD80, CD83, 

CD86 e PD-L1;  

b. A função linfo-estimuladora, medida pela indução de proliferação de linfócitos 

T alogenêicos, CD4+ e CD8+. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 3.1 Casuística: 

 

Para este projeto, inicialmente utilizamos sangue proveniente de câmaras de 

leucorredução de doadores saudáveis do Banco de Sangue do Hospital Alemão 

Oswaldo Cruz, após assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE). Para os experimentos subsequentes, o sangue foi coletado através de 

venóclise de doadoras saudáveis e pacientes com diagnóstico histológico de NIC 2/3 

ou carcinoma in situ, induzidos pelo HPV16, sem tratamento prévio, acima de 18 anos, 

e após assinatura do TCLE. As pacientes foram recrutadas no Serviço de Ginecologia 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP). O projeto 

foi aprovado submetido pela Comissão de Ética em Pesquisas em Seres Humanos do 

ICB/USP (68362417.1.0000.5467; 82581317.5.0000.5467) e da FMUSP 

(82581317.5.3001.0068).  

 

 3.2 Proteínas recombinantes 

 

As proteínas recombinantes gD, gDE7, E7 e E6 foram produzidas (PORCHIA, 

et al.; 2011) e gentilmente cedidas pela Dra. Bruna Felício Milazzotto Maldonado 

Porchia Ribeiro do Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas do ICB/USP. A 

concentração e integridade foram avaliadas por SDS-PAGE (Figura 7). 
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Figura 7. Caracterização da proteína gDE7 purificada por SDS-PAGE 15%. Marcador de 
massa molecular (1), BSA 1μg (2), BSA 2μg (3), gD 2μg (4), gDE7 2μg (5), E7 2μg (6). 

 3.3 Processamento de sangue e obtenção de células mononucleares do sangue 
periférico (PBMCs) 

 

Utilizamos amostras de sangue provenientes de câmaras de leucorredução e 

de sangue periférico de doadoras saudáveis e pacientes, coletado em tubos contendo 

heparina sódica. O volume total de sangue obtido foi diluído em PBS (1:1) e colocado 

em tubos cônicos contendo Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Para cada 30 mL de 

sangue diluído em PBS usamos 12 mL de Ficoll-Paque. Em seguida, os tubos foram 

centrifugados a 900 g por 30 minutos para separação por gradiente de centrifugação 

das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Estas células foram 

recuperadas e lavadas 3 vezes (1200, 1100 e 900 rpm, por 10 minutos) em meio 

RPMI-1640. A interface de células mononucleares foi coletada, quantificada e a 

viabilidade avaliada pelo método de exclusão por azul de trypan.  

Infelizmente, diante do contexto da pandemia pelo Sars-Cov2, nosso trabalho 

também sofreu com o impacto das restrições e todas as difíceis consequências que a 

pandemia trouxe. Por isso, parte das PBMCs obtidas das pacientes foram congeladas 

e analisadas posteriormente ao programado no projeto inicial. As PBMCs obtidas 

durante este período, após a quantificação, foram congeladas na proporção de 1x107 

células para cada 1 mL de meio de congelamento (SFB + 10% de DMSO) e mantidas 

em nitrogênio líquido até o momento da utilização nos experimentos. As células foram 

descongeladas em banho-maria a 37°C e posteriormente lavadas com meio de cultura 
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também nesta temperatura para retirada de DMSO. A viabilidade foi verificada usando 

azul de trypan e as células mantidas em cultura como descritas a seguir. 

 3.4 Diferenciação de Mo-DCs in vitro a partir de PBMCs 

 

As PBMCs recuperadas foram cultivadas em placas de poliestireno de 12 poços 

contendo meio de cultura RPMI-1640, na concentração de 5 x 106 células/mL, onde 

permaneceram por 2 horas em estufa com atmosfera contendo 5% de CO2 a 37ºC 

para a aderência das células mononucleares (Figura 8). Posteriormente, as células 

não aderentes (CNAs) foram removidas, quantificadas e mantidas em cultura ou 

congeladas e mantidas a -80°C para ensaios posteriores de linfo-estimulação, quando 

necessário.  

As células aderentes foram incubadas por 5 dias em meio RPMI-1640 

acrescido de 10% de SFB e 1% de antibiótico/antimicótico (penicilina - streptomicina 

– anfotericina B) contendo GM-CSF (50 ng/mL) e IL-4 (50 ng/mL) para diferenciação 

em Mo-DCs. No 5º dia, as células foram ativadas pela adição de gDE7, gD, E7, E6, 

gDE7 + E6 ou LPS (100 ng/mL; de E. coli; O111:B4; L2630, Sigma Aldrich) de acordo 

com os grupos (Tabela 1). Um grupo sem adição de estímulos foi usado como controle 

de células dendríticas imaturas (iDCs).  Além disso, como controle negativo usamos 

LPS (100 ng/mL) + Polimixina B (10 µg/mL) e um grupo recebeu apenas Polimixina B 

(10 µg/mL). Esses controles devem-se ao fato de que as proteínas recombinantes 

foram produzidas em linhagem bacteriana (E. coli) e, por isso, para efeito de inativação 

de qualquer contaminação por LPS, todas as proteínas recombinantes foram 

incubadas com Polimixina B (10 µg/mL) durante 2 horas a 37°C imediatamente antes 

da adição às culturas celulares. 

No sextos e/ou sétimos dias de cultura, as Mo-DCs foram removidas utilizando 

PBS e EDTA 2 mM, lavadas em PBS, quantificadas e, em seguida, marcadas com 

anticorpos monoclonais fluorescentes específicos no escuro, 20 minutos a 4°C. Após 

a marcação, as células foram lavadas e ressuspendidas em tampão de fixação (PBS 

+ paraformaldeído 1%) e adquiridas no citômetro de fluxo. Os sobrenadantes das 

culturas foram congelados para posteriores ensaios de detecção de citocinas. 
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Figura 8. Cronograma de diferenciação de Mo-DCs a partir de amostras de sangue 
periférico ou de câmara de leucorredução. Após separação por gradiente de densidade, 
as PBMCs foram cultivadas em estufa contendo CO2 a 37°C por 2 horas. Em seguida, as 
células não aderentes (CNAs) foram retiradas e separadas para ensaio posterior de linfo-
estimulação e as células aderidas receberam estímulo para diferenciação GM-CSF e IL-4. Ao 
5º dia, as células Mo-DCs imaturas foram ativadas com as proteínas recombinantes gD, gDE7, 
E7, E6 ou LPS de acordo com os grupos e dosagens testadas. Após 24 ou 48 horas, as Mo-
DCs foram recuperadas e marcadas com anticorpos contra moléculas de superfície e 
separadas para ensaio de linfo-estimulação. O sobrenadante recuperado foi congelado para 
ensaio de detecção de citocinas. 

 
Tabela 1: Concentrações das proteínas recombinantes utilizadas nos 
experimentos  

Estímulo de ativação Concentrações utilizadas 

gD 0,225 µg/mL – 2,25 µg/mL – 22,5 µg/mL 

E7 0,075 µg/mL – 0,75 µg/mL – 7,5 µg/mL 

E6 0,075 µg/mL – 0,75 µg/mL – 7,5 µg/mL 

gDE7 0,3 µg/mL – 3,0 µg/mL – 30,0 µg/mL 

gDE7 3,0 µg/mL + E6 0,075 µg/mL – 0,75 µg/mL – 7,5 µg/mL 

 

 3.5 Determinação do fenótipo de membrana das Mo-DCs  

  

Para avaliação do fenótipo de membrana usamos para marcação os anticorpos: 

anti-CD11c (FITC), anti-CD14 (APC-H7), anti-CD40 (PE), anti-CD80 (PE), anti-CD83 

(PE-Cy5), anti-CD86 (APC), anti-PD-L1 (PE-Cy7), anti-HLA-ABC (APC), anti-HLA-DR 
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(V500), em diluições e previamente determinados. Utilizamos também o marcador de 

viabilidade celular Live/Dead (Live/DeadTM fixable violet dead cell stain kit, Invitrogen). 

As células foram adquiridas no citômetro de fluxo (LRSFortessa ou FCASCanto II, BD 

Biosciences) através do software FACSDiva. Pelo menos 10.000 eventos 

selecionados por FSC x SSC foram adquiridos por amostra. Para análise, excluímos 

doublets e células mortas. Para calcular a frequência de células positivas para cada 

marcador usamos uma amostra sem marcação ou FMO (fluorescence minus one) 

para determinar a população positiva dentro da subpopulação CD11c+/HLA-DR+. A 

mediana de intensidade de fluorescência relativa (RMFI) foi calculada pela MFI de 

cada marcador dividido pela MFI das células imaturas (iDC). A estratégia de análise 

da citometria de fluxo utilizando o software FlowJo (BD Biosciences) está 

representada na figura 9. 

 

 

 Figura 9. Estratégia de seleção da população de Mo-DCs. a) Gráficos extraídos do 
FlowJo, estilo pseudocolor onde mostramos um exemplo de estratégia para selecionar as 
células com tamanho e granularidade (FSC-A x SSC-A) compatíveis com os de Mo-DC, 
seguida da exclusão de doublets (FSC-A x FSC-H). Dentro desta população, selecionamos 
as células viáveis usando o marcador Live/Dead. Consideramos Mo-DCs aquelas duplo-
positivas para HLA-DR (V500) e CD11c (FITC). b) Gráficos extraídos do FlowJo, estilo 
histograma normalizado pelo modal, onde usamos a estratégia de FMO (fluorescence minus 
one) para as moléculas CD80 (PE), CD83 (PE-Cy5), CD86 (APC) e PD-L1 (PE-Cy7). Os picos 
representados em cinza correspondem às populações 99% negativas para o respectivo 
marcador; os picos em vermelho exemplificam Mo-DCs ativadas e a frequência de células 
positivas para cada marcador delimitada pela barra dentro deste experimento. 
 



48 
 

 
 

Após recuperação das Mo-DCs ativadas por 24 e 48 horas, incubamos estas 

células com marcador comercial Live/Dead®. Nesses ensaios, a viabilidade das 

células é discriminada pela integração da membrana e coloração da calceína para 

indicar atividade esterásica celular. Em citometria de fluxo, consideramos, portanto, 

as células viáveis aquelas não marcadas. Diante disso, após selecionarmos nossa 

população por tamanho e granulosidade e excluirmos os doublets, distinguimos a 

frequência da população de células vivas. Mostramos que as células permanecem, 

em sua maioria, viáveis para análise das moléculas de superfície (Figura 10).  

A figura 10 mostra também que os grupos que receberam polimixina B ou LPS 

inativado por polimixina B têm uma porcentagem alta de viabilidade. Neste caso, é 

importante que não tenhamos a influência da polimixina B, pois todas as proteínas 

são inativadas com este antibiótico antes de adicionada à cultura e, desejamos que a 

mesma seja apenas para neutralizar o LPS e não estimular as Mo-DCs. 

 

Figura 10. Viabilidade celular de Mo-DCs ativadas pelas proteínas recombinantes E7, 
gD e gDE7 após 24h de 48h de estímulo. Mo-DCs sem estímulo (iDC) ou estimuladas 
durante 24h ou 48 horas com LPS (100 ng/mL), Polimixina B (10 µg/mL), Polimixina B (10 
µg/mL) + LPS (100 ng/mL), E7 (0,75 µg/mL), gD (2,25 µg/mL) e gDE7 (3 µg/mL). Os dados 
expressam a média ± erro padrão da média provenientes de sete experimentos 
independentes. 

 

 

3.6  Ensaio de indução de proliferação de linfócitos T por Mo-DCs 

 

Utilizamos as CNAs provenientes da incubação das PBMCs mantidas em meio 

de cultura ou congeladas para os ensaios de linfo-estimulação pelas Mo-DCs. Essas 
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células foram incubadas com CFSE 2 uM (carboxyfluorescein diacetate succinidimyl 

ester) no escuro a 37°C por 10 minutos. Após este período, foi adicionado RPMI-1640 

gelado seguida de incubação por 5 minutos a 4°C. As células foram lavadas e 

ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640 acrescido de 10% de SFB e 1% de 

antibiótico/antimicótico, Para o ensaio de linfo-estimulação usamos as Mo-DCs 

ativadas como descrito anteriormente na presença das proteínas recombinantes ou 

LPS.  

A co-cultura foi realizada em placa de 96 poços fundo “U” na proporção de 1:30 

(célula dendrítica:linfócito T). Como controle positivo experimental, um grupo de CNAs 

marcadas com CFSE foi estimulado com o mitógeno fitohemaglutinina (PHA) a 2% e 

como controle negativo usamos um grupo sem estímulo. Após 5 dias de incubação a 

37ºC e 5% de CO2, o sobrenadante foi removido e congelado para ensaio de detecção 

de citocinas. As células foram lavadas e marcadas com anticorpos fluorescentes para 

aquisição imediata em citômetro de fluxo. 

Para determinação do fenótipo de membrana usamos para marcação os 

anticorpos: anti-CD3 (V500), anti-CD4 (PE), anti-CD8 (PerCP) e anti-CD25 (APC), em 

diluições previamente determinadas. Utilizamos também o marcador de viabilidade 

celular Live/Dead (Live/DeadTM fixable violet dead cell stain kit, Invitrogen). As células 

foram adquiridas no citômetro de fluxo (LRSFortessa ou FCASCanto II, BD 

Biosciences) através do software FACSDiva. Pelo menos 5.000 eventos selecionados 

por FSC x SSC foram adquiridos por amostra. Para análise, excluímos doublets e 

células mortas. Selecionamos as células positivas para cada marcador através de 

uma amostra sem marcação. Consideramos células que proliferaram aquelas que 

mostraram a diluição por CFSE e CD25+ dentro das subpopulações CD3+/CD4+ ou 

CD3+CD8+. A estratégia de análise da citometria de fluxo utilizando o software FlowJo 

(BD Biosciences) está representada na figura 11. 
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Figura 11. Estratégia de seleção da população para análise de estímulo de linfo-
proliferação por Mo-DCs. Gráficos extraídos do FlowJo, estilo pseudocolor onde mostramos 
um exemplo de estratégia para selecionar as células inicialmente pela exclusão de doublets 
(FSC-A x FSC-H), seguida da seleção de células viáveis usando o marcador Live/Dead. 
Consideramos os linfócitos dentro da população com tamanho e granularidade (FSC-A x SSC-
A) compatíveis com as características de linfócitos em proliferação. Dentro desta população, 
selecionamos aqueles positivos para CD3 (V500) e assim as subpopulações CD4 (PE) e CD8 
(PerCP). Excluímos por CFSE negativo x FSC-A aquelas células que possivelmente vieram 
da cultura de Mo-DCs e não foram marcadas por CFSE.  Por fim, consideramos linfócitos que 
proliferaram aqueles com diluição de CFSE (CFSElow) e positivos para CD25 dentro de cada 
subpopulação de linfócito T marcado.  

 

3.7  Detecção da produção de citocinas  

 

Para detecção de citocinas no sobrenadante das cultura, utilizamos kits 

comerciais para CBA (Cytometric Bead Array, BD Biosciences) para detecção de  IL-
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1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-α e IL-10 em Mo-DCs e IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-

α e IFN-γ para os ensaios de co-cultura com linfócitos T.  

Os ensaios foram realizados de acordo com as instruções do fabricante dos kits 

“BD CBA Human Inflammatory Cytokines” (catálogo 551811) ou ”BD CBA Human 

Th1/Th2 Cytokines” (catálogo 551809) usando amostras dos sobrenadantes das 

culturas congelados a -20°C ao final de cada experimento. Os dados foram obtidos no 

FACS Canto II e analisados usando o software FCAP Array (Softflow, Inc.). 

 3.8 RT-qPCR Array  

 

Para os ensaios de RT-qPCR, RNA foi extraído a partir de Mo-DCs 

diferenciadas de PBMCs de câmara de leucorredução de 3 doadores saudáveis 

estimuladas ou não com gD, gDE7 e LPS, de acordo com o protocolo do kit Rneasy 

(Qiagen). Amostras de RNA foram quantificadas e avaliadas quanto à pureza e 

integridade usando Nanodrop (Thermo Scientific). Para cada amostra, cDNA foi 

sintetizado com 500 ng de RNA segundo as instruções do kit RT2 First Strand 

(Qiagen). Para avaliar a expressão de genes alvos usamos o RT2 Profiler PCR Array 

Human Dendritic & Antigen Presenting Cell (Qiagen, Geneblobe ID: PAHS-406Z) 

segundo o protocolo do fabricante. Para as reações de qPCR foi utilizado RT2 SYBER 

Green ROX qPCR Mastermix e os ensaios realizados em 7500 Fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). A ferramenta online da Qiagen’s Geneglobe foi utilizada 

para controle de qualidade e normalização das análises. Os dados foram analisados 

usando o software Perseus (TYANOVA et al., 2016) para identificar a diferença entre 

as expressões gênicas. Para análise de enriquecimento de vias envolvidas de acordo 

com a expressão dos genes, utilizamos a ferramenta online gProfiler. Os dados foram 

expressos pela razão dos níveis de mRNA dos grupos estimulados por gD, gDE7 ou 

LPS pelo mRNA do grupo não estimulado (iDC). 

Todo o ensaio acima descrito foi conduzido pela equipe do Laboratório de 

Doenças Neuromusculares e Centro de Estudo do Genoma Humano e Células-tronco 

coordenado pela Profa. Dra. Mayana Zatz. Os ensaios foram realizados a partir de 

amostras de Mo-DCs diferenciadas e ativadas em nosso laboratório e confirmadas 

quanto à ativação por  imunofenotipagem dos marcadores previamente descritos. 

Na tabela 2 consta a lista de genes examinados segundo símbolo e nome. 
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Símbolo Nome do gene 
CD44 CD44 molecule 
CDC42 cell division cycle 42 

ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 
ICAM2 intercellular adhesion molecule 2 

RAC1 Rac family small GTPase 1 
TAP2 transporter 2, ATP binding cassette subfamily B member 

CCL19 C-C motif chemokine ligand 19 
CD1A CD1a molecule 

CD1B CD1b molecule 
CD1C CD1c molecule 

CD1D CD1d molecule 
CD209 CD209 molecule 

CD28 CD28 molecule 
CD4 CD4 molecule 

CD40 CD40 molecule, TNF receptor superfamily 5 
CD40LG CD40 ligand 

CD74 CD74 molecule 
CD80 CD80 molecule 

CD86 CD86 molecule 
CD8A CD8 subunit alpha 

HLA-A major histocompatibility complex, class I, A 
HLA-DMA major histocompatibility complex, class II, DM alpha 
HLA-DPA1 major histocompatibility complex, class II, DP alpha 1 
TAPBP TAP binding protein 
THBS1 thrombospondin 1 
CCL5 C-C motif chemokine ligand 5 
CCR1 C-C motif chemokine receptor 1 
CCR2 C-C motif chemokine receptor 2 
CCR5 C-C motif chemokine receptor 5 
CXCR1 C-X-C motif chemokine receptor 1 
CXCR4 C-X-C motif chemokine receptor 4 
CSF2 colony stimulating factor 2 
LYN LYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase 
RELB RELB proto-oncogene, NF-kB subuni 
TGFB1 transforming growth factor beta 1 
CCL11 Chemoline (C-C motif) ligand 11 
CCL13 C-C motif chemokine ligand 13 
CCL16 C-C motif chemokine ligand 16 
CCL2 C-C motif chemokine ligand 2 
CCL3 C-C motif chemokine ligand 3 
CCL7 C-C motif chemokine ligand 7 
CCL8 C-C motif chemokine ligand 8 
CXCL1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 
CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10 
CXCL12 Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 
CXCL2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 
FLT3LG fms related receptor tyrosine kinase 3 ligand 

IFNG Interferon, gamma 
IL10 interleukin 10 

IL12A interleukin 12A 
IL12B interleukin 12B 
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IL16 interleukin 16 
IL2 interleukin 2 
IL6 interleukin 16 

CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8, interleukin 8 
MIF macrophage migration inhibitory factor 

TNF tumor necrosis factor 
TNFSF11 TNF superfamily member 11 

CCR3 C-C motif chemokine receptor 3 
CSF1R colony stimulating factor 1 receptor 

FLT3 fms related receptor tyrosine kinase 3 
ERBB2 erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 

CD2 CD2 molecule 
FCER1A Fc epsilon receptor Ia 

FCER2 Fc epsilon receptor II 
FCGR1A Fc gamma receptor Ia 

LRP1 LDL receptor related protein 1 
TLR1 Toll like receptor 1 

TLR2 Toll like receptor 2 
TLR7 Toll like receptor 7 

TLR9 Toll like receptor 9 
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 

CDKN1A cyclin dependent kinase inhibitor 1A 
CEBPA CCAAT enhancer binding protein alpha 
CLEC4C C-type lectin domain family 4 member C 
FAS Fas cell surface death receptor 
IRF7 interferon regulatory factor 7 
IRF8 interferon regulatory factor 8 
ITGAM1 integrin subunit alpha M 
ITGB2 integrin subunit beta 2 
NFKB1 nuclear factor kappa B subunit 1 
PTPRC protein tyrosine phosphatase receptor type C 
RELA RELA proto-oncogene, NF-kB subun 
STAT3 signal transducer and activator of transcription 3 

 

 

 3.9 Forma de análise dos resultados 

 

Os dados dos ensaios de citometria foram obtidos com o auxílio do software 

FlowJo (BD). O programa GraphPad Prisma foi usado para para construção dos 

gráficos e análise estatística. Os resultados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (SEM). As comparações foram feitas por análise de variância (One-

way ANOVA) seguida de teste de múltiplas comparações de Tukey. Diferenças com 

valores de P< 0,05 foram consideradas significativas. 
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4. RESULTADOS  

 

Neste trabalho, investigamos os efeitos das proteínas recombinantes derivadas 

da fusão genética da gD do HSV-1 com a oncoproteína E7 e da proteína recombinante 

E6 do HPV16 sobre a maturação de células dendríticas diferenciadas in vitro a partir 

de monócitos (Mo-DCs). Inicialmente, avaliamos os efeitos das proteínas 

recombinantes E6, E7, gD, gDE7 + E6 e gDE7 sobre as Mo-DCs de doadores 

saudáveis, provenientes de câmaras de leucorredução, usadas em doação de 

plaquetas por aférese. Posteriormente, os ensaios foram realizados usando sangue 

obtido de pacientes diagnosticadas com NIC graus 2/3. Os ensaios com as células de 

pacientes foram executados em duas etapas, devido à pandemia de COVID-19, as 

PBMCs coletadas durante este período foram congeladas. Para todas essas 

situações, PBMCs foram separadas e os monócitos cultivados na presença de IL-4 e 

GM-CSF. Ao 5º dia, ativamos as iDCs com as proteínas recombinantes por 24 ou 48 

horas. Utilizamos LPS como controle positivo de ativação e um grupo iDC, sem 

estímulo, foi usado como controle sem ativação. 

 

4.1 Polimixina B neutraliza efeitos do LPS sobre a ativação de Mo-DCs  

 

Para examinarmos a ativação das Mo-DCs apenas pelas proteínas 

recombinantes, deveríamos desconsiderar o efeito do LPS residual possivelmente 

presente, uma vez que estas foram produzidas em linhagem bacteriana (Escherichia 

coli). Como a polimixina B é bastante utilizada para neutralizar os efeitos do LPS in 

vitro, antes de serem adicionadas às culturas, as proteínas recombinantes, gD, gDE7, 

E7 e E6 foram incubadas com Polimixina B por 2 horas a 37°C.  

Também investigamos o efeito direto da polimixina B sobre a ativação de Mo-

DCs, além de sua capacidade de inativação do LPS. Para isso, polimixina B (10 

µg/mL) foi incubada com LPS (100 ng/mL). As Mo-DCs receberam polimixina B, LPS 

ou polimixina B + LPS e LPS sem tratamento prévio; após 24 e 48 horas, as células 

foram recuperadas e a expressão das moléculas coestimuladoras CD80, CD83 e 

CD86, avaliada. 

Conforme mostrado na figura 12, o tratamento prévio com a polimixina B, 

eliminou efetivamente os efeitos do LPS mantendo os níveis de expressão das 
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moléculas CD80, CD83 e CD86 similares aos expressos pelas iDCs durante 24 horas, 

tanto quanto à frequência, quanto à MFI relativa. Nesses ensaios, ao usarmos a 

polimixina B sem outros estímulos, confirmamos que ela não modifica o fenótipo das 

Mo-DCs (ao menos nos parâmetros que avaliamos), de modo que consideramos 

razoável atribuir os efeitos observados após tratamento das Mo-DCs com as proteínas 

recombinantes às mesmas e não a efeitos residuais do LPS. 

 

 

 

Figura 12. Polimixina B inibe a ativação de Mo-DCs por LPS após 24 h e 48 h de estímulo. 
Mo-DCs foram estimuladas durante 24 e 48 horas com LPS (100 ng/mL), Polimixina B (10 
µg/mL) e Polimixina B (10 µg/mL) + (LPS 100 ng/mL), ou permaneceram sem estímulo (iDCs). 
Os gráficos mostram a frequência (%) de células positivas e mediana da intensidade de 
fluorescência (MFI) relativo para os marcadores de ativação CD80, CD83 e CD86 durante 24 
(a, b) e 48 horas (c, d), respectivamente. Os dados expressam a média ± erro padrão da 
média de pelo menos cinco experimentos independentes para o tempo de 24 horas e nove 
experimentos independentes para o tempo de 48h.*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 
determinado por One-way ANOVA seguida de pós teste de Tukey. 
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4.2 Efeito da proteína recombinante E6 em diferentes concentrações ou combinada 

com gDE7 na ativação de Mo-DCs de doadores saudáveis 

 

Neste trabalho, avaliamos, primeiramente, os efeitos da proteína recombinante 

E6. Usando PBMCs isoladas de câmaras de leucorredução, diferentes doses de E6 

combinadas ou não com gDE7 foram usadas como estímulo de Mo-DCs durante 24 e 

48 horas. As doses escolhidas basearam-se nas concentrações equimolares da 

proteína E7 testadas juntamente com gDE7 em experimentos anteriores como 

demonstrado por Porchia et al. (2017) e que se mostraram eficientes em 

camundongos e humanos.  

Com isso, conduzimos os experimentos a fim de determinar se a proteína 

recombinante E6 era capaz de levar ao aumento de expressão de moléculas 

coestimuladoras CD80 e CD86 e da molécula regulatória PD-L1.  

Nossos resultados demonstram que a adição de E6 (0,075 - 0,75 - 7,5 µg/mL) 

à cultura levou a um aumento dose dependente da frequência de Mo-DCs que 

expressam CD80, atingindo valores superiores, inclusive, àqueles atingidos com o 

tratamento com LPS (Figura 13). Este efeito ativador foi menos nítido quando 

avaliamos a intensidade de fluorescência. Quando gDE7 (3 µg/mL)  foi acrescentada 

à E6, observamos uma diminuição discreta da frequência de CD80 e, de modo 

semelhante, também na intensidade de marcação das células. Vimos também que E6 

modificou a frequência de CD86 de maneira dose dependente, embora após 48 horas, 

quando gDE7 foi adicionada a expressão deste marcador diminuiu, o que não 

observamos em relação ao MFI. Embora E6 não modifique a frequência da expressão 

de PD-L1 sozinha ou na presença de gDE7, estando todos os grupos com alta 

percentagem de PD-L1 em sua superfície, a MFI relativa ao grupo iDC nos mostra 

aumento dose dependente e maior quando estimuladas por 48 horas em relação ao 

grupo não ativado.  

Esses resultados, porém, foram obtidos em apenas dois experimentos 

independentes por falta da disponibilidade da proteína recombinante E6. Deste modo, 

eles podem ser tomados apenas como indicação do potencial ativador de E6 sobre as 

Mo-DCs, que, no entanto, não foi mais investigado no presente trabalho. 

.  
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4.3 Avaliação do efeito das proteínas recombinantes E7, gD e gDE7 em diferentes 

concentrações sobre a ativação de Mo-DCs de doadores saudáveis 

 

      A fim de determinarmos os efeitos das proteínas recombinantes E7, gD e gDE7, 

sobre as Mo-DCs, avaliamos a expressão de CD80, CD86 e PD-L1 após 24 e 48 horas 

de tratamento. O tratamento foi feito com três diferentes concentrações de gDE7 (0,3 

– 3 – 30 µg/mL) e seus equivalentes molares para E7 e gD.  

A figura 14 representa a frequência de expressão dos marcadores CD80, 

CD86 e PD-L1 pelas Mo-DCs e a MFI relativa, conforme estratégia de análise descrita 

anteriormente. 

Como mostra a figura, após 24 horas, a frequência de células expressando 

CD80 mostrou tendência a aumentar de maneira dose-dependente, quer o tratamento 

tenha sido com E7, gD ou gDE7. Chama a atenção que gD foi a única proteína que 

chegou a se aproximar do LPS quanto a este parâmetro. Por outro lado, tanto E7 

isoladamente, quando gDE7 parecem ter provocado aumentos menores na frequência 

de expressão de CD80. Fenômeno semelhante, mas mais claro, embora ainda sem 

atingir significância estatística, pode ser visto quando se avalia a intensidade de 

fluorescência das células. Para os dois outros marcadores avaliados, CD86 e PD-L1, 

o fenômeno geral parece ser o mesmo, porém com variações estatisticamente 

significativas na MFI deste marcador.  

 

4.4 Avaliação do efeito das proteínas recombinantes E7, gD e gDE7 sobre Mo-DCs 

de doadores saudáveis 

 

Diante dos resultados acima expostos, prosseguimos nossos experimentos 

usando as seguintes concentrações para proteínas recombinantes: E7 0,75 µg/mL, 

gD 2,25 µg/mL e gDE7 3 µg/mL (Figura 15). O objetivo, desta vez, foi determinar em 

qual intervalo de tempo de exposição às proteínas recombinantes 24 ou 48 horas, as 

Mo-DCs apresentavam maior expressão de moléculas coestimuladoras.  
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Figura 13. Efeito da proteína recombinante E6 em diferentes concentrações ou 
combinada com gDE7 3,0 µg/mL na ativação de Mo-DCs. Mo-DCs foram estimuladas 
durante 24 e 48 horas com E6 (0,075 – 0,75 – 7,5 µg/mL); E6 (0,075 – 0,75 – 7,5 µg/mL) + 
gDE7 (3,0 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL), (LPS 100 ng/mL) ou permaneceram sem estímulo (iDC). 
Os gráficos mostram a frequência (%) de células positivas e intensidade média de 
fluorescência (MFI) relativo para os marcadores CD80 (a, b), CD86 (c, d) e PD-L1 (e, f). Os 
dados expressam média ± erro padrão da média de 2 (CD86, PD-L1) experimentos 
independentes ou resultado absoluto de 1 (CD80) experimento. 
 

 

Para isso, as células recuperadas foram avaliadas quanto à expressão de 

marcadores de superfície e MFI relativa (à de iDC) para CD80, CD83, CD86, PD-L1, 

CD40 e HLA-ABC. Como controle positivo de ativação, as Mo-DCs foram estimuladas 

com LPS 100 ng/mL por 24 horas. Aqui não apresentamos os resultados de CD40 e 

HLA-ABC pois sua expressão não foi modificada por  nenhum tratamento. 
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Figura 14. Efeito das proteínas recombinantes E7, gD e gDE7 em diferentes 
concentrações na ativação de Mo-DCs. Mo-DCs estimuladas durante 24 e 48 horas com 
E7 (0,075 – 0,75 – 7,5 µg/mL), gD (0,225 – 2,25 – 22,5 µg/mL), gDE7 (0,3 – 3,0 – 30,0 µg/mL), 
LPS (100 ng/mL) ou permaneceram sem estímulo (iDC).  Os gráficos mostram a frequência 
(%) de células positivas e intensidade média de fluorescência (MFI) relativo para os 
marcadores CD80 (a, b), CD86 (c, d) e PD-L1 (e, f). Os dados expressam a média ± erro 
padrão da média de pelo menos dois experimentos independentes .*p < 0,05; **p < 0,01; ***p 
< 0,001 determinado por One-way ANOVA seguida de pós teste de Tukey.  
 
 

  

Nossos resultados indicam que durante 24 e 48 horas, as proteínas 

recombinantes E7 (0,75 µg/mL), gD (2,25 µg/mL) e gDE7 (3 µg/mL) aumentaram a 

expressão de CD80 quando comparada a iDC, com frequência semelhante àquela 

atingida pelas Mo-DCs ativadas com LPS. O mesmo foi observado nos grupos 

tratados com E7, gD e gDE7, com gD o aumento com significância estatística. A 
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análise de MFI da expressão de CD80 mostra aumento discreto da intensidade de 

fluorescência desta molécula pela E7, gD e gDE7 nos dois tempos avaliados. A figura 

nos mostra também que houve aumento da expressão de CD83 em relação a iDC 

pelas Mo-Dcs ativadas com E7, gD e gDE7, sendo esta última maior em 24 horas. 

Quando observamos MFI relativo ao grupo não ativado, E7 não aumenta a intensidade 

de fluorescência em nenhum dos tempos de estímulo. Já em Mo-DCs ativadas com 

gD por 24 e 48 horas, notamos aumento de CD83 com diferença estatística em relação 

às iDCs e às células tratadas com E7. Vimos também aumento de MFI nas células 

estimuladas com gDE7 comparadas às iDCs estatisticamente diferente em 24 e 48 

horas.  e ao grupo ativado com E7 durante 24 e 48 horas. Com relação ao marcador 

CD86, gD e gDE7 estiveram pouco aumentadas quando à presença deste marcador 

em 24 e 48 horas, o que não foi observado pelas Mo-DCs estimuladas com E7. Ao 

analisarmos intensidade de fluorescência, notamos que E7 também não aumenta em 

nenhum dos tempos, enquanto gD e gE7 aumentaram expressivamente quando 

mantidas por 48 horas em cultura, com diferença estatística comparada à iDC e níveis 

semelhantes aos encontrados nas Mo-DCs tratadas com LPS. PD-L1 esteve presente 

em todos os grupos avaliados, com alta frequência inclusive no grupo de células não 

ativadas. Nenhuma ativação foi notada quando observamos MFI para esta molécula 

estimulado por E7, gD ou gDE7, embora haja aumento discreto por gD e gDE7 em 24 

e 48 horas. 



61 
 

 
 

 

Figura 15. Ativação de Mo-DCs estimuladas pelas proteínas recombinantes E7, gD e 
gDE7. Mo-DCs foram estimuladas durante 24 e 48 horas aos estímulos E7 (0,75 µg/mL), gD 
(2,25 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL) ou LPS 100 ng/mL ou permaneceram sem estímulo (iDC). 
Os gráficos mostram a frequência (%) de células positivas e intensidade média de 
fluorescência (MFI) relativo para os marcadores CD80 (a, b), CD83 (c, d), CD86 (e,f) e PD-L1 
(g, h). Os dados expressam a média ± erro padrão da média de pelo menos três experimentos 
independentes para o tempo de 24 h e nove experimentos para o tempo 48 h.*p < 0,05; **p < 
0,01; *** < 0,001 determinado por One-way ANOVA seguida de pós teste de Tukey. 
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4.5 Mo-Dcs secretam citocinas pró-inflamatórias em resposta ao estímulo por E7, gD 
e gDE7 

 

Um dos efeitos da ativação de DCs é a produção de citocinas que irão dar o 

terceiro sinal para direcionar o padrão da resposta de linfócitos T.  Diante disso, 

avaliamos o padrão de citocinas presentes no sobrenadante das culturas de Mo-DCs 

ativadas durante 24 ou 48 horas com E7 (0,75µg/mL), gD (2,25 µg/mL) e gDE7 (3 

µg/mL).  

A figura 16 nos mostra que TNF-α foi encontrado em maiores concentrações 

nas culturas de Mo-DCs estimuladas com gDE7 durante 24 e 48 horas do que nas 

culturas não estimuladas ou estimuladas com E7 ou gD.    Quando avaliamos IL-

12p70, vimos que a concentração desta citocina esteve aumentada nas culturas de 

Mo-DCs ativadas com gDE7 3 µg/mL durante 48 horas quando comparadas às iDCs 

e àquelas ativadas por E7 e gD, alcançando níveis mais elevados que as Mo-DCs 

ativadas com LPS. Em relação a IL-6, observamos aumento discreto em gD e gDE7 

nos dois tempos testados. Nenhuma diferença de ativação foi observada para a 

citocina IL-8. Embora esteja aumentada nas culturas de células ativadas com gD e 

gDE7 por 48 horas em relação a 24 horas, não observamos aumento expressivo de 

IL-1β nos grupos testados versus iDC. De maneira interessante, observamos também 

nesta figura que E7, gD e gDE7, nos dois tempos testados, não promove aumento da 

secreção de IL-10, importante para indução de linfócitos T reguladores, no 

sobrenadante quando comparamos ao grupo iDC, com níveis muito abaixo do ao 

grupo tratado com LPS. 
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Figura 16. Mo-Dcs secretam citocinas pro-inflamatórias em resposta as proteínas 
recombinantes E7, gD e gDE7. Mo-DCs foram estimuladas durante 24h e 48 horas com E7 
(0,75 µg/mL), gD (2,25 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL), LPS (100 ng/mL) ou permaneceram sem 
estímulo (iDC). Liberação de TNF-α (a), IL-12p70 (b), IL-6 (c), IL-8 (d), IL-1β (e) e IL-10 (f) 
detectado no sobrenadante das respectivas culturas por ensaio de CBA. Os dados expressam 
a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes. *p < 0,05, **p< 0,01, 
***p< 0,001 determinado por One-way ANOVA seguida de pós teste de Tukey. 
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4.6 Linfo-estimulação alogênica por Mo-DCs ativadas com E7, gD e gDE7 

 

A capacidade de induzir a proliferação de linfócitos T alogeneicos é 

característica típica de DCs ativadas.   

A figura 17 mostra a resposta proliferativa de linfócitos T CD4 e CD8 a Mo-DCs 

tratadas com E7, gD e gDE7. Nota-se que, enquanto o estímulo com PHA levou mais 

de 80% dos linfócitos a proliferar, as Mo-DCs, independentemente do tratamento, 

foram muito menos eficazes, mal chegando a estimular 20% dos linfócitos T CD4+ ou 

CD8+ a se dividirem. Ainda, quando se comparam os diferentes tratamentos recebidos 

pelas Mo-DCs não se encontram diferenças significativas, embora mostre um discreto 

aumento da proliferação de linfócitos T CD4+ pelas Mo-DCs ativadas com gDE7 por 

48 horas. 

 

Figura 17. Linfo-estimulação alogenêica induzida por Mo-DCs ativadas com as 
proteínas recombinantes E7, gD e gDE7. Mo-DCs estimuladas durante 24 e 48 horas com 
E7 (0,75 µg/mL), gD (2,25 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL), LPS (100 ng/mL) ou sem estímulo (iDC) 
foram colocadas em co-cultura por 5 dias com células não aderentes alogenêicas marcadas 
com CFSE. Como controle negativo foram utilizadas células marcadas com CFSE e não 
estimuladas (Ф) e, como controle positivo as células foram marcados com CFSE e 
estimuladas com fitohemaglutinina (PHA). As células foram avaliadas dentro da população 
CD3+CD4+ (a) ou CD3+CD8+ (b) e consideradas proliferativas aquelas CD25+CFSElow. Os 
dados expressam a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes  para 
24 h e seis para 48 h, respectivamente. 
 

Dentro deste ensaio, investigamos ainda, as citocinas presentes nos 

sobrenadantes recuperados destas co-culturas. Utilizando método de CBA, avaliamos 

a quantidade de IL-2, TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-5 e IL-10 (Figura 18).  Assim como 

observamos na porcentagem de proliferação de linfócitos T estimulados pelas Mo-
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DCs, houve uma grande variação de secreção de citocinas entre os ensaios e não 

encontramos diferença entre os grupos experimentais. Para IL-2, TNF-α e INF-γ 

notamos aumento da presença destas citocinas nas co-culturas com Mo-DCs ativadas 

por 24 horas, especificamente E7 apresentou maiores níveis nessas três citocinas 

avaliadas. Em relação a IL-5 vimos discreto aumento na co-cultura com Mo-DCs 

ativadas E7 por 24 horas, enquanto as ativadas com gD e gDE7 mostraram pouco 

aumento em 48 horas. Os níveis de IL-10 encontrados nas co-culturas com Mo-DCs 

estimuladas por gD e gDE7 por 48 horas pelos grupos tratados com LPS e iDC. Os 

níveis de IL-4 não foram detectáveis nestes ensaios.  

 
Figura 18. Citocinas presentes na co-cultura de linfócitos T e Mo-Dcs ativadas com as 
proteínas recombinantes E7, gD e gDE7. Após 5 dias de co-cultura linfócitos T + Mo-DCs 
estimuladas com E7 (0,75 µg/mL), gD (2,25 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL), LPS (100 ng/mL) 
durante 24h e 48h ou sem estímulo (iDC). Liberação de IL-2 (a) , TNF-α (b), INF-γ (c) , IL-5 
(d) e IL-10 (e) no sobrenadante das respectivas co-culturas por ensaio de CBA. Os dados 
expressam a média ± erro padrão da média de três experimentos independentes.  
 

4.7 gD e gDE7 induzem ativação de Mo-DCs após 48 horas de ativação 

 

Nos ensaios anteriores vimos que a proteína recombinante gD (2,25 µg/mL) 

aumentou a expressão de CD80, CD83 e CD86 e controlou a expressão de PD-L1 por 

48 horas de ativação, e gDE7 (3 µg/mL) aumentou a expressão de CD83 e CD86, 
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controlou a expressão de PD-L1, aumentou as citocinas IL-12p70 e TNF-α melhor em 

48 horas de ativação. Com isso, decidimos que 48 horas seria o tempo adequado para 

as análises subsequentes do projeto.  

A figura 19 mostra que durante 48 horas, a proteína recombinante gD (2,25 

µg/mL) aumentou a frequência de CD80 quando comparada a iDC com diferença 

estatística. Observamos também um discreto aumento na frequência de CD83 em Mo-

DCs ativadas com gDE7. A frequência de CD86 também apresentou aumento discreto 

em gD e gDE7. Assim como vimos nos ensaios anteriores, PD-L1 esteve aumentado 

em todos os grupos tratados, inclusive o sem estímulo (iDC). A análise de MFI da 

expressão dessas moléculas nos mostra que gD e gDE7 também aumentam MFI 

relativo a iDC das moléculas CD83 e CD86, com discreto aumento em PD-L1 por 

gDE7, não significativo e ainda menor em gD.  

A figura 19c representa, em gráfico pseudocolor, a mudança na frequência das 

populações positivas para cada as moléculas CD80, CD83, CD86 e PD-L1 versus 

SSC (side scatter) em 1 experimento. iDC são as células não estimuladas e LPS foi 

usado como controle experimental de ativação. As características dos aumento de 

eventos ficam evidentes com o deslocamento da população de Mo-DCs ativadas com 

gD e gDE7 para CD80, CD83 e CD86 em relação ao iDC. Todos os grupos mostram 

uma alta frequência da expressão de PD-L1. 

A fim de verificar a expressão gênica em Mo-DCs, utilizamos o kit comercial 

para PCR-array (Qiagen) para análise de genes envolvidos na ativação e 

apresentação de antígenos por DCs (descritos na seção 3.8). A análise de heat map 

da expressão gênica de Mo-DCs ativadas com as proteínas recombinantes gD e gDE7 

por 48 horas ou LPS por 24 horas em relação ao grupo iDC está representado na 

figura 20.  

Podemos observar aumento de níveis de expressão de dos seguintes genes 

relacionados a ativação de Mo-DCs por gDE7 em relação a iDC: ICAM1, TAP2, 

CCL19, CD80, CD86, HLA-A, THBS1, CCL19, LYN, RELB - genes envolvidos na 

captura, apresentação de antígenos e diferenciação de DCs; as citocinas e 

quimiocinas CCL13, CCL19, CXCL1, CXCL10, CXCL2, CXCL8, FLT3LG, IFNG, 

IL12A, IL12B e TNF; IRF8, LYN, RELB, STAT3 - genes relacionados à transdução de 

sinais. Em contrapartida, a expressão de IL-10, TGFB1, LRP1, ITGAM, MIF e ITGB2 

apresentaram diminuídos comparados ao iDC. 
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Figura 19. As proteínas recombinantes gD e gDE7 induzem a ativação de Mo-DCs após 
48 horas de estímulo. Os gráficos mostram a  frequência (%) de células positivas (a) e 
intensidade média de fluorescência (MFI) relativo ao iDC (b) para os marcadores CD80, CD83, 
CD86 e PD-L1. Representação em gráfico pseudocolor de análise de um experimento para 
definição de população positiva para cada molécula versus SSC-A (c). Os dados expressam 
a média ± erro padrão da média de experimentos independentes sendo 9 (CD80), 6 (CD83), 
10 (CD86), 8 (PD-L1). *p < 0,05 determinado por One-way ANOVA seguida de pós teste de 
Tukey.  
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Figura 20.  Expressão gênica de Mo-DCs estimuladas com as proteínas recombinantes 
gD e gDE7 durante 48 horas. Mo-DCs de três doadores saudáveis e estimuladas durante 48 
horas com gD (2,25 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL), LPS (100 ng/mL) apresentaram alteração 
gênica em relação às DCs não estimuladas (iDCs).O clustergram do RT2 PCR Array foi 
normalizado usando Log2(fold-change) dos grupos ativados/grupo iDC. 
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Diante desses resultados, usando o software gProfiler, os diferentes genes que 

tiveram suas expressões modificadas pela ativação das Mo-DCs com gDE7 em 

relação às iDCs foram agrupados e, a partir dessa análise funcional, foi possível 

observar vias de sinalização envolvidas, tendo como destaque: TLR e NFκB (Figura 

21). 

 

 

Figura 21. Enriquecimento de vias de sinalização após análise da expressão dos genes 
regulados em Mo-DCs ativadas com a proteína recombinante gDE7. Análise de Mo-DCs 
de três doadores saudáveis estimuladas durante 48 horas com gDE7 (3,0 µg/mL) por  RT2 
PCR Array. A análise de enriquecimento foi realizada usando a ferramenta web g.Profiler. Os 
dados do RT2 PCR Array foram normalizados usando Log2(fold-change) dos grupos 
ativados/grupo iDC. 

 

4.8 Ensaios de ativação de Mo-DCs de pacientes HPV16+ por gD e gDE7  

 

 Os resultados obtidos dos efeitos de gD e gDE7 nas ativações de Mo-DCs de 

doadores saudáveis nos direcionaram para investigar a resposta dessas mesmas 

células em pacientes HPV16+ diagnosticadas com NIC 2/3. Para isso, PBMCs foram 

separadas e incubadas como descrito anteriormente. No quinto dia de cultura foram 
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estimuladas por gD (2,25 µg/mL) ou gDE7 (3 µg/mL) por 48 horas. LPS 100 ng/mL 

durante 24 horas foi usado como controle positivo de maturação das Mo-DCs. 

 Devido à pandemia de COVID-19, parte do material proveniente das pacientes 

foi congelado. Sendo assim, consideramos descrever os resultados iniciais como Mo-

DCs diferenciadas a partir de PBMCs não congeladas. Sendo assim, a figura 22 

mostra os efeitos de gD e gDE7 sobre os marcadores CD80, CD83, CD86 e PD-L1. 

 

Figura 22. Efeito das proteínas recombinantes gD e gDE7 sobre a ativação de Mo-DCs 
de pacientes HPV16+. Mo-DCs de pacientes HPV16+ foram estimuladas durante 48 horas 
com os estímulos gD (2,25 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL), LPS (100 ng/mL) ou permaneceram 
sem estímulo (iDC). Os gráficos mostram  a frequência (%) de células positivas (a) e 
intensidade média de fluorescência (MFI) relativo (b) para os marcadores CD80, CD83, CD86 
e PD-L1 durante 48 horas, respectivamente. Os dados expressam a média ± erro padrão da 
média de 2 (CD80, CD83) ou 3 (CD86, PD-L1) experimentos independentes. 
 

  

 Esses dados nos mostram que gD e gDE7 induziram um discreto aumento na 

frequência de expressão de CD80, CD83 e PD-L1 em relação ao grupo iDC, o que 

não foi visto em CD86. Com relação ao MFI, gD e gDE7 também não aumentou a 

intensidade dessa molécula. gDE7 não aumentou MFI CD80, CD86, apenas um leve 

aumento em CD83 e PD-L1. 

Para continuarmos a avaliação da expressão destas moléculas em Mo-DCs de 

pacientes HPV16+, PBMCs foram descongeladas e submetidas ao mesmo protocolo 

de diferenciação com IL-4 e GM-CSF e ativação com gD e gDE7 por 48 horas.  

Após 7 dias de cultura, avaliamos as células recuperadas através do marcador 

de viabilidade. Na figura 23 vimos que as Mo-DCs de doadoras saudáveis (grupo 

controle) estavam em sua maioria viáveis em todos os grupos tratados e o grupo não 

estimulado. Embora a porcentagem de células viáveis mais baixa que o grupo 
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controle, as Mo-DCs das pacientes também estiveram, em sua maioria, vivas em 

todos os tratamentos.  

 

Figura 23.  Viabilidade celular de Mo-DCs diferenciadas a partir de PBMCs 
descongeladas.  Mo-DCs não ativadas (iDC) ou ativadas com os estímulos gD (2,25 µg/mL), 
gDE7 3 µg/mL durante 48 horas e LPS (100 ng/mL) por 24 horas. Os dados expressam a 
média ± erro padrão da média proveniente de sete (pacientes HPV16) e oito (doadores 
saudáveis - controle). 
 

Com isso, demos sequência a avaliação do efeito das proteínas recombinantes 

gD e gDE7 sobre as moléculas coestimuladoras CD80, CD83 e CD86 além da 

molécula reguladora PD-L1 dessas Mo-DCs derivadas de PBMCs que foram 

descongeladas.  

A figura 24 mostra que gD e gDE7 aumentam a frequência de CD80 nas Mo-

DCs do grupo controle comparadas às iDCs e não aumentou nas Mo-DCs das 

pacientes HPV16+. Em relação ao MFI relativo ao grupo iDC, gD e gDE7 aumentaram 

a intensidade de fluorescência de CD80 em relação ao grupo iDC. 

Notamos que a frequência de CD83 esteve aumentada nas Mo-DCs ativadas 

com gD comparado ao iDC no grupo controle, sem diferença de ativação nas Mo-DCs 

das pacientes. Em relação a intensidade de fluorescência de CD83, houve um discreto 

aumento nas Mo-DCs de doadoras saudáveis ativadas por gD e gDE7, alcançando 

expressão semelhante ao grupo ativado com LPS.   

A expressão de CD86 esteve aumentada nas Mo-DCs das doadoras saudáveis 

ativadas com gD e gDE7. O mesmo foi observado nas Mo-DCs das pacientes 

HPV16+, inclusive nas células não ativadas. Em relação ao MFI desta molécula, gD e 

gDE7 estiveram aumentadas em relação a iDC nas Mo-DCs das pacientes e maiores 

também que as Mo-DCs do grupo controle. 

Quando avaliamos a frequência de PD-L1, vimos que a expressão desta 

molécula não esteve aumentada em Mo-DCs ativadas com gD e gDE7 em relação a 
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iDC em doadoras saudáveis. Vimos um aumento de fluorescência desse marcador 

nas Mo-DCs ativadas com gD e gDE7 em relação a iDC para o grupo controle, com 

diferença estatisticamente significante. Em relação às Mo-DCs de pacientes HPV16+, 

vimos que a frequência de PD-L1 esteve aumentada em relação ao iDC. Para este 

mesmo parâmetro, as Mo-DCs ativadas com gD ou gDE7 tiveram um aumento 

discreto no MFI relativo ao iDC. 

Ao avaliarmos a capacidade de estimulação de proliferação de linfócitos T por 

Mo-DCs de doadoras saudáveis e pacientes HPV16+ ativadas por 48 horas com gD 

e gDE7 (Figura 25), vimos que: embora haja proliferação de linfócitos T CD4 e CD8 

em ambos os grupos comparados ao sem estímulo, não vimos diferença entre as Mo-

DCs ativadas com gD e gDE7 em relação ao iDC nas doadoras saudáveis. Vale 

destacar que o estímulo com PHA levou mais de 80% dos linfócitos a proliferar tanto 

em doadoras saudáveis quanto em pacientes HPV16+. Assim como visto 

anteriormente, as Mo-DCs, independentemente do tratamento, foram muito menos 

eficazes, mal chegando a estimular 30% dos linfócitos T CD4+ ou CD8+ a se dividirem. 

Em pacientes HPV16+, no entanto, após 5 dias em cultura, é possível ver uma maior 

proliferação de linfócitos T CD4 estimulados por Mo-DCs ativadas com gDE7. 
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Figura 24. Efeito das proteínas recombinantes gD e gDE7 na ativação de Mo-DCs de 
pacientes HPV16+ e doadores saudáveis. Mo-DCs de pacientes HPV16+ e doadores 
saudáveis   estimuladas com gD (2,25 µg/mL), gDE7 (3,0 µg/mL) por 48h. LPS 100 ng/mL por 
24 horas ou sem estímulo (iDC). Os gráficos mostram a frequência (%) de células positivas e 
intensidade média de fluorescência (MFI) relativo para os marcadores CD80 (a, b), CD83 (c, 
d), CD86 (e, f) e PD-L1 (g, h). Os dados expressam a média ± erro padrão da média de sete 
(HPV16+) ou oito (Controle) experimentos independentes. *p < 0,05 determinado por One-
way ANOVA seguida de pós teste de Tukey. 
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Figura 25. Linfo-estimulação alogenêica por Mo-DCs ativadas com gDE7 aumenta a 
proliferação de linfócitos T CD4 em pacientes HPV16+. Mo-DCs de oitos doadores 
saudáveis (a) e sete paciente HPV16+ (b) estimuladas durante 48 horas com gD (2,25 µg/mL), 
gDE7 (3,0 µg/mL),  LPS (100 ng/mL) ou sem estímulo (iDC) e colocadas em co-cultura por 5 
dias com linfócitos T previamente marcados com CFSE. Como controle negativo foram 
utilizados linfócitos T marcados com CFSE sem estímulo (Ф). As células foram avaliadas 
dentro da população de células CD3+CD4+ ou CD3+CD8+ e foram consideradas 
proliferativas aquelas CD25+CFSElow. Os dados  expressam a média ± erro padrão da média 
proveniente de sete (pacientes HPV16) e oito (doadores saudáveis - controle). *p < 0,05 
determinado por One-way ANOVA seguida de pós teste de Tukey. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, nossa proposta foi investigar o efeito da proteína recombinante 

derivada da fusão de gD do HSV-1 com E7 do HPV16, e da proteína recombinante, 

E6 do HPV16 sobre células dendríticas derivadas de monócitos geradas in vitro a de 

partir de células de doadores saudáveis ou de pacientes diagnosticadas com NIC 

graus 2/3. Por falta de disponibilidade da proteína E6, apenas experimentos iniciais 

puderam ser realizados com ela, de modo que discutimos os resultados baseados nos 

experimentos realizados com gDE7, onde tivemos êxito em encontrar uma dose que 

ativasse Mo-DCs. 

As DCs são as principais APCs e têm as habilidades de capturar, processar e 

apresentar antígenos aos linfócitos T. Elas são identificadas pela expressão de MHC 

de classe II e moléculas coestimuladoras (THÉRY, AMIGORENA, 2001). Antes de 

receber estímulos de ativação, as DCs estão em um “estado imaturo”; DCs imaturas 

são pobres indutoras de respostas efetoras de linfócitos naïve, uma vez que têm baixa 

expressão de moléculas coestimuladoras na superfície, baixa expressão de 

receptores de quimiocinas e não secretam citocinas imunoestimulantes (STEINMAN, 

SWANSON, 1995; TROMBETTA, MELLMAN, 2005). As DCs representam menos de 

1% das PBMCs, sendo então raras, mas potentes e que podem estimular ambas as 

respostas primárias e secundárias de linfócitos T. Quando ativada adequadamente, 

elas reduzem sua habilidade em fagocitar antígenos, aumentam a produção de 

citocinas pró-inflamatórias como IL-12, aumentam a resistência aos efeitos de IL-10, 

aumentam a expressão de moléculas coestimuladoras e expressão de receptores de 

quimiocinas que as direciona até os órgãos linfoides secundários para apresentação 

de antígenos aos linfócitos T. In vitro, a combinação de GM-CSF e IL-4 pode gerar 

Mo-DCs em seu estado imaturo, que são eficientes em capturar antígenos mas não 

têm capacidade de estimular linfócitos T e são sensíveis a efeitos imunossupressores 

de citocinas que podem ser produzidas pelos tumores (BANCHREAU, STEINMAN, 

1998; DHODAPKAR et al., 1999; SALLUSTO, LANZAVECCHIA, 1994; SCHULER, 

STEINMAN, 1997). 

Nossos resultados demonstraram que Mo-DCs de doadores saudáveis 

respondem ao estímulo da proteína recombinante gDE7 (3 µg/mL) por 48 horas, 

aumentando CD86 e CD83 quando comparadas às iDCs. 
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CD83 é reconhecida como marcador de maturação em DCs, sendo um 

importante modulador na ativação da resposta imune, com sua presença 

correlacionada com aumento de estimulação de linfócitos T (AERTS-TOEGAERT et 

al., 2007), agindo na sinalização de cálcio intracelular (PINHO et al., 2014), e a região 

transmembrana reduzindo a degradação de moléculas CD86 e MHC classe II em DCs 

(TZE et al., 2011). Já CD86 interage com o receptor de superfície celular CD28, 

presente nos linfócitos T, que se liga às moléculas coestimuladoras CD80 e CD86 em 

DCs ativadas (SHARPE, FREEMAN, 2002; RUDD, SCHNEIDER, 2003).   

Interessantemente, também, foi observado, nesse mesmo tempo, a gDE7 

consegue controlar a expressão de PD-L1 em Mo-DCs e a secreção de IL-10. 

A ligação PD-1/PD-L1 é determinante em respostas imunes, levando, dentre 

outras coisas, a um estado de tolerância. Após reconhecimento do antígeno, os 

linfócitos T rapidamente expressam PD-1 (Agata et al., 1996), e foi demonstrado que 

a expressão de PD-1 em linfócitos T ativados está envolvida na modulação da 

resposta inicial de linfócitos T (HONDA et al., 2014). Assim como o papel de PD-1 em 

suprimir a atividade de linfócitos T, a inibição da ligação de PD-1/PD-L1 aumenta a 

resposta contra patógenos (SUN, MEZZADRA, SCHUMACHER, 2018). PD-1 (CD279) 

(Programmed cell death protein 1) é um dos receptores co-inibitórios presentes em 

linfócitos T estimulados (ISHIDA et al., 1992) que interage com dois ligantes: PD-L1 

(CD274) e PD-L2 (CD273). A expressão de PD-L2 é observada em macrófagos, DCs 

e mastócitos. A expressão de PD-L1 pode ser detectada em células hematopoiéticas 

incluindo linfócitos T, linfócitos B, macrófagos, DCs e mastócitos e células não 

hematopoiéticas como células endoteliais vasculares, astrócitos, células das ilhotas 

pancreáticas, queratinócitos e células endoteliais (SUN, MEZZADRA, 

SCHUMACHER, 2018). A expressão de PD-1 também pode ser induzida por outros 

fatores, como IL-10 e TGF-β (SUN et al., 2015; PARK et al., 2016).  

Além disso, DCs ativadas caracteristicamente secretam citocinas pró-

inflamatórias.  

Mo-DCs ativadas com gDE7 durante 48 horas também aumentaram a secreção 

de IL-12p70 e TNF-α, comparadas às iDCs, e às tratadas com E7 e gD. A IL-12p70 

(IL-12) é um heterodímero composto pelas unidades p40 e p35 produzida 

principalmente por macrófagos e DCs. A produção de IL-12 aumenta a apresentação 

de antígenos por estas células e sua secreção é importante para indução de células 
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NK, estímulo de IFN-γ e consequente diferenciação de linfócitos Th1. A IL-12 se liga 

ao receptor IL-12R que consiste em duas subunidades: IL-12Rβ1 e IL-12Rβ2, 

expressas em linfócitos Th1 e células NK.  Ainda, IL-12 aumenta a capacidade 

citotóxica de linfócitos T CD8 e células NK induzindo a transcrição de genes que 

codificam a perforina e granzima e aumentando a expressão de moléculas de adesão 

(CESANO, 1993; MA et al.; 1997).  

Diversos estudos descrevem que os efeitos de IL-12 em linfócitos T e células 

NK estão relacionados a habilidade em promover a produção de INF-γ durante a 

infecção e inflamação (TRINCHIERI, PFLANZ, KASTELEIN, 2003).  Com isso, foi 

estabelecido que, durante o reconhecimento de patógenos pelas DCs há um aumento 

na produção de IL-12 que culminam na resposta de linfócitos Th1 (HSIEH et al., 1993), 

sendo as cDC1 uma importante fonte de IL-12 in vivo, expressando constitutivamente 

altos níveis de IL12B e, com isso, comumente associado a respostas Th1 (HILLIGAN, 

RONCHESE, 2020).  

 Sinais coestimuladores iniciados pela interação de TNF e seus receptores 

(superfamília de TNFR) promovem expansão clonal, diferenciação e sobrevivência de 

linfócitos T CD4 e CD8 e desempenham papel crucial na resposta mediada por 

linfócitos T, isso inclui inflamação, autoimunidade e imunoterapia contra tumores (SO, 

ISHII, 2019). As interações de TNF com seus receptores como 4-1BB, CD27, CD30, 

DR3 (death receptor 3), GITR (glucocorticoid-induced TNFR family-related protein), 

HVEM (herpesvirus entry mediator), OX40, e TNFR2 (tumor necrosis factor receptor 

2), expressos em linfócitos T, desencadeiam sinais de ativação dependentes do 

reconhecimento de antígenos que levam a diferenciação desses linfócitos (CROFT, 

2009; SO, CROFT, 2013; WATTS, 2005). O resultado da interação de TNF e seus 

ligantes como sinais coestimuladores culminam na ativação de proteínas que 

promovem sinalização de vias como fosfoinositídeo 3-quinase (PI3K)-Akt (proteína 

quinase B), NF-κB e MAPK, iniciadas pelo TCR e CD28, e desempenham papéis 

importantes para de linfócitos T, tanto nos estágios iniciais quanto nos estágios 

posteriores da resposta (SO, CROFT, 2013) 

Em relação à expressão gênica, os ensaios aqui apresentados indicam que Mo-

DCs ativadas com gDE7 por 48 horas também mostraram uma regulação positiva de 

ICAM-1, importante na ligação ao receptor de adesão celular LFA-1 e induz funções 

de linfócitos T como motilidade e adesão, e VCAM-1, molécula de adesão encontrada 
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no endotélio, essencial na migração celular (CAMPBELL et al., 1996). Em relação às 

citocinas, encontramos aumento de IL-12A e IL-12B, duas subunidades da IL-12, 

especificamente IL-12p70, essencial para direcionar uma resposta T CD4 (HILKENS 

et al., 1997; VAN KOOYK, FIGDOR, 2000). Curiosamente, este resultado corrobora o 

que foi obtido no sobrenadante das Mo-DCs.  

gD e gDE7 aumentaram a expressão gênica das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-6 

em comparação ao grupo iDC. Essas citocinas desempenham efeitos pró-

inflamatórios e direcionamento de linfócitos T.  IFN-γ promove a expressão de ligantes 

CXCR3, como CCL9 e CCL10 que favorecem a diferenciação Th1 (GROOM et al., 

2012). Já a IL-6 pode regular o desenvolvimento linfócitos T, indicando, geralmente, 

proliferação e diferenciação de Th2 e Th17 e inibindo Treg (GAUTREAU et al., 2011; 

HARBOUR et al., 2020). Tanto a gD quanto a gDE7 aumentaram expressivamente as 

quimiocinas CXCL1, CXCL2, CXCL8 e CXCL13 em Mo-DCs.  

Em contraste, a expressão de IL-10, uma importante citocina imunorreguladora, 

esteve reduzida esteve reduzida nas Mo-DCs ativadas com gDE7, comparando a iDC. 

Esse dado é interessante pois confirmam os vistos anteriormente pela baixa secreção 

desta citocina no ensaio por CBA. A IL-10 secretada por DCs desempenha papel 

importante na regulação da resposta imune e manutenção da tolerância imunológica 

(RUTZ, OUYANG, 2016) pela expansão de linfócitos Treg, o que pode levar à 

implicações importantes no desenvolvimento de novas terapias. A IL-10 regula 

negativamente a expressão de HLA-DR e CD86 nas DCs do sangue periférico em 

humanos e inibe o transporte de moléculas de MHC de classe II carregadas com 

peptídeos para a superfície celular em monócitos (BUELENS et al., 1995; 

KOPPELMAN et al., 1997). 

Ainda, com base em Mo-DCs de doadores saudáveis, sugerimos vias de 

sinalização que podem estar enriquecidas com a expressão de genes relacionados à 

diferenciação, maturação e apresentação de antígenos por DCs. Nossos resultados 

mostraram que gD (2,25 µg/mL) e gDE7 (3 µg/mL) são capazes de aumentar fatores 

de transcrição para secreção de citocinas em resposta a estímulos inflamatórios, 

como a ativação de genes envolvidos na via do NFκB e como IRF-7, IRF-8, NFκB1, 

RELB e STAT3. A análise por RT2PCR-array também mostrou modulação de genes 

envolvidos na sinalização via TLR por gDE7.  
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A ativação de TLR aumenta transitoriamente a captação de antígenos solúveis, 

complexos imunes ou quaisquer formas de moléculas fagocitáveis e como resposta 

imediata a ativação de MAPK (BLANDER, MEDZHITOV, 2004;WEST et al., 2004). As 

vias de sinalização TLR podem ser separadas em dois grupos: uma via dependente 

de MyD88 que leva à produção de citocinas pró-inflamatórias com ativação NF-κB e 

MAPK, e uma via independente de MyD88 associada à indução via IFN. A sinalização 

via TLRs induz síntese de citocinas inflamatórias e quimiocinas, que ativam DCs e 

preparam uma resposta efetiva de linfócitos Th (WATTS, WEST, ZARU, 2010). 

O sistema imunológico desempenha um papel fundamental na proteção contra 

o crescimento de tumores. As respostas baseadas em linfócitos T são essenciais para 

garantir a resposta imunológica específica contra antígenos não próprios. Para isso, 

é necessário ativação e pela regulação de moléculas co-inibitórias e coestimuladoras. 

Nesse contexto, as DCs encarregam-se em direcionar a resposta de linfócitos T frente 

a diferentes estímulos através da sua capacidade de apresentar antígenos. A 

expressão de sinais supressores no microambiente tumoral, como PD-L1, induz 

mecanismos de feedback regulatório e justifica a atividade limitada da imunidade 

antitumoral. Curiosamente, gDE7 quando usado como estimulante em contato Mo-

DCs em nosso estudo aumentou a expressão de moléculas coestimuladoras e 

controlou a expressão de PD-L1, apresentando-se como uma ferramenta potencial 

para uso terapêutico. 

A imunoterapia continua a representar um caminho promissor para novas 

terapias contra o câncer, especialmente porque muitos pacientes que respondem 

exibem respostas duradouras, com isso, diversos protocolos têm explorado a função 

das DCs. As vacinas com DCs estão associadas a toxicidades limitadas e, portanto, 

são consideradas uma abordagem terapêutica relativamente segura e estão sendo 

extensivamente avaliadas na clínica (BOL et al., 2016; WCULEK et al., 2019). 

Múltiplas formulações de vacinas podem levar ao aumento das respostas de células 

T específicas do antígeno. No entanto, monócitos de pacientes com câncer dão 

origem a Mo-DCs com características funcionais alteradas, o que poderia favorecer a 

indução de uma resposta tolerogênica, induzindo linfócitos Treg (CLAVIJO-

SALOMON et al., 2015; RAMOS et al., 2012;). Dessa forma, o uso de células 

alogenêicas de doadores saudáveis pode ser uma alternativa e vem se mostrando 

promissor (BARBUTO et al., 2004; PINHO et al., 2022).  
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A imunoterapia pode ser um componente importante de programas 

abrangentes de tratamento do câncer, complementando cirurgia, radioterapia e 

quimioterapia (WONG et al., 2015). Isso requer esforços significativos voltados para o 

desenvolvimento e introdução de vacinas terapêuticas, inclusive, contra as lesões 

causadas pelo HPV (YANG, FARMER, HUNG, 2016; VONSKY et al., 2019). 

     Desde a descoberta do primeiro tipo oncogênico de HPV, o HPV16 (DÜRST 

et al., 1983), dados indicavam que as proteínas virais E6 e E7 são os fatores que 

determinam o fenótipo maligno das células cancerígenas positivas para o HPV. 

Especificamente, E6 e E7 são os únicos genes virais que são sempre retidos e 

expressos em células cancerígenas positivas para HPV e a inibição da expressão de 

E6 e E7 resulta na indução rápida de senescência celular (HOPPE-SEYLER et al., 

2018). Por isso, E6 e E7 tornaram-se alvos de diferentes estratégias terapêuticas em 

pacientes HPV+. 

As oncoproteínas E6 e E7 do HPV16 são expressas constitutivamente em 

lesões precursoras de tumores cervicais e possuem papel na malignização das 

células tumorais. E6 e E7 determinam o ambiente ideal para sustentar sinais de 

proliferação. No processo de replicação do genoma viral, elas são responsáveis pela 

proliferação celular descontrolada e desregulação de atividades supressoras de 

crescimento (PAL, KUNDU, 2020). E6 tem como alvo p53, a mais bem caracterizada 

proteína supressora de crescimento, enquanto E7 inibe a proteína Rb. O estímulo de 

crescimento dado pela desintegração da proteína Rb mediado por E7, pode ser 

estabilizada pela p53, que também é estimulada por E6, levando, assim, à divisão 

celular descontrolada e evasão de mecanismos antitumorais. A expressão constitutiva 

do gene E7 é uma característica da infecção persistente causada por alguns tipos de 

HPV e associada ao câncer. Essa proteína é crucial para a transformação celular e 

manutenção da proliferação celular anormal, que leva ao desenvolvimento do câncer. 

Assim por serem específicas de células infectadas ou tumorais, E6 e E7, presentes 

em diversos estágios da infecção, são consideradas antígenos ideais para vacinas 

terapêuticas contra tumores cervicais (HANCOCK, HELLNER, DORRELL, 2018; 

HUNG et al., 2007; TINDLE, 2002).  

Ao contrário, as vacinas preventivas contra infecções por HPV são 

desenvolvidas contra as proteínas do capsídeo L1 e L2 que são deletadas durante a 

integração do genoma do HPV ao genoma celular. A vacinação profilática contra o 
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HPV previne até 90% das infecções e serve como uma ferramenta de proteção contra 

neoplasias associadas a infecções por HPV (ARBYN, SIMOENS, MARTIN-HIRSCH, 

2018). O programa de vacinação contra o HPV foi introduzido pela OMS e é obrigatório 

em diversos países desde 2009 (CUTTS et al., 2007). Porém, as vacinas profiláticas 

não têm efeitos terapêuticos e nem previnem o desenvolvimento de neoplasias 

naqueles já infectados antes da vacinação.  

Vacinas terapêuticas podem ser classificadas de acordo com a sua fonte de 

desenvolvimento: vetores virais ou bacterianos, peptídeos ou proteínas, ácido 

nucleico e até mesmo células. Atualmente, existem vários estudos para tratar 

neoplasias cervicais em diferentes estágios, algumas delas são específicas para 

lesões intraepiteliais, outras testadas em ensaios clínicos com resultados promissores 

(VICI et al., 2016; VONSKY et al., 2019) e elas devem ser consideradas como uma 

opção terapêutica na doença cervical. Por exemplo, de Vos van Steenwijk e 

colaboradores (2014) avaliaram a capacidade de vacina de peptídeo longo sintético 

para induzir uma resposta de células T específica de HPV16, bem como para 

estabelecer memória imunológica de longo prazo em pacientes lesões de baixo grau 

do colo do útero. Além disso, foi avaliado o efeito da vacinação de reforço após 1 ano. 

As respostas de linfócitos T específicas do HPV16 foram detectadas após a vacinação 

e mantidas por pelo menos 2 anos. Curiosamente, a vacinação de reforço após 1 ano 

aumentou especialmente a resposta Th2 específica do HPV16, mas sugerem que a 

vacinação de reforço pode ter um adjuvante polarizador para Th1 (DE VOS VAN 

STEENWIJK et al., 2014). Em outro estudo, um adenovírus recombinante 

expressando proteína de E6 e E7 do HPV16 pulsadas em DCs para investigar a 

capacidade em induzir imunidade antitumoral in vitro e in vivo (ZHOU et al., 2015). Os 

resultados indicaram que a co-cultura da vacina DC-ofE6E7 com esplenócitos pode 

induzir fortemente uma resposta de linfócitos T citotóxicos específicos do tumor (CTL) 

e eliminar as células tumorais in vitro. Além disso, a imunoterapia induziu imunidade 

protetora contra o desafio de células cancerígenas TC-1 in vivo. Já com DCs, Mo-DCs 

autólogas carregadas com proteína recombinante E7 do HPV16 ou HPV18 foram 

usadas para induzir in vitro uma resposta específica de linfocitos T (NONN et al., 

2003). Foram encontradas respostas específicas para E7 em linfócitos T CD4+ de 

doadores saudáveis e linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ. Mostraram também que 

DCs carregadas com o antígeno E7 estimularam respostas específicas em 
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populações de linfócitos infiltrantes tumorais (TIL) recém-isoladas de pacientes com 

câncer cervical. Interessantemente, Rahma e colaboradores (2014) demonstraram 

que pacientes com câncer cervical (HPV16 ou HPV18) tratadas com PBMCs pulsadas 

com peptídeos de E6 ou E7 induziram uma resposta imune específica contra o 

peptídeo relevante, apesar da doença avançada (RAHMA et al., 2014). Já com modelo 

de vacina de DNA contra HPV, foi verificado que BMDCs (do inglês, Bone Marrow 

Derived DCs) transfectadas por 48 horas induziram aumento de CD80, CD40 e IL-

12p70; estimulam aumento de secreção de IFN-γ por linfócitos T em co-cultura 

(WANG et al., 2011). A condição imunossupressora do microambiente tumoral limita 

a eficácia de vacinas terapêuticas, incluindo essas contra tumores associados ao 

HPV16. Os tumores cervicais podem produzir quantidades significativas de TGF-β 

(SHEU et al., 2001) que a diferenciação de linfócitos T regulatórios (RAO; PETRONE; 

PONATH, 2005). 

Vacinas terapêuticas usando apenas oncoproteína E7 não são eficazes na 

indução da resposta de linfócitos T CD8+ específica para E7 e não conferem proteção 

antitumoral aos camundongos desafiados com as células TC-1 (PORCHIA et al., 

2011). A oncoproteína E7 possui curta meia-vida intracelular sendo rapidamente 

degradada via proteassomos (ROMAN, MUNGER, 2013; SMOTKIN; WETTSTEIN, 

1987; VALDOVINO-TORRES et al., 2008;), o que sugere que pode haver pouca 

apresentação do antígeno E7 para linfócitos T. Por sinal, nossos resultados também 

mostraram que a proteína recombinante E7 sozinha não aumentou expressão de 

moléculas coestimuladoras avaliadas nem a secreção de citocinas pró-inflamatórias.  

Diante disso, diversos grupos de pesquisas têm desenvolvido estratégias para 

aumentar a imunogenicidade de E7 através da sua apresentação via MHC de classe 

I e II. Uma dessas estratégias é fusionar antígenos do HPV a outras proteínas cuja 

resposta já é conhecida e usá-las como adjuvantes.  

Porchia et al. (2011, 2017, 2022) demonstraram que vacinas baseadas na 

fusão da oncoproteína E7 à glicoproteína gD do HSV-1, em modelo pré-clínico, 

aumentavam a imunogenicidade e eram capazes de potencializar respostas 

antitumorais, favorecendo a regressão tumoral. Em camundongos, a gDE7 promoveu 

ativação de DCs e linfócitos T CD8 citotóxicos específicos (PORCHIA et al., 2011). 

Quando administrada com poly I:C, gDE7 induziu células T CD8+ específicas para E7 

com atividade citotóxica e fenótipo de memória efetora (CD44+CD62Llow). Além disso, 



83 
 

 
 

a gDE7 + poly (I:C) controlou a expansão de linfócitos T reguladores induzidos por 

tumor e MDSCs. Ainda, gDE7 ativou DCs de camundongos CD11c+CD8α+ e BDCA3+ 

humanas, especializadas na apresentação cruzada de antígenos (PORCHIA et al., 

2017). gDE7 também foi avaliada associada à cisplatina, um imunoterápico 

comumente usado como tratamento para pacientes com câncer cervical, em modelo 

murino (PORCHIA et al., 2022). O tratamento combinado resultou em efeitos 

sinérgicos, incluindo ativação de linfócitos T CD8+ específicos para E7, infiltração 

tumoral de macrófagos e DCs e prevenção de recidivas tumorais em diferentes locais 

anatômicos. Além disso, o protocolo permitiu a redução da dosagem de cisplatina e 

seus efeitos tóxicos intrínsecos, sem reduzir os resultados antitumorais (PORCHIA et 

al., 2022).  

A utilização da gD nesta fusão gênica permite a competição pela ligação ao 

receptor HVEM e consequente inibição da ligação do BTLA, bloqueando os sinais 

inibitórios promovidos por esta ligação e favorecendo a ativação de linfócitos T. 

HVEM, um dos receptores de TNFRSF, via ligação com LIGHT desempenha papel 

importante na resposta de linfócitos T contra tumores. Camundongos inoculados com 

células tumorais expressando agonista de HVEM na sua superfície, geram imunidade 

antitumoral dependente de linfócitos T CD4, indicando que a sinalização de HVEM 

ajuda na resposta de células T induzindo regressão do tumor (PARK et al., 2012).  

Diante disso, utilizamos a gDE7, visto que a proteína gD é conhecida pela sua 

interação com receptores HVEM em células do sistema imune, incluindo DCs, como 

descrito anteriormente. A proteína gD pode modular a via de sinalização mediada pelo 

receptor HVEM e, assim, beneficiar vias estimuladoras do sistema imune; uma dessas 

vias conhecidas é a do fator de transcrição NF-κB (CHEUNG et al., 2009).  

Como vimos, em doadores saudáveis, a proteína recombinante gDE7 

aumentou as moléculas coestimuladoras CD86 e CD83 em sua superfície, aumentou 

citocinas importantes na indução de respostas de linfócitos T, como IL-12, 

confirmadas pela expressão desses genes quando comparadas às iDCs. A expressão 

de genes também mostrou que as vias de TLR e NFκB estariam envolvidas nessa 

ativação. 

Nosso trabalho mostrou também que em pacientes HPV16+ resultados 

semelhantes foram encontrados quanto ao fenótipo de Mo-DCs ativadas com gDE7 

(3 µg/mL) por 48 horas, onde houve aumento de expressão de CD80 nestas células. 
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Ademais, houve aumento de proliferação de linfócitos T CD4 alogeneicos estimulados 

com essas Mo-DCs. 

Subpopulações de linfócitos T CD4+ requerem sinais coestimuladores e co-

inibitórios para sua diferenciação, ativação e direcionamento das funções (GRATZ et 

al., 2013; SUN, ZHANG, 2014). A expressão de moléculas com estimuladoras em 

DCs, juntamente com citocinas, polariza os subconjuntos Th afetando sua 

diferenciação e função. O status de ativação de células T por meio de sinais 

coestimuladores, vindos, por exemplo, da ligação de CD28 com CD80 ou CD86, induz 

ainda mais receptores de sinais adicionais nesses linfócitos T. Além disso, seu status 

de ativação é ajustado durante o processo de diferenciação. As citocinas secretadas 

pelos subconjuntos de células Th polarizadas induzem vários tipos de respostas 

imunes. 

A combinação sinérgica de vacinas terapêuticas com radioterapia, 

quimioterapia, imunomoduladores ou inibidores de checkpoint imunológico abre um 

novo e interessante cenário para o tratamento de doenças causadas por HPV. Os 

resultados com gDE7 são promissores e trazem novas perspectivas para tratamentos 

alternativos de tumores associados ao HPV. Em conjunto, nossos resultados sugerem 

uma nova proposta de ativação de Mo-DCs que podem levar, futuramente, à uma 

abordagem terapêutica, baseada em DCs para tratar lesões no colo do útero 

associadas à infecção por HPV16+.  
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6. CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho, nosso objetivo original foi avaliar o efeito das proteínas 

recombinantes derivadas da fusão genética de gD do HSV-1 com a oncoproteína E7 

e os efeitos da proteína recombinante E6, do HPV16, sobre fenótipo e função 

linfoestimuladora de células dendríticas derivadas de monócitos gerados in vitro a 

partir de células de doadores saudáveis ou de pacientes diagnosticadas com NIC 2/3. 

Por falta de disponibilidade da proteína E6, apenas experimentos iniciais puderam ser 

realizados com ela, de modo que as conclusões se baseiam nos experimentos 

realizados com gDE7. 

Nossos resultados indicam que o tratamento de Mo-DCs de doadores 

saudáveis com gDE7 (3 µg/mL) por 48 horas: 

• aumenta a expressão de moléculas coestimuladoras CD86 e CD83 e secreção 

das citocinas TNF-α e IL-12p70 comparadas às células imaturas (iDCs). 

• não aumenta a expressão de PD-L1 e a secreção de IL-10 em relação ao grupo 

iDC. 

• induz a expressão de genes associados à apresentação de antígenos quando 

comparadas às expressões dos mesmos genes por iDCs.  

Em Mo-DCs de pacientes HPV16+, a expressão de CD80 esteve aumentada 

após 48 horas de tratamento com gDE7 (3 µg/mL), e, também não se detectou 

aumento de PD-L1. Vimos também que estas Mo-DCs estimulam a proliferação de 

linfócitos T CD4 alogenêicos.  

Este comportamento fenotípico foi coerente com a análise de expressão gênica 

realizada em Mo-DCs de doadores saudáveis ativados com gDE7, que mostrou o 

aumento da expressão de genes relacionados à diferenciação, maturação e 

apresentação de antígenos por células dendríticas (destacando-se as vias dos TLR e 

do NFκB). 

Assim, os resultados em seu conjunto apontam para um potencial da proteína 

de fusão gDE7 de estimular Mo-DCs com cinéticas de expressão diversas entre as 

moléculas coestimuladoras e a molécula reguladora PD-L1. Enquanto as primeiras 

parecem ter sua expressão rapidamente aumentada, o aumento de PD-L1 parece ser 

mais lento. Se este fenômeno se confirmar, ele poderia ser uma explicação para a 

eficácia de gDE7 como agente imunoestimulador. 
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