
KARINE BITENCOURT RODRIGUES  

  

  

  

  

  

Imunoterapia ativa baseada na utilização de células dendríticas ativadas para o controle de 

tumores associados ao HPV-16 em modelo murino  

  

  

  

  

  

Dissertação apresentada ao Programa de 

PósGraduação em Interunidades em 

Biotecnologia da Universidade de São Paulo, 

Instituto Butantan e Instituto de Pesquisas 

Tecnológicas para obtenção do Título de Mestre 

em Biotecnologia.  

  

Área de concentração: Biotecnologia  

  

Orientador: Prof. Dr. Luís Carlos de Souza 

Ferreira  

  

Co-orientadora: Dra. Bruna F. M. M. Porchia  

Ribeiro  

  

Versão Corrigida. A versão original eletrônica, 

encontra-se disponível tanto na Biblioteca no ICB 

quanto na Biblioteca Digital de Teses e 

Dissertações da USP (BDTD). 

  

   

  

  

  

São Paulo  

2019  



RESUMO  

RODRIGUES, K. B. Imunoterapia ativa baseada na utilização de células dendríticas 

ativadas para o controle de tumores associados ao HPV-16 em modelo murino. 2019. 83f. 

Dissertação (Mestrado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo; 2019.  

  

O câncer cervical ou câncer do colo do útero é causado pela infecção persistente pelo 

papilomavírus humano (HPV), principalmente pelos genótipos de alto risco, como o HPV-16 e o 

HPV-18. Apesar dos tratamentos disponíveis, a doença ainda é considerada um problema de 

saúde pública e novas abordagens para o tratamento de lesões pré-malignas e tumores cervicais se 

fazem necessárias. Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de 

uma estratégia imunoterapêutica baseada na administração de células dendríticas (DCs), 

diferenciadas in vitro a partir de células precursoras da medula óssea (BM-DCs), para o controle 

de tumores associados ao HPV-16. BM-DCs derivadas de células de camundongos naive, ou com 

tumor, foram padronizadas quanto ao processo de diferenciação e ativação in vitro com a proteína 

gDE7 e outros componentes imunomodulatórios, como citocinas e agonistas da resposta imune 

inata. A proteína gDE7 é o resultado da fusão genética da glicoproteína D (gD) do Herpes 

simplex vírus-1 (HSV-1) e da oncoproteína E7 do HPV-16 e possibilita o direcionamento de 

antígenos e ativação de DCs. Após a confirmação do efeito responsivo das BM-DCs 

sensibilizadas com a gDE7, animais de linhagem C57BL/6 desafiados com células da linhagem 

TC-1 foram tratados com 3 doses de BM-DCs (1x10
6
/animal) sensibilizadas com a gDE7 e poly 

(I:C) por via intravenosa (i.v.) ou subcutânea (s.c). Foi observado controle parcial do volume 

tumoral nos grupos imunizados com as células ativadas com a gDE7 na presença ou ausência do 

poly (I:C). A administração pela via i.v. resultou em maior proteção antitumoral com 80% de 

animais livres de tumor e aumento de linfócitos T CD8
+ 

E7-específicos ativados no sangue 

periférico e no baço dos animais tratados. Os animais tratados apresentaram aumento na produção 

de IFN-γ por células T de memória efetora. Além disto, a imunoterapia baseada nessa estratégia 

favoreceu o influxo de células NKs no baço e resultou em proteção em modelo de recidivas, 

simuladas por meio de repetições de implantes de células tumorais.. Esses dados embasam o 

desenvolvimento de uma nova abordagem imunoterapêutica voltada para o tratamento de tumores 

induzidos pelo HPV em condições clínicas.   
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ABSTRACT  

RODRIGUES, K.B. Active immunotherapy based on the use of activated dendritic cells to 

control HPV-16-associated tumors in a murine model. 2019. 83p. Masters thesis 

(Biotechnology). Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2019. 

Cervical cancer is caused by persistent human papillomavirus (HPV) infection, mainly by 

highrisk genotypes, such as HPV-16 and HPV-18. Despite the availability of treatments, the 

disease is still considered a public health problem and new therapeutic approaches aimed at 

treating premalignant lesions and cervical tumors are needed. In this context, the present work 

aims to develop an immunotherapeutic strategy based on the administration of dendritic cells 

(DCs) derived from in vitro differentiated bone marrow precursor cells (BM-DCs) for the control 

of HPV16 associated tumors. BM-DCs derived from naïve mice, or tumor bearing mice, were 

standardized with regard to the differentiation and activation in vitro protocol using the gDE7 

protein and other immunomodulatory components, such as cytokines and innate immune 

response agonists. The gDE7 protein is the result of the genetic fusion between the Herpes 

simplex virus-1 (HSV-1) glycoprotein D (gD) with the HPV-16 E7 oncoprotein and enables 

antigen targeting and activation of DCs. Following confirmation of the responsive effects of 

gDE7-sensitized BM-DCs, TC-1 C57BL/ 6 mice were challenged with tumor cells of the TC-1 

strain and subsequently treated with 3 doses of gDE7-sensitized BM-DCs (1x10
6
 / animal) in 

combination with poly (I:C) by the intravenous (i.v.) or subcutaneous (s.c.) route. Partial tumor 

growth control was observed in mouse groups immunized with gDE7-activated cells both in the 

presence or absence of poly (I:C). Administration of cells via the i.v. route resulted in enhanced 

anti-tumor effects with 80% tumorfree animals and increased numbers of activated CD8
+
 E7-

specific T lymphocytes in peripheral blood and spleen. The treated animals showed enhanced 

IFN-γ production by effector memory T cells. In addition, immunotherapy based on this strategy 

promoted the influx of NKs cells into the spleen and conferred protection in a tumor relapse 

model generated following repeated tumor cell implants. These data support the development of a 

new immunotherapeutic approach to treat different HPV-induced tumors under clinical 

conditions.  

  

Keywords: Cancer. Immunotherapy. Dendritic cells.  



1 INTRODUÇÃO  

1.1 Câncer  

Desde o início do século XX, o câncer se destaca como um dos maiores problemas de 

saúde pública devido à crescente incidência de casos e mortalidades no mundo (1). De acordo 

com a Organização Mundial da Saúde (OMS), em uma pesquisa realizada pela Agência 

Internacional para Pesquisa do Câncer (IARC), cerca de 9,6 milhões de mortes relacionadas ao 

câncer ocorreram em 2018, representando um aumento no número de casos em comparação aos 

anos anteriores (2). Estudos mostram que, em nível global, uma a cada seis mortes está 

relacionadas a esta doença, e aproximadamente 70% das mortes por câncer ocorrem em países de 

baixa e média renda, devido ao diagnóstico tardio e à acessibilidade aos tratamentos (2,3).  

Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCA), o Brasil deve registrar aproximadamente 

600 mil novos casos de câncer por ano entre 2018 e 2019 (4). A incidência dos tipos de câncer no 

país varia de acordo com a região e apresentam cerca de 300 mil novos casos em homens e 282 

mil em mulheres. Dentre os tipos de câncer, o câncer cervical se destaca com cerca de 16.370 

novos casos para o ano de 2019, o mais incidente entre mulheres na região Norte e o segundo nas 

regiões Nordeste e Centro-Oeste (5). Nas regiões Sul e Sudeste ocupa a quarta posição. Essa 

variação na incidência se deve à disponibilidade de programas de prevenção e controle mais 

efetivos em diferentes regiões do país (4,5).   

O câncer cervical é causado pela infecção persistente por genótipos oncogênicos do 

papilomavirus humano (HPV), principalmente o HPV-16 e o HPV-18, subtipos considerados de 

alto risco (6,7). A primeira relação entre o HPV e o câncer cervical foi descrita em 1970 por 

Harald Zur Hausen (8). Sabe-se que as infecções pelo vírus podem desencadear desde a formação 

de verrugas até o desenvolvimento de câncer (9). Apesar do câncer cervical ser claramente 

relacionada ao vírus, há evidencias que relacionam a infecção pelo vírus a outras neoplasias 

(10,11).   

No Brasil, em 2018 a prevalência do HPV na população feminina foi de 54,6% enquanto 

que na masculina foi de 51,8% (12). As infecções persistentes pelo vírus podem danificar o 

epitélio cervical induzindo NICs (Cervical Intraepithelial Neoplasia) ou lesões intraepiteliais 

escamosas (SIL), que podem não ser detectadas pelo exame de Papanicolau oferecido pelo 

Ministério da Saúde (3,4). A persistência dessas lesões é associado à persistência da infecção e da 



integração do vírus ao DNA do hospedeiro (9). Desde 2010 o HPV é considerado o agente 

etiológico do câncer cervical, presente em 99% dos casos clínicos, com crescentes evidências que 

relacionam o vírus a cânceres como de ânus, pênis e vagina (6,10).  

  

1.2 Papillomavírus Humano (HPV) e o desenvolvimento de câncer  

O HPV é um vírus de DNA circular dupla fita, desprovido de envelope, com tropismo 

para regiões epiteliais e de mucosa, transmitidos sexualmente por contato direto de pele ou 

mucosas infectadas (9,13). Existem mais de 200 genótipos do HPV descritos, dentre eles 40 

possuem afinidade pelo epitélio anogenital e cerca de 12 são considerados carcinogênicos (14). 

Os tipos 16 e 18, considerados de alto risco, se destacam como os principais agentes etiológicos 

para o câncer cervical e são responsáveis por mais de 80% dos tumores induzidos por HPV 

(2,15).   

O genoma do vírus é composto por genes de expressão na fase tardia (L1 e L2) e inicial 

(E1, E2, E4, E5, E6 e E7) (16). A L1 é a maior proteína do capsídeo viral e principal proteína 

estrutural do vírus, possui a região mais conservada do genoma, e por isto, é utilizada como 

antígeno de detecção do vírus, e na obtenção de vírus-like particles (VLPs) para a produção de 

vacinas profiláticas contra a infecção por alguns genótipos do vírus (16,17). As proteínas L1 e L2 

facilitam a entrada na camada basal dos queratinócitos e a proteína L2 transporta o DNA viral ao 

núcleo celular, auxiliando a integração do genoma do vírus na célula hospedeira (9,16).   

Após a integração do DNA viral, há supressão da regulação das proteínas E2, E4 e E5 no 

interior da célula (9). Essas proteínas desempenham funções no controle da transcrição gênica 

viral, modificação da matriz intracelular, liberação e maturação de partículas virais, e na atividade 

de transformação por meio da estimulação mitogênica (16,18). A inativação de E2, 

consequentemente reprime a transcrição de E6 e E7, que interagem com as proteínas p53 e pRB, 

respectivamente (9,19). Essas oncoproteínas representam o potencial oncogênico do HPV devido 

ao importante papel na alteração do ciclo celular, levando à imortalização das células hospedeiras 

(20). Estudos mostram que a progressão tumoral inicia depois que o genoma viral se integra ao 

genoma celular, ocasião em que a célula infectada passa a expressar de forma constitutiva as 

oncoproteínas E6 e E7 do vírus (9,16,20). O papel destas oncoproteínas na progressão tumoral é 



relevante para as pesquisas que buscam o desenvolvimento de vacinas terapêuticas contra 

tumores associados ao HPV, pois são antígenos que representam alvos vacinais expressos 

somente em células infectadas, sejam nas lesões pré-malignas como nas células tumorais.  

  

1.3 Vacinas profiláticas, medidas de prevenção e tratamentos convencionais  

As vacinas profiláticas contra o HPV têm como alvo as proteínas L1 e L2 presentes no 

capsídeo do vírus (21,22). As duas proteínas possuem epítopos reconhecidos por anticorpos 

neutralizantes capazes de bloquear a entrada do vírus na célula do hospedeiro, reduzindo a 

incidência de câncer a longo prazo (9,23). Existem três vacinas licenciadas e comercialmente 

disponíveis: a Cervarix ® (Glaxo Smith&Kline), vacina bivalente que protege contra a infecção 

por HPV-16 e HPV-18, a Gardasil ® (Merck Sharp&Dohme), vacina quadrivalente que cobre os 

genótipos 6, 11, 16 e 18 do HPV e a Gardasil 9 ® (Merck Sharp&Dohme), versão mais recente 

que cobre 9 genótipos virais de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 (23–25). Essas vacinas 

foram desenvolvidas a partir de técnicas de DNA recombinante e utilizam a proteína L1 do 

capsídeo viral produzida em sistemas de expressão eucarioto e que formam vírus-like particles 

(VLP), partículas não infectantes, semelhantes ao vírus (22,23). Estudos demonstram que essas 

vacinas são altamente efetivas na prevenção de lesões precursoras de câncer cervical e 

apresentam alta imunogênicidade em ensaios clínicos, impedindo a infecção pelo vírus (25,26). 

Contudo, as vacinas profiláticas apresentam maior benefício para indivíduos que ainda não foram 

infectados pelo vírus (27). Devido à baixa cobertura vacinal e o elevado número de pessoas 

infectadas, a incidência de câncer cervical continua a ser um problema de saúde por muitos anos 

(4).   

No Brasil, o controle do câncer cervical é prioridade em saúde pública e integra o plano 

de ações estratégicas para o enfrentamento das doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) (5). 

A prevenção e diminuição da incidência deste e outros tipos de câncer induzidos pelo HPV se 

baseia no fornecimento da vacina Gardasil pelo Programa Nacional de Imunização, recomendado 

para meninas com idade entre 9 e 13 anos e meninos entre 11 e 14 anos (4,28). Outra estratégia 

do Ministério da Saúde é a recomendação do exame citopatológico em mulheres assintomáticas 

com idades entre 25 e 64 anos (4,29). Por meio de exames preventivos é possível detectar e 



monitorar lesões pré-malignas ou tumores em estágios iniciais, o que leva ao diagnóstico precoce 

e a tratamentos mais efetivos da doença (4,30).  

Dentre as estratégias convencionais para o combate de tumores induzidos por HPV estão a 

cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou a combinação dessas (2,4,31). Apesar de serem 

tratamentos resolutivos proporcionando redução ou destruição do tumor essas alternativa são 

invasivas e provocam efeitos colaterais que reduzem a qualidade de vida dos pacientes (32–34). 

Além disso, não agem especificamente nas células tumorais, causando morte ou remoção de 

tecidos saudáveis (35). Dessa forma, a busca por tratamentos que sejam menos agressivos e que 

atinjam de forma mais específica as células tumorais tem aumentado nos últimos anos.  

  

1.4  Estratégias Terapêuticas  

As vacinas terapêuticas são projetadas para inibir ou controlar o crescimento de tumores 

induzidos pelo HPV por meio da ativação de respostas imunológicas (36). Tumores induzidos por 

HPV expressam constitutivamente as oncoproteínas E6 e E7, antígenos alvo codificados pelo 

vírus (11,37). Essa característica permite a elaboração de vacinas terapêuticas contra esses 

tumores, baseadas na indução de respostas imunológica contra essas oncoproteínas (38). A 

expressão desses antígenos é fundamental para a manutenção do estado neoplásico, por isso há 

baixas chances de escape imunológico por perda de antígenos (39). Além disso, são proteínas 

não-próprias ao hospedeiro, logo, os riscos de indução de auto-imunidade são baixos (16,38). 

Desta forma, estudos com as proteínas E6 e E7 são comumente empregados no desenvolvimento 

de vacinas para o controle de tumores induzidos por HPV (20,40,41).  

As oncoproteínas E6 e E7 modulam o sistema imunológico de forma que as células 

tumorais tornem-se pouco imunogênicas (39). Esse fenômeno é um dos principais desafios para o 

desenvolvimento de vacinas terapêuticas eficazes (36,38). As respostas imunológicas envolvidas 

na eliminação de células tumorais são baseadas em células T CD8
+
 com colaboração de células T 

CD4
+ 

(42,43). Nesse contexto, diversas plataformas de vacinas têm sido investigadas, dentre elas 

encontram-se vacinas baseadas em proteínas, DNA, células ou abordagens combinadas (44,45).   

  



As vacinas de DNA são importantes na indução de respotas imuno-específicas e não se 

integram e replicam no indivíduo imunizado (36,46). Essas vacinas são compostas por 

plasmídeos de origem bacteriana aptos a codificar antígenos sob o controle de fortes promotores 

ativos apenas em células de mamífero (36). Células transfectadas por vetores plasmidiais são 

capazes de expressar as proteínas codificadas e apresenta-las no contexto de MHC de classe I ou 

II, o que promove, consequentemente, a ativação de células apresentadoras de antígenos (APCs) e 

linfócitos T capazes de gerar respostas citotóxicas (46). Nesse sentido, têm sido estudadas 

diversas estratégias de vacinas de DNA contra tumores associados ao HPV baseadas em 

plasmídeos que codificam os genes E6 e E7 do HPV.  

Estudos realizados por Alvarez et al (2016) avaliaram uma vacina de DNA que codifica à 

E7 mutada e fusionada à proteína HSP70 de Mycobacterium tuberculosis ( pNGVL4a-sig / E7 

(detox) / HSP70) com reforço de uma outra vacina anti-tumoral (TA-HPV/HPVE6/E7) (47). Essa 

combinação induziu respostas imunológicas E7-específicas de células T CD8
+
. Em outro estudo 

clínico, a vacina VGX-3100, plasmídeo sintético que codifica as proteínas E6 e E7 do HPV-16 e 

18, testada em pacientes com NIC2/3, resultou na regressão tumoral em 48% dos pacientes 

tratados (48,49).   

Em paralelo a estas estratégias, a produção de proteínas recombinantes por meio de 

sistemas de expressão heteróloga, bactérias, leveduras, células de mamíferos e insetos é também 

usada como fonte para antígenos incorporados em formulações vacinais (36,44). Trata-se da 

abordagem de maior sucesso entre as vacinas de subunidades e que desperta interesse tanto pela 

segurança do uso como pela possibilidade de retorno financeiro, como no caso das vacinas 

profiláticas contra infecções por HPV (23,50). Por apresentar todos os epítopos potenciais para o 

processamento do antígeno e ativação do sistema imunológico, as vacinas baseadas em proteínas 

recombinantes apresentam vantagens sobre vacinas baseadas em peptídeos (36,51). Contudo, a 

ativação de respostas citotóxicas é, em geral, deficiente, seja com o uso de proteínas purificadas 

ou peptídeos (50). Como alternativa para melhorar a imunogenicidade, as proteínas alvo são 

frequentemente fusionadas a outras proteínas ou combinadas a adjuvantes que proporcionam 

aumento da imunogenicidade humoral e celular das formulações (36,52).   

Neste contexto, estratégias baseadas na proteína E7 fusionada à hsp65 de Mycobacterium 

bovis BCG foram utilizadas como plataforma no controle de tumores associados à infecção pelo 



HPV-16. Como resultados, houve proteção em camundongos contra tumores induzidos após 

transplante com células TC-1 que expressam as proteínas E6 e E7 do HPV-16 (53,54). Essa 

estratégia foi testada em modelo clínico nas fases I e II e demonstrou tolerância e capacidade de 

regressão de lesões celulares associadas ao HPV-16 (55,56). No entanto, nem todos os pacientes 

avaliados demonstraram imunogenicidade à vacina nem apresentaram melhorias clínicas, sendo o 

efeito parcial observado em doença pré-invasiva (55,57).  

Neste contexto, foram desenvolvidas duas formas de vacinas terapêuticas no Laboratório de 

Desenvolvimento de Vacinas (LDV): uma baseada em vacina de DNA (58,59) e outra em vacina 

de proteína recombinante purificada (60). As duas vacinas baseiam-se na expressão de uma 

proteína híbrida resultado da fusão genética da glicoproteína D (gD) do Herpes simplex vírus – 1 

(HSV-1) com a oncoproteína E7 do HPV-16, denominada gDE7 (58,60). Essa fusão conferiu 

aumento da imunogenicidade do antígeno E7 por meio de ativação de sinais co-estimulatórios e 

redução de efeitos co-inibitórios em linfócitos T e B (61,62). A estratégia que utiliza a proteína 

recombinante gDE7 foi coadministrada com o adjuvante poly (I; C) e foi verificado que esta 

abordagem promoveu proteção antitumoral terapêutica completa em camundongos transplantados 

com a linhagem tumoral TC-1 e a ativação de linfócitos T CD8
+
 produtores de IFN-γ (61). Além 

disso, a vacina de DNA quando administrada por eletroporação, potencializou os efeitos 

antitumorais, levando ativação de linfócitos T CD8 E7-específicos, com característica 

polifuncional, e controle da expansão de células imunossupressoras (63). Em outro trabalho, a 

combinação da vacina pgDE7h e pIL-10R permitiu o controle de tumores em estágios de 

crescimento mais avançados (64).  

Em continuidade, a proteção antitumoral terapêutica mediada por duas doses da vacina 

gDE7 associada ao adjuvante Poly(I:C), conferiu proteção antitumoral terapêutica completa e 

duradoura em animais desafiados com células tumorais (TC-1) (61,62). Esta estratégia induziu 

um perfil de resposta T CD8
+
 polifuncional E7-específico com atividade citotóxica e com 

fenótipo de memória efetora. Além disso, controlou a expansão de células T regulatórias e células 

mieloides supressoras induzidas pelo microambiente tumoral. Em especial, foi demonstrado que 

os efeitos mediados pela gD na vacina, envolvem um mecanismo de direcionamento para uma 

população específica de células dendríticas (DCs), especializadas na apresentação cruzada de 

antígenos para linfócitos T CD8
+ 

in vitro (61). Coletivamente, estes dados abrem perspectivas 

para o teste clínico de vacinas baseadas na proteína gDE7 como ferramenta para o controle 



terapêutico do câncer associado ao HPV. No entanto, é necessário gerarmos mais evidências que 

demonstrem a eficácia desta estratégia terapêutica, e que reforcem e embasem estudos para o 

direcionamento do tratamento para a fase clínica.  

  

1.4.1 Imunoterapia baseada em células dendríticas  

Nos últimos anos, uma nova estratégia voltada para o estímulo do sistema imunológico no 

combate ao câncer tem se destacado, a imunoterapia (modalidade de vacina terapêutica) (65). As 

células tumorais expressam antígenos em sua superfície, mas o reconhecimento pelo sistema 

imunológico nem sempre se mostra capaz de controlar o crescimento tumoral (66,67). A 

imunoterapia ajuda o sistema imunológico a reconhecer antígenos expressos pelas células 

tumorais (38,66). Existem dois tipos de imunoterapia: a passiva que envolve a utilização de 

anticorpos monoclonais que reconhecem moléculas de checkpoint em células do sistema imune, 

ou de células T efetoras específicas; e a ativa que utiliza antígenos que estimulam o sistema 

imune de tal forma que as células tumorais passam a ser reconhecidas e eliminadas seletivamente 

(68,69). Esta segunda abordagem também é frequentemente denominada de vacinas anti-câncer 

terapêuticas (51,69).  

A eficácia de vacinas terapêuticas está relacionada ao potencial de ativação de células 

apresentadoras de antígeno (APCs), como por exemplo, as DCs (70). Descritas pela primeira vez 

em 1968, por Paul Langerhans, as DCs têm sido utilizadas como ferramentas para ampliar a 

resposta imunológica específica antitumoral (71). As DCs são produzidas pela medula óssea, a 

partir de células hematopoiéticas e atuam na interface da resposta imune inata e adaptativa 

(70,72). São APCs profissionais que interagem com linfócitos T e desencadeiam respostas que 

vão desde a tolerância até a eliminação do antígeno (73). São fundamentais na iniciação, 

programação e regulação da resposta imunológica (74). Quando comparadas a outras APCs, 

apresentam características únicas na capacidade de regulação da imunidade e tolerância (75). São 

células altamente capazes de captar e diferenciar antígenos a partir de receptores do tipo Toll-like 

receptors (TLRs), processar e apresentar epitopos no contexto de moléculas de MHC de classe I 

e/ou de classe II (72,76). No estado imaturo, as DCs atuam como sentinelas, especializadas na 

captura do antígeno (77). Esse reconhecimento, desencadeia o aumento da expressão de 

moléculas coestimulatórias, como CD80, CD86 e CD40, que resultam em modificações 



morfológicas nas DCs, e conduzem a perda da capacidade fagocitica, essenciais para a aquisição 

de um fenótipo imunoestimulador (72,78). Nesta etapa, as DCs são aptas a induzir respostas 

imune através da apresentação antígenos aos linfócitos T e B naive (38,76). Quando ativadas, as 

DCs apresentam antígenos de natureza endógena para linfócitos T CD8
+
 via MHC-I enquanto que 

antígenos extracelulares são apresentados preferencialmente para linfócitos T CD4
+ 

via MHC-II 

(76). Outra característica das DCs é a habilidade de efetuar apresentação cruzada de antígenos 

extracelulares por meio de moléculas de MHC-I aos linfócitos T CD8
+ 

(79).   

No microambiente tumoral, os efeitos imunossupressores mediados pelas células tumorais 

impedem que DCs realizem seu papel na resposta imune (75). Alguns destes efeitos 

correspondem à expansão de populações supressoras, como as de linfócitos T reguladores e de 

células mielóides supressoras (MDSCs) e a produção de citocinas imunossupressoras (IL-10 e 

TGF-β) (72,75). Como consequência, a atividade das DCs fica inibida e as células tumorais se 

tornam resistentes a respostas imunógicas, eventos que resultam no escape do tumor à vigilância 

imunológica (38,39). Nesse contexto, estratégias imunoterapêuticas baseadas em DCs ativadas in 

vitro são promissoras, pois tornam possível a restauração das funções do sistema imune e a 

indução de respostas antitumorais (38). Contudo, alguns fatores cruciais são necessários para o 

desenvolvimento de imunoterapias baseadas em DCs: 1- exposição ao antígeno; 2- expressão de 

moléculas coestimulatórias como CD80, CD86 e CD40, que permitam a interação com a 

molécula CD28 do linfócito T; 3- produção de citocinas e quimiocinas que promovam 

diferenciação e proliferação de linfócitos T (77,80). De modo geral, o resultado esperado da 

imunoterapia baseada em DCs consiste na diminuição do estado de tolerância ás células tumorais 

e o desencadeamento de respostas mediadas por linfócitos T efetores, resultando em um efeito 

antitumoral eficiente e memória imunológica (38,81).  

As DCs caracterizam-se por expressarem moléculas MHC de classe II, CD11c e ausência 

de expressão do CD14 (78). Essas células interagem com células Natural Killer (NKs), da 

imunidade inata, e promovem a ativação de NKs produtoras de IFN-γ com atividade tumoricida 

(82). Em relação à interação com a imunidade adquirida, a interação de DCs com linfócitos pode 

assumir diferentes padrões na produção e secreção de citocinas (77,79). Esses padrões são 

representados, por exemplo, pelos perfis Th1 e Th2 (83). No microambiente tumoral, a presença 

da citocina IL- 



12 e de IFN-γ induzem o padrão Th1 de resposta, enquanto a IL-4 é a principal citocina indutora 

do perfil Th2 (72). A IL-10 quando produzida por DCs, favorece o surgimento de linfócitos T 

regulatórios caracterizados pela expressão de FoxP3 e produção de citocinas supressoras, como 

TGF-β (75). Além disso, DCs podem ter influencia nas respostas mediadas por linfócitos T 

citotóxicos (CTLs) (81). Ao expressar MHC de classe I, as DCs possuem a habilidade de 

apresentar tanto antígenos endógenos quanto exógenos, fenômeno conhecido como apresentação 

cruzada (79,80). Esta habilidade permite que DCs participarem também da ativação de linfócitos 

T CD8
+
 com fenótipo citotóxico (CLTs), que consequentemente destroem células tumorais que 

forem reconhecidas (79,84).   

Estudos prévios demonstraram a eficiência de DCs para o tratamento de diversos tipos de 

tumores (84,85). Segundo Verma et al (2016), o uso de BM-DCs ativadas com um lisado de 

células tumorais (TC-1) induziram respostas antitumorais terapêuticas capazes de promover 

regressão de tumores em modelos de câncer cervical e de melanoma em camundongos (86). 

Outros trabalhos baseados no uso de DCs híbridas tem sido utilizada como imunoterapia contra o 

câncer. Pinho et al (2016), desenvolveram células híbridas a partir da fusão de DCs derivadas de 

monócitos (MoDCs) com células tumorais, e avaliaram a capacidade destas células em induzir 

uma resposta imunológica específica. As células híbridas foram capazes de gerar maior expressão 

de moléculas coestimulatórias, e por consequência induzir maior proliferação de células T 

específicas ao antígeno e produtoras de IFN-γ (87). Outros trabalhos baseados no uso de DCs 

comprovam a eficiência das DCs ativadas como imunoterapia ativa contra tumores em modelos 

de melanoma, pâncreas, câncer de pulmão e próstata (88–90). Estudos clínicos também já 

demonstraram que a imunoterapia baseada em DCs diferenciadas de monócitos (Mo-DCs) é uma 

alternativa utilizada para estimular o sistema imune a obter respostas antitumorais eficazes contra 

câncer de cervical e melanoma (10,91,92). Em conclusão, diversos estudos demostraram que a 

vacinação baseada em DCs ativadas in vitro induz respostas imunológicas capazes de controlar 

diversos tipos tumores em modelos murinos e em pacientes com câncer.  

 

 

 



4 CONCLUSÕES  

O trabalho feito levou à conclusão de etapas importantes do projeto inicialmente proposto, a 

saber:  

• Foi possível padronizar os protocolos de diferenciação e ativação in vitro das BM-DCs;  

• O rendimento obtido de BM-DCs foi satisfatório tornando possível o desenvolvimento de 

uma imunoterapia baseada nessas células;  

• A proteína gDE7foi capaz de induzir um fenótipo ativado nas BM-DCs, tanto em células 

provenientes de camundongos naive como em células derivadas de animais com tumor. 

Fenômeno observado por meio das modificações morfológicas e expressão de moléculas 

coestimulatórias de superfície, como também pela produção de TNF-α;  

• Células provenientes de camundongos naive que receberam a gDE7, ou gDE7 com pIC 

como estímulo, não apresentaram aumento de expressão da molécula PD-L1, o que 

favorece a montagem de uma resposta imunológica citotóxica específica;  

• BM-DCs sensibilizadas in vitro com a gDE7, ou gDE7 com pIC, foram capazes de 

realizar apresentação de antígenos para linfócitos T CD8
+
, promovendo ativação e 

proliferação destas células;   

• Animais imunizados pela via i.v. com doses de BM-DCs sensibilizadas in vitro com a 

gDE7, ou gDE7 com pIC, apresentaram melhor controle do crescimento tumoral e 

aumento de sobrevivência, quando comparados aos animais imunizados por via s.c.;  

• As BM-DCs estimuladas com a gDE7 associada ao pIC conferiram aos animais tratados 

uma proteção antitumoral completa de 80% e 100% de sobrevivência durante o período 

de observação dos animais transplantados com células TC-1;   

• A utilização da via i.v. para a entrega da vacina baseada em BM-DCsinduziuestado efetor 

de linfócitos T com aumento da expressão da citocina IFN-γ por linfócitos T CD8
+
 

E7específicos e T CD4
+
;  

• A estratégia vacinal administrada pela via i.v. estimuladas in vitro com a gDE7, ou gDE7 

com pIC, induziu linfócitos T CD8
+
 E7-específicos produtores das citocinas IFN-γ, IL-2 

ou TNF-α. Além de induzir células T de memória efetora produtoras de IFN-γ;   

• Os dados apresentados neste trabalho permitem afirmar que a estratégia vacinal baseada 

em  



BM-DCs mostra-se eficiente no controle de tumores associados ao HPV-16. Esses dados 

embasam a aplicação de uma nova abordagem imunoterapêutica voltada para o tratamento 

de diferentes tumores induzidos pelo HPV em condições clínicas.  
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