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RESUMO 

 

O Carcinoma invasivo de células escamosas resulta da progressão das lesões pré-invasivas 

precursoras denominadas de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC). Nos Estados Unidos 

(EUA), estima-se que 12.990 novos casos foram diagnosticados e 4.120 mulheres serão 

vítimas de câncer cervical em 2016. Estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o 

ano de 2016 no Brasil indicam que o Carcinoma cervical estar  em 3º lugar entre os 10 tipos de 

Câncer mais incidentes, excluindo o de pele não melanoma. As evidências têm implicado o 

Papilomavirus Humano (HPV) como o principal agente etiológico deste câncer. O sistema 

imune do hospedeiro na grande maioria dos casos (80-90%) consegue debelar o vírus do HPV, 

restando apenas uma menor parcela (10-20%) de mulheres que vão apresentar um quadro de 

infecção persistente, podendo evoluir até o câncer cervical.  Sabe-se que a evolução e o 

surgimento do câncer cervical são influenciados por diversos fatores endógenos e exógenos, 

dentre os quais: o sistema imune do hospedeiro, oncogenicidade do HPV, o estado nutricional, 

a idade, escolaridade, número de gestações, uso de preservativos, sexarca, número de 

parceiros sexuais ao longo da vida, entre outros, são fatores determinantes. Em relação à 

resposta imune do hospedeiro, recentemente, vem sendo discutido o papel das células Tγδ, 

uma subpopulação de células do sistema imune inato, em diferentes estudos. O papel das 

células Tγδ e sua participação no microambiente tumoral ainda não está bem estabelecido. O 

objetivo do presente estudo foi quantificar no sangue periférico o percentual dos linfócitos Tγδ e 

correlacionar nos grupos de mulheres com neoplasias intraepitelial cervical (NIC) e Câncer 

cervical. Além disso, pretende-se correlacionar essas variáveis com a presença do HPV, 

citocinas, dados demográficos, clínicos, laboratoriais e histopatológico e avaliar o impacto na 

patogênese das neoplasias de colo uterino e do câncer cervical. Em um primeiro momento do 

estudo foi observado que os linfócitos T gama delta estão em maior quantidade no grupo de 

pacientes sem neoplasias cervicais intra-epiteliais em comparação com os outros grupos, 

contudo essa diferença não foi estatisticamente significativa. Porém, ainda precisa incluir no 

presente estudo a quantificação das células Tγδ no grupo de pacientes com câncer cervical, 

tipagem do HPV, a quantificação das citocinas e avaliar se há uma correlação com as 

pacientes com câncer cervical, a fim de se entender o papel dessas células para a progressão 

das neoplasias cervicais. 

 

Palavras chaves: Neoplasia intraepitelialcervical, células Tγδ, Citometria de fluxo.  

      

 

 

 



 
  

ABSTRACT 

 

Invasive squamous cell carcinoma is resulting from progression of precursor pre-invasive 

lesions known as cervical intraepithelial neoplasia (CIN).In the United States (US), it is 

estimated that 12,990 new cases were diagnosed and 4,120 women will be cervical cancer 

victims in 2016.Estimates from the National Cancer Institute (INCA) for the year 2016 in Brazil 

indicate that cervical carcinoma being in 3rd place among 10 types of more incidents cancer, 

excluding the nonmelanoma skin. Evidence has implicated the Human Papillomavirus (HPV) as 

the primary etiologic agent of cervical cancer. The host's immune system in most cases (80-

90%) can eradicate the virus HPV, leaving only a smaller portion (10-20%) of women who will 

present a persistent infection framework, which may progress to cancer cervical. It is known that 

the evolution and emergence of cervical cancer are influenced by several endogenous and 

exogenous factors, among which: the host immune system, HPV oncogenicity, nutritional 

status, age, education, number of pregnancies, use of condoms, first sexual intercourse, 

number of sexual partners over a lifetime, among others, are determining factors. Regarding the 

host immune response, recently, has been discussed the role of Tγδ cells, a subpopulation of 

cells of the innate immune system in different studies. It is known that your presence in the 

tumor microenvironment may play a role in the progression or inhibition of tumor. The role of 

Tγδ cells and their participation in the tumor microenvironment is not yet well established. The 

aim of this study was to quantify the percentage in peripheral blood Tγδ lymphocytes and 

correlate the groups of women with cervical intraepithelial neoplasia (CIN) and cervical cancer. 

In addition, it is intended to correlate these variables with the presence of HPV, cytokines, 

demographic, clinical, laboratory and histopathological and evaluate the impact in the 

pathogenesis of cervical cancer. At first study moment it was observed that lymphocytes 

gamma delta T are in larger amount in the group of patients without cervical intraepithelial 

neoplasia compared with the other groups, but this difference was not statistically significant. 

However, still need to include in this study to quantify the Tγδ cells in patients with cervical 

cancer, HPV typing, the quantification of cytokines and assess whether there is a correlation 

with the cervical cancer patients in order to understand the role of these cells to the progression 

of cervical cancers. 

Key words: cervical intraepithelial neoplasia, Tγδ cells, flow cytometry. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epidemiologia do câncer de colo uterino 

 

O câncer de colo uterino, também chamado de carcinoma cervical (usualmente 

conhecido pela sigla em inglês SCC – squamous cell carcinoma of the cervix) é a quarta 

malignidade ginecológica mais frequente entre mulheres no mundo. (WAGGONER, 2003) 

Anualmente, cerca de 500.000 mulheres em todo o mundo são diagnosticadas com câncer 

de colo uterino. (American Cancer Society,2010). Dados estimam que 231.000 mulheres 

morram desta doença por ano e cerca de 80% delas são oriundas dos países em 

desenvolvimento (BOSCH, 2008). Estima-se que, nesses países, o carcinoma cervical seja 

responsável por 15% de todos os tumores em mulheres (PARKIN et al., 2005). Como 

regiões de alto risco, podemos considerar: o Leste e o Sudeste da África (30/100.000 

mulheres), o sul da África (26.8/100.000), o sul da Ásia central (24.6/100.000), a América 

do Sul e a África central (23.9 e 23.0/100.000, respectivamente). Riscos mais baixos são 

encontrados no Oeste da Ásia, América do Norte e Austrália/Nova Zelândia (FERLARY et 

al.,2008) variáveis confirmadas na figura 1. 

 É um dos cânceres ginecológicos mais comuns, que afeta mulheres pertencentes 

ás faixas etárias entre 25 a 55 anos de idade em sua grande maioria. (BRONONICKA-

KLYS; LIANERI; JAGODZINSKI; 2016). Estudos mostram que atualmente a cada ano meio 

milhão de mulheres sejam diagnosticadas com a doença, e em torno de 50% venham a 

falecer em sua decorrência. (BRONONICKA-KLYS; LIANERI; JAGODZINSKI; 2016).O 

câncer cervical é um evento raro de ocorrer, mesmo que o vírus HPV esteja presente. De 

maneira que para a ocorrência do câncer é necessário que o HPV esteja presente, porém 

não obrigatoriamente seja o único responsável pelo seu desenvolvimento, outros fatores 

estão intimamente correlacionados. Na grande maioria dos casos observados, o vírus 

apresenta um comportamento transitório, no qual o próprio organismo do hospedeiro é 

capaz de eliminar a infecção por volta de seis meses a dois anos de contato. 

(INTERNACIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER, 2007).  

 Nos Estados Unidos (EUA), estima-se que 12.990 novos casos foram 

diagnosticados e 4.120 mulheres foram vítimas de câncer cervical em 2016 (American 

Cancer Society, 2016.) No Brasil, é o terceiro tumor mais frequente na população feminina, 

atrás apenas do câncer de mama e de colorretal, sendo a quarta causa de morte em 

muheres em todo o país. (INCA, 2016) Estimativas do Sistema de informações sobre 
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mortalidade para o ano de 2016 apontam que 5.430 mortes ocorreram no de 2013 e que 

cerca de 16.340 novos casos sejam diagnosticados apenas para o ano de 2016. (INCA 

2016). Uma prova de que o Brasil avançou na sua capacidade de realzar diagnóstico 

precoce é que na década de 1990, cerca de 70% dos casos diagnosticados eram da 

doença em um estado invasivo. A ponto que atualmente, cerca de 44% dos casos 

diagnosticados são de lesão precursora do câncer, denominada carcinoma in situ. Esse 

tipo de lesão é localizada. (INCA, 2016).   

 

Figura 1. Taxa de infecção por HPV e incidência do câncer cervical. Adaptado de Crow et 

al., 2012. 

 

As taxas de infecção do papilomavírus humano (usualmente conhecido pela sigla 

em inglês HPV - humanpapillomavirus) variam em todo o mundo, assim como o número 

de mulheres infectadas que passam a desenvolver o câncer de colo do útero. 

Aproximadamente, 291 milhões de mulheres são portadoras no mundo do HPV, sendo 

32% infectadas pelos tipos 16 e 18 ou ambas. (DE SANJOSÉ et al.,2007).  
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1.2 Fatores de risco  

 

O câncer é uma doença multifatorial, na qual estão envolvidos alguns fatores 

genéticos e alterações epigenéticas que levam à expressão descontrolada de genes 

envolvidos no início, progressão e promoção da carcinogênese (HOLMES; EGAN; SWAN, 

2007). Com relação ao câncer cervical, alguns fatores, são bem conhecidos pela 

comunidade científica, como estando amplamente relacionados ao desenvolvimento e 

progressão da carcinogênese cervical, entre eles, encontra-se a idade, o início precoce da 

vida sexual, multiplicidade de parceiros sexuais, origem étnica, número de gestações, 

tabagismo, e não mais importante, o sistema imunológico do hospedeiro (GUIMARÃES, 

2012; BROVONICKA-KLYS; LAVIERI; JAGODZINSKI, 2016). O câncer de colo uterino 

está associado à infecção persistente por subtipos oncogênicos do vírus HPV, 

especialmente o HPV 16 e o HPV 18, responsáveis por 70% dos cânceres cervicais. 

(WHO, 2010) A infecção pelo HPV é muito comum. Estima-se que cerca de 80% das 

mulheres  

 A progressão ou regressão das lesões precursoras até o estágio de câncer, vai 

estar sob influência de vários fatores, relacionados desde a própria infecção (o subtipo e 

carga viral, se é uma infecção única ou múltipla) e aos fatores já anteriormente 

mencionados (genética do hospedeiro, à vida sexual, etc) (INCA, 2016). O sistema imune 

na grande maioria dos casos (80-90%) consegue debelaro vírus do HPV, restando 

apenas uma menor parcela (10-20%) de indivíduos que vão apresentar um quadro de 

infecção persistente. No caso, esse grupo será considerado um grupo de risco para o 

desenvolvimento de neoplasia cervical de alto grau. No entanto, uma parcela menor  de 

mulheres infectadas, principalmente por algum tipo de HPV de alto risco oncogênico, 

ocorre o surgimento de lesões precursoras – NICS e o adenocarcinomas in situ, na qual 

sua identificação é de grande importância na prevenção do câncer do colo uterino (WHO, 

2008; STANLEY, 2008; GUIMARÃES; MICHELIN; LUCENA et al.,2011). 

Estudos epidemiológicos clínicos e moleculares demonstraram claramente que a 

principal causa para o surgimento do câncer cervical é a infecção pelo HPV de alto risco 

(HR-HPV), tais como os tipos 16 e 18 (JUNG; RAJASEKARAN; JU et al., 2015). Observa-

se que os HPVs de alto risco oncogênico estão presentes em mais de 99% dos cânceres 

de colo uterino; no entanto é necessário levar em consideração outros fatores, como a 

etiologia, sistema imunológico das mulheres infectadas, assim como a idade, o número de 
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gestações e partos, vaginite crônica, uso de contraceptivos orais, tabagismo, dentre 

outros (BROVONICKA-KLYS; LAVIERI; JAGODZINSKI, 2016). O processo da 

carcinogênese é composto por várias etapas, como a infecção persistente da ectocérvice 

com um dos tipos de HPV de alto risco (HR-HPV), o que contribui para a expressão dos 

oncogenes precoces, denominados em inglês por genes Early (E6 e E7), o que resulta em 

níveis sequenciais de progressão tumoral, caracterizados por discretas alterações 

histológicas - neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC) e por fim o carcinoma cervical 

invasivo. (KONTOSTATHI; ZOIDAKIS; MAKRIDAKIS et al., 2017) A expressão dos 

oncogenes E6 e E7 é de fundamental importância para a infecção por um HPV de alto 

risco omcogênico e progressão das NICs ( JONG et al., 2015). 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado forte associação entre a multiparidade e 

as NICs e o SCC. A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (usualmente 

conhecido pela sigla em inglês IARC – International Agency for Research on Cancer) 

observou que mulheres com sete ou mais gestações a termo tiveram risco de desenvolver 

SCC, quando comparadas com as nulíparas. (CLIFFORD; GONCALVES;FRANCESCHI, 

2006) Tem-se observado que fatores hormonais, traumáticos e imunológicos têm sido 

sugeridos como mecanismos plausíveis para explicar a associação entre a multiparidade 

e NICs. Além disso, a alta paridade também pode aumentar o risco de SCC porque 

mantém a exposição da zona de transformação por um período prolongado (HARRIS et 

al., 2005), facilitando a direta exposição ao HPV e, possivelmente, a outros co-

fatores.(AZEVEDO et al., 2006).  

 Outros estudos têm demonstrado forte relação entre a idade da mulher e a infecção 

pelo HPV. (HERRERO et al., 2005; ALMONTE et al., 2007) Alguns trabalhos de meta-

análise corroboram com a relação descrita anteriormente, constatando que a prevalência 

global do HPV em mulheres com menos de 25 anos foi de 26%, diminuindo para 12% nos 

intervalos entre 35 à 44 anos e aumentando novamente para 22% naquelas mulheres 

com mais de 54 anos( SCHIFFMAN et al, 2007) 

 Estudos têm mostrado que o risco de desenvolvimento do câncer de colo uterino 

está relacionado com a idade de exposição ao HPV, ou seja, ao início precoce da 

atividade sexual. No entanto, ainda não estar bem estabelecido os mecanismos que 

contribuem para a progressão ao SCC, porém os estudos propôem que a exposição do 

colo uterino ainda imaturo é uma situação de alto risco para a infecção pelo HPV, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0140673607614160
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buscando alcançar a camada basal e estabelecer uma infecção persistente. (BOSCH et 

al., 2002) 

 Evidências científicas demonstraram que o hábito de fumar interfere na incidência e 

prevalência da infecção por HPV e está associado com o desenvolvimento de neoplasia 

intra-epitelial cervical (usualmente conhecido pela sigla em inglês NIC – neoplasia intra-

epithelial cervical) e SCC. (FONSECA- MOUTINHO, 2011) Alguns mecanismos 

moleculares têm sido sugeridos para explicar como o tabagismo pode contribuir para a 

carcinogênese cervical, dentre eles: a exposição direta do DNA em células epiteliais do 

colo uterino frente à nicotina e cotinina, assim como aos produtos resultantes das reações 

de outros componentes do cigarro, tais como hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e 

aminas aromáticas (HELLBERG et al.,1988;SIMONS;PHILLIPS; COLEMAN,1993). Essas 

substâncias favorecem as alterações no sistema imunológico e proporcionam 

desequilíbrio na produção sistêmica de citocinas pró e anti-inflamatórias (ZEIDEL et al., 

2002), podendo ocasionar uma diminuição no número de células de Langerhans (LCs) 

presentes no colo uterino. (BARTON et al. 1988; POPPE et al., 1996) Ainda, estudos que 

abordem a metilação do DNA induzida por HPV também parecem contribuir para explicar 

a relação íntima entre o tabagismo e a carcinogênese cervical(LEA  et al.,2004) A relação 

entre o uso de cigarros e a expressão gênica alterada pode ser explicada pela metilação 

aberrante epigenética de genes supressores tumorais que resultam em silenciamento 

gênico ( KIM; NELSON; WIENCKE et al., 2001). Por exemplo, demonstrou-se que o gene 

supressor de tumor P16 é inativado por metilação aberrante em cânceres associados ao 

tabaco, por exemplo, em cânceres de pulmão e da orofaringe, frequentemente de uma 

forma dose dependente. A metilação da região promotora do P16 também foi induzida em 

94% dos adenocarcinomas de ratos tratados com 4-metilnitrosamino-1-(3-piridil)-1-

butanona (NKK) (KIM; NELSON; WIENCKE et al., 2001). No mesmo estudo a prevalência 

da metilação do P16 aumentou com a progressão da doença, da hiperplasia basocelular 

(17%) para metaplasia escamosa (24%) e, em seguida para carcinoma in situ. 

(BELINSKY; NIKULA; PALMISANO et al., 1998; KIM; NELSON; WIENCKE et al., 2001)  

 Em relação ao uso de contraceptivos orais e o risco de desenvolvimento de SCC, 

estudos sugerem que os altos níveis hormonais possam influenciar a progressão de 

neoplasias cervicais pré-malignas via integração do DNA do HPV ao genoma do 

hospedeiro proporcionando um aumento da expressão de E6 e E7 (IARC, 1995). 
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A associação entre infecção pelo HPV e outras Infecções sexualmente 

transmissíveis (ISTs) apontam que mulheres HIV soropositivas estão sob maior risco do 

desenvolvimento de NICs. A interação entre ambos os vírus parece ocorrer da forma 

direta, por meio de interações moleculares e/ou indireta, via imunossupressão 

dependente do HIV (CASTELLSAGUE; BOSCH ; MUNOZ, 2002;SALAZAR et al., 2005).  

Em mulheres soropositivas há uma maiorpersistência da infecção pelo HPV, quando 

comparadas com as mulheres soro negativas, o que representa importante fator de risco 

para o desenvolvimento das NICs e do SCC. (KJELLBERG  et al., 2000; 

HAVERKOS;ROHRER ;  PICKWORTH, 2000) 

 

1.3.1Papilomavírus humano 

 

1.3.1.1 Estrutura e genoma viral 

 

 O HPV está classificado na família Papillomaviridae (antiga Papovaviridae), 

atualmente, segundo o International Committeeon Taxonomy of Viruses (ICTV). Este 

pequeno vírus, com 55 nanômetros (nm) de diâmetro possui um genoma circular, em 

dupla fita de DNA, contendo cerca de 8000 pares de base (pb) e peso molecular de 5,2 x 

106 Daltons(SCHNEIDER ,1990; DOORBAR et al., 1990; WHEELER, 2007). As partículas 

virais completas não são envelopadas, sendo envolvidas por um capsídeo composto por 

duas proteínas estruturais, que se organizam em 72 subunidades (capsômeros) num 

arranjo icosaédrico (PFISTER; FUCHS, 1994). O genoma é pequeno e contêm apenas 

alguns genes, todos codificados na mesma cadeia (PFISTER; FUCHS, 1994; WHEELER, 

2007; ZUR HAUSEN, 2002). O genoma do HPV contém duas regiões principais (Figura 2) 

compostas por genes, denominados E (early) e L (late) (Figura 2), os quais são 

responsáveis pela codificação de proteínas virais e representam, respectivamente, 45% e 

40% do seu genoma; além de uma região reguladora (usualmente conhecido pela sigla 

em inglês URR– Upstream regulatory region ou LCR – long region control). (WHEELER, 

2007; BUCK  et al., 2008;STANLEY, 2010 ). 
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Figura 2. Estrutura esquemática do HPV16 identificando os genes estruturais e não-estruturais. 

Adaptado de Ian H. Frazer, 2004. 

 

 Oito genes (E1-E8) compõe a região E estão relacionados com a regulação da 

replicação do DNA e proliferação celular (BONDS et al.,2002; DEHN; 

TORKKO;SHROYER, 2007), sendo que E3 e E8 ainda não têm função 

conhecida(PFISTER; FUCHS, 1994). Além disso, essa região codifica as proteínas 

envolvidas na replicação viral, que nos HPVs de alto risco, são responsáveis pelo 

processo de imortalização celular (PFISTER; FUCHS, 1994; HEISE, 2003). 

 A região responsável pela codificação das proteínas estruturais necessárias para 

a formação do capsídio viral é a L. Ainda, uma região regulatória, contendo a origem de 

replicação viral controla a transcrição dos genes da região E. (HEISE, 2003; 

WHEELER, 2007) 

 As regiões L1 e L2, que codificam as duas proteínas estruturais que compõem o 

capsídeo do HPV: a proteína principal L1, de 54 quilodaltons (KDa) e a proteína 

secundária L2, de 52 KDa (MUNGER;HOWLEY, 2002;WHEELER, 2007); possuem 

sequência gênica altamente conservada entre todos os tipos de HPV e são 

responsáveis pela codificação de proteínas constituintes do capsídeo viral, as quais 

respondem por sua antigenicidade.(STANLEY, 2010)  

 A região LCR ou URR é constituída por 400 a 1.000 pb aproximadamente e está 

localizada entre os genes L1 e o início da região E6 (CHEAH E LOOI, 1998; BURD, 

2003). Esta região representa 15% do genoma viral e contém sequências 
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estimuladoras e repressoras da transcrição viral (ZHENGet al., 2006; BURD, 2003; 

ROSA et al., 2009). 

  

1.3.2 Classificação dos HPVs 

 

 As relações entre os genótipos do HPV podem serexpressa sob a forma de árvores 

filogenéticas com base em sequências de DNA e em proteína homólogas, os quais 

servem como ferramentas na compreensão da classificação do HPV. Para serem 

considerados de um mesmo tipo não podem variar mais do que 2% na região codificante 

ORF (open reading frame) e 5% na região LCR. Sendo assim, pequenas variações no seu 

genoma originam diferentes tipos de HPV (MUNOZ et al., 2003).  

 Os HPVs foram divididos em dois grupos, de acordo com as propriedades 

biológicas, em cutâneo trófico e mucosa trófico (DE VILLIERS, 1997). Atualmente mais de 

180 tipos de HPV já foram descritos na literatura (BERNARD; BURK; CHEN et al., 2010; 

SONG; LI; LI et al., 2015) Dentre os cutaneotróficos, encontram-se cerva de vinte ou mais 

tipos virais associados à epidermo displasia verruciforme. O HPV mucosa trópico pode 

infectar geralmente as mucosas da orofaringe, laringe, trato respiratório, colo uterino e 

epitélio anogenital (MUNOZ et al., 2003). No grupo, os tipos de HPV 6, 11, 13, 26, 40, 42, 

43, 44, 53, 54, 55, 61, 62, 70, 72, 74 e 81, são considerados de baixo risco oncogênico 

(ZURHAUSEN, 2000; STANLEY, 2002; MUNOZ et al., 2003; MADKAN et al., 2007).Os 

tipos de HPV 39, 45, 58, 59, 67, 68, 73 e 82, embora menos frequentes, são considerados 

de alto risco para o desenvolvimento do câncer cervical (WILBUR, REICHMAN e 

STOLER, 1988; VOGLIANO 2000). Cerca de 40 tipos de HPVs de alto risco atingem a 

região anogenital, dos quais aproximadamente, 18 são oncogênicos: HPV16, 18,26, 31, 

33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 63, 66, 68 e 82, podendo ser frequentemente 

encontrados nas neoplasias malignas cervicais (MUNOZ et al., 2003). Dentre os tipos 

clássicos de HPVs de alto risco estão o 16 e 18, sendo o HPV 16 o primeiro tipo viral mais 

frequente e o 18 o mais virulento (SCHNEIDER, 1990). Ainda os HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 

45 foram associados ao desenvolvimento de neoplasias benignas no colo uterino 

(IFTNER; VILLA, 2003). Embora a maioria dos tipos conhecidos de HPV, por volta de 200, 

cause uma infecção assintomática na maioria das pessoas; os tipos de HPV de alto risco 

são agentes causadores de mais de 90% de casos de SCC, que é a segunda maior causa 

de morte entre as mulheres no mundo. 
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1.4 Patogênese do HPV 

 

 Inicialmente, para a ocorrência da infecção pelo HPV, o vírus necessita de 

células com capacidade proliferativa, como as células epiteliais da epiderme ou da 

mucosa, uma vez que, o ciclo de vida produtivo do vírus ocorre juntamente ao ciclo de 

diferenciação celular em células do hospedeiro infectado. Desta forma, na célula 

hospedeira infectada, a transcrição ocorre de maneira diferenciada entre as camadas 

do tecido epitelial, a qual depende da interação entre o genoma viral e celular, bem 

como do grau de diferenciação do epitélio. 

 A infecção por um vírus de alto risco oncogênico tem início a partir do contato do 

vírus com a membrana basal, o qual é exposto por micro-abrasões na superfície 

cervical. Alguns estudos mostram que vários receptores estão envolvidos neste 

processo. A entrada do vírus HPV no interior celular se dá por meio da interação entre 

a proteína do capsídeo viral com receptores celulares que promovem alterações 

conformacionais do capsídeo (SONG et al., 2015). O proteoglicano de sulfato de 

heparina específico do tecido (HSPG) é um membro da família dos 

glicosaminoglicanos, sendo um receptor para a proteína do capsídeo viral L1 

(SURVILADZE; DZIDUSZHO; OZBUN, 2012; RAFF; WOODHAN; RAFF et al., 2013; 

SONG et al., 2015).  

 Dessa forma, os genes precoces são expressos na camada basal do tecido 

infectado e continuam nas linhagens celulares subsequentes, observados em células 

benignas e malignas. Por sua vez, os genes tardios L1 e L2, relacionados com a 

formação do capsídeo viral, são expressos somente em células ceratinizadas, 

resultando na produção de partículas virais completas e infectantes, sendo observados 

nas verrugas e condilomas (Figura 3).  
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NIC I NIC II/III SCC
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DNA viral 

Infecção pelo HPV 

 

Figura 3. Efeitos do HPV na maturação do epitélio escamoso cervical. Adaptado de J. Thomison III 

et al., 2008. 

 Quando os vírions atingem as células da camada basal do epitélio, a infecção viral 

se inicia. O acesso às células basais acontece através de micro neoplasias causadas por 

diversas formas de trauma físico e pela interação com certos receptores como α6β1 e α6β4 

integrina (YOONET al., 2001; PSYRRIET al., 2008).Quando as células basais se dividem, 

uma célula filha torna-se uma nova célula basal, enquanto que as outrasmigram  para  

longe  da camada basal e  iniciam a diferenciação  (CHOW; BROKER;STEINBERG, 2010; 

BODILY;LAIMINS, 2011). A forma epissomal estável do genoma viral é mantida nestas 

células e num baixo número de cópias. Tais células infectadas formam o reservatório para 

o desenvolvimento de verrugas produtivas (DOOBAR, 2005; GRM, BERGANT E BANKS, 

2009).   

 Os fatores de replicação, E1 e E2, são os primeiros genes virais a serem expressos, 

tais formam um complexo que se liga à origem de replicação e atuam no sentido de 

recrutamento de polimerases celulares e proteínas acessórias que medeiam a replicação 

de DNA (CONGERET al., 1999; STANLEY, 2008). A proteína E1 também exibe atividade 

helicase, permitindo a separação do DNA viral antes da replicação do complexo (HUGHES 

e ROMANOS, 1993). E2 é um sítio específico de ligação ao DNA, que ajuda recrutar E1 

para a origem de replicação como também tem um papel na regulação da sua transcrição 

viral (CRIPE et al., 1987; LONGWORTH; LAIMINS, 2004). Vários sítios de ligação foram 

mapeados entre as proteínas regulatórias virais (produtos de E2) ou celulares (fatores de 
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transcrição da célula hospedeira), que em conjunto, determinam a regulação positiva ou 

negativa da transcrição dos genes virais. O gene E4 é expresso tardiamente na replicação 

do vírus e tem a função de induzir o colapso da rede de cito queratina, sendo esta 

responsável pela maturação e liberação do vírus da célula hospedeira (DOOBAR  et  al.,  

1991;  PRAY  e  LAIMINS,  1995;  ZHENG  e  BAKER,2006).  

 As regiões E5, E6 e E7 são as de maior importância na transformação celular. A 

proteína E5 do HPV pode contribuir no início do curso da infecção (ZURHAUSEN, 2002).  

Além disso, E5 estimula o crescimento celular formando complexos como receptor de 

fator de crescimento epidermal (epidermal growth factor receptor-EGFR), receptor do fator  

β de crescimento derivado de plaquetas e receptor de fator estimulante de colônia 

(HWANG, NOTTOLI; DIMAIO, 1995; ZURHAUSEN, 2002).  Também pode ativar quinases 

(proteínas ativadoras de mitose), p38 e ERK1/2 (Quinases reguladoras de sinais 

extracelulares) em queratinócitos humanos e foi indicada como uma proteína capaz de 

inibir a apoptose devido a danos no DNA (CRUSIUS, RODRIGUES; ALONSO, 2000).   

 Aos genes E6 e E7 atribuímos um papel mais significativo para a transformação 

maligna (ZURHAUSEN,2002). E6 e E7 são pequenas proteínas, de aproximadamente 

18 e 13 kDa de tamanho, respectivamente, localizadas no núcleo. As proteínas E6 são 

também encontradas no citoplasma e alguns estudos têm sugerido que E7 também 

possui um componente citoplasmático (HOWIE, KATZENELLEN; BOGEN; GALLOWAY, 

2009; MCLAUGHLIN; DRUBIN; MÜNGER, 2009). A expressão das proteínas de alto 

risco E7 pode imortalizar queratinócitos humanos em uma baixa frequência, mas E6 não 

tem essa atividade. A combinação de E6 e E7, no entanto, é altamente eficiente, 

imortalizando a maioria dos tipos primários celulares (HAWLEY-NELSON et al., 1989; 

MUNGER et al., 1989). Tal como a replicação do DNA viral depende quase totalmente 

dos fatores de replicação do hospedeiro, exceto pela helicase E1, outros genes 

precoces (E5, E6 e E7) são responsáveis por coordenar um ambiente adequado na 

célula hospedeira para a replicação do DNA viral, o que por vezes induz a síntese de 

DNA celular e impede a apoptose (STANLEY, 2008).  

 Para o desenvolvimento do câncer genital, a expressão das proteínas E6 e E7 

são necessárias, mas não suficiente para a progressão maligna. E6 e E7 promovem a 

proliferação de células suprabasais indiferenciadas e diferenciadas e também permitem 

a evasão da apoptose.  O acúmulo de danos ao DNA e as mutações podem resultar na 

transformação e no desenvolvimento de carcinomas. 
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 A expressão de genes virais tardios (L1 e L2) é iniciada e as proteínas estruturais 

são expressas na seqüência da entrada para a camada superficial. As proteínas tardias 

promovem a montagem dos capsídeos icosaédricos que contêm o genoma viral e 

partículas virais maduras denominadas vírions, estes são liberados das camadas do alto 

epitélio quando as células já estão diferenciadas para infectar outra célula suscetível 

(LEDWABA et al., 2004; MUNGER et al., 2004; ZHENG, BAKER, 2006). 

 Uma vez que os vírions são partículas dotadas de alta imunogenicidade, estas são 

sintetizadas apenas nas camadas superficiais do epitélio escamoso estratificado, sendo 

então submetidas a uma vigilância relativamente limitada por células do sistema imune. 

Em contrapartida, E6 e E7 inativam interferons (IFNs) e fatores regulatórios (IRF) a fim de 

que o vírus HPV permaneça de forma assintomática no hospedeiro (RONCO et al., 1998; 

UM et al., 2002). 

 

  1.4.1  Infecção pelo HPV e resposta imunológica  

 

 A infecção pelo HPV promove o recrutamento para a derme de uma grande 

quantidade de células do sistema imunológico. Na epiderme escamosa, há a migração 

de várias células, como por exemplo, macrófagos, células de Langerhans, células 

dendríticas (APC), linfócitos T, células NK e linfócitos B, que terão fundamental papel na 

resposta imune contra vírus. No entanto, pode ocorrer tolerância por parte do sistema 

imune do hospedeiro, assim propiciando um microambiente imunossupressor ideal para 

a progressão da Neoplasia intraepitelial cervical. (JÚNIOR; TAVARES; MACEDO, 2016)    

 No decorrer de todo o processo infeccioso, o sistema imune promove a ativação 

das células T efetoras que vão favorecer a liberação de citocinas proinflamatórias (IL-2, 

INF-γ, TNF, IL-12, IL-3) e quimiocinas que vão promover a resposta imune inata, além do 

mais, ocorre liberação de macromoléculas pro apoptóticas e citotóxicas que favorecem a 

apoptose das células infectadas pelo HPV. (FRAZER, 2009; GUIMARÃES; MICHELIN; 

LUCENA et al., 2011) . Por outro lado, verificou-se também que o vírus apresenta 

mecanismos de escape do sistema imune do hospedeiro, como por exemplo, a não 

liberação de citocinas pro inflamatórias, em decorrência do ciclo de vida do HPV, no qual 

infecta os queratinócitos, porém não leva a sua lise. Outro mecanismo é o da não 

liberação de Interferons do tipo 1(αβ), os quais apresentam algumas ações importantes 

(imunoestimulatórias,antivirais, antiogiogênicas), além de que são responsáveis pela 
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ligação entre a resposta imune mediada por células e a resposta imune humoral,  

também sendo responsáveis pela  ativação das células dendríticas imaturas, velendo-se 

desses mecanismos, o HPV consegue passar despercebido das ações imunes do 

hospedeiro, conseguindo dessa forma sobreviver e contribuir para a persistência da 

infecção.(MIDDLETON; PEH; SOUTHERN et al.,2003)  

 Os receptores do tipo Toll- likes (TLR) são uma importante família de receptores 

responsáveis pelo reconhecimento de padrões localizado nos compartimentos 

endolissômicos, com função na identificação de patógenos (vírus e bactérias) e com isso 

desencadeando uma resposta imunológica contra os mesmos (SONG et al., 2015).   

 A partir do momento em que o HPV de alto risco entra em contato com o epitélio 

da mucosa, a imunidade inata, por intermédio da barreira epitelial dá início ao seu 

combate. As células de Langerhans são células dendríticas imaturas, e ocorre uma 

diminuição significativa do seu número; o mecanismo proposto para isso é a interação 

direta da proteína E7 com a proteína de ligação ao itensificador β/ CCAAT, um fator de 

transcrição ao ligante da quimiocina 20(CCL20)- (ligação C-C), o qual apresenta um 

papel decisivo na migração dos precursores das células de Langerhans para a 

epiderme, o que inibe a transcrição da quimiocina 20 e dificulta o seu recrutamento- 

células de Langerhans. (BORGNE; ETCHART; GOUBIER et al., 2006; SONG et al., 

2015).     

 Durante a infecção, ocorre inibição do sistema imunológico por meio de alguns 

mecanismos que vão contribuir para a persistência do vírus no organismo, como por 

exemplo, a redução do receptor Toll like (TRL), mas especificamente do TLR9, um 

receptor para DNA viral, sendo fundamental para ativação das células apresentadoras 

de antígenos (APCs), nas quais o TRL9 promove o início de uma via de sinalização que 

culmina na produção de IFN do perfil TH1 e citocinas proinflamatórias que ao serem 

liberadas, ativarão as respostas imunológicas contra a infecção. (HAJAN; ZANETTI; 

PARROCHE et al., 2013). 

 Pacientes que apresentaram lesões provocadas pelo HPV, e têm um perfil de 

citocinas da resposta Th1, obtiveram melhor desfecho clínico ao serem comparadas com 

as que tiveram um perfil Th2(GUIMARÃES; MICHELIN; LUCENA et al., 2011) Alguns 

estudos que têm como objetivo a investigação dos perfis de citocinas apresentados por 

mulheres portadoras de lesões advindas do vírus HPV, como por exemplo no estudo de 

LEE et al.,2004 verificou-se que pacientes que apresentaram lesão de alto grau(HSIL) 

detinham menor quantidade de células TCD4+ produtoras de IL-2, INF-γ, TNF-α que as 
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do grupo controle, ou seja, um menor de perfil de resposta Th1. No estudo de BAIS et 

al., 2007 foi observado uma mudança do perfil de citocinas Th1 para Th2 de mulheres 

com NIC-3 e carcinoma, no qual a concentração de INF-γ foi inferior nesse grupo em 

comparação aos casos controle e de NIC-2.  Em outro estudo realizado por SHARMA et 

al.,2007 verificou-se uma mudança do padrão de resposta imunológico de Th1 para Th2 

de acordo com a progressão da lesão. 

 Alguns pesquisadores demonstraram em experimentos com cobaias que ocorre 

uma regressão das lesões cervicais com a resposta imune mediada por células. A 

resposta imunológica individual é influenciada por diversos fatores endógenos e 

exógenos, dentre os quais estão os polimorfismos dos antígenos do sistema de 

histocompatibilidade (MHC), o perfil de células T, o estado nutricional, tabagismo entre 

outros. (CONTI; PETERSON; BRANE et al., 2014). Na neoplasia cervical invasiva 

verificaram que os linfócitos infiltrantes no tumor são predominantemente linfócitos T 

citotóxicos (CTLs) (WANG; HILDESHEIM, 2003). 

 

1.4.1.1 Marcadores imunológicos de NIC e Câncer cervical  

 

 Os marcadores imunológicos (células imunes, citocinas, qumiocinas, e 

receptores solúveis) durante a infecção persistente por um HPV de alto risco oncogênico 

e progressão da NIC não foram bem estudados ainda (KOSHIOL; SKLAVOS; 

WENTZENSEN et al., 2014) Os estudos que observam as citocinas envolvidas na 

persistência viral e progressão das lesões, abrangem uma pequena quantidade de 

citocinas. Devido a isso, são necessários estudos que avaliem os marcadores 

relacionados à imunidade de uma forma simultânea, com alto rendimento e com pouca 

quantidade de amostra. (KOSHIOL; SKLAVOS; WENTZENSEN et al., 2014).  

 As medições de proteínas que são secretadas por meio das células do sistema 

imunológico, como citocinas, qumiocinas, e receptores solúveis podem ajudar na 

detecção de mudanças precoces na resposta imune que predizem se uma infecção pelo 

vírus HPV irá progredir até o câncer cervical. (KOSHIOL; SKLAVOS; WENTZENSEN et 

al., 2014). 

 O percentual de células T regulatórias (Tregs) não é somente utilizado como 

marcador do estado imunológico do tumor, mas também considerado como um possível 

marcador para a destruição imunológica provocada pela infecção do HPV. A expressão 

do marcador Foxp3 definitivo das células Tregs, apresenta um gradativo aumento entre 
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os níveis de NIC1 para NIC3, o que mostra que o mesmo encontra-se envolvido no 

desenvolvimento do câncer cervical. (ZENG; YAO; JIE et al., 2013) Ao passo que o 

aumento da sua expressão, parece estar correlacionado com a expressão de um outro 

marcador essencial para a integração do HPV no interior das células hospedeiras – 

P16INKK4a , a expressão do Foxp3 foi correlacionada ao tamanho do tumor. (ZENG; YAO; 

JIE et al., 2013) 

 Um outro marcador, a HMGB1, uma proteínas de ligação ao DNA, é crítica para 

a supressão imunológica do hospedeiro. Existe uma correlação direta entre a sua 

expressão e o potencial maligno da NIC. (KOSHIOL; SKLAVOS; WENTZENSEN et al., 

2014) Um outro estudo anterior, também provou que níveis elevados de HMGB1 podem 

ser utilizados como um marcador de prognóstico precoce em pacientes que apresentam 

recorrência de câncer cervical (SHENG; DU; ZHANG et al., 2009).  

 Os mecanismos pelos quais, a HMGB1 induz a tolerância imunológica pelo HPV 

de alto risco, são os seguintes: Ocorre supressão imunitária, devido ao aumento das 

células Tregs e produção de IL-10, há ainda inibição das funções das células T, por meio 

da regulação da sinalização do NF-KB e polarização dos perfis TH1 e TH2. (PANG; 

ZHANG; WEI, 2014).    

 A expressão do P16INK4a é induzida pela integração do DNA do (HR-HPV) no 

genoma do hospedeiro, ele é inibidor de quinase dependente de ciclina, e mais 

expresso na NIC (HALLOUSH; AKPOLAT; JIM ZHAI; 2008). A expressão do P16INK4a 

tem uma correlação positiva com o grau do NIC, e pode ser utilizada para diferenciar 

diferentes graus de NIC em biópsias cervicais (KOSHIOL; SKLAVOS; WENTZENSEN 

et al., 2014). Geralmente, a proteína L1 do capsídeo do HR-HPV é expressa em todos 

os níveis da NIC, apresentando uma associação negativa com os graus de NIC (IZADI- 

MOOD; SARNADI; EFTERKHAR et al., 2014). A partir da perspectiva imunológica, a 

proteína L1 do HR-HPV promove a indução de respostas imunológicas por parte dos 

linfócitos TCD8+ e TCD4+ contra a infecção pelo HR-HPV (PINTO; EDWARDS; 

CASTLE et al., 2003).,   
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1.5. Células Tγδ 

1.5.1 Origem e classificação 

 

 As células Tγδ e as células Tαβ surgem de uma mesma célula progenitora 

comum no timo. Os eventos moleculares que conduzirão na decisão para o 

desenvolvimento da linhagem dos timócitos CD4- CD8- para diferenciação em células 

Tγδ ou Tαβ ainda não foram ainda bem estabelecidos e esclarecidos. (XIONG; RAULET, 

2007).  

 Ao contrário das células Tαβ tradicionais, que resultam principalmente em 

órgãos linfoides secundários e desempenham um papel central nas respostas imunes 

adaptativas, muitas células Tγδ residem em camadas epiteliais de tecidos subjacentes 

às superfícies internas e externas do corpo, como a pele, o pulmão, o epitélio intestinal, 

língua, na qual funcionam como uma primeira linha de defesa. (XIONG; RAULET, 2007)  

 As Células T são classificadas em αβ ou γδ de acordo com o seu receptor para 

linfócito T para o reconhecimento de antígenos, enquanto as primeiras são reconhecidas 

nas respostas imunes adaptativas, as γδ não são restritas ao complexo de 

Imunohistocompatibilidade (MHC), além de não dependerem do processamento e 

apresentação de antígenos, elas apresentam uma ponte entre a imunidade inata e 

adaptativa, além do mais têm função no sistema imune de mucosa do trato respiratório. 

(XUEKUN; QINTAI; YULIAN et al., 2014). 

 Depois do surgimento de um progenitor comum no timo, as vias de maturação 

das células γδ e αβ divergem. Notavelmente, o desenvolvimento de timócitos γδTCR+ 

não requer a expressão de Aire, um regulador transcricional crucial para a seleção 

negativa de células T autoreativas αβ. O mecanismo pela qual as células T se tornam 

comprometidas com a linhagem αβ ou γδ ainda não é totalmente compreendido como os 

timócitos reorganizam os genes β, γ e δ ao mesmo tempo, o que pode levar à expressão 

simultânea do TCR γδ e do pré-TCR (Tα invariante emparelhado com o TCR-β) (LEGUT; 

COLE; SEWELL, 2015). No entanto, evidências sugerem que os timócitos adotam a 

linhagem Tγδ após receberem um forte sinal via TCR γδ, que pode ser aditivamente 

reforçado pela sinalização adicional via Pré-TCR, permitindo assim ligantes fracos para 

conduzir o comprometimento da linhagem de células Tγδ também.  
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1.6.1 Populações de células Tγδ 

 

 Nos seres humanos, as células Tγδ constituem 0,5 a 10% das células T no 

sangue periférico, mas encontra-se em maior quantidade nos tecidos epiteliais, como 

por exemplo, na pele, pulmões, intestino. A maioria das células Tγδ no sangue periférico 

expressam a cadeia Vδ2, enquanto que as células Tγδ presentes nos tecidos são 

principalmente Vδ1pos ou Vδ3pos. As razões precisas para essa especificidade tecidual e 

os mecanismos que a sustentam ainda não foram elucidados. As descobertas mais 

recentes sugerem que as células Tγδ. As descobertas mais recentes sugerem que os 

linfócitos Tγδ desempenham papel na imunidade contra o câncer, e sabe-se que 

camundongos que não têm o TCRγδ são mais susceptíveis a alguns cânceres por meio 

de mecanismos ainda não conhecidos. (LEGUT; COLE; SEWELL, 2015).  

 As células Tγδ humanas podem ser divididos em três populações principais, com 

base na expressão da cadeia δ. As células Tγδ expressando cadeias Vδ1 expressando 

cadeias Vδ1 são presentes principalmente na cama intraepitelial das superfícies de 

mucosas, onde estão envolvidas na manutenção da integridade do tecido epitelial 

quando enfrentam dano, infecção ou transformação, respondendo a antígenos de 

estresse em células epiteliais e produzindo IL-10, mas pouca ou nenhuma IL-2, IL-4 ou 

INF-γ. (WU; DING; TANAKA, 2014).  

 A segunda população de células Tγδ expressa os produtos da cadeia Vδ2, 

representando a maioria dos linfócitos Tγδ circulantes em adultos humanos saudáveis, 

compreendendo até 50% a 90% da população periférica das células Tγδ. A cadeia Vδ2 

combina-se quase que exclusivamente com Vγ9 - também denominada Vγ2. O 

aparecimento da Vγ9Vδ2 estar presente apenas em humanos e primatas não humanos. 

(WU; DING; TANAKA, 2014). 

 A terceira população de células Tγδ é a Vδ3, estão em 0,2% das células T 

circulante, incluindo subgrupos CD4+, CD8+ e CD4-CD8-. Encontram-se em pequena 

quantidade no sangue, porém são ricas no fígado de pacientes com leucemias e 

algumas infecções virais crônicas, elas expressam CD56, CD161, HLA-DR e NKG2D, 

sem NKG2A e NKG2C (WU; DING; TANAKA, 2014)   
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1.6.1.1 Funções dos linfócitos Tγδ 

 

 As células Tγδ constituem uma população heterogênea de células que têm cada 

vez mais reconhecida suas complexidades funcionais e de desenvolvimento, muitas 

vezes associado com a sua migração tecidual ou localização. (CARDING; EGAN; 2002).     

As células Tγδ de camundongos e humanos compartilham muitas propriedades 

funcionais e de desenvolvimento, por exemplo, as células TVδ1 das duas espécies 

apresentam linfócitos intra-epiteliais Tγδ e possuem capacidade para reconhecer  MHC 

de classe 1 ligado às cadeias A e B que são induzidos sobre as células epiteliais e 

tumorais por estresse ou dano estrutural. (HAYDAY, 2009; BONNEVILLE; O’BRIEN; 

BORN, 2010; WITHERDEN; HAVRAN, 2011; VANTOUROUT;HAYDAY, 2013) Elas 

apresentam a propriedade de matar as células tumorais, por meio da produção de 

Interferon gama, inibindo a angiogênese e melhorando a expressão de MHC classe 1 

pelas células tumorais, além de liberação de granzimas e perforinas que vão promover 

ações citotóxicas, como lise das membranas celulares, e consequente morte celular, 

além de expressão de  ligantes de morte celular como por exemplo o TRAIL e o CD95,  

mas em outros casos podem promover o crescimento tumoral por meio da produção de 

IL-17 através de alguns subtipos de células T gama delta, o que acarreta uma 

imunossupressão promovida pelas células da linhagem mielóide (MDSCS) ou de 

pequenos macrófagos peritoneais, promovendo angiogênese, crescimento tumoral e 

indução da diferenciação das células T regulatórias (Tregs). Além disso, há produção 

por parte das células T gama delta das citocinas IL-4, Il-10 e/ou TGFβ o que parece 

suprimir a maturação celular das células dendríticas e/ou funções efetoras das células 

Tγδ. (SANTOS-SILVA; SERRE; NORELL; REI, 2015; PENNINGTON; SILVA-SANTOS, 

2015). 

 O mecanismo imunológico a respeito das progressões das lesões intraepiteliais 

e câncer ainda não estar bem estabelecido. Sabe-se que as células T gamma delta 

exercem um papel contraditório no câncer. Os estudos descritos até o momento na 

literatura científica apontam ainda para um papel bem diversificado a depender do tipo 

de tumor estudado, e para o objeto de estudo, no caso se foi um estudo em 

camundongo (maioria dos trabalhos) ou em humanos, em que mecanismos protumorais 

e antitumorais foram observados a partir da produção de citocinas como IL-17, 

diferenciação de células T regulatórias (Tregs), INF-γ, TNF, IL-10, IL-4, TGF-β por parte 

de algumas subpopulações de células Tγδ. Em concordância com essas propriedades, 
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observou-se que animais knockout para subpopulação das células Tγδ ocorre um maior 

desenvolvimento de tumores em modelos transplantáveis de melanoma B16(GAO; 

YANG; PAN; SCULLY; GIRARDI; AUGENLICHT, 2003; LANÇA; COSTA; GONÇALVES-

SOUSA et al., 2013). No entanto, deve-se notar que os subgrupos das células Tγδ 

diferem bastante de forma funcional entre humanos e camundongos, de maneira que as 

conclusões só podem ser levadas em consideração neste modelo, não podendo ser 

levadas em consideração para modelos em humanos. (REI; PENNINGTON; SILVA-

SANTOS, 2015). 

 Em humanos, os dois principais subtipos de células Tγδ: Vδ1+ predominante 

nos tecidos e o subtipo Vδ2+ predominante na circulação também promovem citólise em 

tumores sólidos e hematológicos, além da produção das citocinas INFγ e TNF após 

serem ativadas. (REI; PENNINGTON; SILVA-SANTOS, 2015). Apesar dessas 

descobertas do papel antitumoral das células Tγδ infiltrantes no tumor, um estudo 

realizado em 2007 com células tumorais isoladas de câncer de mama relatou uma 

capacidade de inibição in vitro e in vivo da função imunológica de muitas populações de 

células, o que consequentemente contribuiu para um efeito pró-tumoral. (PENG; WANG; 

KINIWA et al., 2011). Em concordância com esses resultados, verificou-se em um 

estudo realizado por MA e colaboradores que a presença das células Tγδ foi atribuída a 

uma pior sobrevida de mulheres com câncer de mama e um agravamento do tumor, 

tornando as células Tγδ uma marcador para avaliação do prognóstico e severidade da 

doença (MA; ZHANG; YE, et al., 2012). 

Até o presente momento, os trabalhos publicados recentemente em câncer, não 

são elucidativos e são restritos aos estudos em animais, sendo assim se faz necessário 

explorar os estudos das células T γδ produtoras no contexto do câncer cervical e 

correlacionar estes dados com outcome clínico em uma abordagem única. Como 

supracitado, fica evidente a necessidade em se avaliar o papel destas diferentes 

populações no local onde esta ocorrendo a resposta imunitária no câncer cervical.  

O papel das células T γδ no campo do câncer ainda não foi elucidado, entender 

e caracterizar os mecanismos que controlam ou favorecem a presença das células T γδ 

no microambiente tumoral associada a eventos imunopatogênicos do câncer cervical é 

relevante.  
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2. HIPÓTESE 

 

 Acredita-se que os casos de câncer cervical podem ser caracterizados por um 

aumento da expressão das células T gamma delta associado aos piores estadiamento 

tumoral e associado à presença de HPVs oncogênicos e uma diminuição das 

citocinas IL-17 e IL-6 quando comparado as pacientes com neoplasias intraepiteliais 

cervicais. 
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3. OBJETIVO 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

 O presente estudo tem como objetivo principal avaliar a contribuição da 

expressão proteica das células T gamma delta em mulheres estratificadas em grupos 

com neoplasia intraepitelial cervical e câncer cervical. Além disso, pretende-se 

correlacionar essas variáveis com a presença do HPV, citocinas, dados demográficos, 

clínicos, laboratorial e histopatológico e avaliar o impacto desses achados na 

patogênese das neoplasias de colo uterino e do câncer cervical.   

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar e quantificar as células t gamma delta em pacientes que 

apresentaremNICS e SCC. 

 
 Uma vez que há ausência de um biomarcador no câncer cervical, o papel da 

diferenciação de células T gamma delta em diferentes tipos de câncer ainda não está 

estabelecido. Espera-se investigar a presença das células T gamma delta em 

pacientes com diferentes graus de neoplasia e câncer cervical comparando-se com 

indivíduos saudáveis, através da técnica de Citometria de fluxo.  

 

 Avaliar o perfil de citocinas em nível sistêmico como um biomarcador, em NIC e 

SCC, verificando a associação com a presença do HPV, mediante variáveis 

clínicas e epidemiológicas e a presença das células T gamma delta.   

 

 Tendo em vista a participação e a contribuição da resposta imune em vários 

tipos de cânceres, torna-se imprescindível determinar o perfil de citocinas sistêmica 

com a finalidade de se determinar um biomarcador nas pacientes com NIC e SCC. 

Para esse propósito, utilizaremos a técnica de ELISA para quantificar no soro das 

pacientes com NIC e SCC as concentrações séricas de IL-6 e IL-17. 
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 4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 4.1 Aspetos éticos 

 
    O projeto de pesquisa deste trabalho foi analisado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa do Hospital Universitário Onofre Lopes/HUOL da Universidade Federal do 

Rio Grande do Norte/UFRN, e enquadrado como APROVADO, de acordo com o 

Processo nº. 526/11.  

 

 4.2 Delineamentos do estudo 

 
Para a análise da contribuição das células T gamma delta, assim como das 

citocinas e a presença do HPV na progressão da NIC para o SCC foram utilizadas 

pacientes provenientes do Setor de Ginecologia do Hospital Dr. Luiz Antônio e do 

ambulatório de Patologia Cervical da MEJC para responder todos os questionamentos 

elencados nesta proposta, espécimes e raspado cervical, além do sangue periférico 

foram necessários para proceder as análises. As biópsias foram coletadas após a 

paciente ter sido submetida à exames citológicos e colposcópicos, os quais sugeriram 

alguma alteração indicativa de biópsia.  Com estes espécimes foram realizados o 

exame histopatológico e com o raspado cérvico-vaginal será avaliado a tipagem do 

HPV. O sangue periférico foi destinado para quantificação das células T gamma delta, 

e o soro obtido desta amostra será realizado a técnica de ELISA, na qual será 

quantificado sistematicamente as citocinas.   

        A seleção dos pacientes para este estudo foi realizada durante o período 

de novembro de 2014 até o presente momento. Os critérios para inclusão das 

pacientes no estudo foram: a) Paciente imunocompetente; b) Ausência de 

sangramento durante o exame da citologia; c) Não utilização de antibióticos orais, 

fungicidas ou cremes vaginais; d) Nenhuma atividade sexual por pelo menos dois dias 

antes do dia da coleta das amostras. Depois de assinarem o termo de consentimento 

livre e esclarecido (TCLE) foram coletadas amostras de sangue periférico para 

realizar a imunofenotipagem da população de células Tγδ, coleta do raspado cérvico-

vaginal, biópsias cervicais. As pacientes foram estratificadas em grupo sem neoplasia, 

com lesão Intraepitelial cervical e câncer cervical, sendo este último ainda em 

andamento.  
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            As pacientes inclusas no estudo foram inseridas de forma voluntária e 

informadas sobre o propósito da pesquisa, somente foram admitidas àquelas que 

concordaram e assinaram o TCLE. 

 

 4.3 Casuística 

 
     Após assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido foram coletadas 

amostras biológicas de 92 mulheres atendidas na rotina ambulatorial do setor de 

Patologia Cervical da MEJC. As mulheres foram estratificadas em grupo com neoplasia 

e sem neoplasia. Dentre essas mulheres, 39 de 92 (42,4%) foram enquadradas dentro 

do grupo sem NIC, enquanto que 53 de 92 (57,6%) foram enquadradas no grupo com 

NIC. Este último grupo de mulheres tiveram indicação de biópsia cervical após rigoroso 

exame clínico e citológico. Após coleta dos espécimes cervicais as mesmas foram 

estratificadas, de acordo com o resultado histopatológico, em 23 casos de NIC I e 30 

casos de NIC II/III. Em relação às coletas referentes às pacientes com câncer cervical, 

as mesmas ainda estão sendo arroladas no setor de ginecologia da Unidade do 

Hospital Dr. Luiz Antônio (LIGA), até o presente momento foram coletas apenas dezoito 

pacientes (18) com câncer cervical (Ler o item perspectivas futuras). 

     Ademais, as pacientes recrutadas para o estudo foram submetidas a um 

questionário, no qual foram colhidas informações sobre idade, história de tabagismo, 

consumo de álcool, uso de métodos contraceptivos, paridade, número e hábito de 

parceiros, entre outros. Adicionalmente, foi realizada nestas pacientes, a coleta do 

raspado da endocérvice com o kit DNA collection device (DIGENE, EUA, Califórnia) 

com a finalidade de detectar o HPV. A coleta dos espécimes cervicais foi restrita as 

pacientes que apresentaram alterações na citologia e colposcopia, após a coleta os 

espécimes foram submetidos a cortes histológicos, nos quais foram corados 

comhematoxilina-eosina e encaminhados para análise histopatológica. A partir das 

amostras de sangue periférico obteve-se o soro e sangue total. A obtenção do soro 

permitiu a quantificação sistêmica das citocinas IL-17 e IL-6. E em paralelo, o sangue 

total foi utilizado para quantificar as células T gamma delta nos grupos supracitados. 
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     4.4 Análises histológicas 

 
 

 Após obtenção dos espécimes cervicais, as amostras foram fixadas e inseridas 

em blocos de parafina. A análise histopatológica foi realizada em cortes de 4µm de 

espessura, corado em hematoxilina/eosina. Todas as análises ópticas foram 

processadas no Laboratório de Patologia da Universidade Federal do Rio Grande do 

Norte e analisadas pelo mesmo patologista. O estudo histopatológico seguiu os 

critérios estabelecidos conforme a classificação de Richard (1968). Dois observadores 

independentes avaliaram a hematoxilina e eosina (H & E)- as lâminas coradas e os 

diagnósticos iniciais, em seguida, determinado com base nas características 

histológicas segundo a OMS Classification 2014. Estes diagnósticos incluíram as 

lesões benignas, como a metaplasia escamosa ou NIC1 e lesões pré-cancerosas, tais 

como NIC 2 e NIC3.  

 

           4.5 Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo 

 
 Todas as amostras de sangue periférico foram submetidas à imunfenotipagem 

por citometria de fluxo, utilizando um painel de anticorpo diretamente conjugado com 

até dois diferentes fluorocromos por tubo, contendo isotiocianato de fluoresceína, FITC 

(do inglês, fluoresceinisothiocyanate) e/ou PE (Phicoeritrina) que detectam as 

fluorescências verde e laranja respectivamente, possibilitando a marcação de dupla 

marcação por tubo em uma única etapa de marcação (imunofluorescência direta). 

 Para melhor caracterização das células T γδ foi necessário a montagem de um 

painel combinando os diferentes anticorpos monoclonais (AcMo) por tubo, de acordo 

com a especificidade e conjugação dos mesmos, conforme a tabela 1. Foram utilizados 

2 tubos para cada amostra de sangue, cada tubo contém uma combinação específica 

de anticorpos de superfície. Foram adquiridos 100.000 eventos para cada amostra 
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         4.6 Detecção molecular do HPV  

 

         4.6.1 Extração do DNA do HPV 

 
          Para detecção do HPV através da técnica de PCR, as amostras de células da 

mucosa cervical foram coletadas com auxílio de escovas endocervicais associadas 

àtubos contendo solução conservante (kit DNA collectiondevice/DIGENE, EUA, 

California).  Até momento da extração, as amostras estão armazenadas em tubos 

coletores contendo uma solução conservante de composição não revelada no freezer a 

(-) 80°C. Todo o conteúdo do tubo de coleta será transferido a um tubo tipo eppendorf 

de 1,5mL, previamente identificados com o número da amostra correspondente. As 

amostras serão centrifugadas sob-refrigeração (4°C) a uma velocidade de 13.000rpm 

por 5 minutos, e em seguida, o sobrenadante será descartado vertendo-se o eppendorf 

com cuidado para não perder o pellet. Três lavagens sucessivas serão realizadas 

adicionando 1mL de solução salina no interior de cada tubo coletor ainda contendo a 

escova dentro dele, agitando-se conforme descrito anteriormente, repetindo o 

procedimento de centrifugar após cada lavagem. Adicionará 300μL do buffer de 

digestão a cada eppendorf contendo a amostra; e em seguida colocará em banho-

maria a 56°C para prosseguir a digestão enzimática durante uma hora, realizando uma 

agitação no vortex de 15 segundos a cada 15 minutos. Os tubos serão transferidos 

para o banho a 95°C com o objetivo de proceder à inativação da enzima durante 30 

minutos, realizando pelo menos duas agitações de 15 segundos, a cada 15 minutos. 

Ao término, as amostras serão diluídas com água destilada estéril (1/10) e colocadas 

em outro tubo eppendorf devidamente identificado com o número e a diluição 

correspondente; armazenando-as em freezer a (-) 80ºC até a realização da PCR. 

 

 4.6.2 Amplificação do DNA do HPV pela técnica de PCR e visualização do 

material amplificado 

 

           O DNA do HPV será amplificado com os primers GP5+ e GP6+ (Invitrogen, 

São Paulo, Brasil) conforme descrito por Roda Husmanet al.4. Na reação de 

amplificação para pesquisa do DNA do HPV utilizará um volume final de 50μL, sendo 

constituído por 50 mMKCl; 10mM Tris-HCL (pH 8,3); 3,5 mM de MgCl2; 200μM de 

cada desoxinucleotídeotrifosfatado (dNTP); 1U de Taq DNA polimerase, 50 pmoles de 
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cada primer e 5μL da solução contendo o DNA extraído. Após o preparo, cada PCR 

será colocada em termociclador (MyCycler  Thermal  Cycler,  Bio-RadLaboratories, 

Hercules, CA, USA)  com a seguinte programação: pré-aquecimento a 94 ºC por 4 

minutos, 40 ciclos a 94 ºC por 1 minuto; 40 ºC por 2 minutos; 72ºC por 1 minuto e 

etapa final a 72 ºC por 4 minutos. 

           Para visualização do produto final amplificado serão utilizados 5μL do mesmo e 

2μL de loading buffer (0,25% de azul de bromofenol; 15% de Ficoll tipo 400). Essa 

mistura será aplicada em gel de agarose 2% (m/v) corado com gel red (Uniscience, 

São Paulo, Brasil) e submetido à corrida eletroforética em cuba horizontal a 110 v 

durante 45 minutos. Em todas as corridas eletroforéticas será utilizado um marcador de 

peso molecular de 100pb (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas). Os 

fragmentos de DNA amplificados serão visualizados através de um transiluminador 

com luz ultravioleta e posteriormente fotografados. 

           A fim de se evitar resultados falso-positivos, uma amostra positiva para HPV 

(controle positivo) será adicionada na corrida. Já a qualidade do DNA amplificado será 

testada através da amplificação do gene da beta-globina humana. Para cada reação 

utilizará 1 µG de DNA da amostra, 100 micro µM de cada desoxirribonucleotídeo 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 25 pmol de cada iniciador, 50 Mm KCl, 1,5 mM MgCl2, 20 

MM Tris-HCl pH 8,4 e 2,5 U de Taq polimerase para um volume final de 50 µL 

(Invitrogen, New York, USA). O par de iniciadores será utilizados foi GL1(5’-

TGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCA-3’) e GR2 (5’- TGAAGTTCTCAGGATCCACGTGC-

3’), os quais amplificarão um segmento de 185 pb (FERRE; 

GARDUNO,1989)  (Invitrogen, São Paulo, Brasil).  

     A reação de amplificação será realizada nas seguintes condições: desnaturação 

inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 1 minuto à 94°C(desnaturação), 1 minuto à 

55°C (anelamento) e 2 minutos à 72 °C(extensão). Os 35 ciclos foram seguidos por 

uma extensão final de 10 minutos à 72°C. 

     Para a visualização dos amplicons, 10 µL do produto da amplificação será 

submetido à eletroforese (100 v/60 minutos) em gel de agarose à 2,0% , em tampão 

TBE 1x (Tris 0,089 M, ácido bórico, 0,089M, EDTA 0,01 M pH 7,5) e corado com gel 

red. Posteriormente os géis serão visualizados à luz ultravioleta e detectados utilizando 

o sistema de foto-documentação UVP. O tamanho dos amplicons será determinado por 

comparação com um marcador de 50 pb (1,0µg/µL- Invitrogen, New York, USA). 
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     Os controles positivos, também chamados de amostra padrão, para 

amplificação da região consenso do HPV e beta-globina serão amostras sabidamente 

infectadas. Como controle negativo, todos os reagentes da PCR serão adicionados 

em um microtubo 0,2ml, porém sem adicionar amostra de DNA.    

4.7. Ensaioimunoenzimático (ELISA) 

 

     Com o intuito de quantificar sistemicamente a presença das citocinas pró-

inflamatórias IL-17 (Bioscience, San Diego, CA, USA) e IL-6 (eBioscience, San Diego, 

CA, USA) no grupo em estudo, será utilizada a técnica de ELISA. Para esta técnica 

utilizará o protocolo do fabricante (eBioscience, San Diego, CA, USA). A leitura da 

reação será realizada em uma leitora automatizada utilizando filtro de 405 nm e a 

concentração correspondente a cada valor da densidade ótica (D.O.) obtida, foi 

determinada pela comparação com curva-padrão, com concentrações variando de 

100 a 5000 pg/mL. 

 

4.8. Análise Estatística  

 

 A análise estatística foi realizada por meio do programa IBMSPSS Statistics 

versão 20. Foi utilizado o teste do ANOVA com intervalo de confiança. Os resultados 

foram considerados estatisticamente significativos quando o valor de p foi menor que 

5% (p<0,05).  
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5  RESULTADOS 

 

 5.1 Neoplasias cervicais e parâmetros clínicos 

 
     Os parâmetros clínicos das pacientes selecionadas para este estudo estão 

sumarizados na tabela 1. Realizou-se uma comparação entre a idade média das 

pacientes, nível sócio-econômico, escolaridade, consumo de tabaco e álcool, paridade, 

início da atividade sexual, uso de preservativos e contraceptivos orais nos diferentes 

grupos estudados. 

         Quando se avaliou a variável: número de parceiros sexuais, constatou-se que 

70% das mulheres com lesões de alto grau (NIC-1 e 2) tiveram mais de 2 parceiros 

sexuais durante a vida (p=0,077). No estudo verificou-se que 50% das mulheres do 

grupo lesão de alto grau têm apenas o nível primário de escolaridade, em comparação 

a 28,2% no grupo  sem lesão (0,318).  

 Com o intuito de avaliar a participação sistêmica das células T gamma delta em 

pacientes com NIC e sem neoplasia avaliou-se a participação dessas células nesse 

grupo estudado. Evidenciou-se uma tendência de um maior percentual das células T 

gamma delta no grupo sem lesão (p=0,062 (ver gráfico 1).    
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Tabela 1. Características demográficas e epidemiológicas de pacientes dos grupos sem lesão e 

com neolplasia cervicais. 

 
VARIÁVEIS 

  
 

GRUPOS 
 

 
 
 

 

 Grupo 
saudável 

n= 39     % 

NIC 1 
 

n= 23    % 

NIC 2 e 3 
 

n= 30      % 

 
Valor de           

p 

Estado Civil  

Solteria, divorciada, 
viúva, 

 
Casada 

 
33,3 

 
66,7 

 
34,8 

 
65,2 

 
36,7 

 
63,3 

 
 

0,959 

Nível de 
escolaridade 

Básico 
Médio 

Superior 

28,2 
              61,5 

10,3 

47,8 
47,8 
4,3 

 

50,0 
40,0 
10,0 

 

 
0,318 

 
 

Uso de método 
contraceptivo 

 
Nunca 

Apenas previne gravidez 
Método de barreira 

 

 
25,6 
53,8 
20,5 

  
26,1 
52,2 
21,7 

 
40,0 
53,3 
6,7 

0,420 

Uso do 
preservativo 

 
Nunca 

Às vezes 
Sempre 

 
69,2 
20,5 
10,3 

 
47,8 
43,5 
8,7 

 
76,7 
23,3 

 0,0 

 
 

0,102 

Uso de Cigarro 

 
Sim 
Não 

 
7,7 

92,3 

 
13,0 
87,0 

 
16,7 
83,3 

 
 

0,514 

Sexarca 

Faixa etária 
(12- 15anos) 
(16-26anos) 

 
28,2 
71,8 

 
39,1 
60,9 

 
50,0 
50,0 0,180 

Idade  

Faixa etária 
(18 –35anos) 
(36- 76anos) 

 
53,8 
46,2 

 
56,5 
43,5 

 
56,7 
43,3 0,966 

Número de 
parceiros 
sexuais  

 
≤ 2 

 
>2 

 

56,4 
 

43,6 

52,2 
 

47,8 

30,0 
 

70,0 
0,077 

 Legenda: n: Número depacientes; Grupo Sem lesão: Negativo para lesão intraepithelial e 

malignidade; NIC1: Neoplasiaintra-epitelialcervical1, NIC 2 e NIC3:Neoplasia cervical intraepitelial 2 e 3. 

Valor de p. 
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Tabela 2. Painel de AcMo com diferentes fluorescências para realização da imunofenotipagem 

das células T γδ por citometria de fluxo. 

 

Tubo Combinação das cadeias de anticorpos 

1 Controle Negativo (Apenas PBS) 

2 TCRVδ2FITC + TCRVγ9 PE 

  

 As células T γδ foram quantificadas pelo auxílio do citômetro de fluxo de 3 

cores FACSCalibur (Beckton Dickinson, EUA) em plataforma machintosh (Apple),  

utilizando o programa Cell Quest (Cell Quest software Beckton Dickinson) com 

aquisição (leitura) de um total de 20.000 células por tubo, levando-se em conta os 

parâmetros ForwardScatter (FSC) em escala linear  avalia o tamanho celular, e 

SideScatter (SSC) também em escala linear,  avalia a complexidade e granulosidade 

celular, FL1 e FL2  em escala logarítimica que detectam as fluorescências verde, 

laranja e vermelha, ou seja, a reação antígeno-anticorpo conjugado ao FICT e PE 

respectivamente. 

 

Gráfico 1 - Percentual dos linfócitos Tγδ obtidos pelo citometria de fluxo nos grupos. O Teste 

estatístico utilizado foi o ANOVA e o intervalo utilizado foi o intervalo de confiança de 95%. NILM: 

Negativo para lesão intra-epitelial; NIC1: Lesão de baixo; NIC2-3: Lesão de alto grau. 
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Figura 4. Histogramas apresentando a intensidade da marcação FSC e SSC para células T γδ em 

uma amostra de paciente com lesão de alto grau. A região em vermelho representa a área de 

marcação para linfócitos 
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6. DISCUSSÃO           

 

O estudo da resposta imune local e sistêmica em pacientes com neoplasias 

intra-epiteliais cervicais de baixo e alto grau até a progressão para o câncer cervical é 

alvo de intensos estudos pela comunidade científica. Com objetivo de se entender os 

mecanismos imunes contra a infecção, à busca de biomarcadores que possam predizer 

o “comportamento” tumoral é especialmente importante no contexto do câncer, 

sobretudo, à variabilidade na progressão clínica da doença. Escassos são os estudos 

que correlacionam o papel das células Tγδ com as neoplasias cervicais intraepiteliais 

de alto grau e câncer cervical, visto que até o presente momento não há um estudo na 

literatura que observe a relação entre as células Tγδ e as neoplasias intra-epiteliais 

cervicais e câncer cervical.   

Os dados epidemiológicos observados sugerem que o câncer cervical e as 

neoplasias precursoras são patologias de grande importância em Saúde Pública, visto 

que a cada ano são diagnosticados 500.000 casos em todo mundo, configurando-se o 

segundo tipo mais comum entre as mulheres.  Em relação aos fatores de risco 

relacionados à oncogênese cervical podemos dividi-los em dois grandes grupos, a 

saber: os documentados experimentalmente e os clínicos ou epidemiológicos. Dentre 

os classificados no primeiro grupo, podem-se citar os fatores imunológicos (resposta 

imune local e sistêmica), o background genético (como o polimorfismo da proteína 

p53), o tabagismo, o uso prolongado de contraceptivos orais e as co-infecções, como 

por exemplo, a associação com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (AIDS).  No 

que se refere aos fatores de risco clínicos ou epidemiológicos, destaca-se o início 

precoce da atividade sexual, a multiplicidade de parceiros, a baixa escolaridade e 

renda familiar, a multiparidade, a história de DST, higiene íntima inadequada, tais 

variáveis têm sinalizado como co-fatores que favorecem a persistência da infecção por 

HPV e as neoplasias precursoras para o carcinoma cervical. 

Em nosso estudo, a comparação entre as variáveis sócias demográficas (estado 

civil, uso de preservativo, contraceptivos, idade, escolaridade, uso de cigarro) entre os 

grupos de pacientes com neoplasias cervicais intra-epiteliais e as do grupo sem lesão, 

assim como para a quantificação da subpopulação dessas células nos grupos 

estudados,não se encontrou diferenças estisticamente significativas, com valores de 

p>0.05 para todas as variáveis analisadas. Por mais que a imunofenotipagem das 
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células Tγδ presentes no sangue periférico (plasma) tenham sido realizados por meio 

da técnica da citometria de fluxo, que é uma metodologia quantitativa e bastante 

confiável, provavelmente o que contribuiu para os valores de p>0.05 encontrados 

trabalho, é o n amostral reduzido de pacientes arrolados no estudo (92 pacientes); 

pretende-se aumentar o número de pacientes nos grupos estudados, a fim de, 

obterem-se resultados significativos para as variáveis selecionadas, além de que 

acrescentar um grupo de pacientes com o câncer cervical, a fim de quantificar os 

percentuais de linfócitos Tγδ nesse grupo, observando se há diferenças com os grupos 

sem lesões e com as NICs.  Um outro fator que pode explicar valores de p> 0,05 foi o 

grau de dispersão dentro de cada grupo, o que justificar ampliar e continuar os estudos, 

a fim de buscar valores de p<0,05.  

No estudo de CORNELIS et al.,2003 observou que, as mulheres com neoplasias 

cervicais intra-epiteliais de NIC1 e que usaram preservativo durante a relação sexual 

tiveram uma regressão da lesão cervical em torno de 53%, contra 35% no grupo que 

não usou, com resultado estatisticamente significativo (p = 0,03). No nosso estudo foi 

verificado que nenhuma paciente com lesão de alto grau não costuma utilizar sempre o 

preservativo durante as relações sexuais. (p=0,102). Com relação às variáveis uso de 

tabaco e uso de método contraceptivos, não encontrou-se  resultados estatisticamente 

significativos, com valores de p =0,524 e p=0,420 respectivamente, embora no estudo 

realizado por MURTA et al.,2001 constatou-se que a infecção pelo HPV foi mais 

frequente em adolescentes que eram usuárias de contraceptivos orais( p<0,01). No 

estudo de APPLEBY et al., 2007, observou-se com base em 24 estudos ao redor do 

mundo, que 16.573 mulheres com Câncer cervical e 35.509 sem a doença; viu-se que 

o risco relativo para o desenvolvimento do câncer cervical foi maior nas mulheres que 

utilizavam contraceptivos orais e fumantes, variáveis que estão intimamente 

correlacionados ao aumento do risco para desenvolvimento e progressão das lesões 

cervicais até o câncer cervical.  De acordo com MORENO et al., 2002 o uso a longo 

prazo de contraceptivos orais pode ser um cofator que aumenta o risco de carcinoma 

cervical em até quatro vezes em mulheres que são positivas para DNA do HPV no colo 

do útero. Ao que tudo indica mecanismos hormonais presentes nos anticoncepcionais, 

promoveriam a persistência da infecção pelo HPV, além da manutenção da forma 

epissomal viral, que posteriormente se integraria ao genoma do hospedeiro 

(CASTELLSAGUÉ, 2001). Por outro lado, em estudos realizados por SCHIFFMAN et 

al., 2005; LACEY et al., 1999 não foi encontrado relação entre aumento do risco para 
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desenvolvimento de neoplasias intra-epiteliais cervicais e câncer cervical em mulheres 

que faziam uso de contraceptivos orais. Estudos epidemiológicos observaram uma 

relação entre o hábito de fumar e o aparecimento de neoplasias intra-epiteliais cervicais 

(INTERNATIONAL COLLABORATION OF EPIDEMIOLOGICAL STUDIES OF 

CERVICAL CANCER, 2006). O tabaco promove a diminuição do número das células 

de Langherans no colo uterino, importantes células apresentadoras de antígenos e 

ativadoras das respostas imunes pelas células T; o que estar intimamente relacionado 

a persistência viral (VILLA, 1997).   

Com relação à expressão das células Tγδ ainda não é conhecido os 

mecanismos de ação exercidos no câncer cervical. Já em alguns trabalhos com esta 

subpopulação celular, apontam para algumas ações protumorais, tanto em 

camundongos como em humanos através da modulação de algumas células do 

sistema imunológico, em trabalhos abrangendo outros tipos de câncer, como por 

exemplo, com pacientes com câncer de mama, cólo retal, observou-se em um estudo 

realizado por REI et al., 2015 que os linfócitos Tγδ regulatórios promoveram o bloqueio 

da maturação das células dendríticas e inibição das respostas imunes mediadas pelos 

linfócitos TCD4+ e TCD8+, assim como o recrutamento de células supressoras da 

linhagem mielóide(MDSC) respectivamente. 

Há pouca informação disponível sobre o comportamento da expressão das 

células T γδ nas neoplasias intraepiteliais cervicais. Um estudo relatou que as ações 

das células Tγδ em modelos com murinos e humanos ainda permanece incerta, 

enquanto que em alguns experimentos elas apresentaram atividades antitumorais, por 

meio da produção de citocinas antitumorais, como INF-y e TNF que provocaram a 

morte das células tumorais. Por outro lado, um efeito protumoral exercido por meio da 

produção de IL-17 foi capaz de sobrepor-se ao efeito exercido pelo INF-y (REI; 

PENNINGTON; SILVA-SANTOS, 2011) As funções tumorais obtidos pela produção da 

IL-17 promovem crescimento tumoral por meio da produção de certos subtipos de 

células Tγδ, que promovem imunossupressão por meio do recrutamento decélulas 

imunossupressoras da linhagem mielóide e/ou pequenos macrófagos peritoniais do 

sangue periférico, promovendo angiogênese, crescimento tumoral por meio da 

diferenciação das células T regulatórias (Tregs). Além disso, as células Tγδ produzem 

citocinas, como IL-4, IL-10 e/ou TGF- β que promovem a supressão da maturação das 

células dendríticas e/ou funções efetoras das células T γδ. (SANTOS-SILVA; SERRE; 

NORELL, 2015; PENNINGTON; SILVA-SANTOS, 2015). 
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  Observou-se em nosso estudo que p percentual dos linfócitos Tγδ foi um 

pouco maior no grupo de pacientes sem neoplasias intra-epiteliais cervicais (3,26%) do 

que nos grupos com lesões cervicais de baixo (3,12%) e alto grau (2,35)% (Tabela 3), o 

que pode-se inferir que essa subpopulação poderia estar conferindo um efeito protetor 

contra a progressão das lesões, o que poderia ser confirmado com mais técnicas que 

refletissem o microambiente das lesões intraepiteliais cervicais, o perfil de citocinas que 

são encontram-se atuando à nível tecidual e periférico. De acordo com LAFONT et al., 

2014 as células Tγδ podem contribuir para uma resposta imune antitumoral em uma 

grande variedade de tumores, como por exemplo: Linfomas, melanomas, mama, colon, 

pulmão, ovário, próstata por meio da produção de citocinas citotóxicas e estímulo sobre 

outras células, como linfócitos TCD8+ e células dendríticas.  

Dado o impacto putativo na bioatividade das células Tγδ, os nossos dados 

sugerem que as células Tγδ podem desempenhar um papel na patogénese das lesões 

intra-epiteliais cervicais através da modulação da resposta imune, favorecendo a 

progressão de lesões. Isto implica que as células epiteliais e endoteliais podem ter um 

papel importante imunomodulador produzindo as células Tγδ e possivelmente outras 

moléculas com funções semelhantes, para controlar a inflamação e células do sistema 

imunológico no meio do colo do útero. 
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS  

 

O trabalho é de grande relevância e originalidade, contudo tivemos alguns 

atrasos na logística para execução das etapas o que culminou no não fechamento de 

todos os experimentos propostos no trabalho em tela.  No presente momento, as 

pacientes com câncer cervical estão sendo arroladas no Hospital da LIGA Norte-rio-

grandense contra o câncer, hospital de referência do estado no tratamento do câncer. 

No início, acordou-se apenas arrolar as pacientes diagnosticadas com câncer cervical e 

sem tratamento, a fim de quantificar nesse grupo o percentual de células Tyδ e 

comparar estes resultados com os obtidos no trabalho nos grupos de pacientes com 

neoplasias intra-epiteliais cervicais (NICs 1, 2 e 3) e em pacientes sem neoplasia. Em 

virtude da dificuldade de encontrar pacientes com esse perfil, resolveu-se inserir no 

grupo as pacientes diagnosticadas com câncer cervical e que já tinham iniciado 

tratamento. No total, pretende-se arrolar trinta pacientes com câncer cervical, contudo 

até o momento, observou-se a partir dos resultados obtidos pela técnica de citometria 

de fluxo na população estudada um aumento da subpopulação de células Tyδ no grupo 

de pacientes com câncer cervical, contudo devido o pequeno número de amostras 

analisadas ainda é muito precoce fechar uma conclusão nessa casuística.  

A tipagem do papilomavírus humano (HPV) é outra meta a ser feita a curto 

prazo, no presente momento, já foram coletada as escovas endocervicais das 

pacientes com NICs e sem neoplasias. Para concluir essa etapa falta inserir as coletas 

das pacientes com câncer cervical e a entrega dos iniciadores adquiridos para que se 

possa realizar a tipagem dos HPVs, e assim associar nesses grupos o HPV mais 

prevalentes e oncogênicos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 e 69). Os 

dados obtidos com a tipagem do HPV serão correlacionados com a quantificação das 

célulasTyδ e a presença de neoplasia e câncer cervical.   Além do mais, com o 

propósito de se encontrar um biomarcador sistêmico a quantificação das citocinas 

serão realizadas. 

Somada a todas essas informações supracitadas, serão compilados todos os 

dados demográficos, laboratoriais, clínicos e Histológicos das pacientes acometidas 

com câncer cervical para que possamos comparar com as pacientes com neoplasia e 

sem neoplasias, e qual a implicação dessa subpopulação nesses diferentes grupos 

estratificados. 
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