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RESUMO 

 

Neste estudo buscamos avaliar o perfil de ativação de células dendríticas diferenciadas a 

partir de monócitos obtidos de pacientes com lesão intraepitelial cervical de diferentes graus, 

submetidos a três diferentes protocolos de ativação, no intuito de verificar se o estadiamento da 

lesão cervical pode influenciar no processo de diferenciação destas células e se diferentes 

protocolos de ativação poderiam resultar em células dendríticas com maior fenótipo de maturação. 

Um total de 83 mulheres foi incluído neste estudo, destas pacientes foi coletado o sangue periférico 

para obtenção de células mononucleares que foram submetidas a três diferentes protocolos de 

diferenciação. No protocolo I, utilizou-se o GM-CSF, a IL-4 e o TNF-α, para diferenciação de 

monócitos em células dendríticas. No protocolo II, os monócitos foram diferenciados a partir do 

estímulo com GM-CSF, IL-4 e TNF-α e, posteriormente, co-estimuladas com células não-aderentes 

estimuladas com LPS. No protocolo III, as células mononucleares do sangue periférico foram 

estimuladas com GM-CSF, IL-4 e TNF-α para diferenciação de células dendríticas e, 

posteriormente, co-estimuladas com células mononucleares estimuladas com LPS. As células 

dendríticas diferenciadas foram avaliadas quanto à expressão de marcadores de superfície e 

moléculas co-estimulatórias e o sobrenadante da cultura foi avaliado para a presença de citocinas. 

Nosso estudo revelou que o processo de diferenciação e ativação das células dendríticas 

diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico de pacientes com câncer cervical invasivo 

está prejudicado, uma vez que observamos uma redução significativa da expressão de CD209. Os 

resultados observados a partir da comparação entre os protocolos utilizados revelaram também que 

o estímulo com LPS é capaz de induzir uma melhor diferenciação das células dendríticas ativadas 

com TNF-α, obtidas de pacientes com diagnóstico de LSIL e HSIL. Além disso, observamos 

também que o LPS é capaz de induzir um aumento significativo da expressão de CD86 e HLA-DR 

da produção de IL-12, importantes para a diferenciação do perfil de resposta imune antitumoral 

Th1. A presença de células não aderentes na cultura de células dendríticas parece ser essencial para 

seu processo de diferenciação, uma vez que sua remoção, no protocolo II, induziu uma redução 

significativa da expressão dos marcadores de superfície CD11c, CD86 e HLA-DR, e da síntese de 

IL-12, TNF-α e IL-10. Assim, mais estudos tornam-se necessários para compreensão dos efeitos das 

células não aderentes e do estímulo com TNF-α associado ao LPS sobre o processo de diferenciação 

das células dendríticas. Palavras-chave: câncer cervical, lesão intraepitelial escamosa, células 

dendríticas, imunoterapia. 
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ABSTRACT 

 

The present study aimed to investigate the activation profile of monocyte-derived dendritic 

cells from patients with cervical intraepithelial lesions of varying degrees, undergoing three 

different activation protocols, in order to verify that the staging of cervical injury can influence on 

the process of differentiation of these cells and if different activation protocols could be result in 

dendritic cells with increased maturation phenotype. A total of 83 women were included in this 

study,  of these were collected peripheral blood to obtained mononuclear cells witch were subjected 

to three different differentiation protocols. In protocol I was used GM-CSF, IL-4 and TNF-α, for the 

differentiation of monocytes into dendritic cells. In protocol II, monocytes were differentiated by 

the stimulation with GM-CSF, IL-4 and TNF-α and then co-stimulated with non-adherent cells 

stimulated with LPS. In protocol III, mononuclear cells from peripheral blood were stimulated with 

GM-CSF, IL-4 and TNF-α for the differentiation of dendritic cells and then co-stimulated with 

mononuclear cells stimulated by LPS. The differentiated dendritic cells were evaluated for the 

expression of surface markers and co-stimulatory molecules and the culture supernatant was 

assessed for the presence of cytokines. Our study revealed that the process of differentiation and 

activation of dendritic cells differentiated from peripheral blood monocytes of patients with 

invasive cervical cancer is impaired, since we observed a significant decrease in expression of 

CD209. The results observed from the comparison between the protocols used also revealed that 

stimulation with LPS is capable of inducing a better differentiation of dendritic cells activated with 

TNF-α, obtained from patients with LSIL and HSIL. In addition, we also observed that LPS is 

capable of inducing a significant increase of CD86 and HLA-DR expression and of IL-12 

production, are so important for the differentiation of Th1 anti-tumor immune response profile. The 

presence of non-adherent cells in the culture of dendritic cells appears to be essential for their 

differentiation, since their removal on protocol II, induced a significant reduction of the expression 

of surface markers CD11c, CD86 and HLA-DR, and IL-12, TNF-α and IL-10 synthesis. Thus, more 

studies are required to understand the effects of non-adherent cells and stimulation with TNF-α 

associated with LPS on the process of differentiation of dendritic cells. Keywords: cervical cancer, 

squamous intraepithelial lesion, dendritic cell, immunotherapy. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Câncer Cervical – Epidemiologia e Classificação 

 

O câncer do colo do útero, também conhecido como câncer cervical, é o quarto tipo de 

neoplasia mais comum entre as mulheres em todo o mundo, sendo considerado um importante 

problema de saúde pública mundial. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO – 

World Health Organization), no ano de 2012, esta neoplasia foi responsável pelo óbito de 266 mil 

mulheres em todo o mundo, sendo que aproximadamente 87% destes óbitos ocorreram nos países 

menos desenvolvidos. Estima-se que, no ano de 2015, sejam diagnosticados 12.900 novos casos 

deste tipo de câncer nos Estados Unidos, com risco estimado de 4.100 óbitos de mulheres neste país 

(FERLAY et al., 2014; INCA, 2016; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015; WHO, 2015).  

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o ano de 2016, 

válidas também para o ano de 2017, espera-se o diagnóstico de 16.340 novos casos de câncer 

cervical, estimando-se a ocorrência de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres. Neste país, o câncer do 

colo do útero é o terceiro mais frequente na população feminina, sendo considerado o mais 

frequente na região Norte e o segundo mais incidente nas regiões Centro-Oeste e Nordeste  (INCA, 

2016).   

O câncer do colo do útero desenvolve-se a partir de lesões precursoras pré-malignas, 

caracterizadas pelo desenvolvimento de atipias celulares, presença de imaturidade e 

desorganizações celulares, anormalidades nucleares, aumento da atividade mitótica e grande 

potencial para malignidade (APGAR; ZOSCHNICK, 2003; DE VILLIERS et al., 2004).  

Estas alterações foram denominadas, no ano de 1967, como Neoplasias Intraepiteliais 

Cervicais, podendo ser classificadas em três graus distintos, como NIC I, NIC II e NIC III 

(RICHART, 1967). De acordo com o grau de comprometimento citológico, estas alterações podem 

também ser classificadas como Lesões Intraepiteliais Escamosas de Baixo Grau (LSIL), que 

incluem o NIC I ou displasia leve, o condiloma e a coilocitose, e como Lesões intraepiteliais 

escamosas de alto grau (HSIL), que incluem NIC II e NIC III, displasia moderada ou severa e o 

carcinoma in situ (APGAR; ZOSCHNICK, 2003). 

O câncer cervical e suas lesões precursoras são decorrentes da infecção pelo Papilomavírus 

Humano (HPV), que é transmitido através do contato com a pele e mucosas de indivíduos 

infectados, sendo o contato sexual seu principal meio de transmissão (BURCHELL et al., 2006; 
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INCA, 2016; ZUR HAUSEN, 2009). Embora a infecção pelo HPV seja considerada a principal 

causa de câncer do colo do útero, apenas em cerca de 10% dos casos as pacientes com infecção por 

este vírus evoluem para lesões de alto grau ou câncer cervical. Diversos co-fatores têm sido 

relacionados ao desenvolvimento da doença, incluindo o uso de contraceptivos hormonais, 

tabagismo, multiparidade, co-infecção com outros agentes sexualmente transmissíveis ou outros 

tipos de HPV, hormônios endógenos, fatores genéticos e imunossupressão (BOSCH; SANJOSÉ, 

2007; INSINGA et al., 2011; MUÑOZ et al., 2003).  

Grande parte das infecções pelo HPV regride espontaneamente através da ativação de uma 

resposta imune antiviral, mediada principalmente pelo sistema imune adaptativo do hospedeiro. 

Cerca de 2 a 3 anos são necessários para o desenvolvimento de lesões intraepiteliais escamosas de 

baixo e/ou alto grau, sendo que, se não tratada, um terço destas lesões podem evoluir para 

carcinoma invasivo em até dez anos (DENIS; HANZ; ALAIN, 2008; INSINGA et al., 2011).  

 

1.2. Resposta Imune ao Tumor 

 

 De acordo com a teoria da vigilância imunológica, proposta no ano de 1909, pelo 

imunologista alemão Paul Ehrlich e consolidada no ano de 1957, pelos pesquisadores Sir 

MacFarlane Burnet e Lewis Thomas, o sistema imune é responsável pelo monitoramento e controle 

do desenvolvimento de células precursoras tumorais, visto que as células imunes são capazes de 

reconhecer e eliminar clones de células mutadas antes que elas se desenvolvam em tumores 

(BURNET, 1957; FERRANTINI; CAPONE; BELARDELLI, 2008; THOMAS, 1982). 

 Estudos publicados recentemente, avaliando modelos animais ou pacientes imunodeficientes 

ou imunossuprimidos comprovam o importante papel do sistema imune neste controle do 

crescimento tumoral. Como, por exemplo, o estudo realizado por Shankaran e colaboradores, que 

demonstrou uma maior freqüência no desenvolvimento de tumores espontâneos e tumores 

induzidos por carcinógenos em camundongos deficientes para linfócitos T e B ou para a via de 

sinalização do interferon gama do que outros tipos de camundongos (SHANKARAN et al., 2001). 

 As interações entre o sistema imune e o tumor são complexas e envolvem diversas linhagens 

celulares e mediadores, tanto da resposta imune inata quanto da adaptativa, que atuam de forma 

integrada para a defesa do hospedeiro contra as células neoplásicas (DE VISSER; EICHTEN; 

COUSSENS, 2006; DOUGAN; DRANOFF, 2009).  
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A imunidade inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patógenos e células 

tumorais. Esta resposta é rapidamente induzida, não-específica e representada por barreiras físicas, 

químicas e biológicas, moléculas solúveis e células especializadas, como macrófagos, neutrófilos, 

células dendríticas e células natural killer (NK) (LEHRNBECHER et al., 2008; SHI et al., 2003). 

A resposta imune adaptativa, também conhecida como adquirida, está relacionada ao 

desenvolvimento de uma defesa mais elaborada e tardia contra as células tumorais. Esta resposta é 

mediada, principalmente, pelos linfócitos T e B, que diferem das células do sistema imune inato 

pela expressão de receptores antigênicos, produzidos a partir de rearranjos genéticos, que lhes 

conferem um repertório de ação mais vasto (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006).  

  

1.3. Papel das Células Dendríticas na Resposta Imune aos Tumores 

 

1.3.1. Células Dendríticas – Origem e Diferenciação 

 

As células dendríticas (DCs, do inglês “Dendritic Cells”) fazem parte do sistema imune 

inato e são conhecidas como células apresentadoras de antígenos (APCs) profissionais. Estas 

células podem ser encontradas na maioria dos tecidos periféricos onde atuam sobre a iniciação e 

modulação da resposta imune durante infecções por patógenos, na auto-imunidade e no 

desenvolvimento de respostas imunes antitumorais (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; 

SCHLITZER et al., 2015; STEINMAN; COHN, 1973).  

As DCs foram identificadas pela primeira vez no ano de 1968, em amostras de tecido 

cutâneo, pelo patologista alemão Paul Langerhans, sendo então nomeadas como células de 

Langerhans. Posteriormente, no ano de 1973, estas células também foram observadas em tecidos 

linfóides periféricos, pelos pesquisadores Steinman e Cohn, e desde então são consideradas 

fundamentais para a compreensão da resposta imunológica (LANGERHANS, 1868; RADFORD; 

TULLETT; LAHOUD, 2014; STEINMAN; COHN, 1973). 

Com exceção das DCs foliculares, que são de origem mesenquimal, as DCs se diferenciam a 

partir de precursores hematopoiéticos pluripotentes, cujo marcador celular é a molécula CD34 (CD 

– do inglês, Cluster of Differentiation), localizados na medula óssea. Estes precursores apresentam 

duas vias distintas de diferenciação: a via mieloide que dá origem às células dendríticas mieloides, 

incluindo as células de Langerhans, as DCs dermais e as DCs intersticiais, caracterizadas pela 

expressão do marcador mieloide CD11c, e a via linfóide, que gera as células dendríticas 
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plasmocitóides, caracterizadas pela expressão do marcador celular CD123 (BANCHEREAU; 

STEINMAN, 1998; NIEROP; GROOT, 2002; PULENDRAN et al., 1999).    

Além disso, em condições inflamatórias ou infecciosas, as células dendríticas podem se 

diferenciar a partir de monócitos do sangue periférico sob estímulo do GM-CSF (do inglês - 

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) e da interleucina 4 (IL-4). Estas DCs são 

conhecidas como MoDCs, e podem ser também diferenciadas in vitro em meio condicionado 

(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; MA et al., 2013; SEGURA et al., 2013). 

As células dendríticas mieloides, também conhecidas como células dendríticas 

convencionais (cDC), perecem estar relacionadas ao estímulo de uma resposta imune antitumoral 

através da ativação de linfócitos T CD8+. Contrariamente, as pDCs são importantes na resposta 

imune antiviral e nos processos auto-imunes, estando relacionadas ao desenvolvimento de 

tolerância imunológica tumoral e sua presença geralmente está associada a um mau prognóstico 

(DEMOULIN et al., 2013; KADOWAKI et al., 2001; SAWANT et al., 2012).  

 

1.3.2. Captura e Processamento de Antígenos 

 

As células dendríticas produzidas na medula óssea são transportadas a partir da corrente 

sanguínea para diferentes tecidos em uma forma imatura, conhecida como DCs imaturas (iDCs), 

caracterizadas pela grande capacidade de capturar e processar antígenos, entretanto, como 

apresentam pouca ou nenhuma expressão de moléculas co-estimulatórias, como CD40, CD80 e 

CD86, as iDCs possuem capacidade diminuída de ativação dos linfócitos T (KELLEHER; 

KNIGHT, 1998; SCHWARTZ, 1990). 

Além da expressão dos receptores de quimiocinas CCR1 e CCR3, que medeiam a migração 

das células dendríticas da medula óssea para os tecidos periféricos, as iDCs ainda expressam 

diversos receptores relacionados ao processo de captura de antígenos, incluindo os receptores de 

reconhecimento de padrões, receptores para imunoglobulinas e receptores do complemento 

(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; FIGDOR; KOOYK; ADEMA, 2002; GORDON; 

WILLIAM, 2002; HART, 1997). 

Dentre os receptores de reconhecimento de padrões incluem-se os receptores semelhantes à 

NOD, que reconhecem peptídeos bacterianos localizados no citoplasma das DCs, os receptores de 

lectina do tipo C, incluindo o CD209 (DC-SING) e o CD205, que estão relacionados ao 

reconhecimento e internalização de antígenos, à ativação das vias de sinalização intracelular, 
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principalmente a do fator nuclear de transcrição Kappa B (NFκB) e à indução da expressão de 

citocinas envolvidas no processo de polarização dos linfócitos T auxiliares, e os receptores 

semelhantes à Toll (TLR) (HEATH et al., 2004; KANAZAWA, 2007).  

Os receptores TLR são proteínas transmembranares localizadas tanto na superfície celular 

quanto em compartimentos endossomais. Estes receptores estão relacionados ao reconhecimento de 

antígenos e à maturação e ativação das DCs, uma vez que a ativação destes receptores pelos seus 

ligantes específicos induz a produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12, 

IFN-γ), quimiocinas, moléculas de adesão, moléculas co-estimulatórias e moléculas do complexo de 

histocompatibilidade principal (CHP), também conhecido como antígeno leucocitário humano 

(HLA) (HEATH et al., 2004; TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003). 

Os antígenos capturados pelas iDCs, são clivados em pequenos fragmentos e podem ser 

processados através de três vias distintas: a via endocítica, na qual os antígenos extracelulares são 

complexados a moléculas de CHP de classe II, a via citosólica, em que os antígenos intracelulares 

são complexados à moléculas de CHP de classe I e, por fim, os antígenos lipídicos, que são 

acoplados a moléculas de CD1 (GERMAIN, 1994; PRIGOZY et al., 2001).   

O complexo peptídeo-CHP formado é então transportado para a membrana citoplasmática, 

onde são apresentados aos linfócitos T CD8
+
, via CHP de classe I, e aos linfócitos T CD4

+
, via CHP 

de classe II. Uma característica importante das DCs é a capacidade de mediar a ativação da resposta 

imune celular, tanto de linfócitos T CD4
+
 quanto CD8

+
, para um mesmo antígeno exógeno, 

fenômeno conhecido como “cross-priming”, proposto por Bevan no ano de 1975 (ACKERMAN; 

CRESSWELL, 2004). 

 

1.3.3. Migração para os órgãos linfóides e Maturação 

 

O reconhecimento e captura dos antígenos resulta em alterações fenotípicas e funcionais das 

iDCs, culminando na completa maturação destas células. Diversos fatores estão relacionados a esta 

maturação, incluindo o reconhecimento de produtos microbianos como o lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS) e ácidos nucléicos, e a secreção de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, 

como o TNF-α, IL-1, IL-6, IL-10, TGF-β e as prostaglandinas (BANCHEREAU et al., 2000). 

Durante este processo de maturação, as iDCs perdem as moléculas associadas ao 

reconhecimento de antígenos e passam a apresentar, em sua superfície, moléculas de CHP e 

moléculas relacionadas à adesão e à co-estimulação, como CD40, CD58, CD80 e CD86. Além 
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disso, estas células tornam-se capazes de secretar citocinas, como a IL-1, IL-6, IL-18 e IL-23, 

importantes no processo de ativação dos linfócitos T (PALUCKA; BANCHEREAU, 2012; 

RANDOLPH; SANCHEZ-SCHMITZ; ANGELI, 2005).  

Outro processo observado durante a maturação das DCs é a diminuição da expressão dos 

receptores de quimiocinas CCR1 e CCR5 e o aumento de expressão de CCR7, que se liga às 

quimiocinas CCL21, expressa pelas células endoteliais dos vasos linfáticos, pelas vênulas 

endoteliais altas (HEV – do inglês: high endothelial venules) e pelas células estromais presentes nas 

zonas de células T nos linfonodos e à CCL19, produzida por DCs maduras, células do estroma e 

pelos tecidos linfonodais (RANDOLPH, 2001; YANAGIHARA et al., 1998).  

Estas quimiocinas direcionam a migração das células dendríticas para os órgãos linfóides 

periféricos através dos vasos linfáticos aferentes bem como o recrutamento de linfócitos T virgens e 

de memória, que também expressam o receptor de quimiocina CCR7, através das HEV, para a zona 

de células T dos gânglios linfáticos regionais, onde ocorre o processo de apresentação de antígenos 

e a interação entre estes dois tipos celulares (MARTIN-FONTECHA et al., 2003; RANDOLPH, 

2001). 

 

1.3.4. Apresentação de Antígenos e Ativação dos Linfócitos T 

 

Nos linfonodos, as DCs maduras são capazes de induzir a diferenciação de linfócitos T 

efetores antígeno específicos com diferentes funções. Os linfócitos T CD4
+
 podem se diferenciar 

em células T auxiliares dos perfis Th1, Th2, Th17 e Treg. Os linfócitos T CD8
+
 diferenciam-se em 

linfócitos T citotóxicos. Além disso, as células dendríticas podem mediar diretamente e 

indiretamente, através da ativação de linfócitos T auxiliares, à ativação dos linfócitos B (figura 1) 

(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; STEINMAN; BANCHEREAU, 2007; STEINMAN; 

COHN, 1973).  

 A ativação e diferenciação dos linfócitos T têm início após o reconhecimento, pelos 

receptores de células T (TCR) antígeno-específicos, dos peptídeos associados ao CHP expressos 

pelas células dendríticas. Além disso, esta ativação é dependente da interação entre moléculas de 

adesão e co-estimulatórias expressas pelas células dendríticas maduras, com seus ligantes 

específicos expressos pelos linfócitos T (BANCHEREAU et al., 2000), incluindo as moléculas de 

adesão ICAM-1/LFA-1 e LFA-3/CD2, e, também, o receptor de ICAM-3, denominado DC-SIGN 

ou CD209, expresso pelas células dendríticas. Estas moléculas desempenham um importante papel 
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no estabelecimento do primeiro contato entre as DCs e os linfócitos T virgens (GEIJTENBEEK et 

al., 2000). 

 As primeiras moléculas co-estimulatórias caracterizadas foram o CD80 e o CD86, expressos 

pelas DCs maduras, e seu ligante correspondente CD28, expresso pelos linfócitos T virgens 

(BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; HART, 1997). A interação entre estas moléculas, 

juntamente com os sinais gerados pela interação entre o TCR e o peptídeo associado ao CHP, 

resultam no aumento da proliferação e da sobrevida dos linfócitos T (BOISE et al., 1995; 

SHAHINIAN et al., 1993).  

 

Figura 1: Apresentação de antígenos e diferenciação de linfócitos T efetores. As células dendríticas imaturas são 

capazes de reconhecer e capturar antígenos estranhos. Depois de capturá-los, as DCs passam pelo processo de 

maturação e migram para os linfonodos onde apresentam os antígenos capturados para os linfócitos T CD4
+ 

e T CD8
+ 

virgens. Para ativação dos linfócitos T CD4
+ 

é necessário, além da ligação do CHP da DCs com o TCR do linfócito T, a 

interação de moléculas co-estimulatórias e a secreção de citocinas pelas DCs maduras. A ausência de moléculas co-

estimulatórias está relacionada ao desenvolvimento de linfócitos T anérgicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, diversos receptores pertencentes à família do TNF estão relacionados ao 

processo de ativação das células T, incluindo o CD40 e o CD40 ligante, o OX40 e o OX40 ligante, 

Fonte: adaptado de (KERKHOFF et al., 2013). 
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e o RANK e o RANK ligante. A interação entre o CD40 presente nas DCs e o CD40L expresso 

pelos linfócitos T promove a ativação das DCs e o aumento da expressão das moléculas co-

estimulatórias CD80 e CD86 e da produção de citocinas, incluindo a IL-1, TNF-α, IL-12 e 

quimiocinas por estas células (GREWAL; FLAVELL, 1996; NOELLE, 1996; VAN KOOTEN; 

BANCHEREAU, 2000). 

A interação entre o OX40L presente nas células dendríticas e o OX40 expresso pelos 

linfócitos, está relacionada à promoção da proliferação e ao aumento da produção de IL-4 e do 

receptor de quimiocina CXCR-5 pelos linfócitos T. Enquanto que a ligação entre o RANK e seu 

ligante RANKL, expresso por linfócitos T ativados, induz a produção das citocinas IL-1, IL-6 e IL-

12 pelas células dendríticas, levando ao aumento da sobrevida destas células e, consequentemente, 

da proliferação das respostas dos linfócitos T (ANDERSON et al., 1997; BANCHEREAU et al., 

2000). 

Ademais, as células dendríticas maduras podem ainda expressar os ligantes PD-L1 e PD-L2 

que se ligam ao receptor de morte celular programada-1 (PD-1), expresso pelos linfócitos T. A 

interação destes receptores exerce efeito inibitório sobre os processos de proliferação e produção de 

citocinas pelos linfócitos T (LIPSCOMB; MASTEN, 2002).  

Outros fatores relacionados à diferenciação dos linfócitos T virgens em linfócitos T efetores 

são as características e concentrações antigênicas, a natureza e a quantidade de moléculas co-

estimulatórias, o estado de maturação e quantidade de DCs que migram para os gânglios linfáticos e 

a produção de citocinas, incluindo o IFN-γ, IL-12, TGF-β, IL-4, IL-10 e IL-6 (BOONSTRA et al., 

2002; JONG et al., 2002; MOSER; MURPHY, 2000; TANAKA et al., 2000).  

 

1.3.5. Diferenciação dos Linfócitos T Efetores 

 

Os linfócitos T CD8
+
, também chamados de citotóxicos, são os principais mediadores da 

eliminação das células tumorais.  Estas células são ativadas mediante a apresentação de antígenos 

associados ao CHP de classe I, de moléculas co-estimulatórias como o CD80 e CD70, bem como 

por citocinas, tais como IL-12 e IL-15, que são expressos pelas APCs, principalmente as células 

dendríticas. Uma vez ativadas, estas células são capazes de mediar à eliminação das células alvo 

através da produção de IFN-γ, enzimas líticas, incluindo a perforina e granzimas, e pela indução de 

apoptose através da ligação entre os receptores de morte celular programada Fas-FasL (CHEN et 

al., 1992; GUERMONPREZ et al., 2003; SHUFORD et al., 1997; WALDMANN, 2006).  
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Os linfócitos T CD4
+
, ou T helper (Th), são ativados mediante a apresentação de peptídeos 

via CHP de classe II. Além de seu papel na ativação dos linfócitos citotóxicos, as células T CD4+ 

são capazes de produzir citocinas que, por sua vez, promovem a ativação de outras células do 

sistema imune (CORTHAY et al., 2005).  

Dependendo do estímulo de ativação e maturação das células dendríticas, os linfócitos T 

CD4
+
 podem se diferenciar em quatro subpopulações distintas, conhecidas como Th1, Th2, Th17 e 

T reguladoras (Treg). Produtos microbianos como o LPS e RNA de dupla fita, bem como o CD40 

ligante e o IFN-y, estimulam a produção de IL-12 pelas células dendríticas, citocina relacionada à 

polarização de linfócitos T virgens para o perfil Th1. Em contrapartida, fatores como a 

prostaglandina E2, a IL-4 e o OX40 ligante inibem a expressão da IL-12, direcionando a ativação de 

linfócitos T para o perfil Th2 (BRADLEY, 2003; LIU, 2001). 

Os linfócitos Th1 caracterizam-se pela síntese de citocinas inflamatórias como a IL-2 e o 

IFN-y. A principal função da IL-2 é a auto-regulação da proliferação dos linfócitos T, além disso, 

tanto a IL-2 quanto o IFN-γ, regulam a ativação de outros leucócitos, incluindo linfócitos T CD8
+
, 

células NK e macrófagos, principais mediadores da destruição das células neoplásicas (CORTHAY 

et al., 2005; PARDOLL; TOPALIANT, 1998).  

Em contrapartida, os linfócitos Th2 e Treg estão relacionados à inibição da diferenciação 

dos linfócitos T CD8+, células NK, macrófagos, induzindo inclusive um estado imune que favorece 

o crescimento tumoral, mediante a produção das citocinas TGF-β, pelas células Treg, e de IL-4 e 

IL-10 pelos linfócitos Th2 (BANCHEREAU et al., 2000; FUKAURA et al., 1996; RONCAROLO, 

2001; SASAKI et al., 2008). 

Os linfócitos Th17 estão relacionados à promoção de respostas imunológicas contra 

microorganismos extracelulares, como bactérias e fungos, através da produção da citocina IL-17, 

que promove o recrutamento de monócitos e neutrófilos, estando também associados ao 

desenvolvimento de algumas doenças autoimunes (CHEN et al., 2007). 

As células dendríticas CD11c
+
 diferenciadas a partir de monócitos humanos induzem, 

predominantemente, a diferenciação dos linfócitos T virgens em linfócitos T efetores do perfil Th1 

através da produção de IL-12,  enquanto que células dendríticas CD11c
- 
induzem, prevalentemente, 

respostas do perfil Th2.  Células dendríticas provenientes de camundongos deficientes de IL-12 não 

são capazes de induzir respostas do perfil Th1, sugerindo um importante papel desta citocina na 

polarização de linfócitos Th1 (BANCHEREAU et al., 2000; MALDONADO-LÓPEZ et al., 1999). 
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1.3.6. Células Efetoras da Imunidade Inata 

 

As células dendríticas também atuam sobre a ativação de células efetoras da imunidade 

inata, especialmente as células NK. As células NK exercem importante papel no reconhecimento e 

eliminação de células tumorais. Estas células podem ser ativadas pela ação de citocinas produzidas 

por DCs, como o a IL-12 e o IFN-γ, produzido por linfócitos T ativados, pelo reconhecimento de 

células neoplásicas que expressam moléculas de CHP de classe I em quantidade reduzida ou que 

expressam ligantes para receptores ativadores. Uma vez ativas, estas células induzem a lise das 

células tumorais através da secreção dos grânulos citoplasmáticos, que contêm granzima e 

perforina, ou induzem a morte celular por apoptose através da ligação do receptor FasL presente nas 

células NK com o receptor Fas das células tumorais (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006; 

ENZLER et al., 2003; GELLER; MILLER, 2011; SUTLU; ALICI, 2009).  

 Os macrófagos também auxiliam no combate às células tumorais, podendo ser ativados pelo 

reconhecimento de antígenos expressos pelas células tumorais ou, indiretamente, pela produção de 

IFN-γ pelos linfócitos T específicos e pelas células NK, ativadas pelas DCs. Após sua ativação, os 

macrófagos secretam diferentes citocinas, espécies reativas do oxigênio, óxido nítrico e enzimas 

lisossomais que auxiliam na destruição das células neoplásicas. Além disso, estas células também 

sintetizam TNF-α, citocina responsável pela ativação de caspazes que mediam a apoptose das 

células tumorais (DUDLEY et al., 2002; MACCALLI; SCARAMUZZA; PARMIANI, 2009; SICA 

et al., 2008). 

A compreensão das funções das DCs no desenvolvimento tumoral e na indução de uma 

resposta imune antitumoral eficiente pode representar um importante campo para investigação, 

sendo que sua capacidade de modular a ativação tanto da resposta imune celular quanto da resposta 

imune humoral faz das DCs candidatas centrais no desenvolvimento de novas técnicas 

imunoterapêuticas (PALUCKA; BANCHEREAU, 2012). 

 

1.4. Imunoterapia com Células Dendríticas 

 

A imunoterapia tumoral consiste na utilização de componentes do sistema imunológico para 

indução de respostas imunes antitumorais específicas, sem que haja danos às células normais e com 

efeitos colaterais reduzidos. Diversas estratégias terapêuticas têm sido desenvolvidas utilizando-se 

componentes tanto da resposta imune inata quanto da adaptativa com o objetivo de promover a 
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eliminação ou a neutralização das células neoplásicas e dos fatores associados ao crescimento 

tumoral. Dentre estas estratégias podemos citar a vacinação antitumoral, a inibição da supressão 

imunológica, a transferência adotiva de células, especialmente de linfócitos, e a administração de 

citocinas que mediam a ativação das células da imunidade inata (RIETHER; SCHÜRCH; 

OCHSENBEIN, 2013). 

As vacinas antitumorais têm por objetivo a mobilização e amplificação das respostas 

mediadas por células do sistema imune capazes de reconhecer e induzir a eliminação das células 

tumorais. Diversas vacinas têm sido desenvolvidas, incluindo vacinas baseadas em DNA, vacinas 

de células tumorais modificadas, proteínas recombinantes, de vetores virais e bacterianos e, por fim, 

de células dendríticas (FELTKAMP et al., 1993; PENG et al., 2004; TILLMAN et al., 2000). 

A utilização das células dendríticas como estratégia terapêutica fundamenta-se em seu 

potencial de captar e apresentar antígenos tumorais promovendo a ativação de uma resposta 

imunológica antitumoral específica e intensa, especialmente através da ativação de linfócitos do 

perfil Th1, linfócitos T citotóxicos e de células NK (KOIDO et al., 2011).  

Estas vacinas são desenvolvidas a partir de precursores de DCs, incluindo monócitos do 

sangue periférico e precursores pluripotentes CD34
+
, que são diferenciados e carregados com 

antígenos tumorais autólogos, permitindo a ativação de uma resposta imune direcionada e 

específica. A diferenciação dos monócitos em DCs imaturas ocorre mediante a incubação com GM-

CSF e IL-4, enquanto que a incubação com Flt3L e TNF-α induz a maturação destas células 

(BANCHEREAU et al., 2001; DAUER et al., 2003). 

As DCs diferenciadas e carregadas com o antígeno tumoral são injetadas no paciente e migram 

para os tecidos linfóides onde modulam a ativação dos linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
. Uma vez 

ativados, os linfócitos T efetores migram para o tecido tumoral mediando à morte das células 

neoplásicas e a inibição do crescimento tumoral (SABADO; BHARDWAJ, 2010). 

Um estudo publicado no ano de 2014 mostrou que DCs diferenciadas a partir de monócitos, 

pulsadas com a proteína p53 foram capazes de induzir o aumento do número de células T e da 

secreção de IFN-γ, e a diminuição de linfócitos T regulatórios em pacientes com carcinoma de 

células escamosas de cabeça e pescoço. Especula-se, a partir destes estudos, que para aumentar a 

eficácia da vacina contra o câncer é necessário um forte estímulo para a maturação das DCs, uma 

vez que a indução da imunidade é observada apenas na presença de sinais co-estimulatórios 

adequados, provenientes de DCs maduras, caso contrário resulta em tolerância (HAWIGER et al., 

2001; PALUCKA et al., 2010; SCHULER et al., 2014).  
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Rodrigues e colaboradores observaram, em um estudo publicado em 2011, que a imunoterapia 

com DCs autólogas resulta no aumento significativo da expressão de IL-2, TNF-α e IL-10 em 

linfócitos T CD4
+
, e de IL-2 em linfócitos T CD8

+
 (RODRIGUES et al., 2011). Outro estudo, 

publicado por Matias e colaboradores, demonstrou que esta vacina é capaz de ativar uma resposta 

imune sistêmica que resulta no aumento da produção de citocinas do perfil Th1, incluindo IL-12 e 

IFN-γ, e na redução da síntese de citocinas do perfil Th2, como a IL-4 (MATIAS et al., 2013). 

Embora a imunoterapia baseada na vacinação com células dendríticas tenha demonstrado 

resultados clínicos satisfatórios, sua eficácia parece restrita a alguns pacientes com diferentes tipos 

de neoplasias sendo necessário, portanto, o aperfeiçoamento das estratégias terapêuticas já 

desenvolvidas (KIRKWOOD et al., 2012; PALUCKA et al., 2010).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Considerando-se que as células dendríticas são potencialmente capazes de modular a 

ativação de uma resposta imune antitumoral efetiva, o propósito deste estudo é auxiliar no 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas baseadas na diferenciação e maturação destas 

células in vitro, a fim de aumentar a eficácia da vacina. 

Para tanto, a justificativa deste estudo consiste na compreensão dos mecanismos intrínsecos, 

incluindo a expressão de marcadores co-estimulatórios e do complexo de histocompatibilidade 

principal e a capacidade de sintetizar citocinas, desenvolvidos pelas células dendríticas obtidas de 

pacientes com diferentes graus de lesão cervical, após sua diferenciação e maturação in vitro, para 

que sejam efetivamente capazes de mediar a ativação dos linfócitos T e de uma resposta imune 

antitumoral eficaz. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil de ativação das DCs maturadas in vitro, diferenciadas a partir de monócitos 

de pacientes com câncer cervical, lesão intraepitelial cervical de diferentes graus e em pacientes 

normais, submetidas a diferentes estímulos e condições.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar por citometria de fluxo o perfil de ativação de DCs maturadas in vitro, através da 

análise das moléculas de superfície CD209, CD11c, CD123, CD80, CD86 e HLA-DR, 

obtidas de pacientes com Lesão Intraepitelial de baixo e alto grau, câncer cervical invasivo e 

pacientes controles. 

 

 Avaliar por ELISA a secreção das seguintes citocinas: IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IFN-γ, TNF-

α e TGF-β, no sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas in vitro, obtidas 

de pacientes com Lesão Intraepitelial de baixo e alto grau, câncer cervical invasivo e 

pacientes controles. 

 

 Comparar os resultados obtidos das células dos pacientes controles com as pacientes com 

tumores em diferentes graus para verificar se o grau de lesão pode levar a uma dificuldade 

de maturação das células dendríticas e se diferentes protocolos de ativação poderiam resultar 

em células dendríticas com uma maior capacidade de ativação. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Casuística 

 

O projeto destinado à imunoterapia com células dendríticas em pacientes com câncer se 

encontra aprovado pelo Comitê de ética e Pesquisa da UFTM, sob o n
o
 683-2006/CEP (ANEXO A). 

Esta linha de pesquisa é financiada pela FAPEMIG e CNPq. Todas as pacientes assinaram o termo 

de consentimento livre após esclarecimento (ANEXO B).  

Neste projeto, realizamos a avaliação do perfil de ativação das DCs maturadas in vitro, 

diferenciadas a partir de monócitos de pacientes com câncer cervical, lesão intraepitelial cervical de 

diferentes graus e em pacientes normais. Foram estudadas 1130 mulheres previamente selecionadas 

no Ambulatório Maria da Glória da Universidade Federal do Triângulo mineiro (UFTM), no 

período de junho de 2013 a julho de 2015. Destas, 83 pacientes (Tabela 1) foram selecionadas de 

acordo com os critérios de inclusão e exclusão abaixo descritos. 

 

Tabela 1: Descrição dos grupos estudados. 

GRUPOS n ° IDADE (Média ± 

Desvio Padrão) 

TABAGISMO 

(%) 

GESTAÇÃO 

(Média) 

PARIDADE  

(Média) 

Controle 21 30,1 ± 9,1 9,5% (2/21) 0,4 0,4 

LSIL 30 38,2 ± 15,2 6,7% (2/30) 1,45 1,4 

HSIL 22 31,7 ± 6,6 4,5% (1/22) 2,0 1,75 

INVASIVO 10 46 ± 15,3 0% (0/10) 3,7 3,4 

 

4.2 Critérios de inclusão 

 

 Pacientes com diagnóstico histológico e citológico de Câncer Cervical Invasivo, Lesão 

Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) e Lesão Intraepitelial Escamosa de Alto Grau 

(HSIL). 

 O grupo controle foi constituído a partir de amostras coletadas de voluntárias em bom estado 

geral e sem histórico de doença neoplásica ao exame citológico.  
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4.3 Critérios de Exclusão 

 

 Pacientes portadoras de doenças imunossupressoras, incluindo a Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida e doenças auto-imunes severas. 

 Pacientes em uso de drogas imunossupressoras, como quimioterapia ou drogas antitumorais. 

 Pacientes em tratamento com radioterapia. 

 Pacientes gestantes. 

  

4.4 Obtenção de Células Mononucleares 

 

Para obtenção das células dendríticas, foram coletados 20mL de sangue periférico em tubos 

esterilizados e descartáveis contendo heparina (100UI/ml). O sangue coletado foi disposto em tubos 

plásticos cônicos contendo 15mL da solução de Ficoll-Paque
TM

 PLUS (GE Healthcare). Os tubos 

foram centrifugados a 600xg por 30 minutos a 18°C, em centrífuga refrigerada. Ao final da 

centrifugação, obteve-se um anel de células mononucleares na interface entre a solução de Ficoll e 

os outros tipos celulares, depositados no fundo do tubo (figura 2). O anel de células mononucleares 

foi cuidadosamente coletado e transferido para um tubo cônico de 50mL (FALCON). O excesso de 

Ficoll foi removido por centrifugação lavando-se as células por 3 vezes com 30mL de meio IMDM 

(Iscove's Modified Dulbecco's Medium - Sigma®), em cada lavagem, a 4°C e a velocidade de 

805xg por 10 minutos. As células foram finalmente ressuspensas em 5mL de IMDM contendo 4,75 

g/L de Hepes, 10% de soro bovino fetal, 1,6% de L-glutamina, 3% de coquetel dos antibióticos 

penicilina e estreptomicina, e 0,05mg de gentamicina (todos da Sigma®). A quantidade de células 

obtidas foi determinada por contagem em câmara de Neubauer. A viabilidade celular foi 

determinada utilizando-se o teste do azul de tripan, sendo utilizadas amostras com mais de 95% de 

viabilidade. Todos os procedimentos foram realizados em condições estéreis utilizando-se capela de 

fluxo laminar, com exceção da contagem de células. 
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4.5 Cultura e Diferenciação das Células Dendríticas 

 

 As células mononucleares isoladas foram submetidas a três diferentes protocolos de 

diferenciação e ativação das células dendríticas, conforme procedimentos abaixo descritos. 

 

     4.5.1 Protocolo I 

 

As células mononucleares isoladas foram cultivadas durante 8 dias em estufas com 5% de 

CO2 e à 37°C, em garrafas de cultura com meio IMDM completo (7,5ml) contendo 32,5x10
6
células 

(figura 3). Um dia após o plaqueamento, as células foram estimuladas com 3200pg/mL de fator 

estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e 3200pg/mL de interleucina 4 

(IL-4) para obtenção de células dendríticas imaturas e no 6° dia de cultura, com 3200pg/mL do fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) para ativação destas células.  Após dois dias as células foram 

Figura 2: Separação de leucócitos a 

partir do sangue total contendo 

anticoagulante. Tubos de centrífuga 

mostrando as camadas das 

subpopulações de leucócitos isolados. 

Fonte: do Autor (2015) 
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coletadas e submetidas à avaliação da ativação por Citometria de fluxo e o sobrenadante da cultura 

de células foi avaliado para a presença de citocinas pela técnica de ELISA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5.2 Protocolo II 

 

As células mononucleares isoladas foram mantidas em cultura in vitro em placas de 6 poços 

(figura 4a), a uma temperatura de 37°C e 5% de CO2 em 2ml de meio RPMI-1640 completo 

(suplementado com 40 mg/mL de gentamicina, 200mM de L-glutamina e 10% de soro bovino fetal)  

em uma concentração de 5x10⁶células/poço por 24 horas. Após a incubação, as células não 

aderentes foram coletadas e cultivadas separadamente em placas de 24 poços em meio RPMI 

completo contendo 10μg/mL de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) (Escherichia coli) (figura 4b). 

O sobrenadante da cultura foi coletado 48 horas após o estímulo e congelado em freezer -80°C. As 

células aderentes foram cultivadas em meio IMDM completo, contendo 2000pg/mL de GM-CSF e 

2000pg/mL de IL-4. No 6° dia de cultivo, as células aderentes foram estimuladas com 2000pg/mL 

de TNF-α e, no 7° dia, as células aderentes foram co-estimuladas com o sobrenadante de 48h, 

obtidos da cultura de células não aderentes. Após 24 horas as células diferenciadas foram coletadas 

e analisadas. 

 

 

 

Figura 3: células dendríticas cultivadas em garrafas 

contendo meio IMDM completo. Fonte: do Autor (2015) 
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4.5.3 Protocolo III 

 

As células mononucleares isoladas foram mantidas em cultura in vitro em placas de 6 poços, 

a uma temperatura de 37°C e 5% de CO2 em 2ml de meio IMDM completo  em uma concentração 

de 5x10⁶células/poço. Um dia após o plaqueamento, as células foram estimuladas com 2000pg/mL 

de GM-CSF e 2000pg/mL de IL-4 para diferenciação em células dendríticas e, no 6° dia, com 

2000pg/mL do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). Em paralelo, 1x10
6
 células/mL de meio 

RPMI completo, foram cultivadas em placas de 24 poços e estimuladas com 10µg/mL de LPS, e 

seu sobrenadante foi coletado após 48 horas e congelado em freezer a -80°C. No 7° dia de cultura as 

células dendríticas foram co-estimuladas com 2mL do sobrenadante da cultura estimulada com LPS 

por 24 horas e coletadas para analise. 

 

4.6 Avaliação das Moléculas de Superfície por Citometria de Fluxo  

 

No 8° dia de cultivo, as células dendríticas diferenciadas e ativadas foram coletadas e 

submetidas à avaliação da ativação por Citometria de fluxo. O perfil de ativação das células 

dendríticas diferenciadas in vitro foi avaliado a partir da determinação da presença de marcadores 

específicos e moléculas co-estimulatórias expressas em sua superfície. A técnica utilizada foi a 

citometria de fluxo (citômetro FACSCaliburTM BD®) com utilização de anticorpos BD 

PharmigenTM®.  

As células dendríticas coletadas foram transferidas para tubo cônicos de 50mL. O excesso 

de meio de cultura foi removido por centrifugação lavando-se as células por 3 vezes com 30ml de 

Figura 4: Cultura de Células Dendríticas Protocolo II. (a) cultura de células aderentes diferenciadas em DCs. 

(b) cultura de células não aderentes estimuladas com LPS. Fonte: do Autor (2015) 

a b 
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PBS (solução salina  tamponada com fosfato) em cada lavagem, a 4°C e a velocidade de 805xg por 

10 minutos. 

Após a centrifugação, desprezou-se o sobrenadante cuidadosamente, conservando o 

precipitado de células que foram ressuspensas em 1 mL de PBS. Em seguida, a quantidade de 

células obtidas foi determinada por contagem em câmara de Neubauer. A suspensão de células foi 

distribuída em quatro tubos de ensaio sendo realizada a marcação extracelular. Os anticorpos 

utilizados para a marcação dos isotipos foram Mouse IgG2a APC e Mouse IgG1 PE, e para 

determinação das células dendríticas os anticorpos Lin 1 (CD3, 14, 16, 19, 20, 56) FITC, CD11c 

APC, CD123 (Anti-IL-3Rα) PE, Anti-HLA-DR PerCP, CD86 PE, CD209 PerCP-Cy5.5 e CD80 

APC (Tabela 2). 

Após a marcação, as células foram incubadas a 4°C por 30 minutos, no escuro. Em seguida, 

foi feita a lavagem das células com PBS para a remoção do excesso de anticorpos. Finalmente, as 

células foram ressuspensas em 500μL de PBS para a leitura no citômetro BD FACSCalibur™. 

 

Tabela 2: Marcações Extracelulares para DCs diferenciadas in vitro. 

Tubos Marcação Extracelular 

1 Controle 

2 Mouse IgG2a APC / Mouse IgG1 PE 

3 Lin 1 (CD3, 14, 16, 19, 20, 56) FITC / CD11c APC / CD123 (Anti-IL-3Rα) PE / 

Anti-HLA-DR PerCP) 

 4 Multicolor (CD86 PE / CD209 PerCP-Cy5.5 / CD80 APC) 

 

 

4.7 Dosagem de Citocinas por ELISA 

 

As citocinas presentes no sobrenadante da cultura das DCs foram dosadas por ELISA 

(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) tipo sanduíche, utilizando pares de anticorpos monoclonais 

comerciais disponíveis da BD OptEIA
TM

. Foram quantificadas as concentrações das citocinas IL-2, 

IL-4, IL-10, IL-12, TNF-α, IFN-γ e TGF-β. 

O procedimento foi realizado conforme protocolo fornecido pelo fabricante. Placas de 384 

poços foram sensibilizadas com 25μL de anticorpos monoclonais específicos para a captura das 

citocinas estudadas, mais solução tampão. Às fileiras 1 e 2 de cada placa foram adicionados 25L 
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da citocina padrão recombinante seguindo diluições seriadas 1:2 em “assay diluent” à partir das 

concentrações iniciais diluídas. Às outras fileiras foram adicionados 25L/poço do sobrenadante 

obtido da cultura de células dendríticas contendo a citocina a ser dosada. As placas foram incubadas 

em temperatura ambiente por 2 horas e lavadas por seis vezes com solução salina tamponada com 

fosfato (PBS) acrescido de Tween 20%. A seguir, foram adicionados 25L/poço do anticorpo anti-

citocina a ser dosada, marcado com biotina diluído 1:250 em “assay diluent”. As placas foram 

reincubadas por 1 hora à temperatura ambiente e novamente lavadas por 6 vezes em PBS acrescido 

de Tween 20%. Após esta etapa, foram adicionados 25L/poço de avidina marcado com fosfatase 

alcalina, diluído 1:250 em “assay diluent”. As placas foram incubadas por 1 hora e lavadas por 6 

vezes com PBS acrescido de Tween 20%, quando então foram adicionados 25L/poço de substrato 

TMB Substrate Reagent Set (BD OptEIA
TM

) e após 30 minutos foram adicionados 12,5µL/poço de 

ácido fosfórico 1M.  

A análise da absorbância foi realizada no espectrofotômetro Spectra
max

 384 Plus, nas 

absorbâncias de 450 e 570nm. A concentração de cada citocina do sobrenadante de células 

dendríticas dos referidos grupos foram dosadas em pg/ml através da comparação com as 

absorbâncias obtidas da curva padrão da respectiva citocina, sendo realizada simultaneamente. 

A figura 5 demonstra o desenho experimental, destacando os três protocolos utilizados para 

diferenciação e ativação das células dendríticas. 

 

4.8 Análise Estatística 

 

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados através do aplicativo GraphPad Prism® 

5.00. As variáveis cuja distribuição não foi normal foram analisadas utilizando-se testes não 

paramétricos, Anova, Kruskal-Wallis test, para comparação entre três ou mais grupos e Mann-

Whitney, para comparação entre grupos pareados. Foram consideradas estatisticamente significantes 

as diferenças em que p foi menor que 5% (p < 0.05). 
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Figura 5: Representação do desenho experimental. 
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5. RESULTADOS 

 

No presente estudo, buscamos determinar se o grau de lesão cervical pode levar a uma 

dificuldade na maturação das células dendríticas. Para tanto, avaliou-se o perfil fenotípico e os 

efeitos funcionais de combinações de citocinas sobre o processo de maturação das células 

dendríticas diferenciadas a partir de monócitos de pacientes com câncer cervical invasivo, lesão 

intraepitelial cervical de diferentes graus e pacientes normais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 6 exemplifica o perfil celular típico observado através da técnica de citometria de 

fluxo, em uma análise de “dot plot” em relação às características de tamanho (eixo das abscissas) e 

granulosidade (eixo das ordenadas). Podem-se observar pelo menos duas populações celulares 

distintas, uma menor e menos granulosa, constituída por restos celulares e linfócitos, e uma segunda 

população, representada por células maiores e mais granulosas, delineada pela área R2 (“gate”), 

definida como nossa população de estudo. 

 

5.1. Perfil de ativação das células dendríticas - Protocolo I 

 

Figura 6: Perfil de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico através da 

citometria de fluxo. Perfil característico das populações celulares encontradas na cultura de células dendríticas 

diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico em uma análise por citometria de fluxo, de acordo com 

características de tamanho (abscissa) e granulosidade (ordenada). A população de células delineadas pela área R2 

(“gate”) representa as células consideradas como nossa população de estudo.  

DCs.001 
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No protocolo I foi realizada a análise da expressão de moléculas de superfície CD11c, 

CD123, HLA-DR, CD86, CD80 e CD209 através da citometria de fluxo, comparando-se o 

percentual de células positivas (% GATE) e a Intensidade Média de Fluorescência (MFI), entre os 

grupos de 21 pacientes controles, 30 pacientes com diagnóstico de LSIL, 22 pacientes com 

diagnóstico de HSIL e 10 pacientes com câncer cervical invasivo. 

 

5.1.1 Expressão da molécula CD11c 

 

Na figura 7 estão representados os resultados observados na análise da expressão da 

molécula CD11c. Observa-se que houve uma ligeira redução do percentual de células positivas para 

CD11c nos grupos LSIL (30,91%), HSIL (39,54%) e INVASIVO (33,87%) em comparação com o 

grupo controle (42,65%), porém sem diferença estatística (p>0,05). Não encontramos diferenças 

significativas para a intensidade média de fluorescência entre os grupos estudados.  

 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.2 Expressão da molécula CD123 

 

Em relação à expressão da molécula CD123, observou-se uma redução significativa do 

percentual de células positivas quando comparados o grupo HSIL (2,53%) ao grupo INVASIVO 

(0,38%) (p=0,0396). Os demais grupos estudados não mostraram alterações significativas (p>0,05) 

Figura 7: Expressão de CD11c em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo I. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de Fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle, pacientes com LSIL, HSIL ou câncer cervical invasivo. Resultados representados em mediana - 

linhas horizontais (Teste de Kruskal-Wallis). 

(a) (b) 
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(figura 8a). A comparação entre os grupos estudados, em relação à intensidade média de 

fluorescência também não evidenciou alterações significativas para esta molécula (p>0,05) (figura 

8b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.3 Co-expressão das moléculas CD11c e CD123 

 

Em relação à co-expressão das moléculas CD11c e CD123, não se observam alterações 

significativas para o percentual de células positivas entre os grupos estudados (p>0,05) (figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Expressão de CD123 em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo I. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de Fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle, pacientes com LSIL, HSIL ou câncer cervical invasivo. Resultados representados em mediana – 

linhas horizontais - e diferenças estatisticamente significantes indicadas quando p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis). * 

(p<0,05). 

(a) (b) 

Figura 9: Co-expressão de CD11c e CD123 em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo I. Percentual de 

células positivas de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de pacientes controle, pacientes com 

LSIL, HSIL ou câncer cervical invasivo. Resultados representados em mediana – linhas horizontais (teste de Kruskal-

Wallis). 
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5.1.4 Expressão da molécula HLA-DR 

 

Pode-se observar, na figura 10a, que houve uma redução da porcentagem de células 

positivas para HLA-DR conforme o aumento do grau de lesão cervical, porém sem diferença 

estatística (p>0,05). Não houve diferença significativa na intensidade média de fluorescência para 

esta molécula entre os grupos estudados (p>0,05) (figura 10b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

5.1.5 Expressão da molécula CD209 

 

A análise da expressão de CD209 revelou que há uma redução do percentual de número de 

células positivas conforme o aumento do grau de lesão cervical e esta redução é estatisticamente 

significativa quando comparado o grupos controle (1,73%) ao grupo INVASIVO (0,26%) (p<0,05) 

(figura 11a). A análise da intensidade média de fluorescência não revelou diferenças 

estatisticamente significantes para esta molécula (p>0,05) (figura 11b). 

 

 

 

 

Figura 10: Expressão de HLA-DR em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo I. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de Fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle, pacientes com LSIL, HSIL ou câncer cervical invasivo. Resultados representados em mediana – 

linhas horizontais (teste de Kruskal-Wallis). 

(a) (b) 
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5.2 Produção de citocinas – Protocolo I 

 

Na tentativa de se determinar o perfil de resposta dos linfócitos T foram dosadas, através do 

ELISA, as citocinas dos perfis Th1 (IL-2, IL-12, IFN-γ e TNF-α), Th2 (IL-4 e IL-10) e Treg (TGF-

β), secretadas no sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos 

do sangue periférico obtidos de pacientes com LSIL, HSIL, câncer cervical invasivo e pacientes 

controles. 

 

5.2.1 Citocinas do perfil Th1 

 

A figura 12 representa a concentração de citocinas em pg/mL do perfil Th1 secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos do sangue 

periférico obtidos de pacientes com diferentes graus de lesão cervical e de pacientes controles.  

 

 

 

 

 

Figura 11: Expressão de CD209 em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo I. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de Fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle, pacientes com LSIL, HSIL ou câncer cervical invasivo. Resultados representados em mediana – 

linhas horizontais - e diferenças estatisticamente significantes indicadas quando p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis). * 

p<0,05. 

(a) (b) 
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Observa-se, a partir desta figura, que não há diferença na produção das citocinas IL-12 e 

IFN-γ entre os grupos estudados (p>0,05). Quanto à produção de IL-2 (figura 14c), nota-se um 

ligeiro aumento da produção desta citocina nos grupos LSIL (43,31 pg/mL), HSIL (20,6 pg/mL) e 

INVASIVO (19,43 pg/mL) quando comparados ao grupo CONTROLE (5,49 pg/mL), no entanto 

não foram evidenciadas alterações significativas para a produção desta citocina (p>0,05). Em 

contrapartida, observa-se que há uma redução significativa na concentração de TNF-α quando 

Figura 12: Concentração de citocinas do perfil Th1 secretadas no sobrenadante da cultura de células dendríticas 

de pacientes com LSIL, HSIL, câncer cervical invasivo e de pacientes controles diferenciadas de acordo com o 

protocolo I. (a) Concentração de IL-12 (pg/mL); (b) Concentração de IFN-γ (pg/mL); (c) Concentração de IL-2 

(pg/mL); (d) Concentração de TNF-α (pg/mL). Resultados representados em mediana – linhas horizontais - e diferenças 

estatisticamente significantes indicadas quando p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis). * p<0,05. 

(a) 

(c) (d) 

 

(b) 
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comparamos o grupo controle (2139,0pg/mL) ao grupo invasivo (1606,0pg/mL) (p=0,0432) (figura 

12d). 

 

5.2.2 Citocinas do perfil Th2 

 

A figura 13 representa a concentração de citocinas, em pg/mL, do perfil Th2 secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas obtidas de pacientes com diferentes 

graus de lesão cervical e de pacientes controles. A partir desta figura observa-se que não houve 

diferença na produção da IL-4 entre os grupos estudados (p>0,05) (figura 13a). Em relação à 

produção de IL-10, nota-se que há uma pequena redução da produção desta citocina no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas das pacientes com LSIL (153,10pg/mL), HSIL 

(173,70pg/mL) e INVASIVO (123,50pg/mL), quando comparados ao grupo CONTROLE 

(184,54pg/mL), entretanto sem diferença estatística (p>0,05) (figura 13b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2.3 Citocinas do perfil Treg 

 

A figura 14 representa a concentração de citocinas, em pg/mL, do perfil Treg secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas obtidas de pacientes com diferentes 

Figura 13: Concentração de citocinas do perfil Th2 secretadas no sobrenadante da cultura de células dendríticas 

de pacientes com LSIL, HSIL, câncer cervical invasivo e de pacientes controles diferenciadas de acordo com o 

protocolo I. (a) Concentração de IL-4 (pg/mL); (b) Concentração de IL-10 (pg/mL). Resultados representados em 

mediana – linhas horizontais (teste de Kruskal-Wallis).  

(a) (b) 



52 

 

graus de lesão cervical e de pacientes controles. Observa-se que, conforme o aumento do grau de 

lesão cervical há um aumento da concentração de TGF-β no sobrenadante da cultura de células 

dendríticas, porém sem diferença estatística (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3 Perfil de ativação das células dendríticas - Protocolo II 

 

No protocolo II foi realizada a análise da expressão de moléculas de superfície através da 

citometria de fluxo, comparando-se o percentual de células positivas (% GATE) e a Intensidade 

Média de Fluorescência (MFI) de cada molécula estudada entre os grupos de 14 pacientes controles, 

15 pacientes com diagnóstico de LSIL e 9 pacientes com diagnóstico de HSIL. Não foram incluídas 

as pacientes com diagnóstico de câncer cervical invasivo para a análise estatística devido ao número 

reduzido de amostras. 

 

5.3.1 Expressão da molécula CD11c 

 

            Na figura 15 estão representados os resultados obtidos a partir da análise da cultura de 

células dendríticas diferenciadas conforme o protocolo II, para a expressão da molécula CD11c. 

Observa-se um aumento do percentual de células positivas para a molécula quando comparamos o 

grupo HSIL (7,26%) ao grupo controle (2,19%), entretanto sem significância estatística (p>0,05) 

(figura 15a). Também se observou um aumento da intensidade média de fluorescência quando 

Figura 14: Concentração de TGF-β, característica do perfil Treg, secretado no sobrenadante da cultura de 

células dendríticas de pacientes com LSIL, HSIL, câncer cervical invasivo e de pacientes controles diferenciadas 

de acordo com o protocolo I. Resultados representados em mediana – linhas horizontais (teste de Kruskal-Wallis).  
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comparamos o grupo HSIL (3485,0) com o grupo controle (2057,0), sem diferença estatística 

(p>0,05) (figura 15b). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.2 Expressão da molécula CD123 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Expressão de CD11c em DCs diferenciadas de acordo com protocolo II. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de Fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos 

de pacientes controle, pacientes com LSIL ou HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais (Teste 

de Kruskal-Wallis). 

(a) (b) 

Figura 16: Expressão de CD123 em DCs diferenciadas de acordo com protocolo II. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de Fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle, pacientes com LSIL ou HSIL. Resultados não-paramétricos representados em mediana - linhas 

horizontais (Teste de Kruskal-Wallis) 

(a) (b) 
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. Em relação à expressão da molécula CD123, observou-se um aumento não significativo do 

percentual de células positivas quando comparamos o grupo HSIL (0,99%) ao grupo CONTROLE 

(0,57%) (figura 16a). A análise da intensidade média de fluorescência não evidenciou diferenças 

significativas entre os grupos estudados (figura 16b).  

 

5.3.3 Co-expressão das moléculas CD123 e CD11c 

 

A figura 17 representa os resultados obtidos para a análise das células positivas para 

expressão tanto do marcador mieloide CD11c quanto para o marcador plasmocitóide CD123. Pode-

se observar um aumento da porcentagem de células positivas para esta molécula quando 

comparamos o grupo HSIL (3,31%) aos grupos LSIL (1,87%) e controle (2,38%), porém sem 

significância estatística (p>0,05) (figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.3.4 Expressão da molécula HLA-DR 

 

Ao avaliar-se o percentual de células positivas para a molécula HLA-DR, observa-se um 

aumento significativo da expressão desta molécula quando comparamos o grupo HSIL (1,76%) ao 

grupo controle (0,7%) (p=0,0269) (figura 18a). Não se evidenciou diferença estatística na 

intensidade média de fluorescência entre os grupos estudados (figura 18b). 

Figura 17: Co-expressão de CD11c e CD123 em DCs diferenciadas de acordo com protocolo II. (a) Percentual de 

células positivas de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de pacientes controle, pacientes com 

LSIL ou HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais (Teste de Kruskal-Wallis). 
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5.3.5 Expressão da molécula CD209 

 

          Observa-se, na figura 19a, que houve um aumento do percentual de células positivas para a 

molécula CD209 quando comparamos o grupo HSIL (1,49%) ao grupo controle (0,62%), entretanto 

este aumento não foi significativo (p>0,05). Em relação à intensidade média de fluorescência para 

esta molécula, não foram observadas diferenças estatisticamente significantes (figura 19b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Expressão de HLA-DR em DCs diferenciadas de acordo com protocolo II. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle, pacientes com LSIL ou HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais - e 

diferenças estatisticamente significantes indicadas quando p<0,05 (Teste de Kruskal-Wallis). * p<0,05. 

(b) (a) 

Figura 19: Expressão de CD209 em DCs diferenciadas de acordo com protocolo II. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle, pacientes com LSIL ou HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais (Teste de 

Kruskal-Wallis). 

(a) (b) 
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5.4 Produção de citocinas – Protocolo II 

 

5.4.1 Citocinas do perfil Th1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A figura 20 representa a concentração de citocinas (pg/mL) do perfil Th1 secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas de acordo com o protocolo II. Observa-

(a) 

Figura 20: Concentração de citocinas do perfil Th1 secretadas no sobrenadante da cultura de células dendríticas 

de pacientes LSIL, HSIL e de pacientes controles diferenciadas de acordo com o protocolo II. (a) Concentração de 

IL-12 (pg/mL); (b) Concentração de IFN-γ (pg/mL); (c) Concentração de IL-2 (pg/mL); (d) Concentração de TNF-α 

(pg/mL). Resultados representados em mediana – linhas horizontais - e diferenças estatisticamente significantes 

indicadas quando p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis). * (p<0,05). 

(b) 

(C) (D) 
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se, a partir desta figura, que não há diferença para a produção das citocinas IL-12, IFN-γ e TNF-α 

entre os grupos estudados. Em relação à produção de IL-2, verifica-se que há um aumento 

estatisticamente significativo da produção desta citocina no sobrenadante da cultura de células 

dendríticas quando comparamos os grupos LSIL (31,33pg/mL) e HSIL (35,44pg/mL) ao grupo 

controle (1,23pg/mL) (p=0,0003) (figura 20c). 

 

5.4.2 Citocinas do perfil Th2 

 

A figura 21 representa a concentração de citocinas, em pg/mL, do perfil Th2 secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas de acordo com o protocolo II. A partir 

desta figura observa-se que houve uma redução significativa da produção da IL-4, quando 

comparamos o grupo HSIL (39,16pg/mL) ao grupo controle (330,6pg/mL) (p=0,0102). 

Comparando-se o grupo LSIL (47,31pg/mL) ao grupo controle (330,6pg/mL) observa-se também 

uma redução da produção desta citocina, porém esta redução não é significativa (p>0,05) (figura 

25a). Não foram evidenciadas alterações no padrão de secreção da IL-10 entre os grupos estudados 

(figura 21b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.4.3 Citocinas do perfil Treg 

Figura 21: Concentração de citocinas do perfil Th2 secretadas no sobrenadante da cultura de células dendríticas 

de pacientes com LSIL, HSIL e de pacientes controles diferenciadas de acordo com o protocolo II. (a) 

Concentração de IL-4 (pg/mL); (b) Concentração de IL-10 (pg/mL). Resultados representados em mediana – linhas 

horizontais - e diferenças estatisticamente significantes indicadas quando p<0,05 (teste de Kruskal-Wallis). * p<0,05. 

(a) (b) 
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A figura 22 representa a concentração de TGF-β secretada no sobrenadante da cultura de 

células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico. Observa-se, a partir 

desta figura, que não houve diferença na produção desta citocina entre os grupos estudados 

(p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5 Perfil de ativação das Células Dendríticas – Protocolo III 

 

No protocolo III foi realizada a análise da expressão de moléculas de superfície através da 

citometria de fluxo, comparando-se o percentual de células positivas (% GATE) e a Intensidade 

Média de Fluorescência (MFI) de cada molécula estudada entre os grupos de 11 pacientes controles, 

11 pacientes com diagnóstico de LSIL e 6 pacientes com diagnóstico de HSIL. Não foram incluídas 

as pacientes com diagnóstico de câncer cervical invasivo para a análise estatística devido ao número 

reduzido de amostras. 

 

5.5.1 Expressão da molécula CD11c 

 

Ao analisar-se o percentual de células positivas para o marcador mieloide CD11c, observa-

se um aumento significativo comparando-se o grupo LSIL (46,36%) ao grupo controle (30,17%) 

(p=0,0231) (figura 23a). Não se evidenciou diferença significativa para a intensidade média de 

fluorescência entre os grupos estudados (figura 23b).  

 

Figura 22: Concentração de TGF-β, característica do perfil Treg, secretado no sobrenadante da cultura de 

células dendríticas de pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles diferenciadas de acordo com o protocolo 

II. Resultados representados em mediana – linhas horizontais (teste de Kruskal-Wallis).  
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5.5.2 Expressão da molécula CD123 

 

Não foram evidenciadas diferenças estatisticamente significantes em ralação ao percentual 

de células positivas e à intensidade média de fluorescência para o marcador de células dendríticas 

plasmocitóides CD123 (p>0,05) (figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 

 

Figura 23: Expressão de CD11c em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo III. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos 

de pacientes controle e pacientes com LSIL, HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais - e 

diferenças estatisticamente significantes indicadas quando p<0,05 (Teste de Kruskal-Wallis). * p<0,05. 

(a) 

Figura 24: Expressão de CD123 em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo III. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controle e pacientes com LSIL, HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais (Teste de 

Kruskal-Wallis). 

(b) 
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5.5.3 Co-expressão das moléculas CD11c e CD123 

 

A figura 25 representa os resultados obtidos da análise da co-expressão das moléculas 

CD11c e CD123. Pode-se observar um pequeno aumento da porcentagem de células positivas para 

estas moléculas quando comparamos o grupo LSIL (4,56%) em relação ao grupo controle (1,36%), 

porém sem significância estatística (p>0,05) (figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5.4 Expressão da molécula HLA-DR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Expressão de HLA-DR em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo III. (a) Percentual de 

células positivas e (b) Intensidade média de fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos 

obtidos de pacientes controle e pacientes com LSIL e HSIL. Resultados representados em mediana - linhas 

horizontais (Teste de Kruskal-Wallis). 

(a) (b) 

Figura 25: Co-expressão de CD123 e CD11c em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo III. (a) Percentual 

de células positivas de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de pacientes controle e 

pacientes com LSIL, HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais (Teste de Kruskal-Wallis). 
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Em relação à expressão da molécula HLA-DR, observa-se que não há diferença para o 

percentual de células positivas entre os grupos estudados (figura 26a). Observa-se, também, um 

aumento não significativo da intensidade média de fluorescência quando comparamos os grupos 

LSIL (1022,0) e HSIL (986,6) ao grupo controle (572,3) (p>0,05) (figura 26b). 

 

5.5.5 Expressão da molécula CD209 

 

Em relação à expressão de CD209 em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo III, 

observa-se uma redução não significativa do percentual de células positivas nos grupos LSIL 

(0,27%) e HSIL (0,45%) quando comparados ao grupo controle (0,82%) (figura 27a). Em 

contrapartida, a intensidade média de fluorescência revela um aumento, também não significativo, 

quando comparamos os grupos LSIL (841,9) e HSIL (1047,0) ao grupo controle (520,1) (p>0,05) 

(figura 27b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.6 Produção de citocinas – Protocolo III 

 

5.6.1 Citocinas do perfil Th1 

 

 

(a) 

Figura 27: Expressão de CD209 em DCs diferenciadas de acordo com o protocolo III. (a) Percentual de células 

positivas e (b) Intensidade média de fluorescência de células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes controles e pacientes com LSIL, HSIL. Resultados representados em mediana - linhas horizontais (Teste de 

Kruskal-Wallis). 

(b) 
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A figura 28 representa a concentração de citocinas (pg/mL) do perfil Th1 secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas conforme protocolo III. Observa-se, 

nesta figura, que há um aumento da produção de IFN-γ nos grupos LSIL (81,07pg/mL) e HSIL 

(72,54pg/mL) em comparação ao grupo controle (20,29pg/mL), porém este aumento não é 

significativo (p>0,05) (figura 28b). Também se observou um aumento não significativo da 

produção de IL-2 nos grupos LSIL (11,74pg/mL) e HSIL (19,52pg/mL) em comparação ao grupo 

controle (1,23pg/mL) (p>0,05) (figura 33c). Em relação à produção da IL-12 (figura 28a), nota-se 

uma maior produção desta citocina nas pacientes com diagnóstico de LSIL (1059,0pg/mL) em 

comparação ao grupo controle (544,0pg/mL), entretanto sem significância estatística (p>0,05). 

(a) (b) 

Figura 28: Concentração de citocinas do perfil Th1 secretadas no sobrenadante da cultura de células dendríticas 

de pacientes com LSIL, HSIL e de pacientes controles diferenciadas de acordo com o protocolo III. (a) 

Concentração de IL-12 (pg/mL); (b) Concentração de IFN-γ (pg/mL); (c) Concentração de IL-2 (pg/mL); (d) 

Concentração de TNF-α (pg/mL). Resultados representados em mediana – linhas horizontais (teste de Kruskal-Wallis).  

(c) (d) 
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Também se evidencia uma redução da produção de TNF-α nos grupos LSIL (1691,0pg/mL) e HSIL 

(1443,0pg/mL) em comparação ao grupo controle (2436,0pg/mL), sem significância estatística 

(p>0,05) (figura 28b).  

 

5.6.2 Citocinas do perfil Th2 

 

A figura 29 representa a concentração de citocinas, em pg/mL, do perfil Th2 secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas de acordo com o protocolo III. A partir 

desta figura observa-se que houve uma redução, não significativa, da produção da IL-4, quando 

comparamos os grupos LSIL (13,02pg/mL) e HSIL (11,34pg/mL) ao grupo controle (19,43pg/mL) 

(p>0,05) (figura 35a). Não foram observadas alterações no padrão de secreção da IL-10 entre os 

grupos estudados (figura 29b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.6.3 Citocinas do perfil Treg 

 

Observa-se, na figura 30, que houve um aumento significativo da concentração de TGF-β no 

grupo LSIL (4525,0pg/mL) em comparação o grupo controle (1602,0pg/mL) (p=0,0048). Quando 

Figura 29: Concentração de citocinas do perfil Th2 secretadas no sobrenadante da cultura de células dendríticas 

de pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles diferenciadas de acordo com o protocolo III. (a) Concentração 

de IL-4 (pg/mL); (b) Concentração de IL-10 (pg/mL). Resultados representados em mediana – linhas horizontais (teste 

de Kruskal-Wallis).  

(a) (b) 
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comparados o grupo HSIL (3254,0pg/mL) ao grupo controle (1602,0pg/mL), também se observa 

um aumento da concentração desta citocina, entretanto sem diferença estatística (p>0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.7 Comparação entre os protocolos utilizados 

 

Para avaliarmos se os diferentes protocolos de diferenciação utilizados poderiam resultar em 

células dendríticas com maior capacidade de ativação de linfócitos do perfil Th1, comparou-se a 

expressão dos marcadores de superfície CD11c, HLA-DR, CD86 e CD80 em DCs diferenciadas de 

acordo com os protocolos I, II e III, obtidas de pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles. 

 A figura 31 representa os resultados obtidos para a comparação entre os diferentes 

protocolos utilizados. Observa-se que DCs obtidas de pacientes controles diferenciadas de acordo 

com o protocolo II, apresentam uma redução significativa do percentual de células positivas para 

CD11c (2,19%) em comparação com os protocolos I (42,65%) e III (30,17%) (p<0,001). Nas 

pacientes com diagnóstico de LSIL, observou-se uma redução significativa do percentual de células 

positivas para CD11c no protocolo II (1,57%) em comparação aos protocolos I (30,91%) 

(p<0,0001) e III (46,36%) (p=0,0003). Além disso, observa-se também, para este grupo de 

pacientes, um aumento significativo do percentual de células positivas para CD11c quando 

comparamos o protocolo III (46,36%) ao protocolo I (30,91%) (p=0,0439). Nas pacientes com 

Figura 30: Concentração de TGF-β, secretado no sobrenadante da cultura de células dendríticas de pacientes 

com LSIL, HSIL e pacientes controles diferenciadas de acordo com o protocolo III. Resultados representados em 

mediana – linhas horizontais – e diferenças estatisticamente significantes indicadas quando p<0,05 (teste de Kruskal-

Wallis). * p<0,05. 
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diagnóstico de HSIL observou-se uma redução do percentual de células positivas para CD11c 

quando comparamos os protocolos I (39,54) e III (32,76%) ao protocolo II (7,26%), sendo 

estatisticamente significativo quando comparamos os protocolos I e II (p=0,0348) (figura 31a). 

 Ao avaliar-se o percentual de células positivas para HLA-DR, observa-se uma redução 

significativa quando comparamos o protocolo II (0,7%) aos protocolos I (6,96%) (p<0,0001) e III 

(6,6%) (p=0,0002), para os pacientes controles. As pacientes com LSIL também apresentam uma 

redução significativa da expressão deste marcador quando comparamos o protocolo II (0,62%) aos 

protocolos I (5,75%) (p=0,0001) e III (6,95%) (p=0,0024). Nas pacientes com diagnóstico de HSIL 

observa-se uma redução do percentual de células positivas para HLA-DR quando comparamos o 

protocolo II (1,76%) aos protocolos I (5,65%) e III (4,24%), entretanto esta redução não é 

significativa (figura 31b). 

 Em relação ao percentual de células positivas para a molécula CD80 nos pacientes controle, 

observa-se que houve um aumento significativo quando comparamos o protocolo II (0,36%) ao 

protocolo III (0,15%) (p=0,0083). Quando comparamos o protocolo II (0,36%) ao protocolo I 

(0,19%) também observamos este aumento do percentual de células positivas para CD80, entretanto 

sem relevância estatística. Nas pacientes com diagnóstico de LSIL, pode-se observar um aumento 

estatisticamente significativo do percentual de células positivas para CD80 quando comparamos o 

protocolo II (0,84%) aos protocolos I (0,18%) (p=0,0012) e III (0,25%) (p=0,0271). Em relação ao 

percentual de células positivas para esta molécula nas pacientes com HSIL, observa-se que também 

há um aumento significativo quando comparamos o protocolo II (1,21%) aos protocolos I (0,1%) 

(p=0,0131) e III (0,3%) (p=0,0337) (figura 31c). 

 Em relação à expressão da molécula co-estimulatória CD86, observa-se que no grupo 

controle, há uma redução significativa do percentual de células positivas quando comparamos o 

protocolo II (0,57%) aos protocolos I (3,25%) (p=0,0003) e III (1,91%) (p=0,0017). Nas pacientes 

com LSIL se observa uma redução significativa do percentual de células positivas para CD86 

quando comparamos o protocolo II (0,67%) ao protocolo I (2,1%) (p=0,0201). Ao comparar-se o 

protocolo II (0,67%) ao protocolo III (1,60%) também se observa uma redução do percentual de 

células positivas, entretanto sem relevância estatística. Nas pacientes com HSIL, é possível 

observar-se uma redução do percentual de células positivas para CD86 no protocolo II (1,11%) 

quando comparado aos protocolos I (2,56%) e III (3,44%), entretanto esta redução não é 

estatisticamente significativa (figura 31d).  
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Assim como os protocolos de diferenciação utilizados podem alterar o perfil fenotípico das 

células dendríticas, investigou-se a sua influência sobre a produção de citocinas no sobrenadante da 

cultura de DCs.  

 A figura 5 representa as concentrações de citocinas secretadas no sobrenadante da cultura de 

células dendríticas diferenciadas de acordo com os três diferentes protocolos. Observa-se, a partir 

Figura 31: Comparação da expressão dos marcadores CD11c, HLA-DR, CD80 e CD86 em DCs 

diferenciadas obtidas de pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles diferenciadas de acordo com os 

protocolos I, II e III. (a) Percentual de células positivas para CD11c em DCs diferenciadas de acordo com os 

protocolos I, II e II; (b) Percentual de células positivas para HLA-DR em DCs diferenciadas de acordo com os 

protocolos I, II e II; (c) Percentual de células positivas para CD80 em DCs diferenciadas de acordo com os 

protocolos I, II e II; (d) Percentual de células positivas para CD86 em DCs diferenciadas de acordo com os 

protocolos I, II e II. Resultados expressos em mediana – linhas horizontais – e diferenças estatisticamente 

significantes representadas quando p<0,05 (teste de Mann Whitney).* (p<0,05), ** (p<0,0001). 

(a) 

(c) (d) 

Protocolo I Protocolo II Protocolo III 

(b) 
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desta figura, que há uma redução significativa da produção de IL-12 quando comparamos o 

protocolo II (42,7pg/mL) aos protocolos I (272,8pg/mL) e III (544,0pg/mL) para os pacientes 

controles (p<0,0001). Além disso, pode-se observar também, um aumento significativo da produção 

desta citocina quando comparamos o protocolo III (544,0pg/mL) ao protocolo I (272,8pg/mL) neste 

grupo de pacientes (p=0,0027). Nas pacientes com diagnóstico de LSIL observa-se uma redução da 

produção de IL-12 no protocolo II (105,0pg/mL) quando comparado aos protocolos I (271,5pg/mL) 

e III (1059,0pg/mL), sendo esta redução estatisticamente significativa quando comparamos os 

protocolos II e III (p=0,0006). Ademais, é possível observar-se um aumento significativo da 

produção desta citocina quando comparamos o protocolo III (1059,0pg/mL) ao protocolo I 

(271,5pg/mL) (p=0,0033), neste grupo de pacientes. Nas pacientes do grupo HSIL, se observa uma 

redução da produção de IL-12 no protocolo II (84,2pg/mL) em comparação aos protocolos I 

(277,2pg/mL) e III (641,0pg/mL) e um aumento da produção desta citocina quando comparamos o 

protocolo III (641,0pg/mL) ao protocolo I (277,2pg/mL), entretanto sem diferença estatística (figura 

32a). 

 Em relação à produção de TNF-α, pode-se observar que houve uma redução estatisticamente 

significativa da produção desta citocina quando comparamos o protocolo II (306,4pg/mL) aos 

protocolos I (2139,0pg/mL) (p<0,0001) e III (2436,0pg/mL) (p=0,0009) no grupo controle. Nas 

pacientes com LSIL se observa uma redução da produção desta citocina no protocolo II 

(391,9pg/mL) quando comparado aos protocolos I (2139,0pg/mL) e III (1691,0pg/mL), sendo esta 

redução estatisticamente significante quando comparados os protocolos I e II (p<0,0001). Nas 

pacientes com diagnóstico de HSIL observou-se uma redução significativa da produção desta 

citocina quando comparamos o protocolo II (250,2pg/mL) ao protocolo I (2139,0pg/mL) 

(p=0,0001). Também é possível observar esta redução quando comparamos o protocolo II 

(250,2pg/mL) ao protocolo III (1443,0pg/ml), entretanto sem relevância estatística (figura 32b). 

 A figura 32c representa a concentração de IL-4, característica do perfil Th2, secretadas no 

sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas de acordo com os três protocolos 

utilizados. Observa-se que nos pacientes controles, há um aumento significativo da produção de IL-

4 quando comparamos o protocolo II (330,6pg/mL) aos protocolos I (26,7pg/mL) (p=0,0012) e II 

(19,4pg/mL) (p=0,0002). Nas pacientes com diagnóstico de LSIL, pode-se observar uma redução 

estatisticamente significativa da produção desta citocina quando comparamos o protocolo III 

(13,0pg/mL) aos protocolos I (34,9pg/mL) (p=0,0019) e II (47,3pg/mL) (p=0,0048). Esta redução 
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também pode ser observada nas pacientes com diagnóstico de HSIL, quando comparamos o 

protocolo III (11,3pg/mL) ao protocolo I (29,9pg/mL) (p=0,0287). 

 Em relação à produção de IL-10, pode observar-se que, no grupo controle, há uma redução 

estatisticamente significativa quando comparamos o protocolo II (3,6pg/mL) aos protocolos I 

(184,5pg/mL) (p<0,0001) e III (169,7pg/mL) (p=0,0002). Nas pacientes com LSIL, se observa uma 

redução estatisticamente significativa para a produção desta citocina quando comparamos o 

protocolo II (15,49pg/mL) aos protocolos I (184,5pg/mL) (p<0,0001) e III (108,6pg/mL) 

(p=0,0158). É possível observar-se também esta redução quando comparamos o protocolo II 

(11,0pg/mL) aos protocolos I (173,7pg/mL) (p<0,0001) e III (129,6pg/mL) (p=0,0160) nas 

pacientes com diagnóstico de HSIL (figura 32d). 

Em relação à produção de TGF-β, citocina característica do perfil T regulatório, pode-se 

observar que há um aumento da produção desta citocina nos protocolos II (688,3pg/mL) (p=0,0192) 

e III (1602,0pg/mL) (p<0,0001) quando comparados ao protocolo I (260,2pg/mL) nos pacientes 

controle. Nas pacientes com LSIL, pode-se observar um aumento estatisticamente significativo da 

produção desta citocina no protocolo III (4525,0pg/mL) quando comparado aos protocolos I 

(334,5pg/mL) e II (721,9pg/mL) (p<0,0001). Além disso, observa-se também um aumento 

significativo da produção desta citocina quando comparamos o protocolo II (721,9pg/mL) ao 

protocolo I (334,5pg/mL) (p=0,0337). Nas pacientes com HSIL, observa-se, um aumento 

estatisticamente significativo da produção de TGF-β no protocolo III (3254,0pg/mL) quando 

comparado aos protocolos I (526,5pg/mL) (p=0,0067) e II (626,1pg/mL) (p=0,0420) (figura 32e). 

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos através da análise por citometria de fluxo e 

ELISA, das células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico de 

pacientes com LSIL, HSIL, câncer cervical invasivo e pacientes controle, submetidos a três 

diferentes protocolos de ativação. Os resultados estão representados em mediana (teste de Kruskal-

Wallis). 
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(a) 

(c) 

(b) 

(d) 

Figura 32: Citocinas secretadas no sobrenadante da cultura de DCs diferenciadas de acordo com os protocolos I, 

II e III. (a) Concentração de IL-12 no sobrenadante da cultura de DCs diferenciadas a partir de monócitos obtidos de 

pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles; (b) Concentração de TNF-α no sobrenadante da cultura de DCs 

diferenciadas a partir de monócitos obtidos de pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles; (c) Concentração de IL-

4 no sobrenadante da cultura de DCs diferenciadas a partir de monócitos obtidos de pacientes com LSIL, HSIL e 

pacientes controles; (d) Concentração de IL-10 no sobrenadante da cultura de DCs diferenciadas a partir de monócitos 

obtidos de pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles; (e) Concentração de TGF-β no sobrenadante da cultura de 

DCs diferenciadas a partir de monócitos obtidos de pacientes com LSIL, HSIL e pacientes controles. Resultados 

representados em mediana – linhas horizontais – e diferenças estatisticamente significantes representadas quando p<0,05 

(teste de Kruskal-Wallis). * (p<0,05), ** (p<0,0001) . 

 

Protocolo I Protocolo II Protocolo  III 

(e) 
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Tabela 3: Análise das células dendríticas diferenciadas a partir de monócitos de pacientes com 

LSIL, HSIL, câncer cervical invasivo e pacientes controle.  

 

 

PROTOCOLO I   PROTOCOLO II   PROTOCOLO III 

 
Frequencia de Células Positivas (%) 

 

Controle LSIL HSIL INVASIVO 

 
Controle LSIL HSIL 

 
Controle LSIL HSIL 

CD11c 42,65 30,91 39,54 33,87 

 

2,19 1,57 7,26 

 

30,17 46,36 32,76 

CD123 1,25 0,82 2,535 0,38 

 

0,57 0,49 0,99 

 

0,42 0,47 0,415 

CD123/CD11c 6,22 4,5 6,85 3,02 

 

2,38 1,87 3,31 

 

1,36 4,56 2,21 

HLA-DR 6,96 5,755 5,65 1,595 

 

0,7 0,62 1,76 

 

6,6 6,95 4,235 

CD86 3,25 2,05 2,56 1,12 

 

0,57 0,67 1,11 

 

1,91 1,595 3,44 

CD80 0,19 0,175 0,23 0,1 

 

0,36 0,84 1,21 

 

0,15 0,245 0,3 

CD209 1,73 1,15 1,16 0,265 

 

0,62 0,6 1,49 

 

0,82 0,27 0,455 

 
Intensidade Média de Fluorescência (MFI) 

CD11c 2895 3650 3164 2966 

 

2057 2488 3485 

 

3174 3630 3531 

CD123 1134 1405 1459 1323 

 

1754 1863 1611 

 

1346 1376 1233 

CD123/CD11c 4788 4294 4358 3080 

 

1346 1491 1834 

 

4794 6352 2712 

HLA-DR 891,4 990,2 1015 1014 

 

809,1 1153 881,1 

 

572,3 1022 986,6 

CD86 1425 1400 1436 1330 

 

1436 1736 1562 

 

1191 1317 1160 

CD80 1640 1810 1717 1833 

 

2455 2318 1847 

 

1268 1505 2149 

CD209 776,1 919,9 877,1 969,3 

 

952,9 1160 1009 

 

520,1 841,9 1047 

 
Produção de Citocinas (pg/mL) 

IL-2 5,492 43,31 20,6 19,43 

 

1,238 31,33 35,44 

 

1,238 11,74 19,52 

IL-4 26,68 34,97 29,95 31,3 

 

330,6 47,31 39,16 

 

19,43 13,02 11,34 

IL-10 184,5 153,1 173,7 123,5 

 

3,602 15,49 11,01 

 

169,7 108,6 129,6 

IL-12 272,8 271,5 277,2 244,6 

 

42,77 105 84,21 

 

544 1059 641 

IFN-γ 53,83 43,5 53,34 55,42 

 

31,13 54,55 60,42 

 

20,29 81,07 72,54 

TNF-α 2139 2139 2139 1606 

 

306,4 391,9 250,2 

 

2436 1691 1443 

TGF-β 260,2 334,5 526,5 479,3 

 

688,3 721,9 626,1 

 

1602 4525 3254 
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6. DISCUSSÃO 

 

Os tratamentos antitumorais tradicionais conquistaram importante avanço clínico com o 

passar dos anos, entretanto, devido a algumas limitações, nem sempre se observa a completa 

erradicação doença. A cirurgia e a radioterapia, por exemplo, são importantes no tratamento de 

tumores localizados. Nos estágios mais avançados, em que se observa a disseminação da doença, a 

quimioterapia é mais utilizada, porém, seus efeitos tóxicos sobre os tecidos normais podem limitar 

sua utilização. A descoberta de respostas imunológicas específicas para o tumor em pacientes com 

câncer estimulou o desenvolvimento de imunoterapias que visam aumentar as respostas imunes 

antitumorais (BAXEVANIS; PEREZ; PAPAMICHAIL, 2009).    

No ano de 1994, os pesquisadores Federica Sallusto e Antonio Lanzavecchia desenvolveram 

uma técnica capaz de induzir a diferenciação de células dendríticas maduras a partir de monócitos 

do sangue periférico utilizando a combinação das citocinas IL-4, GM-CSF e TNF-α. Desde então, 

diversos protocolos têm sido desenvolvidos no intuito de aprimorar a função destas células, uma 

vez que sua capacidade de ativar linfócitos T virgens e iniciar uma resposta imunológica depende 

do seu estado de maturação (APOSTOLOPOULOS et al., 2014; FIGDOR et al., 2004; 

SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994). 

Diversos estudos têm demonstrado que células dendríticas obtidas de pacientes com câncer 

apresentam propriedades tolerogênicas (FRICK; GRÜNEBACH; AUTENRIETH, 2010) e 

disfuncionais, particularmente no que se diz respeito à capacidade de gerar respostas de linfócitos T 

(SATTHAPORN et al., 2004). Tomando-se por base estas informações, neste estudo buscamos 

avaliar, através da expressão de marcadores de superfície e da produção de citocinas, o perfil de 

ativação das DCs diferenciadas a partir de monócitos obtidos de pacientes com câncer cervical 

invasivo, lesão intraepitelial cervical de diferentes graus e pacientes normais, submetidos a três 

diferentes protocolos de ativação, no intuito de verificar se o estadiamento da lesão cervical pode 

influenciar no processo de diferenciação e maturação destas células.  

No câncer, diversas características das células mieloides, incluindo as propriedades 

migratórias e funcionais, estão alteradas (RICHARDS; HETTINGER; FEUERER, 2013). Além 

disso, estudos mostram que pacientes com diversos tipos de tumores, incluindo mama, próstata e 

glioma, apresentam uma prevalência de células dendríticas imaturas, com diminuída capacidade 

funcional, no sangue periférico dos pacientes com a doença em estadios mais avançados (PINZON-

CHARRY; MAXWELL; LÓPEZ, 2005).   
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Em nosso estudo, a análise da expressão dos marcadores de superfície mieloide e 

plasmocitóide nas células dendríticas diferenciadas de monócitos obtidos de pacientes com 

diagnóstico de LSIL, HSIL e câncer cervical invasivo, comparada ao perfil observado nos pacientes 

controles revelou que, no protocolo I, houve uma tendência à diminuição do percentual de células 

positivas para a molécula CD11c de acordo com o estadiamento da lesão, entretanto sem 

significância estatística. Além disso, observou-se também uma redução significativa da 

porcentagem de células positivas para a molécula CD123, característica das células dendríticas 

plasmocitóides, nas pacientes com diagnóstico de câncer cervical invasivo em relação ao grupo 

HSIL, sugerindo que a capacidade de diferenciação dos monócitos em DCs pode estar 

comprometida nas pacientes com câncer cervical. Esta deficiência no processo de diferenciação das 

células dendríticas também foi observada em pacientes com câncer colorretal, em um estudo 

publicado por Orsini e colaboradores, no ano de 2013 (ORSINI et al., 2013). 

Em contrapartida, as células dendríticas diferenciadas utilizando-se o protocolo II, 

apresentaram uma tendência ao aumento do percentual de células positivas para as moléculas 

CD123 e CD11c nas pacientes com lesão intraepitelial de alto grau em comparação ao grupo 

controle, sem significância estatística, o que também foi observado na protocolo III, em relação à 

expressão de CD11c, sendo este aumento estatisticamente significativo quando comparamos o 

grupo LSIL ao grupo controle, neste protocolo. Estes resultados sugerem que o estímulo indireto 

com LPS possa contribuir para o processo de diferenciação das DCs, revertendo o 

comprometimento observado nas pacientes com diferentes estadiamentos de lesão cervical. 

O LPS é o principal componente da membrana externa de bactérias gram-negativas. O 

reconhecimento desta molécula pelo receptor de membrana TLR4 ativa diversas vias de sinalização 

intracelular, incluindo a IKK (I kappa B kinase) e as MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases). 

Estas vias de sinalização por sua vez ativam uma variedade de fatores de transcrição, incluindo o 

NF-κB e a AP-1, relacionadas à indução de diferentes genes que codificam moléculas inflamatórias 

(GUHA; MACKMAN, 2001). De acordo com o estudo publicado por NOTI e colaboradores no ano 

de 1996, o fator de transcrição AP-1 é capaz de regular diretamente a expressão da molécula CD11c 

(NOTI; REINEMANN; PETRUS, 1996), o que condiz com os achados encontrados em nosso 

estudo. 

Curiosamente, observamos a presença de uma pequena porcentagem de células positivas 

para ambas as marcações, mieloide e plasmocitóide, utilizando-se os três protocolos para 

diferenciação das células dendríticas. Segundo Shi e colaboradores, estas células representam um 
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estágio inicial imaturo de células dendríticas mieloides com grande potencial antitumoral (SHI et 

al., 2008) e são importantes candidatas para o uso em protocolos de imunoterapia com células T 

adotivas (WARD; STEWART; SCHWARER, 2006). 

O CD209, também conhecido como DC-SIGN, é uma importante molécula de adesão 

envolvida na interação entre células dendríticas e linfócitos T (GEIJTENBEEK et al., 2000). A 

expressão deste marcador nas células dendríticas é dependente do estímulo com IL-4 e pode ser 

regulada negativamente através do estímulo com TGF-β, IFN-γ e agentes anti-inflamatórios 

(RELLOSO et al., 2002).  

Nossos resultados mostraram que há uma redução significativa da porcentagem de células 

positivas para CD209 nas pacientes com câncer cervical invasivo comparado ao grupo controle no 

protocolo I, sugerindo que não apenas o processo de diferenciação, mas também o processo de 

maturação possa estar comprometido nas pacientes com câncer cervical. Os demais protocolos 

utilizados não evidenciaram alterações significativas para expressão desta molécula.  

A molécula de HLA-DR é uma molécula de CHP de classe II importante para a 

apresentação de antígenos peptídicos processados pelas células dendríticas. Em nosso estudo não 

observamos alteração na expressão desta molécula nas células obtidas das pacientes com lesão 

cervical em comparação ao grupo controle utilizando o protocolo I, sugerido que o grau de lesão 

não interfere na expressão deste marcador, o que também foi observado em células dendríticas 

diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico de pacientes com câncer de mama e 

pacientes normais (GABRILOVICH et al., 1997). 

No ano de 2003, Wolf e colaboradores demonstraram que há um aumento do número de 

linfócitos T regulatórios no sangue periférico de pacientes com diferentes tipos de câncer (WOLF et 

al., 2003). Estas células sintetizam o TGF-β, uma citocina capaz de auxiliar no desenvolvimento 

tumoral (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000). Luttmann e colaboradores observaram que esta 

citocina é capaz de inibir a expressão de HLA-DR em eosinófilos ativados do sangue periférico 

(LUTTMANN et al., 1998). O aumento significativo da expressão de HLA-DR nas pacientes com 

diagnóstico de HSIL comparado ao grupo controle, utilizando-se a protocolo II para a ativação das 

células dendríticas, observado em nosso estudo pode estar relacionado à ausência de linfócitos T 

regulatórios no sobrenadante de cultura de DCs, que neste protocolo foram cultivadas isoladamente.  

Assim como o estadiamento da lesão pode influenciar na expressão de marcadores de 

superfície, é possível que também ocorram alterações na produção de citocinas no sobrenadante da 

cultura de células dendríticas.  
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No ano de 1986, Mosmann e colaboradores observaram que os clones de células T auxiliares 

poderiam ser divididos em duas classes, Th1 e Th2, de acordo com o perfil de citocinas sintetizados 

por estas células (MOSMANN et al., 1986). Posteriormente foi descrito outra subpopulação de 

linfócitos T auxiliares, denominados de linfócitos T reguladores (Treg) (SAKAGUCHI, 2004). 

 A diferenciação de linfócitos do perfil Th1 ocorre através do estímulo com IL-12, uma vez 

ativadas, estas células produzem IFN-γ, IL-2 e TNF-α, que intensificam a resposta imunológica 

mediada por células (ATHIE-MORALES et al., 2004). Os linfócitos do perfil Th2 são induzidos 

mediante estímulo com IL-4 e sintetizam IL-4 e IL-5, citocinas importantes no desenvolvimento de 

respostas imunes humorais (MOWEN; GLIMCHER, 2004). A geração de respostas do perfil Th1 

parece estar envolvida no desenvolvimento de uma resposta antitumoral eficaz, o mesmo não ocorre 

na geração de células do perfil Th2 (KENNEDY; CELIS, 2008; SREDNI et al., 1996). 

  Os linfócitos T reguladores exercem papel imunossupressor, principalmente mediante a 

produção de TGF-β, e estão envolvidas na manutenção da autotolerância, prevenção de doenças 

autoimunes e de respostas exacerbadas contra microorganismos (SAKAGUCHI, 2004). Além disso, 

estas células podem contribuir para o desenvolvimento tumoral através da supressão da resposta 

imunológica (BEYER; SCHULTZE, 2006). 

 A IL-12 é uma importante citocina envolvida na ativação de linfócitos do perfil Th1. Além 

disso, esta citocina é capaz de estimular a citotoxicidade e a produção de IFN-γ pelos linfócitos T 

CD8
+
 e células NK (DORMAN; HOLLAND, 2000; HEISER et al., 2002). Em nosso estudo não 

observamos diferenças estatisticamente significantes para a produção desta citocina entre os grupos 

estudados. Sugerindo que o grau de lesão cervical não tem influência sob a produção desta citocina.  

 A IL-2 é um importante fator envolvido na proliferação de linfócitos T durante o processo 

de apresentação antigênica. Esta citocina é capaz de induzir mecanismos anti-apoptóticos que 

inibem a morte das células do sistema imune (SWAIN, 1991). Em nosso estudo observamos que, 

para todos os protocolos utilizados, há uma maior produção desta citocina nas pacientes com lesão 

cervical em comparação com os pacientes controle. Este aumento foi significativo apenas quando 

comparamos os grupos LSIL e HSIL ao grupo controle no protocolo II. Este aumento pode estar 

relacionado ao estado proliferativo observado nestas pacientes, além disso, existem evidências de 

que as próprias células tumorais das pacientes com câncer cervical são capazes de sintetizar IL-2 

como um fator de crescimento autócrino (RANGEL-CORONA et al., 2010). 

 O INF-γ também está relacionado à indução de respostas do perfil Th1, além disso, esta 

citocina é capaz de mediar a ativação de macrófagos e linfócitos T citotóxicos, que exercem 
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importante papel na resposta imune antitumoral (IKEDA; OLD; SCHREIBER, 2002; MURPHY et 

al., 2000). Em nosso estudo não observamos alterações significativas para a produção desta citocina 

entre os grupos e protocolos estudados.  

O TNF-α é uma importante citocina inflamatória, envolvida na apoptose, sobrevida e 

proliferação celular. Esta cítocina aumenta a expressão de moléculas de CHP de classe I e a 

sensibilidade das células neoplásicas à lise, potencializando, desta forma uma resposta imune 

antitumoral (DESHPANDE et al., 2005; DUARTE et al., 2005).  

A quantificação de citocinas no sobrenadante da cultura de células dendríticas diferenciadas 

a partir do protocolo I sugere que exista uma diminuição da polarização de linfócitos T do perfil 

Th1, pois se observou uma redução significativa da produção de TNF-α, quando comparamos o 

grupo invasivo ao grupo controle. Esta redução pode estar relacionada à maturação das células 

dendríticas, que como foi observado anteriormente, através da expressão de CD209, está reduzida 

nestas pacientes. 

A IL-4 é a principal citocina secretada por linfócitos do perfil Th2. Nossos resultados 

mostram que no protocolo I não houve diferença estatisticamente significante para a síntese desta 

citocina entre os grupos estudados, sugerindo que o grau de lesão cervical não interfere em sua 

produção. Por outro lado, observamos que houve uma redução significativa da produção desta 

citocina no grupo HSIL comparado ao grupo controle, no protocolo II. Estes achados, em 

associação ao aumento de IL-2, observado nos mesmos grupos, sugerem que há uma tendência à 

polarização de uma resposta Th1 utilizando-se este protocolo.  

Nas células normais, o TGF-β atua como um supressor tumoral, pois é capaz de inibir a 

proliferação celular ou promover a diferenciação celular e apoptose. No entanto, nos estágios 

iniciais da tumorigênese, as células perdem a inibição do crescimento mediada pelo TGF-β, como 

resultado de mutação ou perda da expressão dos genes relacionados à via de sinalização do TGF-β. 

Uma vez resistente à inibição do crescimento por TGF-β, as células tumorais e as células estromais 

presentes no tumor aumentam sua produção de TGF-β, que estimula a angiogênese, a motilidade 

celular e a supressão do sistema imune, favorecendo o processo de invasão e metástase das células 

tumorais (BLOBE; SCHIEMANN; LODISH, 2000). 

No protocolo III, evidenciou-se um aumento expressivo do TGF-β nas pacientes com lesões 

intraepiteliais escamosas, significativo nas pacientes com LSIL em comparação ao grupo controle, o 

que pode estar relacionado à presença de linfócitos T reguladores no sobrenadante da cultura, que, 
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segundo Caramalho e colaboradores, podem ser ativados mediante estímulo com LPS 

(CARAMALHO et al., 2003).  

Diversos protocolos têm sido descritos para maturação de DCs a partir de células dendríticas 

imaturas, incluindo estímulos com TNF-α, IL-1β, produtos bacterianos, como o LPS, interferons e 

prostaglandinas (HAN et al., 2009; SNIJDERS et al., 1998; TEN BRINKE et al., 2007). Os 

protocolos de maturação convencionais utilizam a combinação das citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α e 

prostaglandina E2 capazes induzir a diferenciação de DCs maturas com grande capacidade co-

estimulatória e de migração, mas com capacidade reduzida de produção da IL-12 (JONULEIT et 

al., 1997; NICOLETTE et al., 2007).  

O estímulo com LPS está relacionado à maior expressão da molécula co-estimulatória CD80 

e ao aumento da produção da IL-12 (ELKORD et al., 2005; SNIJDERS et al., 1998; TEN BRINKE 

et al., 2007). Han e colaboradores publicaram em 2009 um estudo em que avaliaram se a maturação 

das células dendríticas ativadas com LPS e IFN-γ poderia ser melhorada através do estímulo com 

outras citocinas, como a IL-1 e o TNF-α. Neste estudo os autores observaram que não houve 

diferenças estatísticas para a expressão de moléculas co-estimulatórias, HLA-DR e para a produção 

de IL-12 utilizando ambos os coquetéis de citocinas (HAN et al., 2009).  

Em nosso estudo avaliamos se o estímulo com o LPS poderia melhorar a maturação 

observada em células dendríticas ativadas através do estímulo com TNF-α. Não foram encontrados 

na literatura, ao que sabemos pesquisas semelhantes que tenham utilizado as mesmas combinações 

de citocinas ou os mesmos protocolos utilizados nesta pesquisa. 

Nossos resultados evidenciaram uma redução significativa do percentual de células positivas 

para CD11c quando comparamos o protocolo II aos demais protocolos utilizados para diferenciação 

de DCs, sugerindo que a presença de células não aderentes no sobrenadante da cultura de monócitos 

do sangue periférico possa auxiliar na diferenciação das células dendríticas. 

Ao avaliar-se a expressão do HLA-DR entre os protocolos utilizados, podemos observar que 

há uma redução do percentual de células positivas para esta molécula quando comparamos o 

protocolo II aos protocolos I e III, em todos os grupos de pacientes estudados. Esta redução foi 

estatisticamente significativa quando comparamos o protocolo II aos protocolos I e III nas pacientes 

com diagnóstico de LSIL e nos pacientes controles, sugerindo que o processo de maturação das 

células dendríticas também seja influenciado pela presença de células não aderentes no 

sobrenadante da cultura destas células.  
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Evidenciou-se, também uma menor expressão de CD86 nas DCs diferenciadas de acordo 

com o protocolo II em comparação aos demais protocolos utilizados. Esta redução do percentual de 

células positivas para CD86 foi significativa quando comparamos o protocolo II aos protocolos I e 

III nos pacientes controles e quando comparamos o protocolo II ao protocolo I nas pacientes com 

diagnóstico de LSIL. Sugerindo que as células não aderentes presentes no sobrenadante da cultura 

estimulam não só a expressão de HLA-DR como também a expressão de CD86 nas DCs 

diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico. 

Comparando-se os protocolos utilizados para diferenciação, observamos que houve uma 

menor produção desta citocina utilizando-se o protocolo II em comparação aos protocolos I e III, 

para todos os grupos de pacientes avaliados. Esta redução foi estatisticamente significativa quando 

comparamos o protocolo II aos protocolos I e III nos pacientes controles, e quando comparamos o 

protocolo II ao protocolo III nas pacientes com LSIL. Esta redução da produção de IL-12 está 

diretamente relacionada ao percentual de células dendríticas CD11c
+
 que, como já foi mencionado 

anteriormente, é reduzido neste protocolo. 

Além disso, podemos observar que para todas as pacientes avaliadas, há um aumento da 

produção de IL-12 quando utilizamos o protocolo III para diferenciação das DCs. Este aumento é 

estatisticamente significativo quando comparamos o protocolo III aos protocolos I e II nos grupos 

LSIL e controle, sugerindo que o estímulo com TNF-α associado ao LPS induz a uma maior 

produção desta citocina por células dendríticas. 

Em nosso estudo, evidenciou-se uma redução da síntese de TNF-α na cultura de DCs 

diferenciadas segundo o protocolo II. Esta redução foi estatisticamente significante quando 

comparamos o protocolo II aos protocolos I e III para os pacientes controles, e quando comparamos 

o protocolo II ao protocolo I, nas pacientes com diagnóstico de LSIL e HSIL, sugerindo que este 

protocolo de diferenciação possa reduzir a síntese de citocinas do perfil Th1. 

Em relação à produção da IL-10 não observamos alterações na produção desta citocina entre 

as pacientes avaliadas. No entanto, podemos observar que houve redução significativa da produção 

desta citocina utilizando-se o protocolo II para diferenciação das células dendríticas em comparação 

aos demais protocolos utilizados. Esta citocina pode ser produzida por diferentes tipos de células 

(BINGISSER et al., 2000) e apesar de estar incluída no perfil de resposta Th2, devido às suas 

propriedades imunossupressoras e sua capacidade de estimular linfócitos B, existem estudos 

mostrando que esta citocina pode ser produzida por células do perfil Th1 (GROUX et al., 1998; 

TRINCHIERI, 2007).  
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Comparando-se os protocolos utilizados observou-se que houve um aumento da produção de 

TGF-β nos protocolos II e III em comparação ao protocolo I para todos os grupos de pacientes 

avaliados. Este aumento pode estar relacionado ao estímulo com LPS que, como descrito 

anteriormente, é capaz de ativar linfócitos T reguladores, produtores desta citocina. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Nosso estudo revelou que o processo de diferenciação e ativação das células dendríticas 

diferenciadas a partir de monócitos do sangue periférico de pacientes com câncer cervical invasivo 

está prejudicado. 

Os resultados observados a partir da comparação entre os protocolos utilizados revelam que 

o estímulo com LPS é capaz de induzir uma melhor diferenciação das células dendríticas ativadas 

com TNF-α, obtidas de pacientes com diagnóstico de LSIL e HSIL. Além disso, observamos 

também que o LPS é capaz de induzir o aumento da expressão de CD86 e HLA-DR e de induzir 

respostas do perfil Th1, o que pode ser observado pelo aumento da produção de IL-12, 

característica deste perfil, e pela redução da síntese de IL-4, citocina produzida por linfócitos do 

perfil Th2.  

A presença de células não aderentes na cultura de células dendríticas parece ser essencial 

para seu processo de diferenciação, uma vez que sua remoção, no protocolo II, induziu uma redução 

significativa da expressão dos marcadores de superfície CD11c, CD86 e HLA-DR, e da síntese de 

IL-12, TNF-α e IL-10. Assim, mais estudos tornam-se necessários para compreensão dos efeitos das 

células não aderentes e do estímulo com TNF-α associado ao LPS sobre o processo de diferenciação 

e maturação das células dendríticas. 
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ANEXO B – Modelo do termo de consentimento livre após esclarecimento. 

 

TERMO DE ESCLARESCIMENTO 

 

Você está sendo convidado a participar do estudo “Imunoterapia com células dendríticas no 

tratamento do câncer”. Os avanços na área da saúde ocorrem através de estudos como este, por 

isso sua participação é importante. O objetivo deste estudo é:  

- Estudar possíveis alterações imunológicas e patológicas de tumores.  

- Avaliar o tratamento imunoterapêutico. Sintomas como dor muscular e aumento da temperatura 

podem ocorrer. Estas alterações podem ser tratadas e os pesquisadores orientarão sobre a 

medicação.  

- Caso você participe, será necessário coletar amostra de sangue e do tumor (biópsia) para o estudo 

que estamos propondo e que normalmente é coletado para seus exames ou tratamentos, e que não 

lhe trazem risco de vida.  

Você poderá obter todas as informações que quiser e poderá não participar da pesquisa ou retirar 

seu consentimento a qualquer momento, sem prejuízo no seu atendimento. Pela sua participação no 

estudo, você não receberá qualquer valor em dinheiro, mas terá a garantia de que todas as despesas 

necessárias para a realização da pesquisa não serão de sua responsabilidade. Seu nome não 

aparecerá em qualquer momento do estudo, pois você será identificado com um número.  

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS ESCLARECIMENTO 

 

Eu,................................................................................................................................, li e/ou ouvi o 

esclarecimento acima e compreendi para que serve o estudo e qual procedimento a que serei 

submetido. A explicação que recebi esclarece os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi que sou 

livre para interromper minha participação a qualquer momento, sem justificar minha decisão e que 

isso não afetará meu tratamento. Sei que meu nome não será divulgado, que não terei despesas e 

não receberei dinheiro por participar do estudo. Eu concordo em participar do estudo. 




