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RESUMO

O céancer cervical associado ao papilomavirus humano (HPV) caracteriza-se por
mecanismos complexos de evasdo imune e por um microambiente tumoral
frequentemente pouco inflamatério, o que justifica o uso de modelos experimentais
imunocompetentes para o estudo de sua biologia e da resposta imune antitumoral.
Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar o crescimento
tumoral, os efeitos sistémicos e o perfil imunolégico associados ao desenvolvimento
tumoral no modelo murino C3, amplamente utilizado como representagao
experimental de neoplasias HPV-associadas. Para isso, camundongos C57BL/6
foram distribuidos em grupos experimentais com e sem tumor, sendo monitorados
quanto ao crescimento tumoral, consumo alimentar e peso corporal ao longo do
experimento. Ao final, foram realizadas analises hematoldgicas, avaliagdo
histopatolégica de orgaos periféricos e das massas tumorais, além de
imunofenotipagem de células imunes por citometria de fluxo, com foco em linfocitos
T e células NK. Os resultados demonstraram crescimento tumoral progressivo nos
animais inoculados, mais acentuado em um dos grupos experimentais, associado a
perda ponderal tardia sem redugdo proporcional do consumo alimentar. Os
parametros hematolégicos globais permaneceram preservados, embora tenha sido
observada modulagdo seletiva da resposta leucocitaria periférica. A analise
histopatoldgica evidenciou preservagao estrutural dos érgaos avaliados, enquanto as
massas tumorais apresentaram heterogeneidade morfolégica, necrose central,
estroma reativo e infiltrado inflamatdrio escasso. A imunofenotipagem revelou
redugao relativa de linfécitos T CD4* e de células NK nos animais portadores de
tumor, sem alteragbes detectaveis na expressdo de marcadores citotoxicos
avaliados. Em conjunto, os achados indicam que o modelo C3 reproduz
caracteristicas relevantes do microambiente tumoral associado ao céncer cervical
HPV-dependente, incluindo crescimento tumoral consistente, imunossupressao
seletiva e baixa infiltragao inflamatdria, validando sua aplicabilidade para estudos de

imunologia tumoral e avaliagdo pré-clinica de estratégias imunoterapéuticas.

Palavras-chave: C3. Cancer do colo do utero. HPV. Microambiente tumoral.



ABSTRACT

Cervical cancer associated with human papillomavirus (HPV) is characterized by
complex mechanisms of immune evasion and a frequently poorly inflammatory tumor
microenvironment, which justifies the use of immunocompetent experimental models
to study its biology and antitumor immune responses. In this context, the present
study aimed to characterize tumor growth, systemic effects, and the immunological
profile associated with tumor development in the murine C3 model, widely used as an
experimental representation of HPV-associated neoplasms. For this purpose,
C57BL/6 mice were allocated into experimental groups with and without tumors and
monitored for tumor growth, food intake, and body weight throughout the experiment.
At the end of the experimental period, hematological analyses, histopathological
evaluation of peripheral organs and tumor masses, and immunophenotyping of
immune cells by flow cytometry were performed, focusing on T lymphocytes and NK
cells. The results demonstrated progressive tumor growth in inoculated animals,
more pronounced in one of the experimental groups, associated with late body
weight loss without a proportional reduction in food intake. Global hematological
parameters remained preserved, although selective modulation of the peripheral
leukocyte response was observed. Histopathological analysis showed preserved
structural integrity of the evaluated organs, whereas tumor masses exhibited marked
morphological heterogeneity, central necrosis, reactive stroma, and scarce
inflammatory infiltrate. Immunophenotyping revealed a relative reduction in CD4* T
lymphocytes and NK cells in tumor-bearing animals, with no detectable changes in
the expression of the evaluated cytotoxic markers. Taken together, these findings
indicate that the C3 model reproduces relevant features of the tumor
microenvironment associated with HPV-dependent cervical cancer, including
consistent tumor growth, selective immunosuppression, and low inflammatory
infiltration, supporting its applicability for studies in tumor immunology and for the

preclinical evaluation of immunotherapeutic strategies.

Keywords: C3. Cervical cancer. HPV. Tumor microenvironment.
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1 INTRODUGCAO

O céancer do colo do utero permanece como uma importante causa de
morbimortalidade feminina em nivel global, mesmo diante dos avangos na vacinagao
contra o papilomavirus humano (HPV). Estimativas recentes indicam cerca de
615.000 novos casos e aproximadamente 340.000 obitos por céncer cervical em
2023, evidenciando que a doenga ainda representa um relevante desafio em saude
publica (Siegel et al., 2023). Nesse contexto, estratégias baseadas na prevencgao
primaria e no rastreamento continuam sendo fundamentais para o controle da
doencga. A Organizagao Mundial da Saude (OMS) enfatiza a vacinagao precoce € o
rastreamento como elementos essenciais para a sua eliminagao (Yuan et al., 2023).

A etiologia do cancer cervical esta associada a infecgéo por tipos oncogénicos
do Papilomavirus Humano (HPV), especialmente as variantes HPV16 e HPV18. Dos
200 gendtipos conhecidos, 12 séo classificados como carcinogénicos, incluindo os
tipos 16, 18, 31 e 33, conforme identificado pela Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer (Johnson et al., 2019). O HPV16 é responsavel por 50% dos casos,
seguido pelo HPV18, com 10% (Kurmar et al., 2022), o que ressalta sua relevancia
na etiologia e prevengao do cancer cervical (Quinlan, 2021).

De modo geral, aproximadamente 90% desses canceres sdo carcinomas de
células escamosas, enquanto 10% correspondem a adenocarcinomas, originados a
partir de células glandulares do colo uterino (Islam et al., 2023). Em casos graves, o
cancer cervical pode tornar-se metastatico, disseminando-se para 0s 0ssoOs,
pulmdes, figado e cérebro. Além disso, pode migrar para linfonodos pélvicos e para-
aorticos por meio da via linfatica (Saleh et al., 2020). A doencga progride lentamente
e pode ser inicialmente assintomatica, evoluindo para sangramento vaginal,
secrecao anormal e dor abdominal nos estagios avangados (INCA, 2021). O
tratamento depende de fatores como o estadiamento da doenga, incluindo o
potencial metastatico, o tamanho da massa tumoral, o comprometimento linfatico,
bem como a idade e o estado geral de saude da paciente (Cohen et al., 2019).

A infeccdo pelo HPV apresenta um ciclo replicativo lento e baixa expresséo
de proteinas virais, o que permite escapar da resposta inflamatéria e dificulta a
eliminagéo pelo sistema imune (Yousefi et al., 2022). Durante a replicagao, o virus
suprime genes associados a citocinas pré-inflamatérias, receptores como TLRs e
MHC-I, desregula a metilagdo do DNA e modifica histonas (SONG et al., 2020). As
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oncoproteinas virais, como E6 e E7, interferem na imunidade inata e inativam genes
supressores tumorais, incluindo p53 e RB1, promovendo a transformagéao celular e o
desenvolvimento tumoral no local da infecgao (Gardella et al., 2023).

A busca por novos farmacos e imunoterapias impulsiona o desenvolvimento
de modelos experimentais inovadores para o estudo do cancer e de seu
microambiente tumoral. Um modelo relevante para o cancer cervical humano baseia-
se na linhagem celular C3, desenvolvida em 1993 na Faculdade de Medicina da
Universidade de Leiden (Feltkamp et al., 1993). Esse modelo experimental deriva de
células embrionarias de camundongos C57BL/6 B6 MEC, transfectadas com o
genoma completo do HPV16 e um gene ras ativado, a fim de simular os padrées de
expressdo oncogénica do HPV em infec¢cdes humanas (Kayyal et al., 2012; Paolini
et al., 2021).

Até o momento, estudos vém utilizando a linhagem C3 como modelo
experimental no desenvolvimento de estratégias terapéuticas e vacinais contra
tumores (Loddenkemper et al., 2009). No entanto, nenhum estudo avaliou de forma
abrangente o perfil imunolégico desse modelo experimental in vivo, com o objetivo
de confirmar as caracteristicas fundamentais que estabelecem a linhagem C3 como
um modelo experimental consistente e confidvel. Isso inclui a capacidade de
mimetizar o cancer cervical ndo apenas quanto a expressdo de oncoproteinas, ja
comprovada na literatura, mas também em relagdo ao seu perfil de resposta imune.

Este estudo fornece uma analise do perfil imunolégico do microambiente
tumoral e da resposta sistémica durante o desenvolvimento de tumores da linhagem
C3. Os achados visam identificar novos alvos terapéuticos e biomarcadores,
contribuindo para o desenvolvimento de futuras estratégias contra o cancer do colo

do utero.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Investigar os perfis de resposta imunolégica e de desenvolvimento tumoral
promovidos pela linhagem C3 em camundongos C57BL/6.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Acompanhar o desenvolvimento dos tumores promovidos pela C3 no tecido
subcutaneo dos animais até o momento das eutanasias;

¢ Investigar possiveis alteracdes hematoldgicas promovidas pelo tumor em
seus aspectos morfolégicos e pelo hemograma;

o Identificar possiveis alteragbes histopatolégicas nos orgaos e tumores
coletados dos animais;

e Compreender o tipo de perfil imunolégico induzido pelo tumor.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA E RELEVANCIA CLINICA

O cancer do colo do utero permanece como um dos principais desafios de
saude publica, especialmente em paises de baixa e média renda, mesmo diante dos
avangos em rastreamento citoldégico e vacinagao contra o Papilomavirus Humano
(HPV) (Fielding et al., 2021; Chan et al., 2019). De acordo com estimativas globais
recentes, trata-se do quarto cancer mais comum entre mulheres, com cerca de
615.000 novos casos e aproximadamente 340.000 obitos por cancer cervical em
2023, dos quais cerca de 94% ocorreram em paises de baixa e média renda,
refletindo desigualdades no acesso ao diagnéstico precoce e ao tratamento
adequado (OMS, 2025).

No Brasil, excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do
utero configura-se como a terceira neoplasia maligna mais incidente entre mulheres,
mantendo elevada relevancia epidemioldgica e clinica. Para o triénio 2023-2025,
sao estimados 17.010 casos novos por ano, correspondendo a uma taxa ajustada de
incidéncia de 13,25 casos por 100 mil mulheres. Em relagdo a mortalidade, 7.209
6bitos foram registrados em 2023, com taxa ajustada de 4,79 6bitos por 100 mil
mulheres, evidenciando a persisténcia do impacto da doenga no cenario nacional
(INCA, 2025).

Na anadlise regional, observa-se maior carga da doenga nas regides Norte e
Nordeste, associada a barreiras estruturais no acesso aos servigos de saude, o que
contribui para diagnostico tardio e maior letalidade (Che et al.,, 2020). Em
Pernambuco, por exemplo, o cancer do colo do uUtero permanece como importante
causa de mortalidade feminina, reforgando a relevancia regional do problema
(Cavalcanti, 2022).

Além de seu impacto epidemiolégico, o cancer do colo do utero apresenta
significativa relevancia clinica. Cerca de 90% dos casos s&o classificados como
carcinomas de células escamosas, enquanto aproximadamente 10% correspondem
ao tipo adenocarcinoma, originado a partir de células glandulares do colo uterino
(Islam et al., 2023). Em estagios avangados, a doenga pode apresentar metastases
em ossos, pulmdes, figado e cérebro, e, por via linfatica, alcangar linfonodos

pélvicos e periadrticos (Saleh et al., 2020). Trata-se de uma patologia de progressao
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lenta, frequentemente assintomatica nas fases iniciais, mas que evolui com sintomas
como sangramento vaginal anormal, dor pélvica e alteragbes urinarias ou intestinais
nas fases mais avangadas (Cohen et al., 2019).

O tratamento é multifatorial e depende do estadiamento tumoral, da presenga
de metastases, da idade e das condigbes clinicas da paciente, envolvendo cirurgia,
radioterapia e quimioterapia, isoladas ou combinadas (Cohen et al., 2019). Além
disso, o tratamento de formas avangadas da doencga é consideravelmente mais
oneroso do que sua prevencao, gerando sobrecarga ao sistema publico de saude
(Deshmukh et al., 2024).

Nesse contexto, estratégias de prevengdo primaria e secundaria assumem
papel central no controle da doenga. O rastreamento por exame citopatolégico do
colo do utero (Papanicolau) permite a detecgdo de lesbes precursoras e a
interrupcéo da progresséo para o cancer invasivo quando associado ao tratamento
oportuno. Paralelamente, a vacinagao contra o HPV, recomendada prioritariamente
para meninas de 9 a 14 anos, constitui uma medida eficaz na prevengédo de
infecgbes persistentes por gendtipos oncogénicos, sendo reconhecida pela
Organizagdo Mundial da Saude e pelo INCA como uma ferramenta fundamental na
reducdo da incidéncia e da mortalidade por cancer do colo do utero (OMS, 2025;
INCA, 2025).

2.2 ETIOLOGIA VIRAL E O PAPEL DO HPV NA ONCOGENESE CERVICAL

A infecgao persistente pelo papilomavirus humano (HPV) é reconhecida como
o principal fator etiolégico do cancer do colo do utero, estando associada a mais de
95% dos casos diagnosticados globalmente (Horst et al., 2024). Entre os diversos
genotipos descritos, os tipos HPV16 e HPV18 apresentam maior potencial
oncogénico e sao responsaveis por aproximadamente 60% dos casos de cancer
cervical invasivo (Tadlaoui et al., 2020). Esses gendtipos pertencem ao grupo de
HPVs de alto risco, caracterizados pela capacidade de induzir alteragdes celulares
persistentes que favorecem a transformagao maligna.

O HPV é uma infecgao sexualmente transmissivel amplamente disseminada,
capaz de infectar epitélios escamosos da regido genital, anal e orofaringea. Estima-
se que a maioria das pessoas sexualmente ativas sera exposta ao virus ao longo da

vida, sendo que, na maior parte dos casos, a infecgdo é transitéria e eliminada
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espontaneamente pelo sistema imunolégico (Quinlan, 2021). Contudo, a persisténcia
da infecgédo por gendtipos oncogénicos, especialmente no epitélio cervical, constitui
o principal fator para o desenvolvimento de lesbes pré-neoplasicas e,
eventualmente, do cancer do colo do utero (Johnson et al., 2019).

O ciclo de vida do HPV esta intimamente associado ao processo de
diferenciagao do epitélio escamoso. A infecgao ocorre preferencialmente em células
basais, acessadas por microlesbes do epitélio, onde o genoma viral € mantido,
inicialmente, de forma episomal. A medida que as células infectadas se diferenciam
€ migram para as camadas mais superficiais, ocorre a amplificagdo do genoma viral
e a expressao regulada de proteinas virais, culminando na produgdo de novos
virions. Esse processo ocorre sem lise celular significativa, o que contribui para a
auséncia de inflamagao local e dificulta o reconhecimento precoce pelo sistema
imunolégico (Jian, 2019; Kurmar et al., 2022).

A transformacgéo maligna associada ao HPV esta relacionada, principalmente,
a expressao sustentada das oncoproteinas virais E6 e E7 (Figura 1), evento
geralmente associado a integragdo do DNA viral ao genoma da célula hospedeira,
sobretudo em estagios mais avangados da carcinogénese cervical (Grange et al.,
2024). A oncoproteina E6 promove a degradagédo da proteina supressora tumoral
p53, por meio de sua interacdo com a ubiquitina ligase E6AP, comprometendo
mecanismos de reparo do DNA e apoptose celular (Zhuang et al., 2020). Além disso,
a oncoproteina E7 interage com a proteina do retinoblastoma (pRB), levando a sua
inativacdo funcional e a liberacdo de fatores de transcricdo da familia E2F,

resultando em progressao descontrolada do ciclo celular (Zhao et al., 2020).
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Figura 1. Esquema dos principais mecanismos moleculares da oncogénese cervical associada ao
HPV, destacando a agao das oncoproteinas virais E6 e E7 na inativagéo de p53 e pRB, com

consequente desregulagéo do ciclo celular e promogéo da transformagéo neoplasica.
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Fonte: Da Autora. Editado em BioRender (2025)

Esses eventos moleculares resultam na imortalizagdo celular, instabilidade
gendmica e acumulo progressivo de alteragdes genéticas, caracteristicas centrais do
processo de transformagéo neoplasica. Embora a integracdo do DNA viral seja um
evento frequente em carcinomas invasivos, lesGes precursoras podem se
desenvolver mesmo na presenca de genomas virais episomais, desde que haja
expressdo sustentada de E6 e E7, reforcando o papel funcional dessas
oncoproteinas na oncogénese cervical (Grange et al., 2024).

Além de seu potencial transformador direto, o HPV apresenta estratégias que
favorecem sua persisténcia no hospedeiro e contribuem para a progressao tumoral.
A infecgao viral ndo induz citélise nem resposta inflamatoéria robusta, o que reduz o
recrutamento de células do sistema imune inato ao sitio de infecgdo (Mohammed et
al., 2024). Ademais, as oncoproteinas E6 e E7 interferem em vias celulares criticas,
modulando negativamente processos de vigilancia celular e favorecendo um
ambiente permissivo a transformagao maligna (Peta et al., 2018).

Modificagdes epigenéticas também desempenham papel relevante nesse

contexto. A infecgao persistente pelo HPV esta associada a alteragbes no padrao de
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metilagdo do DNA, tanto do genoma viral quanto do genoma da célula hospedeira,
além da superexpressdao de reguladores epigenéticos, como o complexo EZH2.
Essas alteragdes impactam a expressdo génica celular e contribuem para a
manutengdo do fendtipo tumoral e para a progressdo das lesbes cervicais (de
Almeida et al., 2022).

Em geral, a etiologia viral do cancer do colo do utero envolve uma interagao
complexa entre persisténcia do HPV oncogénico, desregulacdo do ciclo celular
mediada por E6 e E7, inativagao funcional de proteinas supressoras tumorais como
p53 e pRB, e alteragbes epigenéticas que sustentam a transformagdo maligna.
Esses mecanismos estabelecem a base biolégica para a progressdo das lesbes
cervicais e criam as condigdes para a modulagdo subsequente da resposta imune,

tema abordado no tépico seguinte.

2.3 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA INFECCAO PELO HPV E MECANISMOS DE
EVASAO

A resposta imunolégica desempenha um papel central na determinagédo do
desfecho das infecgdes virais, definindo se o patégeno sera eliminado ou se
estabelecera uma infec¢do persistente. De modo geral, o reconhecimento inicial de
componentes virais, denominados Padrées Moleculares Associados a Patégenos
(PAMPs), por Receptores de Reconhecimento de Padroes (PRRs) expressos por
células do hospedeiro desencadeia a ativagdo da imunidade inata e,
subsequentemente, da imunidade adaptativa, quando a infecgdo nao € inicialmente
controlada (Ferreira et al., 2020). Essas vias de reconhecimento contribuem para a
producgao de citocinas pro-inflamatérias, especialmente interferons do tipo | (IFNs), e
para a indugao de genes estimulados por interferon (ISGs), que atuam restringindo a
replicagao e a disseminagéo viral (Lukhele et al., 2019).

No contexto das infecgbes epiteliais, como aquelas causadas pelo HPV,
queratinécitos e células apresentadoras de antigenos residentes, incluindo células
de Langerhans, desempenham papel fundamental como sentinelas imunolégicas. O
reconhecimento de PAMPs por PRRs, como receptores do tipo Toll (TLRs) e
sensores citosdlicos de DNA, ativa cascatas de sinalizagdo intracelular que
culminam na produgdo de IFNs do tipo | e outras citocinas pré-inflamatdrias,

promovendo a apresentagao antigénica e a ativagao de linfocitos T especificos (Sok
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et al., 2018). Esses mecanismos sado essenciais para conter a infecgao viral inicial e
estabelecer uma resposta imune eficaz.

Entretanto, a infeccdo pelo HPV apresenta caracteristicas particulares que
favorecem sua evasao do sistema imunoldgico. O ciclo replicativo do virus é lento e
estritamente dependente do processo de diferenciagdo do epitélio escamoso, com
produgao de particulas virais apenas nas camadas mais superficiais. Além disso, o
HPV nao induz lise celular significativa durante sua replicagdo, o que resulta em
auséncia de inflamagdo local evidente e dificulta o reconhecimento precoce da
infeccdo pela imunidade inata (Yousefi et al., 2022). Essa estratégia permite que o
virus permanega no tecido por longos periodos sem desencadear uma resposta
imune robusta.

Ao longo de seu ciclo de vida, o HPV também interfere ativamente em vias
imunoldgicas criticas. Estudos demonstram que o virus é capaz de inibir a
expressdo de genes associados a produgdo de citocinas pré-inflamatérias,
quimiocinas, receptores do tipo Toll e moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade classe | (MHC-I), por meio da desregulacdo da metilagdo do
DNA do hospedeiro e de modificagdes em histonas (Song et al., 2020). Essas
alteragbes comprometem a apresentacédo de antigenos virais e reduzem a eficiéncia
do recrutamento e ativagdo de células imunes efetoras.

As oncoproteinas virais E6 e E7 exercem papel central nesses mecanismos
de evasdo imune. Além de suas fungbes na desregulacdo do ciclo celular, essas
proteinas interferem diretamente na imunidade inata ao modular vias antivirais
intracelulares e o processamento de antigenos, dificultando o reconhecimento das
células infectadas. Em particular, E6 e E7 atuam negativamente sobre a sinalizagao
de interferons do tipo |, por meio da inibicao de fatores de transcricao como IRF3 e
NF-kB, reduzindo a indugdo de ISGs e favorecendo a persisténcia viral (Gardella et
al,, 2023; Lo Cigno et al, 2024). Concomitantemente, a interacdo dessas
oncoproteinas com proteinas supressoras tumorais, como a proteina do
retinoblastoma (pRB), contribui para alteragbes celulares que favorecem a
progressao neoplasica no sitio de infecgao.

Esse conjunto de estratégias imunomoduladoras estd entre os principais
determinantes da evolugéo da infecgdo pelo HPV para formas persistentes e lesdes
de alto grau. A supressao da imunidade inata compromete o recrutamento adequado

de células apresentadoras de antigenos e prejudica o priming de linfocitos T
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especificos, criando um ambiente permissivo para a expansao clonal de células
infectadas e para o acumulo de alteragdes genéticas (Figura 2) (Bussey &
Brinkmann, 2018).

Figura 2. Resposta imunoldgica a infecgéo pelo papilomavirus humano (HPV) no epitélio cervical e
dos principais mecanismos de evasao imune mediados pelas oncoproteinas virais E6 e E7, que

favorecem a persisténcia viral e a progressao tumoral.
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Fonte: Da Autora. Editado em BioRender (2025)

Dessa forma, a persisténcia do HPV oncogénico resulta ndo apenas de sua
capacidade de infectar células epiteliais, mas também de uma interagdo complexa
com o sistema imunolégico do hospedeiro, marcada pela atenuacdo de sinais
inflamatérios e pela falha na ativagéo efetiva da resposta adaptativa. Esses eventos
constituem a base imunoldgica que sustenta a progressao das lesdes cervicais e
estabelecem o cenario para o desenvolvimento de um microambiente tumoral

imunossupressor, aspecto aprofundado no tdpico seguinte.

2.4 PROGRESSAO HISTOPATOLOGICA DO CANCER CERVICAL ASSOCIADA
AO HPV

A infecgdo persistente pelo papilomavirus humano (HPV) esta diretamente

associada ao desenvolvimento de lesdes intraepiteliais cervicais, consideradas
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precursoras do cancer do colo do utero. Essas lesdes, denominadas neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC), caracterizam-se por alteragdes proliferativas e
maturacionais do epitélio escamoso cervical, com graus variaveis de atipia celular e
comprometimento da espessura epitelial, representando estagios progressivos da
carcinogénese cervical (Fonseca et al., 2022; INCA, 2023).

A NIC 1 corresponde a displasia leve, com alteragbes celulares restritas ao
terco inferior do epitélio, geralmente associadas a infecgdo produtiva pelo HPV e
elevada taxa de regresséo espontanea. Nessa fase, observa-se relativa preservagéo
da arquitetura tecidual e baixo risco de progressdo para carcinoma invasivo,
sobretudo quando ha resposta imune eficaz do hospedeiro. Em contraste, a
persisténcia viral, especialmente por gendtipos oncogénicos de alto risco, aumenta a
probabilidade de progressao para lesdes de maior gravidade (Fonseca et al., 2022;
Horst et al., 2024).

A NIC 2 representa um estagio intermediario da doenga, com
comprometimento de até dois tercos da espessura epitelial, maior instabilidade
celular e risco aumentado de progressdo, especialmente em casos de infecgédo
persistente. J& a NIC 3, também denominada carcinoma in situ, caracteriza-se por
displasia grave envolvendo praticamente toda a espessura do epitélio, perda
significativa da diferenciagéo celular e elevada atividade proliferativa, configurando o
estagio imediatamente anterior ao carcinoma invasivo (Figura 3) (Fonseca et al.,
2022; Thomsen & Kjeer, 2021).
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Figura 3. Evolugao histopatoldgica do cancer cervical associada a infecgdo persistente pelo
papilomavirus humano (HPV), ilustrando a progresséao do epitélio cervical normal para lesbes
intraepiteliais cervicais de baixo e alto grau (NIC 1, NIC 2 e NIC 3) e, subsequentemente, para o

carcinoma invasivo.
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Do ponto de vista molecular, a progressdo das NICs esta associada ao
aumento sustentado da expresséo das oncoproteinas virais E6 e E7, que promovem
degradagédo de proteinas supressoras tumorais, como p53 e PRB, favorecendo
instabilidade gendmica e acumulo de alteragbes celulares. Assim, a evolugao
histopatolégica das NICs reflete a interacéo entre persisténcia viral, desregulagéo do
ciclo celular e falha nos mecanismos de controle do hospedeiro, constituindo a base
morfolégica para o desenvolvimento do cancer cervical invasivo (Zhuang et al.,
2020; Zhao et al., 2020).

2.5 IMUNOPATOLOGIA DO CANCER CERVICAL: MICROAMBIENTE TUMORAL E
IMUNOSSUPRESSAO

O microambiente tumoral (tumor microenvironment — TME) em neoplasias
associadas ao HPV é caracterizado por uma complexa interagdo entre células

tumorais, células do sistema imune e componentes do estroma, sendo determinante
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para a progressao ou contengdo do tumor. No cancer do colo do utero, esse
ambiente frequentemente assume um perfil imunossupressor, no qual mecanismos
de tolerancia imunolégica predominam sobre respostas efetoras antitumorais,
favorecendo a persisténcia tumoral e a evasao da vigilancia imunolégica.

Entre as populagbes celulares mais relevantes nesse contexto destacam-se
os linfécitos T CD8", responsaveis pela citotoxicidade direta contra células tumorais,
e os linfocitos T reguladores (Tregs) FOXP3*, que exercem papel central na
modulagado negativa da resposta imune. Evidéncias indicam que um aumento na
densidade de linfécitos T CD8" infiltrantes esta associado a melhor prognéstico
clinico, enquanto a elevada presenca de células FOXP3* no microambiente tumoral
correlaciona-se com supressdo da resposta imune antitumoral e progressao da
doenga (Figura 4) (Chen et al., 2019; Tawfeik et al., 2020).

Figura 4. Representacdo do microambiente tumoral imunossupressor no cancer cervical associado
ao papilomavirus humano (HPV), evidenciando a interagdo entre células tumorais e populagdes

imunes regulatérias e a inibigao funcional de células efetoras, favorecendo a evaséo da resposta

imune, a persisténcia tumoral e a progressado da doenga.
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No céncer cervical HPV-induzido, estudos demonstram que o TME tende a

apresentar uma razao reduzida entre linfécitos T CD8* efetores e Tregs FOXP3*,
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configurando um ambiente tolerogénico. A alta densidade de células FOXP3* em
lesbes intraepiteliais de alto grau e em tumores invasivos esta fortemente associada
a presenca persistente do HPV e a progressao tumoral, sugerindo que essas células
desempenham papel ativo na manutengdo da imunossupressao local (Mitildzans et
al,, 2019). A razdo CD8*/FOXP3* tem sido, inclusive, proposta como potencial
biomarcador progndstico e indicador de resposta a imunoterapia (Han et al., 2021).

As citocinas produzidas no microambiente tumoral exercem influéncia
decisiva sobre o equilibrio entre imunidade efetora e tolerdncia. Em modelos
experimentais de cancer cervical, perfis inflamatorios associados a respostas do tipo
Th1, caracterizados por aumento de IL-2, IL-12, TNF-a e IFN-y, tém sido
relacionados a ativacdo de linfocitos T citotoxicos e ao controle tumoral. Em
contraste, citocinas como IL-6, IL-10 e TGF-B estdo associadas a expansado de
Tregs, inibigdo da atividade de células NK e linfécitos CD8*, e manutengdo de um
ambiente imunossupressor (Che et al., 2020; Truijillo-Cirilo et al., 2023).

Dentre essas moléculas, o IFN-y destaca-se por sua dupla fungdo no TME,
promovendo tanto a ativagcdo de células T citotdoxicas quanto o aumento da
expressdo de moléculas do MHC, facilitando o reconhecimento tumoral. Por outro
lado, citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-B, atuam inibindo a fungéo
citotoxica de células NK e linfécitos T CD8*, além de favorecerem a diferenciagéo e
expansao de Tregs FOXP3* (Wu et al., 2018). A interleucina 32 (IL-32) apresenta
papel ambiguo nesse cenario, podendo induzir a expressdao de FOXP3 e,
simultaneamente, estimular a producdo de IFN-y por células CD8"*, refletindo a
complexidade funcional do microambiente tumoral (Han et al., 2021).

Evidéncias recentes apontam que as células T reguladoras no TME nao
constituem uma populagdo funcionalmente estatica. Esses linfécitos apresentam
consideravel plasticidade, podendo ser reprogramados para fendtipos efetores do
tipo Th1 sob determinadas condigdes, como a ativagao de vias mediadas por CD40
e IL-12/IFN-y. Estratégias imunoterapéuticas que exploram essa plasticidade,
incluindo o uso de anticorpos agonistas de CD40, tém demonstrado potencial para
converter células imunossupressoras em efetoras antitumorais, ampliando o controle
da doenga (Maltez et al., 2023).

Além das alteragbes locais, manifestagbes sistémicas da imunossupressao
tumoral podem ser observadas por meio de parametros hematoldgicos periféricos. A

redugao de linfocitos circulantes ou 0 aumento da razéo neutrdfilo/linfécito (NLR) tém
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sido associados a pior prognéstico em diversos tipos de cancer, incluindo o cancer
cervical, refletindo o impacto sistémico do tumor sobre a resposta imune do
hospedeiro (Che et al., 2020). Dessa forma, a avaliagdo integrada de parametros
imunolégicos locais e sistémicos é essencial para compreender a dindmica da
resposta imune frente ao desenvolvimento tumoral.

Em conjunto, a imunopatologia do cancer cervical envolve a interagao entre
células tumorais HPV-induzidas, populagdes imunossupressoras, citocinas
regulatérias e alteracdes sistémicas da imunidade. A caracterizacdo detalhada
desses componentes é fundamental para compreender os mecanismos de
progressdo tumoral e fornece a base conceitual para a utilizagdo de modelos
experimentais imunocompetentes, como a linhagem C3, no estudo da resposta

imune antitumoral e na avaliagcdo pré-clinica de estratégias imunoterapéuticas.

2.6 LINHAGEM TUMORAL C3: HISTORICO E PRINCIPAIS APLICACOES

A utilizagdo de linhagens tumorais bem caracterizadas é essencial para a
investigacdo dos mecanismos envolvidos na carcinogénese e na resposta a
estratégias terapéuticas em modelos experimentais. No contexto do cancer do colo
do utero associado ao HPV, a linhagem tumoral C3 destaca-se como um modelo
relevante por permitir o estudo integrado da biologia tumoral, da expressao de
antigenos virais e da interagdo com o sistema imune do hospedeiro em um ambiente
imunocompetente (Feltkamp et al., 1993; Karimi et al., 2019).

A linhagem C3 foi desenvolvida em 1993 por um grupo de pesquisa da Escola
de Medicina de Leiden, na Holanda, a partir de células embrionarias de
camundongos da linhagem C57BL/6 (Feltkamp et al., 1993). Essas células foram
transfectadas com um plasmideo contendo o genoma completo do HPV16, incluindo
genes precoces (Early — E) e tardios (Late — L), sob controle de seu promotor
homologo, e co-transfectadas com o oncogene ras ativado. Essa estratégia
experimental teve como objetivo mimetizar os padrdes de expressdo dos oncogenes
virais observados durante a infecgdo natural em humanos (Kayyal et al., 2012;
Paolini et al., 2021).

Uma caracteristica central da linhagem C3 é a expressado constitutiva das
oncoproteinas E6 e E7 do HPV16, associada a ativagdo da via Ras, o que confere

elevado potencial tumorigénico e crescimento tumoral consistente apds inoculagao
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em camundongos imunocompetentes da linhagem C57BL/6 (Figura 5) (Karimi et al.,
2019). Essa combinagao permite que o modelo reproduza ndo apenas alteragdes
genéticas fundamentais do cancer cervical humano, mas também aspectos

relevantes da interagao entre tumor e sistema imune do hospedeiro.

Figura 5. Esquema ilustrativo da origem e caracterizagéo da linhagem tumoral C3, derivada de
células embrionarias de camundongos C57BL/6 transfectadas com o genoma completo do HPV16 e
um oncogene ras ativado, resultando em transformagéo maligna e capacidade tumorigena em

camundongos imunocompetentes.
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Fonte: Da Autora. Editado em BioRender (2026)

Quando comparada a outros modelos murinos de cancer cervical, como a
linhagem TC-1, que expressa predominantemente as oncoproteinas E6 e E7, a
linhagem C3 apresenta maior complexidade biolégica por incorporar
simultaneamente a ativagdo de vias oncogénicas celulares, como a Ras. Essa
caracteristica confere ao modelo maior fidelidade na reproducdo do microambiente
tumoral e da resposta imune observada em neoplasias cervicais associadas ao HPV
(Figura 6) (Karimi et al., 2019; Paolini et al., 2021).
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Figura 6. Representagao esquematica do modelo tumoral C3 em camundongos C57BL/6,
destacando a inoculagédo subcutanea das células, a formagédo da massa tumoral e a interagdo com o
sistema imune, além da comparagao conceitual entre os modelos C3 e TC-1 e suas aplicagbes em

estudos pré-clinicos de imunoterapia e evaséo imune.
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Diversos estudos tém empregado a linhagem C3 para a avaliagédo de
estratégias terapéuticas e imunomoduladoras. Em estudo classico, Loddenkemper et
al. (2009) realizaram a inoculagao subcutanea de células C3 em camundongos
C57BL/6 e demonstraram que o tratamento com o anticorpo agonista DTA-1
promoveu regressdo tumoral associada a modulagdo do microambiente tumoral.
Nesse modelo, tumores nao tratados apresentaram baixa infiltragdo de linfocitos T
CD8" e alta densidade de células FOXP3*, evidenciando um perfil imunossupressor
local.

Mais recentemente, abordagens baseadas em vacinas terapéuticas
multiepitépicas contendo antigenos virais, como E6, E7 e E5, demonstraram
potencial para induzir respostas imunes antitumorais em modelos murinos de cancer
cervical, incluindo aumento da infiliragado de linfécitos T CD8* e maior produgdo de
IFN-y (Qi et al.,, 2022). Entretanto, a maioria desses estudos concentra-se em
modelos alternativos, como o TC-1, o que reforga a necessidade de maior

exploragao do perfil imunolégico do modelo C3 in vivo (Haabeth et al., 2022).
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Nesse contexto, a linhagem C3 destaca-se como um modelo particularmente
promissor para investigagdes que visam compreender os mecanismos de evasao
imune, a dindmica do microambiente tumoral e a resposta a intervengbes
imunoterapéuticas em um sistema imunocompetente. Sua utilizagdo permite a
analise integrada de parametros imunoldgicos locais e sistémicos, contribuindo para
a validagao pré-clinica de estratégias terapéuticas direcionadas ao cancer cervical
associado ao HPV (Karimi et al., 2019; Haabeth et al., 2022).

Em sintese, a linhagem tumoral C3 constitui uma ferramenta experimental
robusta para o estudo da carcinogénese cervical induzida por HPV, combinando
expressao viral relevante, ativagdo de vias oncogénicas celulares e interagdo
funcional com o sistema imune do hospedeiro. Essas caracteristicas fundamentam
sua ampla aplicabilidade em estudos pré-clinicos e justificam a necessidade de sua
caracterizagdo imunolégica detalhada, abordada no tépico seguinte (Feltkamp et al.,
1993; Karimi et al., 2019).

2.7 IMPORTANCIA DA CARACTERIZAGAO IMUNOLOGICA DO MODELO C3

A caracterizagdo imunologica de modelos experimentais tumorais é
fundamental para a compreensdo dos mecanismos que regulam a progressdo do
cancer e a resposta a intervengodes terapéuticas. Em neoplasias associadas ao HPV,
essa caracterizacao torna-se particularmente relevante devido a forte influéncia do
sistema imune na persisténcia viral, na evasdo imunoldgica e na modulagdo do
microambiente tumoral. Nesse contexto, a linhagem tumoral C3 representa um
modelo experimental de grande interesse, embora ainda pouco explorado sob a
perspectiva imunoldgica in vivo (Heeren et al., 2019).

Apesar de sua utilizagdo em estudos voltados ao crescimento tumoral e a
avaliagado de abordagens terapéuticas, sdo escassos os trabalhos que descrevem de
forma sistematica o perfil imunolégico do microambiente tumoral gerado pela
linhagem C3. A auséncia de informagdes detalhadas sobre a composigéo e o estado
funcional das células imunes presentes no tumor limita a interpretagdo dos
resultados experimentais e restringe o potencial translacional do modelo para
estudos em imunoterapia (Heeren et al., 2019).

A caracterizagao fenotipica e funcional de subpopulagbes imunes, como

linfécitos T CD8*, linfécitos T reguladores FOXP3*, células NK e células
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apresentadoras de antigenos, é essencial para compreender os mecanismos de
controle ou falha da resposta antitumoral. Além disso, a anadlise da expressao de
citocinas e mediadores inflamatoérios associados a ativagdo ou supressdo imune
fornece informagbes cruciais sobre o equilibrio imunolégico estabelecido no
microambiente tumoral (Heeren et al., 2019).

Estudos recentes tém evidenciado que determinadas subpopulagbes
celulares apresentam perfis funcionais complexos no contexto tumoral. Por exempilo,
linfécitos CD8* que expressam marcadores tradicionalmente associados a
regulagdo, como FOXP3 e CD25, podem manter capacidade citotdxica e secretar
granzimas e citocinas, desafiando classificagbes fenotipicas simplificadas. Esses
achados reforgam a necessidade de avaliagdes funcionais complementares as
analises fenotipicas convencionais (Heeren et al., 2019).

O mapeamento de biomarcadores imunolégicos em tumores HPV-induzidos
tem possibilitado a identificagdo de novos alvos terapéuticos. Moléculas como
HMGB1 e LIF foram descritas como indutoras de tolerancia imunoldgica, atuando
por meio da repressao de vias associadas a produgado de interferons do tipo | e de
quimiocinas como CXCL9, favorecendo a evasdo imune e a resisténcia a terapias
baseadas em bloqueio de checkpoints imunolégicos (Bonfill-Teixidor et al., 2024;
Morale et al., 2018).

Além disso, citocinas inflamatérias e quimiocinas como CXCL10, CXCL8 e
IL1R2 tém sido associadas a agressividade tumoral e a resposta terapéutica,
especialmente quando relacionadas a ativagdo de vias como JAK-STAT e a
expressdo de PD-L1. A superexpressdo dessas moléculas contribui para um
microambiente tumoral refratario a agao citotoxica de linfécitos T, reforgando a
importancia de sua avaliagdo em modelos experimentais (Zhao et al., 2024; Chen et
al., 2021).

Do ponto de vista metodolégico, a caracterizagdo imunolégica do modelo C3
deve contemplar abordagens integradas, incluindo fenotipagem por citometria de
fluxo, anadlise histolégica do infitrado tumoral, avaliagdo de parametros
hematoldégicos periféricos e investigagdo de mediadores inflamatodrios sistémicos e
locais. A combinagdo dessas estratégias permite uma compreensdo mais
abrangente da resposta imune do hospedeiro e do impacto sistémico do

desenvolvimento tumoral (Ndiaye et al., 2023).
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De modo geral, a caracterizagdo imunolégica detalhada da linhagem tumoral
C3 ¢ essencial para validar sua aplicabilidade como modelo pré-clinico de cancer
cervical associado ao HPV. Ao permitir a identificagdo de mecanismos de evasao
imune, biomarcadores prognésticos e potenciais alvos terapéuticos, essa
abordagem fortalece o valor translacional do modelo e sustenta sua utilizagdo em
estudos de imunologia tumoral e avaliagdo de estratégias imunoterapéuticas

inovadoras (Heeren et al., 2019; Bonfill-Teixidor et al., 2024).
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3 METODOLOGIA

3.1 POPULACAO AMOSTRAL E CONSIDERACOES ETICAS

Foram utilizados para o estudo, 18 (dezoito) camundongos fémeas C57BL/6
(6-8 semanas de idade), criados e mantidos nas instalagbes de animais do Instituto
de Imunopatologia Keizo Asami - iLIKA, localizado na Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil. Os animais foram mantidos em condi¢des laboratoriais padrao
(20-22 °C e 12 horas ciclo diurno e noturno) com acesso gratuito a uma dieta padréao
(Labina / Purina, Campinas, Brasil) e agua. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com o Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco com o nimero de protocolo: 0068/2022.

Dos 18 animais separados para a pesquisa, 16 foram utilizados para a
inoculagdo da C3 via subcutanea da seguinte forma: 8 animais separados para o
Grupo A (com crescimento tumoral de 14 dias) e 8 animais para o Grupo B (com
crescimento tumoral de 20 dias), e com os 2 animais restantes foi feito um Grupo

CTR (Controle Negativo) sem a inoculagao da C3.

3.2 INOCULAGAO DAS CELULAS C3

Os animais (Grupos A, B e CTR) foram anestesiados com 10 mg/Kg de
xilazina e 115 mg/Kg de quetamina. Posteriormente, foi realizada a tricotomia na
regido cervical, para a inoculagdo subcutanea (apenas nos animais dos Grupos teste
A e B) de 50 pl contendo 1x10° de células da C3 em suspenséo, por animal.

Apds a observagdo do edema sub-dérmico formado imediatamente apods a
inoculagao, os animais foram devolvidos as suas gaiolas, separadas de acordo com
os grupos determinados previamente. Apds isso, cada animal foi submetido a uma
anamnese diaria incluindo pesagem da ragdo, para avaliagdo da alimentagao,
pesagem corporal dos animais, avaliagdo comportamental e medigdo dos tumores

com paquimetro.

3.3 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS
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Para a coleta das amostras bioldgicas, os camundongos foram novamente
anestesiados com 10 mg/Kg de xilazina e 115 mg/Kg de quetamina, e
posteriormente foi realizada a perfusdo cardiaca. Com as amostras de sangue
armazenadas em microtubos com EDTA, uma aliquota foi separada para avaliagao
hematoldgica e outra para a fenotipagem celular com células mononucleares do
sangue periférico (PBMC). Uma pequena aliquota do sangue também foi separada
para distensdo sanguinea em lamina para avaliagdo morfolégica e contagem
diferencial dos leucécitos. Apds isso, foi realizado o deslocamento cervical e
remocgao asséptica de alguns 6rgéos para avaliacédo histopatolégica como: coragao,
baco, figado, intestino e rins.

Também foram removidos os tumores e tecidos periféricos para avaliagdo
histopatolégica. Os 6rgéos coletados de cada camundongo foram armazenados em
tubo Falcon contendo RPMI 1640 com soro fetal bovino para transporte.

3.4 ANALISE HEMATOLOGICA

A partir das amostras coletadas em tubos EDTA, foram realizados estiragos
sanguineos de cada animal, para contagem diferencial dos leucdcitos no intuito de
validar a contagem automatizada a partir de amostra do sangue total utilizando
microscopio Optico. Posteriormente, todas as amostras foram adquiridas e
analisadas pelo equipamento ABX penta 60 HORIBA® para a liberagdo do

hemograma.

3.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apbs a coleta os 6rgaos foram armazenados em tubo Falcon contendo RPMI
1640 com soro fetal bovino, para transporte das amostras e posteriormente
armazenados em alcool 70%. Para fixagao, foram colocados em formalina 10%, em
seguida foram feitos os cortes seccionais (cortes longitudinal e transversal) e
colocados nos cassetes com as devidas identificagées. Apods isso, foi iniciada a
etapa de desidratagdo (1h em alcool 80%, 1h em alcool 90%, 1h em 3 alcoois
100%); em seguida, colocados em 4&lcool-xilol, por 1h (&lcool 100% na mesma

proporgao de xilol).
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Posteriormente foi feita a clarificagdo com o xilol: Xilol 1, por 1 hora; Xilol 2,
por 1 hora. Apds a clarificagdo seguiu para a impregnagdo com as parafinas:
Parafina 1, por 1 hora; Parafina 2, por 1 hora; Parafina 3, em torno de 45 minutos.
Apbos isso, 0 6rgao ficou pronto para ser emblocado na Parafina histolégica. Com a
peca emblocada, o 6rgao foi cortado com o micrétomo, entre 3 a 5 micras. Por fim,

foi feita a coloragdo em HE para avaliagdo microscopica dos tecidos.

3.6 ENSAIO DE IMUNOFENOTIPAGEM

O isolamento das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi
realizado por centrifugagdao das amostras (2.000 rpm, 30 min) sob gradiente de
separagdo Ficoll (1,077 g/mL; GE Healthcare Life Sciences®), as células foram
lavadas duas vezes com PBS (1600 rpm, 10 min) e posteriormente corado com
anticorpos especificos. A marcacgéo foi feita usando o painel com CD3 (FITC), CD4
(PE), CD8 (PE), CD45 (APC), CD16/32 (FITC), CD19 (PE), CD40 (APC), Anti
Granzima (PECy 5.5) e Perforina (PE) (todos da BD Biosciences® e separados por
tubos estratégicos para a aquisicao dos dados). A aquisigdo das células foi realizada
em 10.000 eventos em citdbmetro de fluxo (plataforma Accuri BD®), com analise dos
dados de fluorescéncia através do software BD Accuri v.2.5.1®.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica deste estudo foi realizada utilizando testes apropriados
para cada tipo de experimento. Os dados de peso corporal, consumo alimentar,
parametros hematoldgicos, niveis de citocinas e dados de imunofenotipagem foram
analisados por ANOVA, a fim de identificar diferengas significativas entre os grupos.
Apés a confirmacdo dos pressupostos de normalidade e homogeneidade das
variancias, utilizando os testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe, as comparagoes
entre grupos foram realizadas por meio do teste de Tukey, com valores de p
ajustados para multiplas comparagdes.

Os dados histopatologicos foram analisados utilizando o teste t de Student
nao pareado ou o teste de Mann-Whitney, dependendo da distribuicdo dos dados.

Todos os graficos foram gerados utilizando o software GraphPad Prism versao 10.0
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(GraphPad Software, Inc., EUA), e a significAncia estatistica estabelecida em p <
0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CRESCIMENTO TUMORAL SOBRE O PESO CORPORAL E O CONSUMO
ALIMENTAR DOS ANIMAIS

O crescimento tumoral (Figura 7) apresentou progresséao significativa nos dois
grupos, apresentando a auséncia de crescimento do tumor apenas em 4 animais do
Grupo A. Esses animais foram separados e definidos como Grupo NT (Sem Tumor).
O crescimento tumoral no Grupo B apresentou maiores dimensdes tumorais ao final

do estudo.

Figura 7. Fotografia dos tumores e regides periféricas ao tecido nos Grupos A e B. Abaixo, grafico
representando o padrao de crescimento tumoral ao longo do tempo nos grupos portadores de tumor
(Grupo A e Grupo B) e nos grupos controle (CTR e NT).
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Fonte: Da autora (2025)

O consumo alimentar (Figura 8) variou entre os grupos experimentais.

Inicialmente, o grupo NT apresentou maior ingestdo de alimento; contudo, ao longo

do tempo, esse consumo diminuiu, aproximando-se dos valores observados nos

grupos portadores de tumor. O Grupo B, que apresentou os maiores tumores,

manteve consumo alimentar ligeiramente superior ao do Grupo A em determinados

periodos, enquanto o grupo CTR apresentou, de forma consistente, o menor

consumo alimentar durante todo o experimento.

Figura 8. Consumo alimentar médio dos animais ao longo do tempo nos grupos experimentais CTR,
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Fonte: Da autora (2025)

O peso corporal foi monitorado ao longo do tempo (Figura 9). Os grupos

portadores de tumor (Grupo A e Grupo B) apresentaram aumento inicial do peso

corporal, semelhante ao observado no grupo NT (sem tumor), atingindo um platé por

volta do 15° dia. No entanto, no Grupo B, que apresentou maior crescimento

tumoral, o peso corporal passou a diminuir apos esse periodo. Em contraste, o

grupo controle negativo (CTR) apresentou ganho de peso limitado ao longo de todo

0 experimento.
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Figura 9. Peso corporal dos animais ao longo do tempo nos grupos experimentais CTR, NT, Grupo A

e Grupo B.
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42 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E ANALISE DIFERENCIAL DE
LEUCOCITOS

Os parametros hematoldgicos dos grupos experimentais foram avaliados e
estdo apresentados na Tabela 1. Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos quanto aos niveis de hemoglobina, hematdcrito,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), nem
quanto as proporgdes de linfécitos, mondcitos e granulécitos (p > 0,05).

A analise diferencial de leucécitos (Figura 10) revelou variagbes especificas
entre os grupos. A proporcao de linfocitos foi significativamente maior no Grupo B
em comparagédo ao grupo CTR (p = 0,0159) (Figura 10B). Em contraste, a proporgéo
de neutrofilos foi significativamente menor no Grupo B em relagdo ao grupo NT (p =
0,0286) (Figura 10C). As proporgbes de mondcitos (Figura 10D), eosindfilos (Figura
10E) e basofilos (Figura 10F) n&o apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (p > 0,05).



Tabela 1. Parametros hematoldgicos dos Grupos A, B, CTR e NT.
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Parametros
Hematolégicos CTR NT Grupo A Grupo B Valor de p
He”(‘gf’d'l‘_))bi”a 27426 11219 1124 79+47 0.1331
Hematécrito (%) 7.4 +7.7 337468 32.8+8.0 236+ 14.7 0.1139
VCM (fl) 435407 44311 44+0.8 43.4£20 0.7961
HCM (pg) 785+111  148+011 1478+012  1202+67 0.8410
Linfocitos (%) ~ 90.05+0.77 77.40+9.05 80.8+7.5  84.78+4.05 0.3628
Monécitos (%) 11+04 1.03+1.01 1812 14+060 0.7670
Granulocitos (%)  8.86+0.35  21.5+9.9 173+6.6 13.7 + 4.1 0.2186

CTR: Controle negativo

NT: Sem tumor

VCM: Volume Corpuscular Médio
HCM: Hemoglobina Corpuscular Média

Figura 10. Comparagéo dos parametros hematoldgicos entre grupos com e sem tumor. Foram

avaliados a contagem total de leucdcitos (A) e o percentual de linfécitos (B), neutrdéfilos (C),
mondcitos (D), eosindfilos (E) e basdfilos (F) nos grupos CTR e NT (sem tumor) e GA e GB (com
tumor). Diferengas significativas foram observadas para linfécitos (B, p = 0,0159) e neutréfilos (C, p =

0,0286), sem alteragdes nos demais parametros.
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4.3. ANALISE HISTOPATOLOGICA DE ORGAOS E TUMORES

A analise histopatolégica dos 6rgaos coletados dos grupos teste e controle
negativo ndo evidenciou alteragbes morfolégicas significativas em nenhum dos
tecidos avaliados. O coragédo (Figura 11A) apresentou endocardio e miocardio
preservados, com fibras musculares cardiacas de aspecto tipico e auséncia de
infiltrado inflamatério em todos os grupos experimentais. O baco (Figura 11B)
mostrou tecido estruturalmente integro, sem alteragdes histomorfolégicas, com
capsula preservada, polpa branca bem definida, com foliculos linfoides evidentes, e
polpa vermelha preservada, sem sinais de congestdo, mantendo reatividade tipica e
presenca de macréfagos. No intestino (Figura 11C), observou-se preservagédo das
camadas da mucosa, submucosa, muscular e serosa, sem alteragbes estruturais
relevantes. A avaliagdo histolégica do rim (Figura 11D) revelou integridade dos
compartimentos glomerular, tubular, vascular e intersticial, sem altera¢des no espaco
de Bowman ou presencga de infilirados inflamatérios. De forma semelhante, o figado
(Figura 11E) apresentou arquitetura histologica tipica do tecido hepatico, sem
evidéncias de esteatose ou infilirado inflamatério em todos os grupos analisados.

Figura 11. Andlise histopatologica dos 6rgaos dos grupos teste e controle negativo, incluindo coragdo
(A), bago (B), intestino (C), rim (D) e figado (E), evidenciando preservagéo estrutural e auséncia de

alteragdes histomorfoldgicas ou infiltrados inflamatdrios em todos os grupos. Ampliagdo microscopica:
100x.
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Fonte: Da Autora (2025).

A analise histopatolégica das massas tumorais coletadas dos animais revelou
padrbes heterogéneos de organizagao celular, necrose e resposta inflamatéria. Em
cinco amostras (B1, B2, B4, B6 e B7), as areas tumorais apresentaram-se
predominantemente restritas, com células neoplasicas organizadas de forma
concéntrica ou difusa, acompanhadas por edema e presenga variavel de
fibroblastos.

As regides centrais exibiram detritos necroéticos, com auséncia de infiltrado
inflamatério em algumas amostras (B1, B2 e B6) e presenga de linfécitos raros em
outras (B3, B4 e B7). Na amostra B3, além dessas caracteristicas, foi identificada
maior presenga de capilares, sugerindo possivel vascularizagdo tumoral. Na amostra
B5, nao foram observadas células neoplasicas, indicando regressdo tumoral ou

auséncia de tumor no tecido analisado (Figura 12).
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Figura 12. Avaliacéo histopatolégica das massas tumorais. As amostras B1, B2, B4, B6 e B7
apresentaram areas tumorais restritas, com células neoplasicas organizadas de forma concéntrica ou
difusa, associadas a edema e detritos necroticos, com infiltrado inflamatdrio ausente ou discreto. A
amostra B3 exibiu area tumoral difusa com aumento de capilares, sugerindo vascularizagédo tumoral.
Na amostra B5, nao foram observadas células neoplasicas. Ampliagdo microscopica: 500x.

Fonte: Da autora (2025)
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4.4 IMUNOFENOTIPAGEM

A imunofenotipagem das células dos grupos experimentais revelou diferengas
significativas em subpopulagdes especificas de células do sistema imune. Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significativas na porcentagem de células
CD3*CD45* entre os grupos, indicando distribuicdo homogénea dos linfécitos T
totais. Entretanto, a porcentagem de células CD3*CD45*CD4* foi significativamente
maior no grupo NT em comparagdo ao grupo CTR (p = 0,0118), bem como em
relagdo aos grupos portadores de tumor A (p = 0,0334) e B (p = 0,0143), sugerindo
maior ativacdo de linfécitos T auxiliares no grupo sem tumor. Por outro lado, a
frequéncia  de linfocitos T  auxiliares  positivos  para  granzimas
(CD3*CD45"CD4*GRANZ*) nao  apresentou diferencas  estatisticamente
significativas entre os grupos, embora tenha sido observada variagdo numérica.

A andlise das células NK (CD457CD16/32*) revelou redugéao significativa nos
Grupos A e B em comparagdo ao grupo CTR (p = 0,0151 e p = 0,0117,
respectivamente), sugerindo possivel diminuicdo da resposta imune inata mediada
por essas células nos grupos portadores de tumor. No entanto, a porcentagem de
células NK citotdxicas positivas para perforina (CD45*CD16/32*PERF™) e de células
NK produtoras de granzima (CD45*CD16/32*GRANZ*) ndo apresentou diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos, indicando preservagdo dos

marcadores associados a citotoxicidade dessas células (Figura 13).
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Figura 13. Analise imunofenotipica das populagdes imunes nos grupos experimentais (CTR, NT,
Grupo A e Grupo B), incluindo linfécitos T totais (CD3*CD45*, A), linfocitos T auxiliares
(CD3*CD45*CD4*, B), linfécitos T auxiliares citotéxicos (CD3*CD45"CD4*GRANZ*, C) e células NK

(CD45*CD16/32*, D), bem como subpopulagdes citotdxicas positivas para perforina (E) e granzima

(F). Diferencas significativas estao indicadas pelos valores de p, evidenciando alteragdes especificas

em linfécitos T auxiliares e células NK entre os grupos.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar, de forma integrada, o
crescimento tumoral, o perfil sisttmico e o microambiente imune associados ao
desenvolvimento tumoral no modelo murino C3, amplamente utilizado como modelo
experimental de neoplasias associadas ao HPV. Os resultados demonstram que a
progressdo tumoral ocorreu de maneira consistente, acompanhada de alteragbes
imunoldgicas seletivas, sem evidéncias de comprometimento sistémico grave, o que
reforga a adequagdo do modelo para estudos de imunologia tumoral e avaliagdo de
estratégias terapéuticas.

A cinética de crescimento tumoral observada, mais acentuada no Grupo B, se
associou a perda ponderal tardia sem redu¢ao do consumo alimentar, sugerindo que
o impacto sistémico do tumor nao esta relacionado primariamente a anorexia, mas
possivelmente a alteragdes metabdlicas induzidas pela massa tumoral. Esse padrao
tem sido descrito em modelos murinos de tumores sdlidos e esta relacionado a
adaptacdes metabdlicas associadas ao crescimento tumoral progressivo (Hanahan;
Weinberg, 2011; Binnewies et al., 2018), indicando que, no periodo analisado, o
tumor exerce efeitos fisiologicos sem desencadear inflamagéao sistémica evidente.

A avaliagdo hematolégica ndo apresentou alteragdes significativas nos
parametros eritrocitarios, indicando manutengao da fungéo hematopoiética durante o
periodo experimental. Entretanto, a analise diferencial de leucdcitos demonstrou
modulagao seletiva da resposta imune periférica, caracterizada por aumento relativo
da populagédo linfocitaria e redugdo dos neutréfilos nos animais com tumor.
Alteragbes dessa natureza tém sido associadas a redistribuicdo de subpopulagdes
leucocitarias em resposta a presenga tumoral, refletindo adaptagdo imunoldgica
sistémica, e nao necessariamente um quadro inflamatério classico (Fridman et al.,
2017).

Do ponto de vista histopatologico, a preservagao estrutural dos orgaos
periféricos analisados indica que, no intervalo experimental avaliado, o tumor
permaneceu restrito ao sitio de inoculagao, sem evidéncias de toxicidade sistémica
ou atividade metastatica detectavel. Esses achados sdo compativeis com estudos
prévios que descrevem o modelo C3 como adequado para a avaliagdo de respostas
locais e sistémicas iniciais, permitindo a analise de mecanismos imunoldgicos

associados ao crescimento tumoral sem comprometimento organico generalizado
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(Franconi et al., 2002; Paolini et al., 2013).

A analise histopatolégica das massas tumorais evidenciou heterogeneidade
morfoldégica, com presengca de areas de necrose central, estroma reativo com
fibroblastos e infiltrado inflamatério escasso. Esse conjunto de caracteristicas &
tipico de tumores solidos em crescimento progressivo e reflete limitagcbes no
suprimento vascular, além de remodelamento estromal continuo (Hanahan;
Coussens, 2012). A baixa densidade de infiltrado inflamatério sugere um
microambiente tumoral pouco permissivo a infiltragdo imune efetora, compativel com
o perfil descrito para tumores associados ao HPV (Doorbar et al., 2015; Bikorimana
et al., 2024).

A imunofenotipagem revelou que a frequéncia total de linfécitos T permaneceu
semelhante entre os grupos experimentais, enquanto a subpopulag¢éo de linfocitos T
CD4* apresentou redugdo significativa nos animais portadores de tumor.
Considerando o papel central dessas células na coordenagdo da resposta imune
adaptativa, incluindo o suporte a ativagdo de linfécitos T CD8* e a modulagéo da
resposta inata, essa redugao relativa pode contribuir para a limitagdo da resposta
antitumoral observada no microambiente tumoral (Fridman et al., 2017). Resultados
semelhantes tém sido descritos tanto em tecidos humanos HPV-associados quanto
em modelos murinos baseados na linhagem C3, nos quais mecanismos regulatérios
locais restringem a eficacia da resposta imune (Loddenkemper et al., 2009).

Em conjunto, esses achados sugerem que a presenga tumoral esta associada
a alteragdes especificas nas subpopulagdes de linfocitos T auxiliares e de células
NK. O aumento da populagdo de células CD3*CD45*CD4* observado no grupo NT
pode refletir uma resposta imune adaptativa mais preservada na auséncia de tumor,
enquanto a redugdo de células CD45*CD16/32* nos grupos portadores de tumor
pode estar relacionada a mecanismos de imunossupressao induzidos pelo proprio
microambiente tumoral.

A anadlise das células NK demonstrou redugédo significativa dessa populagéo
nos grupos portadores de tumor, enquanto a expressdo de marcadores citotdxicos,
como perforina e granzima, nao apresentou diferencas estatisticamente
significativas. Esse achado sugere que a presenga tumoral afeta
predominantemente a quantidade dessas células, sem evidéncias de modulacao
fenotipica detectavel nos parametros avaliados. Estudos prévios indicam que

tumores sdlidos podem limitar o recrutamento, a sobrevivéncia ou a retengéo de
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células NK, preservando parcialmente seu perfil citotéxico, mas reduzindo sua
eficacia funcional global (Vivier et al., 2012; Balsamo et al., 2020). A auséncia de
ensaios funcionais especificos no presente estudo limita inferéncias adicionais sobre
a atividade citotdxica dessas células.

Em geral, os resultados indicam que o modelo C3 reproduz caracteristicas
imunolégicas relevantes do cancer cervical associado ao HPV, incluindo crescimento
tumoral progressivo, microambiente tumoral pobre em infiltragdo inflamatdria e
modulacdo seletiva de subpopulagbes imunes-chave. Evidéncias da literatura
demonstram que estratégias imunoterapéuticas eficazes nesse modelo dependem
da superagao dessas barreiras imunoldgicas locais, seja por vacinagao terapéutica,
modulacdo de células reguladoras ou combinagcdo com bloqueio de checkpoints
imunolégicos (Franconi et al., 2002; Loddenkemper et al., 2009; Bikorimana et al.,
2024).

Algumas limitagdes devem ser consideradas, incluindo o numero reduzido de
animais controle, a natureza predominantemente fenotipica das analises
imunologicas e a auséncia de avaliagbes funcionais diretas das células efetoras.
Ainda assim, os dados apresentados sustentam que o modelo C3 é apropriado para
estudos de imunologia tumoral e para o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas direcionadas a neoplasias associadas ao HPV, contribuindo para a
compreensao dos mecanismos de evasao imune e para o aprimoramento de

estratégias imunomodulatérias futuras.
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6 CONCLUSAO

O modelo C3 apresentou crescimento tumoral consistente ao longo do
experimento, embora com variagao individual entre os animais, e a progressao
tumoral esteve associada a alteragdes sistémicas tardias, caracterizadas por perda
de peso ndo proporcional a redugdo do consumo alimentar. Os parametros
hematologicos globais permaneceram preservados, indicando auséncia de
comprometimento hematopoiético, enquanto a analise do sangue periférico
evidenciou modulagao seletiva do sistema imune, com redugao de linfécitos T CD4*
e alteragdes na frequéncia de células NK nos animais portadores de tumor.

As massas tumorais caracterizaram-se por baixo infiltrado inflamatério,
presenca de necrose e, pontualmente, sinais de neovascularizagdo, configurando
um microambiente tumoral pouco inflamatério. Em conjunto, os achados indicam
que, embora o modelo C3 apresente potencial para estudos experimentais em
cancer cervical associado ao HPV, sua validagdo imunoldgica plena requer analises
adicionais, incluindo a caracterizagao detalhada do microambiente tumoral, ensaios
funcionais, avaliagdo de citocinas e abordagens moleculares, a fim de ampliar sua

aplicabilidade em investigagdes futuras.
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