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RESUMO 
 

Os modelos in vitro desempenham um papel crucial na avaliação preliminar de 
vacinas, destacando-se as células THP-1 pela sua capacidade de replicar 
características do sistema imunológico humano. As células THP-1, uma linhagem de 
promonócitos humanos, são amplamente utilizadas em estudos de imunologia por se 
diferenciarem em macrófagos funcionais, essenciais para estudar mecanismos de 
apresentação de antígenos e respostas imunológicas. A biotecnologia tem sido 
fundamental no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas, com vacinas de 
DNA se destacando por induzirem respostas imunológicas robustas e serem de fácil 
produção e armazenamento. Contudo, a avaliação eficaz dessas vacinas é 
desafiadora, necessitando de modelos in vitro que mimetizem com precisão as 
interações imunológicas humanas. As células THP-1 é um modelo versátil e relevante 
para essa análise, facilitando a compreensão dos mecanismos de ação das vacinas 
de DNA e a identificação de marcadores de eficácia imunológica. A oncoproteína E6 
do HPV-16 é o antígeno vacinal estudado, considerado um alvo interessante na 
imunoterapia do câncer cervical devido à sua expressão em lesões pré-malignas e 
invasivas. O estudo investiga o uso das células THP-1 como modelo in vitro para 
avaliar vacinas de DNA, focando no antígeno E6multi derivado do HPV-16. Neste 
sentido, foi feita a análise da viabilidade do antígeno, padronização da diferenciação 
das células THP-1 em macrófagos funcionais com PMA, verificação da eficácia da 
transfecção desses macrófagos com o DNA plasmidial E6multi, e investigação do 
perfil de polarização dos macrófagos resultantes. Os plasmídeos vacinais foram 
construídos a partir do gene de interesse, confirmados por PCR e sequenciamento. 
Células HEK-293T foram usadas para testar a expressão do antígeno vacinal, 
enquanto THP-1 foram diferenciadas com sucesso em macrófagos polarizados e 
transfectadas para análise de expressão gênica por RT-qPCR. A expressão gênica 
analisada por RT-qPCR mostrou amplificação específica do E6multi. A eficiência de 
transfecção das células diferenciadas com pVAX1-E6multi foi confirmada, destacando 
a expressão de marcadores de superfície CD68, CD80 e CD86, característicos de 
macrófagos ativados (M1). Não houve expressão significativa de CD206 (M2). A 
otimização das condições de diferenciação com PMA (150 nM por 24 horas) e 
densidade celular (2x106 células/poço) foi crucial para maximizar a diferenciação 
celular. Este estudo demonstra a viabilidade da abordagem de vacina multiepítopo e 
a eficácia da transfecção em células THP-1 diferenciadas para investigações futuras 
sobre imunoterapia contra HPV. 

 
 

Palavras-chave: Células THP-1. Modelo in vitro. Vacina de DNA. Macrófagos. 

Oncoproteína E6. 



 

 
 
 

 

ABSTRACT 

 
In vitro models play a crucial role in the preliminary evaluation of vaccines, with THP- 
1 cells standing out for their ability to replicate characteristics of the human immune 
system. THP-1 cells, a lineage of human promonocytes, are widely used in 
immunology studies because they differentiate into functional macrophages, essential 
for studying mechanisms of antigen presentation and immunological responses. 
Biotechnology has been fundamental in the development of new therapeutic strategies, 
with DNA vaccines standing out for inducing robust immune responses and being easy 
to produce and store. However, effective evaluation of these vaccines is challenging, 
requiring in vitro models that accurately mimic human immunological interactions. 
THP-1 cells are a versatile and relevant model for this analysis, facilitating the 
understanding of the mechanisms of action of DNA vaccines and the identification of 
markers of immunological efficacy. The HPV-16 E6 oncoprotein is the studied vaccine 
antigen, considered an interesting target in cervical cancer immunotherapy due to its 
expression in pre-malignant and invasive lesions. The study investigates the use of 
THP-1 cells as an in vitro model to evaluate DNA vaccines, focusing on the E6multi 
antigen derived from HPV-16. In this sense, the viability of the antigen was analyzed, 
standardization of the differentiation of THP-1 cells into functional macrophages with 
PMA, verification of the effectiveness of transfection of these macrophages with 
E6multi plasmid DNA, and investigation of the polarization profile of the resulting 
macrophages. The vaccine plasmids were constructed from the gene of interest, 
confirmed by PCR and sequencing. HEK-293T cells were used to test vaccine antigen 
expression, while THP-1 were successfully differentiated into polarized macrophages 
and transfected for gene expression analysis by RT-qPCR. Gene expression analyzed 
by RT-qPCR showed specific amplification of E6multi. The transfection efficiency of 
cells differentiated with pVAX1-E6multi was confirmed, highlighting the expression of 
surface markers CD68, CD80 and CD86, characteristic of activated macrophages (M1). 
There was no significant expression of CD206 (M2). Optimization of differentiation 
conditions with PMA (150 nM for 24 hours) and cell density (2x106 cells/well) was 
crucial to maximize cell differentiation. This study demonstrates the feasibility of the 
multiepitope vaccine approach and the efficacy of transfection in differentiated THP-1 
cells for future investigations into HPV immunotherapy. 

 

Key words: THP-1 cells. In vitro model. DNA vaccine. Macrophages. E6 oncoprotein. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A utilização de modelos in vitro desempenha um papel crucial na avaliação 

preliminar de vacinas, oferecendo insights valiosos sobre sua eficácia e segurança 

antes de testes em organismos vivos mais complexos. Entre esses modelos, as 

células THP-1 emergem como uma ferramenta promissora devido à sua capacidade 

de recapitular características chave do sistema imunológico humano. 

As células THP-1, uma linhagem de promonócitos humanos, têm sido 

amplamente utilizadas como modelo para estudos de imunologia devido à sua 

capacidade de se diferenciar em macrófagos funcionais sob estímulos específicos. 

Esses macrófagos, por sua vez, são fundamentais no estudo de mecanismos de 

apresentação de antígenos e na avaliação de respostas imunológicas. 

A biotecnologia tem desempenhado um papel crucial no desenvolvimento de 

novas estratégias terapêuticas e preventivas contra diversas doenças. Entre essas, 

as vacinas de DNA emergem como uma tecnologia promissora, oferecendo várias 

vantagens, como a capacidade de induzir uma resposta imunológica robusta e a 

facilidade de produção e armazenamento. No entanto, a avaliação eficaz dessas 

vacinas ainda representa um desafio significativo, exigindo modelos in vitro que 

possam mimetizar com precisão as interações imunológicas humanas. 

Nesse contexto, as células THP-1 oferecem um modelo versátil e relevante 

para a análise de respostas imunológicas, particularmente na avaliação de novas 

vacinas. A utilização das células THP-1 como modelo in vitro permite uma melhor 

compreensão dos mecanismos de ação das vacinas de DNA e facilita a identificação 

de potenciais marcadores de eficácia imunológica. 

O antígeno vacinal utilizado neste estudo é a oncoproteína E6 do HPV-16. 

Dentre as proteínas do HPV, as oncoproteínas são consideradas interessantes alvos 

da imunoterapia do câncer cervical, pois são essenciais para o surgimento e evolução 

da malignidade e são expressas em lesões pré-malígnas e invasivas. Diversas 

estratégias vêm sendo estudadas para o desenvolvimento de vacinas terapêuticas 

que têm como alvos as oncoproteínas. No entanto, nenhuma destas estratégias 

conseguiu causar regressão total dos tumores induzidos pelo vírus, o que reforça a 
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necessidade de estudos complementares para elicitar uma resposta imune adequada 

contra essas oncoproteínas, fornecendo estratégias promissoras no combate às 

neoplasias cervicais. 

A vacina de DNA terapêutica contra o câncer cervical é uma forma de 

imunoterapia que visa utilizar o próprio sistema imunológico do paciente para 

combater células cancerígenas no colo do útero. A ideia por trás dessa abordagem é 

induzir linfócitos T citotóxicos (CTLs) para eliminar células infectadas ou 

transformadas por HPV, em pacientes com infecção crônica. Isso pode ajudar a ativar 

o sistema imunológico do paciente para que ele reconheça e ataque essas células 

cancerosas como se fossem invasores estrangeiros. 

O presente trabalho tem como foco investigar o uso das células THP-1 como 

modelo in vitro para a avaliação de vacinas de DNA, visando contribuir para o 

desenvolvimento de estratégias mais eficazes de imunização. Especificamente, este 

estudo foca na avaliação do antígeno vacinal pVAX-E6multi, que contém sequências 

imunogênicas derivadas da oncoproteína E6 do HPV-16, um alvo significativo na 

prevenção de cânceres associados ao Papilomavírus humano. Neste contexto, a 

utilização de macrófagos como modelo experimental é relevante devido ao seu papel 

crucial na resposta imunológica e no microambiente tumoral. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

2.1 LINHAGEM CELULAR MONOCÍTICA HUMANA (THP-1) E SUAS 

APLICAÇÕES 

 
A linhagem celular THP-1 foi isolada por Tsuchiya e colaboradores em 1980 a 

partir do sangue periférico de um paciente masculino de um ano de idade com 

diagnóstico de leucemia monocítica aguda (Tsuchiya et al., 1980). Essas células 

assemelham-se às propriedades morfológicas e de diferenciação de monócitos e 

macrófagos primários (Tsuchiya et al., 1980). Esta linhagem celular tem sido 

amplamente empregada em pesquisas para estudar as funções de monócitos e 

macrófagos, assim como os mecanismos, vias de sinalização e transporte de 

nutrientes e medicamentos (Chanput et al., 2014). 

A linhagem celular monocítica humana THP-1 é uniforme, simples de cultivar e 

manter em ambiente laboratorial. As THP-1 são extensivamente empregadas para 

estudar como os monócitos e macrófagos controlam, regulam, funcionam, sinalizam 

e destroem patógenos (Shah et al., 2022). Esses modelos in vitro são comumente 

usados para explorar a interação entre patógeno e hospedeiro durante infecções por 

M. tuberculosis (Chanput et al., 2014). 

Os primeiros estudos indicaram que as células THP-1 se assemelham a 

monócitos primários e macrófagos em propriedades morfológicas e funcionais, 

incluindo marcadores de diferenciação (Kramer et al., 2002; Hjort et al., 2003; 

Sakamoto et al., 2001; Tsuchiya et al., 1980 e Ueki et al., 2002). Devido às suas 

semelhanças metabólicas e morfológicas, essas células podem ser diferenciadas em 

macrófagos utilizando forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), 1,25-di-hidroxivitamina 

D3 (VD3), ácido retinoico ou citocinas (TNF, IFN-γ), fator estimulador de colônias de 

granulócitos e macrófagos (GM-CSF) ou fator estimulador de colônias de macrófagos 

(M-CSF). Entre os quatro mencionados anteriormente, o PMA e o VD3 são os agentes 

de diferenciação mais frequentemente utilizados em linhagens celulares monocíticas 

(Chen e Catharine, 2004; Daigneault et al., 2010; Park et al., 2007 e Smith et al., 2018). 

https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/monocyte
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Ésteres de forbol, como o PMA, são capazes de promover a completa 

diferenciação de monócitos em macrófagos (Daigneault et al., 2010; Genin et al., 2015 

e Smith et al., 2015). A diferenciação induzida pelo PMA ocorre através da ativação 

da proteínaquinase C (PKC) e é semelhante à diferenciação induzida por diacilglicerol 

que acontece naturalmente nos macrófagos humanos (Reyes et al., 1999 e Cao et al., 

2014). 

Após a exposição ao PMA (forbol 12-miristato 13-acetato), as células começam 

a aderir às placas de cultura. Isso é seguido por notáveis alterações morfológicas, 

resultando na diferenciação em um fenótipo de macrófago caracterizado por uma 

forma ameboide e plana, com corpos de Golgi bem desenvolvidos, um grande número 

de ribossomos citoplasmáticos livres e retículos endoplasmáticos rugosos (Tsuchiya 

et al.,1982). De acordo com a literatura, pode-se concluir que o PMA é o agente de 

diferenciação mais eficaz para obter macrófagos maduros a partir de monócitos THP- 

1, apresentando características semelhantes aos macrófagos derivados de monócitos 

de célula mononuclear do sangue periférico (PBMC) (Bastiaan-net et al., 2013; 

Chanput et al., 2012; Chanput et al., 2013 e Liu et al., 2023). 

As concentrações de PMA utilizadas em estudos variam de 6 a 500 nM, 

representando uma diferença de quase 80 vezes na concentração (Feng et al., 2004; 

Park et al., 2007 e Spano et al., 2007). Além disso, o tempo de exposição das células 

ao PMA varia de 3 a 72 horas, o que equivale a uma variação de 24 vezes na duração 

da fase de estimulação (Feng et al., 2004 e Lud et al., 2016). O tratamento com PMA 

oferece vantagens sobre o 1α, 25(OH)2D3 na indução de um fenótipo mais maduro, 

caracterizado por uma maior taxa de fagocitose, menor taxa de proliferação, 

expressão aumentada de CD14 e CD11b na superfície celular, e maior capacidade de 

aderência em comparação com o agente de indução 1α,25(OH)2D3 (vitamina D3) 

(Schwende et al., 1996). 

Os macrófagos diferenciados da linhagem THP-1 são empregados como um 

modelo in vitro de macrófagos humanos em pesquisas que exploram doenças 

inflamatórias (Chanput et al., 2014; Hjort et al., 2003; Shah et al., 2022 e Ueki et al., 

2002). Devido ao seu comportamento semelhante ao de macrófagos derivados 
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naturalmente de monócitos, essa linhagem celular representa um modelo confiável 

para investigar os mecanismos subjacentes à diferenciação dos macrófagos (Auwerx, 

1991). 

A linhagem celular THP-1 é vantajosa para pesquisas que envolvem o sistema 

monócito-macrófago por diversos motivos. Em primeiro lugar, por ser derivada de uma 

única fonte, a THP-1 possui um background genético mais uniforme em comparação 

aos monócitos primários. Essa uniformidade genética ajuda a reduzir as variações no 

fenótipo celular resultantes da diferenciação de monócitos em macrófagos (Qin, 

2012). Além disso, os macrófagos polarizados a partir de células THP-1 podem ser 

eficientemente transfetados utilizando métodos não virais, como eletroporação e 

transfecção lipossomal, com maior sucesso do que os macrófagos primários. Isso se 

deve ao papel funcional dos macrófagos no sistema imunológico, onde eles 

rapidamente eliminam corpos estranhos, incluindo os reagentes de transfecção (Qin, 

2012 e Yasin et al., 2022). 

Theus e colaboradores (2004) enfatizaram que as vantagens de utilizar a 

linhagem celular THP-1 como modelo de diferenciação de monócitos/macrófagos in 

vitro incluem a consistência na função de macrófago e a capacidade replicável de 

crescimento celular. Isso facilita seu estudo em vários estágios, tanto normais quanto 

ativados. Além disso, foi demonstrado que a diferenciação da THP-1 pode ser utilizada 

como modelo experimental na compreensão de diferentes vias de sinalização durante 

a infecção por M. tuberculosis e as respostas imunes desenvolvidas pelos macrófagos 

(Wei et al., 2016 e Zhou et al., 2019). 

Em um estudo sobre o câncer, foi explorado o papel dos macrófagos derivados 

de células THP-1. Estes macrófagos foram usados para provar que o câncer induziu 

a suprarregulação dos marcadores TAM (Macrófagos Assosciados a Tumores) em 

monócitos circulantes (Cassetta et al.,2019). Assim, esses estudos anteriores 

reforçam a validação da THP-1 como um modelo confiável de macrófagos primários 

e oferece insights importantes para pesquisas futuras envolvendo esse conjunto de 

células monócito-macrófago. 
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2.2 MACRÓFAGOS: CARACTERÍSTICAS E FENÓTIPOS 

 
 

Os macrófagos desempenham uma variedade de funções na imunidade inata 

e adaptativa. Eles possuem pelo menos três funções essenciais para a manutenção 

da homeostase: fagocitose, apresentação de antígenos e secreção de citocinas 

(Davies et al., 2013). Originados de precursores monocíticos, os macrófagos 

respondem a diversos fatores extrínsecos que influenciam a expressão de proteínas 

regulatórias e de superfície, resultando em um estado de polarização celular. Este 

conceito refere-se às características fenotípicas que os macrófagos apresentam em 

determinado tempo e contexto, refletindo propriedades proteicas e funcionais 

relacionadas à inflamação (Murray et al., 2017). 

Nos estudos, essas subpopulações são categorizadas em dois tipos 

fenotipicamente distintos: os macrófagos M1, que são reconhecidos como pró- 

inflamatórios e possuem uma forte capacidade de produzir citocinas pró-inflamatórias. 

Eles são especializados na resistência a patógenos, apresentam alta atividade 

microbicida e geram espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (ROS/RNS). A 

ativação dos macrófagos M1 ocorre em resposta a componentes bacterianos como o 

LPS, isoladamente ou em combinação com citocinas que promovem uma resposta 

imune Th1, incluindo o interferon-gamma (IFN-γ). Esses macrófagos são definidos 

pela elevada expressão de interleucina-1β (IL-1β), IL-6, IL-12, IL-23, fator de necrose 

tumoral (TNF-α) e óxido nítrico sintase induzível (iNOS), desempenhando um papel 

pró-inflamatório essencial para a eliminação de microrganismos invasores. Eles 

podem ser identificados pela presença de moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade classe II (MHC II), CD68, CD80, CD86, SOCS3 e iNOS (Figura 

1) (Barros et al., 2013, Martinez e Gordon, 2014 e Shiratori et al., 2018). 

Os macrófagos M2, ou alternativamente ativados, são caracterizados por uma 

resposta anti-inflamatória e são induzidos por citocinas produzidas por células Th2, 

como IL-4, IL-10 e IL-13 (Khan et al., 2019, Murray et al., 2017). Esses macrófagos 

expressam receptores de manose CD206 e CD163 e produzem citocinas como IL-6, 

IL-10 e TGF-β, um fator de transformação do crescimento. Além disso, os macrófagos 

M2 possuem baixa expressão de iNOS e IL-12 (Figura 1). Funcionalmente, eles 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299920301825?via%3Dihub&bib20
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301468122000755?via%3Dihub&bib62
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ajudam a resolver a inflamação, têm alta capacidade fagocítica, promovem a 

angiogênese e contribuem para o remodelamento tecidual. Eles também são 

encontrados no microambiente tumoral l (Martinez e Gordon, 2014; Mosser & Edward, 

2008 e Murray et al., 2017). 

 
Figura 1: Fenótipos pró-inflamatório M1 (classicamente ativado) e o anti-inflamatório e M2 

(alternativamente ativado). Os macrófagos M1 são induzidos por LPS, IFN-γ e TNF-α e expressam 

TLR-2, TLR-4, CD86, CD80, iNOS e MHC-II, liberando citocinas como TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, 

CXCL9 e CXCL-10. A expressão dos genes M1 é regulada por NF-κB, STAT1, STAT5, IRF3, IRF-5 e 

HIF-α. Já os macrófagos M2 são induzidos por IL-4 e IL-13, identificados pela expressão de FIZZ1, 

CD206, CD209, Ym1/2 e CD163, e pela secreção de TGF-β, IL-10, CCL1, CCL17, CCL18, CCL22, 

CCL24, CXCL13 e VEGF.    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Adaptado de Reghu (2024) 
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Além disso, a literatura descreve três subgrupos de macrófagos M2: M2a, M2b 

e M2c (Figura 2). O subgrupo M2a é geralmente induzido por IL-4 ou IL-13, já o M2b 

é ativado pela exposição a imunocomplexos (CI), agonistas de TLRs ou receptores de 

IL-1, responsável pela regulação imunológica. Enquanto o M2c é gerado pela indução 

de IL-10 ou TGF-β, cuja função consiste na promoção da tolerância imunológica e o 

remodelamento dos tecidos (Cui e Liu 2015 e Sha et al., 2022). Os macrófagos 

humanos não polarizados (M0) podem ser identificados por marcadores como fator 1 

estimulador de colônia de macrófagos/CD115, CD36, CD14, CD68 ou CD71, 

conforme ilustrado na Figura 2 (Sha et al., 2022). Em geral, uma variedade de 

mediadores é utilizada para indução das células THP-1, isoladamente ou em 

combinações, para alcançar diferentes populações de macrófagos. 

 
Figura 2: Polarização de células THP-1 em diferentes fenótipos de macrófagos. A ativação 

clássica refere-se à polarização para o fenótipo M1, a ativação alternativa ao M2a, o macrófago Tipo II 

ao M2b, e o fenótipo desativado ao M2c. Entre os termos citados estão: RM (receptor de manose), SRs 

(receptores scavenger), TLR (receptor Toll-like), TGF-β (fator de crescimento transformador beta), TNF- α 

(fator de necrose tumoral alfa), LPS (lipopolissacarídeos) e PMA (phorbol 12-miristato 13-acetato). 
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Fonte: Adaptado de Sha (2022). 

 
 
 

2.2.1 MACRÓFAGOS E O MICROAMBIENTE TUMORAL 

 
 

Estudos recentes demonstraram uma correlação significativa entre a resposta 

imune à imunoterapia e o microambiente tumoral, especialmente em relação às 

células imunes infiltrantes no tumor (Zhou et al., 2024). Entre essas células, os 

macrófagos têm se mostrado componentes essenciais, desempenhando um papel 

cada vez mais crucial na imunoterapia contra o câncer (Duane et al., 2021). Os 

macrófagos associados a tumores (TAMs) são tipicamente encontrados no 

microambiente de tumores sólidos, representando a maior proporção de infiltração de 

células mieloides nesses tumores, e estão fortemente ligados a um mau prognóstico 

em pacientes com câncer (Vanpouille-Box et al., 2017). 
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Dentro do microambiente tumoral, os TAMs exercem certos efeitos promotores 

do tumor, incluindo a estimulação da proliferação de células tumorais, metástases, 

angiogênese e resistência a drogas (Figura 3) (Li et al., 2019 e Hourani et al., 2021). 

Além disso, os macrófagos associados a tumores exibem considerável plasticidade, 

sendo facilmente polarizadas em tipos distintos em resposta a fatores ambientais. O 

perfil presente nos infiltrados tumorais, denominados como M1 ou M2, influencia na 

progressão de alguns tipos de câncer, incluindo os cânceres HPV positivos (Lequeux 

et al., 2021 e Silva et al., 2023). 

A regulação das funções dos macrófagos desempenha um papel crucial no 

êxito da imunoterapia contra tumores, envolvendo múltiplas citocinas, receptores e 

vias de sinalização que influenciam a ativação e inibição dessas células, determinando 

assim a eficácia das respostas imunológicas (Clara et al., 2020). Esta estratégia traz 

novas perspectivas para o tratamento do câncer, particularmente em estágios 

avançados e metastáticos. 

Embora compartilhem funcionalidades semelhantes aos macrófagos do tipo M2, 

os TAMs não se encaixam perfeitamente nessa classificação, exibindo características 

que favorecem a imunossupressão no microambiente tumoral e a progressão do 

câncer. O papel imunossupressor dos TAMs está intimamente ligado aos tipos e 

funções das células T que infiltram esse ambiente (Xia et al., 2021). Os TAMs podem 

suprimir diretamente as funções imunológicas dos linfócitos T citotóxicos (CTL) 

através de pelo menos três mecanismos distintos: modulação da expressão de 

checkpoints imunológicos, liberação de fatores supressores do sistema imunológico e 

regulação da produção de metabólitos que afetam a atividade dos CTLs por meio de 

vias metabólicas (Zhou et al., 2021). 

No entanto, devido à sua plasticidade, há indícios de que as TAMs possuem 

perfis de expressão que podem ser semelhantes dos padrões tradicionais M1 e M2 

dos macrófagos (Lavine et al., 2014). Como a maioria das neoplasias está associada 

a estados inflamatórios crônicos, sugere-se que os macrófagos M1 podem iniciar a 

formação do tumor, criando um ambiente propenso a mutações, enquanto os 

macrófagos M2 favorecem a progressão da malignidade (Ribeiro et al., 2014 e Xia et 

al., 2021). 
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Abordagens terapêuticas direcionadas aos macrófagos no microambiente do 

câncer de ovário em murinos visam converter macrófagos M2 em M1 e combater a 

imunossupressão (Travers et al., 2019). A inibição da polarização dos TAMs através 

de terapias combinadas oferece promessa significativa na prática clínica. Estudos 

recentes demonstraram que a combinação de 5-azacitidina (AZA) e α- 

difluorometilornitina (DFMO) aumentou a sobrevivência e reduziu a carga tumoral em 

modelos de câncer de ovário em camundongos (Travers et al., 2019). Outro estudo 

introduziu nanopartículas de duplo inibidor (DNTs) que transformaram macrófagos M2 

em M1, apresentando uma abordagem inovadora e promissora para a terapia 

antitumoral (Ramesh et al., 2019). 

 
Figura 3: O papel das TAMs no apoio ao crescimento do tumor. As TAMs facilitam a 

imunossupressão ao recrutar células Treg e inibir as células T CD8+. Além disso, as TAMs estão 

envolvidas na disseminação metastática, angiogênese e resistência a medicamentos. 

 

Adaptado de Hourani (2021). 
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Os Papilomavírus humano (HPVs) possuem como material genético uma 

molécula de DNA circular de fita dupla de aproximadamente 8000 pb, dividida em 8 

ORFs e associada a proteínas do tipo histona. São vírus icosaédricos não 

envelopados, protegido por um capsídeo, com diâmetro de aproximadamente 55nm 

(Brianti et al., 2017 e Van Doorslaer et al., 2019). Até o presente momento são 

conhecidos 216 tipos de HPV (Van Doorslaer et al., 2019) e eles difere um do outro 

pelo menos 10% na sequência do gene L1, altamente conservado em cada genótipo 

(Kocjan et al., 2015). O contágio pelo vírus está relacionado com infecções cutâneas 

e na mucosa epitelial que podem levar a lesões ou verrugas (Brianti et al., 2017 e Van 

Doorslaer et al., 2019). 

Atualmente são definidos cinco grupos evolutivos de HPV (alfa (α), beta (β), 

gama  (γ),  mi  (μ)  e  ni  (ν)).  Dentre  os  mais  de  200  tipos  de  HPV  reconhecidos,  os 

Papilomavírus do gênero alfa são os principais responsáveis por infectar mucosas, 

além de causar infecções cutâneas, e são classificados como de alto ou baixo risco 

oncogênico (Okunade etal, 2020 e Van Doorslaer et al., 2019). Os HPVs de alto risco 

são os agentes etiológicos do câncer cervical e de outros cânceres genitais, assim 

como carcinomas decabeça e pescoço. Treze tipos foram classificados como sendo 

de alto risco pela Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC): HPV 16, 18, 

31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 (Graham, 2017 e Viarisio, 2017). Os alfa- 

papilomavirus de baixo risco causam lesões benignas ou de baixo grau e verrugas 

anogenitais. Dentre os HPVs de baixo risco, os tipos 6 e 11 são os mais prevalentes 

(Alemany et al., 2014; Brianti et al., 2017; Serrano et al., 2015). 

O genoma viral (Figura 4) pode ser dividido em três regiões funcionais, que 

são: uma região codificante contendo os genes iniciais E1, E2 e E4, responsável pela 

replicação e transcrição do DNA viral; e E5, E6 e E7, que estão associados à 

carcinogênese; uma região contendo dois genes tardios: as proteínas do capsídeo 

principal (L1) e secundária (L2) e por fim, a região de controle longo (LCR) que não 

codifica proteínas e é responsável pela regulação da transcrição das demais ORFs e 

da replicação (Graham, 2010; Gupta e Mania-pramanik, 2019; Zheng, 2022; Nelson, 

2023). Devido o splicing alternativo e a expressão de múltiplos promotores, a 
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quantidade de proteínas produzidas é maior em relação ao número de genes do 

vírus (Doorbar et al., 2016). 

Pelo menos 13 tipos de HPV são considerados oncogênicos, apresentando 

maior risco ou probabilidade de provocar infecções persistentes e estar associados a 

lesões precursoras. Dentre os HPV de alto risco oncogênico, os tipos 16 e 18 estão 

presentes em 70% dos casos de câncer do colo do útero. Por sua vez, os alfas 

papilomavirus de baixo risco, exemplificados pelos tipos 6 e 11, encontrados em 90% 

dos condilomas genitais e papilomas laríngeos, são considerados não oncogênicos, 

causando apenas verrugas genitais e lesões benignas ou de baixo grau (Brianti et 

al., 2017; INCA, 2020). 

 

Figura 4: Representação esquemática do genoma do HPV-16 evidenciando os genes de 

expressão precoce (E), tardia (L) e a região longa de controle (LCR). 

 
 

 
Fonte: Adaptado de Nelson (2023). 

 
 
 
 
 
 
 

Quadro 1: Relação sumarizada das proteínas de HPV e suas principais funções. 

 

Características genômicas 

 Local de ligação E1 

 Locais de ligação E2 

Promotor (p) 

Sítio de poliadenilação (poliA) 

Região regulatória upstream 

Região sem cofificação 

 
Tipos ORF 

Oncoproteína 

Oncoproteína acessória 

Replicação/liberação 

Estrutural 
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Proteína 

viral 

 
Principais funções 

 
E1 

 
Regulação da replicação do DNA viral; possui função de helicase 

 
E2 

Ativador da replicação do genoma viral; regulador da transcrição viral 

(repressor de E6 e E7) 

 
E4 

 
Montagem e liberação da partícula viral; alteração da matriz 

intracelular 

 
E5 

Ativação do Fator de Crescimento Epidermal (EGF); dificulta a 

apresentação de antígenos via MHC, induz a proliferação celular 

 
E6 

Inativação do supressor tumoral p53 via degradação proteossomal; 

induz a carcinogênese 

 
E7 

Inativação do supressor tumoral pRB via degradação proteossomal; 

induz a carcinogênese 

 
E8^E2 

Resultado de processamento via splicing, Inibidor da transcrição e 

tradução dos genes virais 

 
L1 

 
Principal proteína do capsídeo 

 
L2 

 
Proteína interna do capsídeo 

 
 

 

2.3.2 A ONCOPROTEÍNA E6 

 
 

A oncoproteína E6 é uma das principais oncoproteínas virais de HPVs de alto 

risco atuando como proteína multifuncional (Martínez-Ramírez et al., 2018). Esta 

proteína é responsável pela proliferação e sobrevivência celular, inibição do apoptose, 

instabilidade genômica e evasão da resposta imune do hospedeiro (Yeo- Teh et al., 

2018) através das suas interações com um conjunto de proteínas-chave como 
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supressor tumoral p53 (Figura 5). A inativação das proteínas p53 leva ao acúmulo de 

danos no DNA da célula do hospedeiro e, consequentemente, à carcinogênese 

(Doorbar et al., 2012; Estêvão et al., 2019). 

 
Figura 5: Alvos moleculares da oncoproteína E6 de alto risco. É conhecido que a oncoproteína E6 

interage com uma ampla variedade de moléculas que participam de várias vias celulares. Essas 

interações têm um impacto significativo na modulação do sistema imunológico, na promoção da invasão 

celular, na desregulação do ciclo celular, na indução de instabilidade genômica, na facilitação da 

imortalização celular e na supressão da morte celular. Esse conjunto de efeitos contribui para potenciar 

o desenvolvimento do câncer. 

 
 

 

Em condições normais, a célula responde a eventos de proliferação não 

programada através da indução à apoptose. Porém, este evento é impedido pela 

proteína E6 de HPVs de alto risco, visto que E6 interage com a ubiquitina ligase E6AP 

(E6-associated protein) levando o supressor tumoral p53 – um regulador- chave do 

apoptose – à degradação proteossomal, alterando assim todos os genes 

subordinados a este (Martinez-Zapien et al., 2016 e Vande Pol & Klingelhutz, 2013). 
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Além disso, a oncoproteína E6 possui um domínio de ligação ao motivo PDZ 

(PDZ binding motif) e desta forma, é capaz de interagir com pelo menos outras 14 

proteínas que contém este motivo, o que na maioria dos casos as direciona à 

degradação proteossomal. A perda dessas proteínas resulta na alteração da 

morfologia celular, reorganização da rede de microfilamentos e perda das junções 

celulares, eventos associados à imortalização dos queratinócitos (Massimi, et al., 

2008 e Yeo-Teh et al., 2018). 

Recentemente, dados publicados pela Inovio (2022) sobre a vacina de DNA 

terapêutica Inovio VGX-3100, que tem como alvo as proteínas E6 e E7, demonstraram 

que ela passou por ensaios clínicos de Fase 3. Esses ensaios foram conduzidos de 

forma prospectiva, randomizada, duplo-cega e com grupo controle que recebeu 

placebo (NCT03721978e NCT03185013). As participantes eram mulheres adultas 

com lesões histologicamente confirmadas de Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) 2 

e 3, causadas pelos tipos virais HPV16 e HPV18. Embora os resultados relativos à 

regressão histopatológica e à redução da carga viral após a vacinação com VGX-3100 

não tenham atingido níveis de sucesso significativo, devido a falta de significância 

estatística na população biomarcadora experimental selecionada, essa vacina 

representa o composto mais avançado em estágios clínicos, demonstrando a 

viabilidade de direcionar as proteínas E6 e E7 como alvos eficazes para uma vacina 

terapêutica contra o HPV16. A vacina BNT113 da BioNTech, que utiliza a tecnologia 

de mRNA, também está direcionando seus testes aos antígenos E6 e E7. Atualmente, 

encontra-se em andamento um ensaio clínico de fase II com o objetivo de avaliar tanto 

a segurança quanto o efeito terapêutico dessa vacina em pacientes que apresentam 

câncer na região da cabeça e pescoço e são positivos para o HPV16. 

Estudos recentes feito por Zhou e colaboradores (2023) mostraram que os 

camundongos C57Bl6 re-desafiados com o tumor C3 foram capazes de montar uma 

resposta imune induzida  por vacina de mRNA contra E6, o  que sugere que a 

imunogenicidade de E6 poderia oferecer um nível extra de proteção contra recorrência. 

Pelo fato das oncoproteínas E6 e E7 atuarem nas fases iniciais eavançadas da 

transformação de queratinócitos e no desenvolvimento de lesões cervicais malignas, 
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uma resposta imune elicitada contra epítopos imunogênicosdessas proteínas deve 

erradicar as células tumorais eficientemente. 

 
2.4 VACINA DE DNA COMO ESTRTÉGIA TERAPÊUTICA CONTRA O CÂNCER 

CERVICAL 

 
Em se tratando do desenvolvimento de vacinas, as vacinas de DNA destacam- 

se, pois, são mais seguras, visto que podem ser desenvolvidas a partir de sequências 

alvo e vetores não patogênicos, rápida produção e maior estabilidade, comparada às 

vacinas tradicionais (Garg et al., 2018). As vacinas de DNA consistemem plasmídeos 

recombinantes que expressam in vivo um imunógeno capaz de estimular respostas 

imunes celular e humoral do hospedeiro que a recebe. Elas podem ser projetadas 

para modular a especificidade da imunidade ou para aumentar as respostas 

imunológicas com auxílio de sequências que podem atuar como adjuvantes (Vici et 

al., 2016). As vacinas podem ser entregues por diferentes rotas, sendo as mais 

comuns a intramuscular (IM) e intradermal (ID) que resultam na transfecção direta de 

miócitos e queratinócitos, respectivamente, além de células apresentadoras de 

antígeno (APCs) especializadas (Lopes et al., 2019). 

A vacina de DNA consiste em utilizar um plasmídeo que é sintetizado em 

bactérias e contém a informação genética para produzir uma determinada proteína 

de interesse, também conhecida como antígeno. Esse plasmídeo é projetado com um 

promotor adequado para funcionar em células de mamíferos e é direcionado de 

maneira a adentrar o núcleo das células humanas que o receberão, iniciando assim 

o processo de transcrição e tradução. Uma vez que o plasmídeo é internalizado 

pelas células do hospedeiro, a proteína específica codificada por ele começa a ser 

produzida. Esse antígeno resultante torna-se disponível dentro das células. Um passo 

crucial acontece quando esse antígeno é apresentado às células apresentadoras de 

antígenos (APCs), células dendríticas e macrófagos, por meio das vias de complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC). Dessa forma, as células T virgens podem ser 

ativadas após reconhecerem o antígeno, o que desencadeia uma resposta imune. 

Caso as proteínas da vacina sejam secretadas, esses alvos são reconhecidos pelos 
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receptores de células B em células B virgens as células produzidas produzirão 

diferentes classes de mecanismos (principalmente IgG) para proteger contra a doença. 

Além disso, a vacinação através do uso de vacinas de DNA também induz a produção 

de citocinas e quimiocinas com propriedades pró- inflamatórias (Lopes, et al., 2019; 

Silveira, et al., 2021; Ghattas, et al., 2021). 

Atualmente são licenciadas 4 vacinas profiláticas contra o HPV. No entanto, 

as vacinas não são eficazes contra o Câncer cervical em indivíduos já infectados, visto 

que a eficácia da vacinação é muito baixa em mulheres com infecção prevalente por 

HPV (Paavonen et al., 2009), o que aponta para um baixo impacto no controle do 

câncer cervical pré-existente. Diante deste quadro é indispensável o desenvolvimento 

de estratégias terapêuticas no combate ao câncer cervical. No momento, o foco do 

combate ao câncer em mulheres já diagnosticadas com lesões consiste em aumentar 

as taxas de sobrevivência, principalmente por meio de terapias direcionadas em 

combinação com a crioterapia, quimio-radiação padrão e histerectomia (Del Campo et 

al., 2008). 

Durante a infecção pelo HPV, naturalmente, o sistema imune não é capaz de 

reconhecer todos os epítopos possíveis do patógeno, causando assim uma resposta 

centrada em apenas um ou poucos deles. Portanto, o uso de vacinas terapêuticas 

baseadas em epítopos específicos permite a escolha de alvos terapêuticos mais 

apropriados, aumentando assim a eficácia da resposta imune celular contra as 

proteínas do vírus (Rajissa et al., 2019; Sette e Fikes, 2003). Essas vacinas são 

compostas de epítopos imunodominantes de células B e T separados por 

espaçadores, que auxiliam no processamento e apresentação de antígenos. A falta 

de sequências espaçadoras para separação dos epítopos resulta na produção de uma 

nova proteína (Li et al., 2014). 

Quando o plasmídeo vacinal chega ao núcleo, o gene que codifica o antígeno 

de interesse é transcrito. Em seguida, esse mRNA é traduzido no citoplasma da célula 

utilizando a maquinaria traducional do hospedeiro (Figura 6). A proteína resultante, 

contendo os epítopos intactos, é processada pela via de reconhecimento antigênico 

do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) e apresentada ao sistema 

imunológico. Uma grande vantagem das vacinas de DNA é a capacidade de codificar 
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antígenos que são processados pelas vias MHC classe I e II, ativando assim tanto as 

respostas de células TCD8 quanto TCD4. Isso promove uma resposta imune humoral 

(através da apresentação cruzada) e celular, sendo esta última crucial para o sucesso 

da terapia (Dunham 2002). 

 
Figura 6: Indução de imunidade celular e humoral após imunização com vacinas de DNA. 

 
Fonte: Adaptado de Silveira 2021. 
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 
 

Investigar o uso de células THP-1 como modelo in vitro para a avaliação de vacinas 

de DNA, visando contribuir para o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de 

imunização contra o câncer cervical promovido pelo HPV. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

 Avaliar a viabilidade do antígeno vacinal pVAX-E6multi. 

 

 Padronizar o processo de diferenciação das células THP-1 através da indução 

com PMA (forbol 12-miristato 13-acetato), determinando as condições ótimas 

para a obtenção de macrófagos funcionais. 

 
 Avaliar a eficácia da transfecção de macrófagos derivados de células THP-1 

com DNA plasmidial E6multi. 

 
 Investigar o perfil de polarização dos macrófagos obtidos a partir da transfecção 

das células THP-1 através da análise de expressão gênica de marcadores 

típicos de macrófagos M0 (como CD68), M1 (como CD80/CD86) e M2 (como 

CD206). 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

4.1 ANTÍGENO VACINAL 

 
 

O gene sintético otimizado para expressão em células de mamífero foi 

adquirido (GenScript) como antígeno proposto para a estratégia vacinal. A construção 

vacinal é composta por sequências duplicadas para três epítopos imunogênicos 

– ligantes de MHC-I, alelo H-2-Db – para ativação de linfócitos T citotóxicos presentes 

na oncoproteína E6 do HPV-16. A sequência dos epítopos presente na construção 

multiepítopo está representada na Tabela 1. Os genes multiepítopo foram 

intercalados por sequências linkers para sítios de clivagem proteossomal e lisossomal 

(HEYGAEALERAG e AAY) (Dolenc et al., 1998; Bergmann et al., 1996; Nezafat et al., 

2014) como abordagem para aumento da apresentação via MHC. O esquema da 

construção vacinal está ilustrado na Figura 7. 

 
Tabela 1. Descrição dos epítopos ligantes de MHC-I preditos pela ferramenta IEDB 

utilizados neste estudo. 

 
 

 
Gene 

 
Epítopo I 

 
Epítopo II 

 
Epítopo III 

 
Tamanho da 

construção 
(em pb) 

 
E6 HPV-16 

multiepítopo 

REVYDFAFRDLCI V 
(47-60) 

CVYCKQQLLRREV Y 
(37-50) 

RKLPQLCTELQT T 
(17-29) 

 
372 

 

Fonte: A autora (2024). 

 
 
 
 
 

Figura 7. Esquema ilustrativo do gene sintético multiepítopo para o antígeno E6 de 

HPV-16 e sua sequência em pares de bases. 
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4.2 CONSTRUÇÃO DOS PLASMÍDEOS VACINAIS 

 
 

Para obtenção do plasmídeo vacinal, o gene de interesse foi selecionado e 

propagado em plasmídeo pUC57 através de cultura de bactérias quimiocompetentes. 

da linhagem Escherichia coli Top 10. Durante a transformação bacteriana, 

aproximadamente 100 ng de DNA foram adicionados a 50 µl de bactérias 

quimiocompetentes e cultivadas em meio LB (Luria-Bertani). Os clones foram 

selecionados utilizando-se o antibiótico de resistência ampicilina para o vetor pUC57 

(uso a 100 µg/mL). O DNA das colônias foi extraído utilizando-se kit comercial de mini 

extração plasmidial (KitYield™ Plasmid Miniprep System) e submetido à digestão 

enzimática com as enzimas de restrição BamHI e XbaI. 

O gene de interesse foi então separado do vetor através de eletroforese em 

gel de agarose a 1% e os recortes do gel foram purificados através de kit de purificação 

de DNA comercial (kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System™ - Promega®) e 

subclonados, por meio de reação de ligação (T4 DNA ligase - Invitrogen™) no 
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plasmídeo de expressão em células de mamíferos pVAX1 (InvitrogenTM) previamente 

digerido pelas enzimas BamHI e XbaI. Bactérias quimiocompetentes da linhagem E. 

coli Top10 foram utilizadas nesse processo de clonagem para produção em grande 

escala dos plasmídeos recombinantes e manutenção destes. Para o vetor pVAX1 foi 

usado 50 µg/mL de antibiótico Canamicina para seleção dos clones. A construção 

vacinal (pVAX1-E6multi) foi confirmada quanto à integridade das sequências 

desejadas através de PCR (Polymerase Chain Reaction), clivagem com enzima de 

restrição e sequenciamento de DNA dos clones. Para a análise do sequenciamento, 

foram utilizados os programas Pregap4 (pacote Staden V. 1.5) e Bio Edit V. 7.1. 

 
4.3 CULTIVO E TRANSFECÇÃO DE CÉLULAS HEK – 293T 

 
 

Culturas de células eucarióticas (HEK 293 – Human embrionic Kidney cell – 

Célula embrionária de rim humana) foram crescidas utilizando o meio DMEM – 

Dulbeccos Modified Eagles Medium com adição de: 10% soro fetal bovino, 1% 

penicilina/estreptomicina, 1% L-glutamina para manutenção celular. Posteriormente, 

foram incubadas em estufa a 37ºC com 5% de CO2 por tempo suficiente para que as 

células se recuperassem e começassem a proliferar. Trocas do meio de cultura foram 

realizadas logo quando percebida a acidificação do meio (aproximadamente 2 dias). 

Após atingir 80% de confluência (1x105 de células) ou sempre que necessário, a 

passagem das células foi realizada por tripsina a 0.25% (Gibco) etransferida para 

outro frasco. 

Para a realização da transfecção, o meio de cultura foi descartado e as células 

foram lavadas com 5 mL de PBS (“Phosphate Buffered Saline”). Em seguida, foi 

adicionado 1 mL de tripsina e as células foram incubadas a 37 ºC por 5 minutos. Uma 

vez tripsinizadas, as células foram ressuspensas em 3 mL de meio DMEM contendo 

10% de Soro Fetal Bovino (FBS). Para contagem de células viáveis foi utilizado o 

método de exclusão por Azul de Tripan (diluição 1:10) e 10 µl da suspensão celular 

foi utilizada para a contagem de células viáveis em câmara de Neubauer. 
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Uma vez contabilizadas, as células foram centrifugadas a 1800 rpm por 5 

minutos. Cerca de 1x105 de células HEK 293T foram distribuídas por poço em uma 

placa de seis poços previamente preenchidos com 3 mL de meio DMEM. Seguindo o 

protocolo de transfecção (PolyFect Transfection - Qiagen®) as células HEK 293T 

foram transfectadas transientemente com a construção vacinal (500 ng por poço) na 

placa de 6 poços e o vetor vazio pVAX1 com reagente de transfecção LipofectamineTM 

3000 (Thermo Fisher Scientific) segundo as instruções do fabricante e incubadas por 

48 horas em estufa com 5% CO2 a 37ºC. Após as 48 horas de incubação, o meio de 

cultura foi retirado de cada poço contido na placa e em seguida, foram lavados com 

PBS. Apósa lavagem, o PBS foi retirado e 1 mL tripsina foi adicionada a cada um dos 

seis poços que posteriormente foram incubados à 37ºC por 5 minutos. Após a 

tripsinização, foram adicionados 1,5 mL de meio de cultura contendo 10% de FBS em 

todos os poços e em seguida, as células foram recolhidas e centrifugadas a 1800 

rpm por 5 minutos em tubos de 15 mL. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

descartado e foram utilizados 1,5 mL de PBS para ressuspensão celular. 

 
4.4 EXTRAÇÃO E ANÁLISE DO RNA TOTAL DAS CÉLULAS TRANSFECTADAS 

 
 

A expressão do candidato vacinal foi detectada por meio da extração do seu 

RNA e avaliação qualitativa do mRNA por RT-PCR. A partir do precipitado celular 

das células HEK 293T transfectadas com o plasmídeo pVAX1-E6multi e com o vetor 

vazio (pVAX1), foi extraído o RNA total com o PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen), 

conforme as recomendações do fabricante. Todo material utilizado para extração e 

manipulação do RNA foi tratado ou adquirido livre de RNases. A verificação da 

quantidade do RNA isolado e o seu grau de pureza foi feita através do uso do 

Nanodrop (Thermo Scientific) considerando as razões 260/280. Os estoques de RNA 

total foram mantidos a -80°C. 

 
4.5 SÍNTESE DE cDNA 



38 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

O cDNA foi sintetizado utilizando o protocolo sugerido pelos fabricantes do 

kitHigh capacity cDNA reverse transcription - Applied Byosistem (Thermo Fisher 

Scientific) seguindo as recomendações do fabricante. Para isso, o RNA foi preparado 

seguindo as instruções do kit DNase I, livre de RNase (1U/µL) para preparação de 

RNA livre de DNA antes de RT-PCR. Ao RNA total (1µg) foi feita a reação de 

transcrição reversa (RT) para cDNA, com volume final de 10µl. Em tubo tipo 

eppendorff, foram adicionados os seguintes componentes: 1µg de RNA total, 1µl de 

MgCl2, água tratada suficiente para completar 10 µl. As amostras foram incubadas a 

37°C por 30 minutos em termociclador. Em seguida foi adicionado 1 µl de EDTA 50mM 

e incubadas a 65°C por 30 minutos em termociclador. 

 
4.6 RT-PCR PARA A VERIFICAÇÃO DA EXPRESSÃO DE E6MULTI EM CÉLULAS 

HEK-293T 

 
A realização da RT-PCR (Transcriptase Reverse PCR), ou seja, a amplificação 

por PCR de um produto de Transcrição Reversa (cDNA) se deu a partir dos cDNAs 

obtidos. Para a amplificação do E6multi, foram utilizados primers específicos, sendo 

a sequência forward: 

5'CATCTAGATGAATTGGATCCCTGCAGATCATGAGGGAAGTATATG3'       e       a 

sequência reverse: 

5'ATCCGATGAATTCTCTAGATCAAAGCTTITACCCGGGAGTGGTTT GCAACTC 3', 

que em conjunto a cerca de 100 ng do DNA molde foram adicionados a GoTaq® 

Green Master Mix (Promega). As reações foram realizadas segundo as instruções 

presentes no protocolo fornecido pelo fabricante. As condições de amplificação 

compreenderam uma desnaturação inicial: 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 

30 segundos (desnaturação), 57°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 1 minuto 

(extensão); extensão final a 72°C por 10 minutos. Em todas as amplificações foram 

realizados controles negativos (C-), contendo água livre de nucleases em vez do DNA 

molde, para o controle de contaminações. A análise dos amplicons obtidos após a 

PCR foi realizada em gel de agarose a 1% com brometo de etídio. Para a amplificação 

do pVAX1, foram utilizados os primers específicos, sendo a sequência forward: 5’ 



39 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

TAATACGACTCACTATAGGG 3’ e a sequência reversa do BGH: 

5'TAGAAGGCACAGTOGAGG 3’. 

 
4.7 CULTURA DE CÉLULAS 

 
 

A linhagem humana de promonócito (THP-1) foi obtida no Laboratório de 

Virologia e Terapia Experimental (LAVITE) do Instituto Aggeu Magalhães - FIOCRUZ 

Universidade de Pernambuco sobre a partir da colaboração do Prof. Dr. Antônio 

Roberto. 

 
4.7.1 DESCONGELAMENTO DAS CÉLULAS 

 
 

A suspensão de THP-1 estocadas em criotubos foi retirada do nitrogênio líquido 

e deixada descongelando a 37ºC por 5 minutos em banho maria. Em seguida o 

conteúdo do criotubo foi transferido para um tubo de fundo cônico modelo Falcon com 

5 mL com o meio RPMI (RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 

mM de L- glutamina e 10 mM de piruvato de sódio – Gibco – Carlsbad) e 

centrifugado por 10 minutos a 1800 rpm. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado ressuspendido em 1 mL do mesmo meio e transferido para a garrafa de 

cultura de células T75, completado para 9 mL de meio RPMI. 

 
4.7.2 CULTURA DE CÉLULAS THP-1 

 
 

Após a confirmação da expressão do antígeno vacinal por RT- PCR, células 

da linhagem humana de origem monocítica, derivada de paciente com leucemia 

monocítica aguda) THP-1 foram cultivadas para sua posterior diferenciação em 

macrófagos. Para isso, 0,5x106 de células incubadas em estufa a 37ºC contendo 5% 

de CO2. As trocas de meio foram realizadas a cada 2 dias, onde 10 mL de meio eram 

substituídos por novos 10 mL de RPMI (RPMI 1640 suplementado com 10%de soro 
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fetal bovino, 10 mM de L-glutamina e 10 mM de piruvato de sódio – Gibco – Carlsbad), 

mantendo assim a cultura em ambiente favorável para seu crescimento. 

 
4.7.3 CONGELAMENTO DAS CÉLULAS 

 
 

Após uma semana de cultivo, foi realizada a contagem celular em câmara de 

Neubauer, em seguida as células foram centrifugadas a 1800 rpm durante 5 minutos 

em temperatura ambiente. O pellet foi ressuspenso em volume suficiente para ser 

estocadas 3x106 células/mL em alíquotas de 1 mL da solução de congelamento (9,5 

mL de soro fetal bovino suplementado com 500 µl de dimetilsulfóxido) - DMSO, após 

isso, as células foram imediatamente levadas ao freezer -80ºC. 

 
4.8 DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS THP-1 POR PMA 

 
 

Após o tempo de cultura, as células foram contadas em Câmara de Neubauer 

e crescidas em placas com 6 poços. Foram testadas algumas condições para a 

padronização e otimização da diferenciação celular induzida por PMA. Para isso, 

0,5x106 de células foram crescidas em meio RPMI (RPMI 1640 suplementado com 

10% de soro fetal bovino, 10 mM de L-glutamina e 10 mM de piruvato de sódio – Gibco 

– Carlsbad) e incubadas em estufa a 37ºC contendo 5% de CO2 até atingir 90% de 

confluência celular, o que aconteceu após 48 horas de crescimento. 

Em seguida, foi iniciado o protocolo de diferenciação dos monócitos em 

macrófagos com PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate), de acordo com (He et al., 

2021; Genin et al., 2015 e Smith, et al., 2015). Para isso, foram utilizadas duas 

concentrações de PMA (10 ng/ mL e 150 nM), a fim de testar qual seria a concentração 

ideal para uma melhor diferenciação celular. Dessa forma, foram feitas duplicatas de 

cultivo 2x105 de células THP-1 por poço em 3mL de meio completo (RPMI + 10% SBF), 

numa placa de 6 poços. 

Para o teste com a concentração de 10 ng/mL foi feita uma solução 

intermediária utilizando 10uL da solução estoque de PMA (1mg/mL; 1622Um) em 



41 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

10mL de RPMI, para termos uma concentração de 1ug/mL. Dessa solução foram 

pipetados 30uL em cada um dos poços, para concentração final de 10ng/mL. Para o 

teste com a concentração de 150 nM foi feita uma solução intermediaria utilizando 

6,2uL da solução estoque de PMA em 10mL de RPMI, para obtermos uma 

concentração de 1uM. Dessa solução foram pipetados 450uL em cada um dos poços 

para obter concentração final de 150nM. 

Além disso, também foram feitas análises da diferenciação induzida por PMA 

em dois tempos: 24 e 48 horas, em que, o meio foi substituído por meio completo 

(RPMI+10%SFB) sem adição de PMA após 24 horas de diferenciação, para as 

análises das 48 horas após a indução. 

O processo de diferenciação de monócitos em macrófagos foi visualizado em 

microscópio, para análise da adesão celular dos macrófagos aos poços da placa de 

cultura após 24 horas e 48 horas de diferenciação celular. Após diferenciação, o meio 

foi descartado e as células foram lavadas com 2 mL de PBS (“Solução salina 

tamponada com fosfato”) e posteriormente, tripsinizadas com 500 µl de tripsina e 

incubada a 37ºC com 5% CO2 por 5 minutos. Em seguida, foram feitas ressuspensões 

vigorosas para que as células desaderissem, já que in vitro, as células THP-1 

diferenciadas em macrófagos se desenvolvem aderidas à superfície. Após a 

tripsinização, o excesso de células foi utilizado para montagem de nova garrafa (T75). 

 
4.9 PADRONIZAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CÉLULAS THP-1 UTILIZADAS 

POR POÇO 

 
Após o processo de diferenciação induzidos por PMA, as células THP-1 foram 

cultivadas em três densidades diferentes em placa de 6 poços (KASVI) e 

posteriormente induzidas por PMA na concentração 150nM conforme mencionado no 

item 4.9. Sendo assim, o cultivo foi feito em duplicata para as concentrações de 1x106, 

1,5x106 e 2x106 a fim de observar qual a melhor densidade celular de macrófagos 

diferenciados por poço. 

 
4.10 TRANSFECÇÃO DOS MACRÓFAGOS COM DNA PLASMIDIAL E6MULT 
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Para a diferenciação em macrófagos, as células THP-1 foram semeadas na 

densidade de 2x106 em placas de 6 poços e incubadas em meio RPMI 1640 

suplementado com soro fetal bovino contendo 150 nM de PMA, por um período de 24 

horas. Após esse período, foi realizada a troca do meio de cultivo contendo PMA por 

meio RPMI 1640 suplementado com soro fetal bovino para nova incubação por 24 

horas em estufa de CO2 a 37ºC. As células THP-1 diferenciadas em macrófagos foram 

transfectadas transientemente com a construção vacinal (2.500 ng por poço) e o vetor 

vazio pVAX1 (Figura 8), ambos em triplicata utilizando o reagente Lipofectamine™ 

3000 (Invitrogen) segundo as instruções do fabricante. 

 
Figura 8: Esquema de transfecção das células THP-1 diferenciadas para macrófagos 

com o DNA plasmidial. 

 
 
 

Fonte: A autora (2024). 

 

 
4.10.1 EXTRAÇÃO DO RNA TOTAL DAS CÉLULAS DE MACRÓFAGOS 

TRANSFECTADAS 

 
Para confirmação e quantificação das transfecções realizadas no período de 

24 horas, foi realizada a extração do RNA total das células em cultivos utilizando o 

PureLink™ RNA Mini Kit segundo as instruções do fabricante. Todo material utilizado 

para extração e manipulação do RNA foi tratado ou adquirido livre de RNases. A 

verificação da quantidade do RNA isolado e o seu grau de pureza foi feita através do 

uso do Nanodrop (Thermo Scientific) considerando as razões 260/280. Os estoques 

de RNA total foram mantidos a -80°C. 
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4.10.1 SÍNTESE DE cDNA 

 
 

O cDNA foi sintetizado utilizando o protocolo sugerido pelos fabricantes do 

kitHigh capacity cDNA reverse transcription - Applied Byosistem (Thermo Fisher 

Scientific) seguindo as recomendações do fabricante. Para isso, o RNA foi preparado 

seguindo as instruções do kit DNase I, livre de RNase (1 U/µL) para preparação de 

RNA livre de DNA antes de RT-qPCR como mencionado no item 4.6. 

 
4.11 PCR EM TEMPO REAL (RT – qPCR) 

 
 

Após a obtenção do RNA total das células cultivadas e subsequente produção 

do cDNA correspondente, foram realizadas análises de expressão do gene de 

interesse, para os marcadores: CD 68 (M0), CD80/CD86 - Molécula Co-estimulatória 

(Macrófago M1), CD206 - Receptor de Macrófagos M2. Para as RT-qPCRs foram 

utilizados primers específicos as sequências de interesse e a normalização feita com 

ACTB, conforme ilustrado na tabela 2. A amplificação dos genes alvo foi realizada no 

termociclador PCR em Tempo Real (CFX Opus) com primers específicos (Tabela 2), 

juntamente com os genes de referência GAPDH e EEF1A1 com intuito de calcular a 

expressão relativa dos genes alvos. Para cada gene também foram realizadas curvas 

de diluição de amostra de 1x, 10x, 100x, 1000x e 10000x para verificar a eficiência 

dos primers. As condições de ciclagem foram 95°C por 2 minutos para ativação da 

polimerase, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para desnaturação e 60°C 

por 1 minuto para anelamento e extensão. Assim, a média geométrica dos genes de 

referência foi utilizada para calcular a expressão relativa de todos os alvos nas 

amostras (Livak e Schmittgen 2001). 

 
Tabela 2. Sequência dos oligonucleotídeos e temperatura de anelamento. 



44 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

Primer Sequência Temperatura de 

Anelamento 

Referência 

E6m-H16_qPCR 

Forward 

CGAGCTCGGATCCAT 
CAT 

60ºC (Sales Leal, 2024) 

E6m-H16_qPCR 

Reverse 

TGCAGTAAACACATCC 
TG CC 

60ºC 
(Sales Leal, 2024) 

Human CD 68 

Forward 

CGAGCATCATTCTTTC 

AC CAGCT 

60ºC Strobl H. et al., 1995, Br J Haematol. 90 (4): 774- 
82. 

Ogawa Y. et al., 1995, Pathol Int. 45 (9): 698- 
701. Sadovnikova E. et al., 2002,Leucemia. 16 
(10): 2019-26. 

Gottfried E. et al., 2008, Scand J Immunol. 67 (5): 
453-63. 

Strojnik T. et al., 2009, Anticancer Res. 29 (8): 

3269-79. 

Human CD 68 

Reverse 

ATGAGAGGCAGCAAG 
ATG GACC 

60ºC Strobl H. et al., 1995, Br J Haematol. 90 (4): 774- 
82. 

Ogawa Y. et al., 1995, Pathol Int. 45 (9): 698- 
701. Sadovnikova E. et al., 2002,Leucemia. 16 
(10): 2019-26. 

Gottfried E. et al., 2008, Scand J Immunol. 67 
(5): 453-63. 

Strojnik T. et al., 2009, Anticancer Res. 29 (8): 

3269-79. 

Human CD 80 

Forward 

CTCTTGGTGCTGGCT 

GGT CTTT 

60ºC Chen YQ, et al. (2006) CD28/CTLA-4--CD80/CD86 

and ICOS--B7RP-1 costimulatory pathway in 
bronchial asthma. Allergy. 61(1): 15-26. 

Rau FC, et al. (2009) B7-1/2 (CD80/CD86) direct 
signaling to B cells enhances IgG secretion. J 
Immunol. 183(12): 7661-71. 

Dai ZS, et al. (2009) Defective expression and 
modulation of B7-2/CD86 on B cells in B cell chronic 
lymphocytic leukemia. Int J Hematol. 89(5): 656-63. 

Human CD 80 

Reverse 

GCCAGTAGATGCGAG 

TTT GTGC 

60ºC Chen YQ, et al. (2006) CD28/CTLA-4--CD80/CD86 

and ICOS--B7RP-1 costimulatory pathway in 
bronchial asthma. Allergy. 61(1): 15-26. 

Rau FC, et al. (2009) B7-1/2 (CD80/CD86) direct 
signaling to B cells enhances IgG secretion. J 
Immunol. 183(12): 7661-71. 

Dai ZS, et al. (2009) Defective expression and 
modulation of B7-2/CD86 on B cells in B cell chronic 
lymphocytic leukemia. Int J Hematol. 89(5): 656-63. 

Human CD 86 

Forward 

CCATCAGCTTGTCTGT 

TT CATTCC 

60ºC Chen YQ, et al. (2006) CD28/CTLA-4--CD80/CD86 

and ICOS--B7RP-1 costimulatory pathway in 
bronchial asthma. Allergy. 61(1): 15-26. 

Rau FC, et al. (2009) B7-1/2 (CD80/CD86) direct 
signaling to B cells enhances IgG secretion. J 
Immunol. 183(12): 7661-71. 
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Dai ZS, et al. (2009) Defective expression and 
modulation of B7-2/CD86 on B cells in B cell chronic 
lymphocytic leukemia. Int J Hematol. 89(5): 656-63. 

Human CD 86 

Reverse 

GCTGTAATCCAAGGAA 

TG TGGTC 

60ºC Chen YQ, et al. (2006) CD28/CTLA-4--CD80/CD86 

and ICOS--B7RP-1 costimulatory pathway in 
bronchial asthma. Allergy. 61(1): 15-26. 

Rau FC, et al. (2009) B7-1/2 (CD80/CD86) direct 
signaling to B cells enhances IgG secretion. J 
Immunol. 183(12): 7661-71. 

Dai ZS, et al. (2009) Defective expression and 
modulation of B7-2/CD86 on B cells in B cell chronic 
lymphocytic leukemia. Int J Hematol. 89(5): 656-63. 

Human CD 206 

Forward 

ACACAAACTGGGGG 
AAA GGTT 

60ºC https://bmcimmunol.biomedcentral.com/articles/10.1 

186/s12865-022-00529-w#MOESM1 

Human CD 206 

Reverse 

TCAAGGAAGGGTCG 
GAT CG- 

60ºC https://bmcimmunol.biomedcentral.com/articles/10.1 

186/s12865-022-00529-w#MOESM1 

GAPDH 

Forward 

GAAGGTGGGGCTCA 
TTTG 

60ºC (São Marcos et al. 2022) 

GAPDH 

Reverse 

TTAAAAGCAGCCCT 
GGTG 

60ºC (São Marcos et al. 2022) 

EEF1A1 

Forward 

GTTGCGGTGGGTGT 
CATCA 

60ºC (São Marcos et al. 2022) 

EEF1A1 

Reverse 

GAGTGGGGTGGCA 
GGTAT 

60ºC (São Marcos et al. 2022) 

 
 

 

4.12 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 
 

A distribuição dos dados foi verificada por meio do teste de Kolmogorov- 

Smirnov. Todas as amostras que adotarem distribuição normal foram utilizadas para 

esse fim e para isso foi realizado o teste Ordinary One-way ANOVA. Resultados com 

valor de p-value<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todas as 

análises estatísticas foram realizadas no software GraphPad Prism versão 9.0.0 

(GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, EUA). 
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5. RESULTADOS 

 
 

5.1 OBTENÇÃO DO PLASMÍDEO VACINAL 

 
 

A construção vacinal do presente estudo foi resultante da clonagem do inserto 

E6multi no vetor de expressão pVAX1 em orientação BamHI/XbaI, resultando em um 

plasmídeo pVAX1-E6multi com 3.297 pb (Figura 9). Os clones foram confirmados 

através de PCR e clivagem pelas respectivas enzimas de restrição (Figura 9) e 

sequenciamento de DNA. Para a análise do sequenciamento, foram utilizados os 

programas Pregap4 (pacote Staden V. 1.5) e Bio Edit V. 7.1 

 
Figura 9. Mapa do plasmídeo pVAX1 contendo o inserto E6multi clonado em 

orientação BamHI/XbaI. Mapa construído através do programa SnapGene v.4.0.8. 

 
 

Fonte: A autora (2024). 

 
 

 
5.2 ANÁLISE DA EXTRAÇÃO DO RNA 
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A quantidade e o grau de pureza do RNA extraído das células HEK 293T 

transfectadas com pVAX1 e pVAX1-E6multi, foi medida no Nanodrop (Thermo 

Scientific) considerando as razões 260/280 e as amostras foram 91.1 ng/µl e 15 ng/µl 

referente a pVAX1-E6multi. Já para as amostras do vetor vazio (pVAX1), os resultados 

foram: 90 ng/µl e 102 ng/µl. A amostra referente a pVAX1- E6multi de 15 ng/ul foi 

descartada das análises devido a sua baixa concentração. 

 
5.3 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE E6MULTI A PARTIR DA RT-PCR 

 
 

A Figura 10-A) ilustra o resultado da amplificação do E6multi, a qual gerou o 

produto esperado de 372 pares de bases. O produto da amplificação obtido pela 

PCR não apresentou bandas inespecíficas, indicando a especificidade da 

amplificação. A Figura 10-B) refere-se à amplificação do pVAX1 a qual gerou o 

produto esperado de 100 pares de bases, pois a amplificação foi feita apenas de 

uma pequena sequência desse vetor. 

 
Figura 10: Análise do produto de amplificação por PCR do E6multi e pVAX1. A) Eletroforese em 

gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio. A Análise do produto de amplificação: Canaleta 1: 

Marcador de peso molecularr (DNA Ladder Gene Ruler 1Kb – ThermoScientific); Canaleta 2 e 3: 

Produtos da amplificação - E6multi (372 pb) e a banda inespecífica (dNTPs); Canaleta 4: Controle 

positivo da reação – extração de DNA do pVAX1-E6multi; Canaleta 4: Controle negativo da reação. B) 

Análise do produto de amplificação por PCR do pVAX1 vazio: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 

(DNA Ladder Gene Ruler 1Kb – ThermoScientific); Canaleta 2: Produto da PCR de um fragmento 

espçecífico do vetor pVAX1 ~100 pb. corrida: 35 minutos a 80V. 
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Fonte: A autora (2024). 

 
 
 

5.4 ANÁLISE DA DIFERENCIAÇÃO CELULAR INDUZIDA POR PMA 

 
 

Com o intuito de observar a concentração ideal de PMA para diferenciação dos 

monócitos em macrófagos, foram realizadas duplicatas com a concentração de 10 

ng/mL e 150 nM de PMA na placa de 6 poços. Cerca de 0,5x105 de células foram 

diferenciadas com as duas concentrações de PMA (10 ng/mL e150 nM) e após 24 

horas foram observadas em microscópio para verificar se as células tinham se 

tornado aderidas, o que indica diferenciação em macrófagos, como ilustrado na 

Figura 11. Além disso, após 24 horas de diferenciação o meio foi substituído por meio 

completo (RPMI + 10% SFB) sem adição de PMA e cerca de 48 horas após a adição 

de PMA, as células foram observadas no microscópio (Figura 11). Os resultados 

demosntram que não houve mudança significativa de células diferenciadas entre as 

concentrações utilizadas, sendo adotada a concentração de 150 nM (~ 92,5 ng/mL) 

para realização dos experimentos futuros. 

100 pb 
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  THP-1 + 10ng/mL de PMA  

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 11: Resultado da diferenciação das células THP-1 após 24 horas da indução com PMA. A) 

representa a coluna referente a indução das células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. B) 

representa a coluna referente a indução das células THP-1 com 10 ng/mL de PMA, em duplicata. Todas 

as imagens representam a média de 5 campos observados em objetiva de 40X em microscópio óptico. 

A terceira coluna de poços não foi utilizada. 

 
 

Fonte: A autora (2024). 

 
 

 
Figura 12: Resultado da diferenciação das células THP-1 após 48 horas da indução com PMA. A) 

representa a coluna referente a indução das células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. B) 

representa a coluna referente a indução das células THP-1 com 10 ng/mL de PMA, em duplicata. Todas 

as imagens representam a média de 5 campos observados em objetiva de 40X em microscópio óptico. 

A terceira coluna de poços não foi utilizada. 
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Fonte: A autora (2024). 

 
 

 
5.5 PADRONIZAÇÃO DA DENSIDADE DE CÉLULAS THP-1 UTILIZADAS POR 

POÇO 

 
Três densidades de células THP-1 foram testadas para diferenciação com 150 

nM de PMA: 1x106, 1,5x106 e 2x106 e observadas 24 e 48 horas após indução com 

PMA como ilustrado na Figura 13. Os resultados demonstram que a densidade de 

2x106 foi a que demonstrou uma maior quantidade de células diferenciadas por poço, 

como esperado. 

 
Figura 13: Resultado da diferenciação das células THP-1 após 24 horas da indução com PMA. A) 

representa a coluna referente a indução de 1x10
6
 de células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. 

B) representa a coluna referente a indução de 1,5x10
6
 células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. 

C) representa a coluna referente a indução de 2x10
6
 células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. 

Todas as imagens representam a média de 5 campos observados em objetiva de 40X em microscópio 

óptico. 

  THP-1 + 10ng/mL de PMA  
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Fonte: A autora (2024). 

. 

 
 
 
 

Figura 14: Resultado da diferenciação das células THP-1 após 48 horas da indução com PMA. A) 

representa a coluna referente a indução de 1x10
6
 de células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. 

B) representa a coluna referente a indução de 1,5x10
6
 células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. 

C) representa a coluna referente a indução de 2x10
6
 células THP-1 com 150 nM de PMA, em duplicata. 

Todas as imagens representam a média de 5 campos observados em objetiva de 40X em microscópio 

óptico. 



52 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Fonte: A autora (2024). 

 
 

 
Como previsto, os macrófagos humanos derivados de monócitos aumentaram 

seu volume citoplasmático em comparação com os monócitos (Figura 15). O 

tratamento com PMA além de aumentar o volume citoplasmático em células THP-1 

em relação aos monócitos, aumentou a aderência das células THP-1 em relação às 

células não tratadas, como é possível observar pela morfologia estrelada (Figura 13 

e 14). 

 
Figura 15: Células THP-1 sem adição de PMA. Coluna A e B representam 0,5x10

5
 de células THP-1 

sem exposição ao PMA após o cultivo de 24 horas. 
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Fonte: A autora (2024). 

 
 
 

5.6 ANÁLISE DA EXTRAÇÃO DO RNA 

 
 

A partir do RNAm obtido pela extração através da metodologia descrita no item 

4.10, foi avaliada a expressão gênica dos genes listados na Tabela 3 abaixo, 

juntamente com a expressão dos genes alvos (Tabela 2), por PCR em tempo real. Os 

valores da quantificação dos RNAm, feitos no NanoDrop (A260/A280), após 24 horas 

de transfecção e estão listados na Tabela 3 abaixo. 

 
Tabela 3: Valores dos RNAm do pVAX1-E6multi após 24 horas de transfecção e 

do controle negativo (pVAX1 vazio). 
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 24 h 

pVAX1 vazio  

ng/mL 396,7 

260/280 2,03 

pVAX1 vazio  

ng/mL 389,7 

260/280 2,05 

pVAX1 vazio  

ng/mL 349,4 

260/280 2,01 

pVAX1-E6multi  

ng/mL 322,5 

260/280 2,03 

pVAX1-E6multi  

ng/mL 309,9 

260/280 2,03 

pVAX1-E6multi  

ng/mL 225,4 

260/280 2,03 

 

Fonte: A autora (2024). 

. 

 
 

 
5.7 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 
 

As amostras foram avaliadas quanto ao perfil de expressão dos marcadores de 

superfície dos macrófagos em diferentes fenótipos: CD68 (Macrófagos M0), CD80 e 

CD86 (Macrófagos M1) e CD206 (Macrófagos M2), considerando p<0,05 (Figura 16). 

A demonstração de expressão significativa de CD68, foi condizente com o 

fenótipo de macrófagos M0 - células imunes inatas diferenciadas de monócitos, sem 

ativação. Em contrapartida, a baixa expressão de CD206 (M2 - anti-inflamatórios e 

pró-tumorais) é esperada, já que esse fenótipo é característico de uma resposta 

adaptativa, o que não se espera nesta análise. Quanto a expressão dos marcadores 
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de superfície CD80 e CD86 (M1) houve uma expressão significativa, como também 

esperada, visto que, a diferenciação de macrófagos THP-1 por PMA também causa 

ativação em direção ao estado M1 (Park et al., 2007), como também, é descrito na 

literatura que o uso de lipossomo no processo da transfecção induz o tipo de 

polarização M1 (Pinto et al., 2021). Porém, em termos de expressão total o CD68 é 

predominante, como esperado. Além disso, foi possível observar a expressão do vetor 

vazio para os CDs analisados, sendo assim, não é possível comparar o vetor vazio 

(pVAX1) com o vetor adicionado com o E6 multiepítopo (pVAX-E6multi). 

 
Figura 16: Expressão dos marcadores de superfície de macrófagos. Expressão de proteínas do 

HPV. Gráfico de classificação do teste Kruskal-Wallis com mediana. Estatística foi encontrada 

significância com p<0,05 entre a expressão dos marcadores CD68, CD80, CD86 e CD206 para E6multi 

e vetor vazio (EV). 

 
 
 

 

 
Fonte: A autora (2024) 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022175913002998?via%3Dihub&bb0090
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6. DISCUSSÃO 

 
 

No presente estudo, foi utilizada cultura de linhagem monocítica humana 

(THP1). Essas células adquirem características aderentes quando estimuladas com 

acetato de forbol miristato (PMA), indutor de diferenciação mais comumente utilizado 

para células THP-1 (Chanput, W. et al., 2013; Daigneault, M. et al., 2010). As células 

THP-1 tem sido extensivamente empregada em pesquisas direcionadas para 

monócitos e macrófagos. Isso é viável devido à sua capacidade de diferenciação 

mediante o uso de PMA, o que resulta na aquisição de características fenotípicas e 

semelhantes aos dos macrófagos humanos primários (Feng et al., 2004; Park et al., 

2007; Liu et al., 2023). Os macrófagos aderem a superfície lisa da placa de cultura 

através de integrinas e outros receptores que dependem de cátions (Maurya et al., 

2007). 

Os relatos atuais sobre as concentrações de PMA usadas na diferenciação de 

THP-1 variam de 5 ng/mL a 200 ng/mL (Lud et al., 2016 e Parque et al., 2007), e os 

relatos sobre o tempo de indução para células THP-1 também são diferentes, como 

24 e 48 horas (Graham et al., 2016 e Chou et al., 2002). Ao mesmo tempo, a 

densidade de semeadura das células THP-1 está intimamente relacionada ao seu 

efeito de diferenciação. Portanto, é importante determinar o método ótimo para 

indução eficiente de células THP-1. 

Neste estudo, a indução foi otimizada avaliando os efeitos de diferenciação de 

macrófagos sob duas condições, que são diferentes concentrações de PMA, e 

diferentes densidades de semeadura celular. O estímulo da indução com PMA foi 

retirado após 24 horas, seguindo os protocolos otimizados conforme descrito na 

literatura (He et al., 2021; Liu et al., 2023; Genin et al., 2015; MAEß et al., 2014 e 

Smith, et al., 2015). Em paralelo, outra condição de tempo de crescimento celular foi 

testada e o meio de cultura não foi trocado após 24 horas de indução por PMA. Isso 

resultou na morte das células e no seu desprendimento da superfície, pois, devido ao 

tempo de indução prolongado, a concentração de PMA diminuiu e as células 

aderentes se arredondam e se desprenderam gradualmente da superfície. O intervalo 
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de tempo em que a indução é realizada também desempenha um papel significativo 

na diferenciação das células THP-1. 

Estudos indicam que um período de repouso após o tratamento com PMA 

melhora a diferenciação de monócitos em macrófagos. Isso inclui um aumento na 

razão citoplasmático/nuclear, maior número de mitocôndrias e lisossomos, e 

mudanças em marcadores de superfície celular que se assemelham aos macrófagos 

primários derivados de monócitos humanos (Daigneault et al., 2010). Outro estudo 

realizado por Lund et al. demonstrou que expor células THP-1 ao PMA seguido de um 

repouso de 24 horas é o protocolo ideal para a diferenciação dessas linhagens 

monocíticas (Lund et al., 2016). Esses achados reforçam a importância de incorporar 

um período de repouso na metodologia de diferenciação mediada por PMA das células 

THP-1. 

Usar uma concentração muito baixa de PMA pode levar a uma diferenciação 

insuficiente, mas uma concentração muito alta de PMA terá certos efeitos tóxicos nas 

células. Duas concentrações de PMA foram utilizadas para indução da diferenciação 

celular: 10 ng/mL e 150 nM (~ 92,5 ng/mL) com intuito de comparar qual a 

concentração promove uma melhor diferenciação de monócitos em macrófagos (He 

et al., 2021 e Genin et al., 2015 e Smith, et al., 2015). A análise por microscopia óptica 

revelou alterações na morfologia induzida por PMA, incluindo aumento da adesão 

celular e morfologia da disseminação para ambas as concentrações testadas. 

Embora ambas as concentrações tenham apresentado efeito sobre a atividade 

proliferativa das célulasTHP-1, a concentração de 150 nM que corresponde a 92,5 

ng/mL teve um notório efeito de indução e por isso foi escolhida para dar continuidade 

aos experimentos. As células apresentaram alterações na morfologia, como aumento 

significativo do volume citoplasmático com aumento da aderência ao poço após 24 

horas de indução com PMA e repouso de 24 horas com meio RPMI suplementado 

com 10% de SFB, como também observado por Liu et al., 2023. 

Como mostrado na Figura 11, o tratamento das células THP-1 com PMA 

provocou mudanças morfológicas, transformando-as de células em suspensão 

(estado monocítico) para células aderentes (estado de macrófago) sendo 

caracterizadas como maiores, poligonais com pseudopodia estendido e núcleo 
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irregular. Além disso, o tratamento com PMA também diminuiu a atividade proliferativa 

das células THP-1 (Figura 11). 

A densidade de semeadura também é muito importante para a indução da 

diferenciação celular, sendo assim, no presente estudo foram testadas três 

concentrações diferentes, 1x106, 1,5x106 e 2x106 de células THP-1 (Figura 13). A 

densidade de crescimento é fundamental para a vida celular, especialmente para 

células que dependem umas das outras. Se a densidade de crescimento for muito 

baixa, haverá uma quantidade insuficiente de substâncias ativas promotoras do 

crescimento secretadas pelas células, o que prejudica o crescimento e a diferenciação 

celular. Além disso, grandes distâncias entre as células dificultam a formação de 

conexões ou adesões, comprometendo a comunicação celular (Wilson, et al., 2015). 

Por outro lado, uma densidade celular excessivamente alta resulta em espaço 

insuficiente para o crescimento, impedindo que as células adiram completamente à 

superfície e que os pseudópodes se estendam adequadamente, levando a uma 

diferenciação deficiente (Wilson, et al., 2015). Portanto, é crucial identificar 

densidades de crescimento adequadas para a diferenciação das células THP-1. Neste 

estudo, a indução foi realizada 24 horas após o cultivo e a concentração escolhida foi 

a de 2x106 com intuito de obter mais células diferenciadas, respeitando o espaço da 

placa de 6 poços. 

Uma vez otimizado o método para diferenciação induzida por PMA de células 

THP-1 em macrófagos, o passo seguinte foi transfectar estes macrófagos com a 

construção vacinal (pVAX – E6multi). Para esta pesquisa, foi utilizada a construção 

de uma vacina multiepítopo. A inclusão de três segmentos de epítopos provenientes 

do oncogene viral E6, possibilita a entrega simultânea de diversos epítopos utilizando 

o mesmo método de entrega. Isso, por sua vez, amplia as oportunidades de ativação 

de diversos alelos do MHC. Além disso, essa abordagem também minimiza as 

probabilidades de evasão por parte de células cancerígenas mutantes direcionadas a 

um epítopo específico (Bae et al., 2015; Lopes et al., 2019). 

De acordo com alguns estudos, credita-se que a inclusão de mais de um 

epítopo estimuladore do sistema imunológico na formulação da vacina poderia resultar 

na competição entre eles pelos locais de ligação no complexo principal de 
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histocompatibilidade (MHC) dentro da mesma célula (Cordeiro et al. 2018; Khalili et al. 

2015). Dessa forma, ao elaborar a construção vacinal, também se aumentou a 

atenção à potencialização dessas sequências por meio da incorporação de locais 

destinados à clivagem proteossômica e lisossômica (HEYGAEALERAG e AAY), além 

de sítios que se ligam ao transportador TAP, com o objetivo de aprimorara exposição 

do antígeno vacinal. 

A estratégia adotada para aprimorar a apresentação dos epítopos envolveu a 

duplicação de cada fragmento, organizada de maneira que cada réplica fosse cercada 

com um dos sítios de clivagem nas extremidades. Isso foi uma tentativa adicional para 

melhorar a apresentação do epítopo, visando um processamentomais eficaz. 

Adicionalmente, procedeu-se com a otimização da sequência viral original dos 

epítopos, ajustando-a para uma expressão eficaz em Mus Musculus, com o objetivo 

de intensificar a produção de proteínas e consequentemente, a eficácia imunogênica 

da vacina. As vacinas contra o câncer constituem uma estratégia promissora para 

provocar uma resposta imunológica específica e de longa duração (mediante a 

formação de células T de memória) direcionada a antígenos presentes nos tumores 

(Lopes et al. 2017). 

Os resultados do experimento relativo à avaliação da expressão do antígeno 

vacinal confirmam que a construção de pVAX1-E6multi de forma funcional é capaz de 

permitir a expressão de E6 em células eucarióticas. A construção vacinal usada neste 

estudo teve a integridade da sua sequência confirmada por sequenciamento e pode 

ser empregada em testes in vitro de transfecção dos monócitos diferenciados em 

macrófagos. 

Há diversas técnicas bem estabelecidas para a transfecção de células de 

mamíferos. Os métodos mais usados envolvem agentes químicos de transfecção que 

formam complexos com ácidos nucleicos carregados, facilitando assim seu transporte 

para dentro das células. Os reagentes mais comuns são baseados em diferentes tipos 

de lipídios ou podem ser escolhidos entre vários polímeros catiônicos (MAEß et al., 

2014 e Morille et al., 2008). 

Os macrófagos são conhecidos por serem difíceis de transfectar, pois 

evoluíram para reconhecer ácidos nucléicos estranhos e iniciar uma resposta imune 
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a essas moléculas (Keller et al., 2018). A maioria das técnicas de transfecção 

consolidadas diminui significativamente sua viabilidade ou altera seu comportamento, 

como a diferenciação e, em particular, a polarização (MAEß et al., 2014). Apesar disso, 

nossa transfecção foi eficiente e obtivemos o perfil de expressão dos marcadores de 

macrófagos M0, M1 e M2. 

Uma vez diferenciadas em macrófagos (M0), as células THP-1 foram testadas 

quanto a eficiência de transfecção com o antígeno vacinal (pVAX-E6multi) e o controle 

negativo (pVAX1) e posterior extração do RNA e RT-qPCR para medir a expressão 

dos marcadores de macrófagos M0, M1 e M2. Os marcadores de superfície 

macrocítica CD68 para M0, CD80 e CD86 para M1 e CD206 para M2 foram analisados 

conforme sua expressão em nível de RNAm. 

Os achados da Figura 16 nos mostram que as células se tornaram aderentes 

e a expressão de marcadores macrofágicos CD68 reconhecidos, o que confirma a 

diferenciação monócito em macrófago, condizentes com a polarização M0 significativa 

na população. O fenótipo M1 foi caracterizado pelos marcadores CD80 e CD86 e 

obtiveram uma expressão significativa também, porém, não podemos dizer com 

certeza se isso é devido a resposta para o antígeno E6 ou uma resposta a transfecção, 

visto que, esse achado pode ser devido ao estímulo do lipossomo em induzir a 

polarização M1 como observado em estudos conduzidos por (Boutilier e Elsawa, 2021; 

Choe et al., 2019 e Ye et al., 2019). Como o primeiro contato da célula é o lipossomo 

(no momento da transfecção) a primeira resposta pode ser ao lipossomo e espera-se 

uma polarização para M1, como observado também no vetor vazio. 

Também verificamos a expressão para o marcador M2 (CD206) e como 

ilustrado na Figura 16 não foi observada expressão significativa desse gene, o que 

foi condizente com o esperado. Nesse aspecto, os achados se encaixam bem com a 

visão de que os macrófagos têm a capacidade de perceber o microambiente ao seu 

redor e ajustar sua polaridade em resposta. Essa plasticidade é uma característica 

fundamental dos macrófagos (Mosser e Edwards, 2008). 

Esse é um modelo de criação, porém é necessário fazer ajustes para entender 

o real motivo do vetor vazio também induzir a expressão para os marcadores de 

superfície de macrófagos, visto que, não houve diferença significativa entre o antígeno 
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vacinal (pVAX-E6multi) e o controle negativo (pVAX1). Para além do efeito de 

polarização que a própria molécula de DNA é capaz de induzir, esperava-se que a 

construção com E6multi tivesse uma expressão gênica maior para os marcadores M1, 

visto que, esse gene após transfectado e expresso, seria apresentado e por isso 

causaria um maior efeito. Logo, testes com THP-1 e o lipossomo sem o vetor se faz 

necessário para observar o perfil de M1, como também, testes de co-cultivo com 

linfócitos para análise desse sistema quanto a sua viabilidade e estudo da resposta 

imune adaptativa. 
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7. CONCLUSÕES 

 
A expressão do antígeno vacinal foi confirmada com sucesso, validando a 

eficácia da construção plasmidial utilizada e garantindo que o E6 multiepítopo é 

adequadamente expresso em células eucarióticas derivadas de mamíferos. A 

diferenciação de células THP-1 em macrófagos M0 utilizando PMA foi eficaz, 

comprovando a viabilidade da técnica adotada neste estudo. Além disso, a 

transfecção de macrófagos derivados de células THP-1 com o DNA plasmidial E6multi 

mostrou-se eficaz; no entanto, a resposta imunológica pode ser influenciada pelo 

lipossomo no processo de transfecção com o vetor vazio, sugerindo a necessidade de 

otimização adicional para separar os efeitos do vetor da resposta ao antígeno. 

A análise do perfil dos macrófagos revelou a presença de marcadores típicos 

dos diferentes estados de polarização, com os macrófagos expressando CD68, o que 

confirma seu estado basal (M0), e demonstrando a expressão dos marcadores M1 

(CD80/CD86) e M2 (CD206), indicando uma resposta polarizada conforme o estímulo, 

essencial para entender a resposta imunológica mediada por vacinas de DNA. Para 

avançar, são necessários testes adicionais com THP-1 utilizando lipossomos sem o 

vetor, bem como testes de co-cultivo com linfócitos, a fim de analisar a viabilidade do 

sistema e caracterizar a resposta imune adaptativa. 
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