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RESUMO 

 

Cruz, K. S. P. Interações celulares em ambiente tridimensional entre células híbridas 
dendríticas-tumorais e linfócitos humanos: em busca de estratégias de aprimoramento 
de vacina antitumoral. 2015. 131 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

 Células híbridas dendríticas-tumorais vem sendo usadas em vacinas terapêuticas para 
portadores de neoplasias metastáticas e tem mostrado resultados promissores. Porém, o 
comportamento e as funções desempenhadas por essas células híbridas ainda são 
insuficientemente conhecidos. Neste contexto, o presente trabalho pretende estudar a 
interação dessas células híbridas com diferentes subpopulações de linfócitos T em um 
ambiente tridimensional (3D) com ou sem colágeno tipo III. Para isso, células mononucleares 
do sangue periférico foram diferenciadas em células dendríticas (DCs) e linfócitos T foram 
separados por colunas imunomagnéticas. Inicialmente, DCs em diferentes estágios de 
maturação e linfócitos T CD4+ e linfócitos T CD8+ foram cocultivados no ambiente 3D 
Biotek tratado com colágeno do tipo III ou não e analisados em diversos parâmetros. DCs só 
interagiram com linfócitos T CD4+ quando em presença de colágeno III. Com relação ao 
tempo e tipo de interação, o tempo de interação de DCs com linfócitos T CD4+ diminui 
conforme a maturação e DCs maduras apresentaram um tipo de interação onde elas 
preferencialmente interagem com um único linfócito. Já a interação com linfócitos T CD8+ 
não foram observadas diferenças quanto ao tempo de interação e DCs maduras foram capazes 
de interagir repetidas vezes com o mesmo linfócito. Os ensaios de migração mostraram que a 
presença colágeno tipo III ou mesmo a presença de DCs em diferentes estágios de maturação 
podem alterar a velocidade de migração dos linfócitos T CD8+. Além disso, a velocidade de 
migração dos linfócitos T CD8+ diminui após o contato e que há uma relação com o estágio 
de maturação das DCs. A maturação completa das DCs e a presença de colágeno III 
induziram a produção de IL-2 mas não foi observado uma aumento na proliferação de 
linfócitos T embora exista uma tendência a aumentar. Uma vez determinadas as condições, 
analisamos todos os parâmetros anteriores com DCs maduras fundidas com células tumorais 
de pacientes com câncer de mama ou com células da linhagem SKBR-3 cocultivadas com 
linfócitos T. Nossos resultados indicaram que células no grupo Fusão Tumoral interagiu tanto 
com linfócitos T CD4+ quanto com linfócitos T CD8+ mas o grupo Fusão Linhagem 
interagiram apenas com linfócitos T CD4+. Com relação ao tempo interação os linfócitos T 
CD4+ interagiram 2 vezes mais no grupo Fusão Linhagem do que nos grupos Sem Fusão e 
Fusão Tumoral e sua interação foi apenas com um único linfócito. Já com linfócitos T CD8+ o 
grupo Fusão Tumoral interagiu mais tempo quando comparado aos outros dois grupos. 
Células híbridas apresentaram a velocidade de migração reduzida quando comparadas as DCs. 
Não foi observada IL-2 na culturas onde as células híbridas estavam presentes e a proliferação 
de linfócitos no grupo Fusão Tumoral também não foi observada. Assim, a cocultura 3D foi 
capaz de demonstrar que células híbridas derivadas de câncer de mama não possuem 
comportamento similar ao de outras células, mostrando a importância de um protocolo 
personalizado para cada tipo de tumor, levando em consideração suas características única. 

  

Palavras-chaves: Ambiente Tridimensional. Células Híbridas. Colágeno tipo III. Células 

Dendríticas. Linfócitos T. 
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ABSTRACT 

 

Cruz K. S. P. Cell interactions in three-dimensional environment between dendritic cell-
tumor hybrid cells and human lymphocytes: looking for antitumor vaccine enhancement 
strategies. 2015. 131 f. Ph. D. thesis (Immunology). Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 

 Dendritic cell-tumor hybrid cells have been used in therapeutic vaccines for people 
with metastatic cancer and have shown promising results. However, the behavior and the 
functions performed by these hybrid cells are still insufficiently known. In this context, this 
study aims to analyze the interaction of these hybrid cells with different subpopulations of T 
lymphocytes in a three dimensional environment (3D) with or without collagen type III. 
Therefore, peripheral blood mononuclear cells were differentiated into dendritic cells (DCs) 
and the T lymphocytes were separated by immunomagnetic columns. Initially, DCs at 
different stages of maturation and CD4+ T lymphocytes and CD8+ T lymphocytes were co-
cultured in the Biotek 3D environment and treated or not with collagen type III with further 
analyzes of several parameters. DCs only interacted with CD4+ T lymphocytes when in the 
presence of collagen type III. DCs interaction time with CD4+ T lymphocytes decreases with 
maturation and mature DCs showed a type of interaction where they preferentially interact 
with a single lymphocyte. Moreover, regarding the interaction with CD8+, no differences were 
observed concerning the interaction time and mature DCs were able to interact repeatedly 
with the same lymphocyte. Migration assays showed that the presence of collagen type III or 
even the presence of DCs in different stages of maturation could alter the migration speed of 
CD8+ T lymphocytes. Furthermore, the migratory speed of CD8+ T lymphocytes after 
interaction decreases, and there is a relation to DCs stage of maturation. Full maturation of 
DCs and the presence of collagen type III induced IL-2 production although T lymphocytes 
proliferation presented only a tendency to increase. Furthermore, we analyzed all the previous 
parameters with mature DCs fused with tumor cells from patients with breast cancer or the 
SKBR-3 cell line co-cultured with T lymphocytes. Our results indicated that cells in Tumor 
Fusion group interacted with both CD4+ and CD8+ T lymphocytes, however the SKBR-3 
Fusion group interacted only with CD4+ T lymphocytes. The CD4+ T lymphocytes interacted 
2 times more in the SKBR-3 Fusion group than in Control and Tumor Fusion groups. Besides, 
their interaction was only with a single lymphocyte. CD8+ T lymphocytes interaction with the 
Tumor Fusion group resulted in longer interactions when in comparison with the other two 
groups and hybrid cells had a reduced migratory speed in comparison with DCs. No IL-2 was 
observed in cultures where the hybrid cells were present and the proliferation of lymphocytes 
in Tumor Fusion group was not observed. In conclusion, the 3D co-culture was able to 
demonstrate that hybrid cells derived from breast cancer had not a similar behavior to the 
other cells showing the importance of a custom protocol for each tumor type, taking into 
consideration the unique characteristics. 
 
 
Keywords: Three-dimensional environment. Hybrid cells. Collagen type III. Dendritic cells. 
T lymphocytes. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

O sistema imunológico é um sistema complexo de reconhecimento, composto por 

diversas células e moléculas que interagem entre si e com outros sistemas do organismo para 

a manutenção da homeostase. Entre todas as células existentes neste complexo sistema há um 

tipo celular que desempenha um papel fundamental na organização e modulação da resposta 

imunológica: as células dendríticas (DCs) (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; 

BANCHEREAU et al., 2000). Essas células foram identificadas em órgãos linfóides de 

camundongos e foram caracterizadas de acordo com sua morfologia específica, contendo um 

grande número de mitocôndrias, endossomos de várias densidades, núcleo irregular e a 

presença de extensões citoplasmáticas arranjadas na forma de dendritos (STEINMAN; 

COHN, 1973). Além disso, essas células estão amplamente distribuídas em todo o organismo 

no qual localizam-se principalmente na pele, nas mucosas e nos órgãos linfóides 

(BANCHEREAU et al., 2000; SATO; FUJITA, 2007; SERTL et al., 1986; STEINMAN; 

COHN, 1973; VAN VOORHIS et al., 1982).  

Dados da literatura sobre as células dendríticas sugerem que essas células constituem 

uma heterogênea população que se divide em diferentes subpopulações (ARDAVIN et al., 

2001; BANCHEREAU et al., 2000; COLLIN; MCGOVERN; HANIFFA, 2013; NAIK, 2008; 

TAN; O’NEILL, 2005). Embora a classificação dessas células em subpopulações sofra 

variações entre os diversos autores, há um consenso de que as DCs possam ser divididas em 

dois segmentos principais: o das DCs mielóides e o das DCs plasmocitóides 

(BANCHEREAU et al., 2000; COLLIN; MCGOVERN; HANIFFA, 2013; ZIEGLER-

HEITBROCK et al., 2010). As DCs plasmocitóides se caracterizam por possuírem uma 

capacidade de ativação de linfócitos T muito baixa (REIZIS et al., 2011), pela ausência de 

CD11c e presença de CD123 em sua superfície (COLONNA; TRINCHIERI; LIU, 2005; 

REIZIS et al., 2011) além de produzirem grandes quantidades de interferon (REIZIS et al., 

2011). Já as DCs mielóides tem sido reconhecidas pela expressão de CD11c (O’DOHERTY 

et al., 1994) e por sua alta capacidade de apresentação de antígenos aos linfócitos T 

(BANCHEREAU et al., 2000; STEINMAN, 1991). Além disso, Schuler e Steinman (1985) 

foram os primeiros a descrever que as DCs mielóides apresentavam dois estágios de 

maturação, denominando-as de DCs imaturas e maduras.  

Células dendríticas imaturas residentes em tecidos não-linfóides e em um estado de 

homeostasia estão principalmente envolvidas na captura e no processamento dos antígenos 

(BANCHEREAU et al., 2000; GUERMONPREZ et al., 2002). Outra característica importante 
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deste tipo celular é a expressão de receptores de quimiocinas, como CCR1, CCR2 e CCR5 

(SALLUSTO et al., 1998). Quando no tecido de origem ocorrem perturbações na 

homeostasia, as quais são detectadas por receptores para padrões moleculares amplamente 

expressos pelas DCs, se inicia o processo de maturação dessas células (BANCHEREAU et 

al., 2000; DZOPALIC et al., 2012; GUERMONPREZ et al., 2002). Neste processo, as células 

apresentam redução de sua capacidade endocítica, aumentam a produção de citocinas 

inflamatórias e passam a expressar, entre outras moléculas, o CCR7 (BANCHEREAU et al., 

2000; GUERMONPREZ et al., 2002; SAEKI et al., 1999; SALLUSTO et al., 1998; 

YANAGIHARA et al., 1998). Do mesmo modo, as DCs maduras expressam outras 

características interessantes: a) aumentam a densidade de moléculas de classe II codificadas 

pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) na membrana citoplasmática; b) 

expressam altos níveis de moléculas coestimuladoras de linfócitos T (CD40, CD80 e CD86) e 

c) passam a expressar um indicador da maturação, o CD83 (BANCHEREAU et al., 2000; 

ZHOU; TEDDER, 1996). A mudança de expressão dos receptores de quimiocinas de CCR1, 

CCR2 e CCR5 para CCR7 favorece a migração das DCs ativadas (e dos linfócitos T “naïve”) 

para a região paracortical dos linfonodos (CYSTER, 2005; SALLUSTO et al., 1998). As DCs 

maduras também possuem a capacidade de realizar a apresentação cruzada de antígenos 

endocitados no contexto de moléculas de classe I do MHC (CARBONE et al., 1998). Devido 

a essas e outras características, após sua maturação fenotípica e funcional, as DCs tornam-se 

competentes na ativação de linfócitos T “naïve”, sendo consideradas as principais células 

apresentadoras de antígenos (APCs) (BANCHEREAU, STEINMAN, 1998; BANCHEREAU 

et al., 2000; GUERMONPREZ et al., 2002). Dessa forma, tanto linfócitos T auxiliares (CD4+) 

como citotóxicos (CD8+) podem ser ativados por esse tipo de DCs. Além disso, as DCs 

podem ser caracterizadas por outras moléculas, como a ausência de CD14, um conhecido 

marcador de monócitos (KIERTSCHER; ROTH, 1996; SALLUSTO, LANZAVECCHIA, 

1994); a presença de CD1a, molécula apresentadora de lipídeos e glicolipídeos (AQUINO et 

al., 2011) e PD-L1, que está associada com um perfil tolerogênico (WÖLFLE et al., 2011). 

Outra molécula que está presente em DCs é o CD209, que se liga com alta afinidade ás 

moléculas de adesão intercelular 3, presentes nos linfócitos, e internaliza antígenos que 

poderão ser apresentados aos linfócitos T (ENGERING et al., 2002). 

Para que a apresentação de antígenos para os linfócitos ocorra, o comportamento e a 

localização desses dois tipos de células nos órgãos linfóides secundários é essencial. Dentre 

os vários órgãos linfóides, destacam-se os linfonodos, por se interporem à drenagem linfática 

de todo o organismo. Estes órgãos são tradicionalmente divididos em três regiões: cortical, 
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paracortical e medular. A região cortical está localizada perifericamente e apresenta folículos 

linfóides compostos por agregados de linfócitos B. Dentro de cada uma dessas estruturas é 

possível identificar um centro germinativo, que corresponde à área onde ocorre a 

multiplicação mais intensa e a ativação de linfócitos B (KALDJIAN et al., 2001; WILLARD-

MACK, 2006). No folículo também encontramos um tipo celular especializado, a célula 

dendrítica folicular, que, embora tenha nome semelhante às DCs, tem origem e funções muito 

diversas (REZK et al., 2013). A região paracortical, situada na interface das regiões cortical e 

medular, apresenta predomínio de linfócitos T CD4+ além de linfócitos T CD8+, DCs, 

macrófagos e as células reticulares. As células reticulares são responsáveis pela síntese e 

secreção de moléculas de matriz extracelular, que se organizam em fibras reticulares. As 

fibras colágenas reticulares são muito delgadas e constituídas predominantemente pelo 

colágeno do tipo III, além de colágeno do tipo I, ambos associados a um elevado teor de 

proteoglicanos, glicoproteínas e componentes da lamina basal (CASTAÑOS-VELEZ; 

BIBERFELD; PATARROYO, 1995; KARTTUNEN et al., 1989; KRAMER; ROSEN; 

MECDONALD, 1988; SOBOCINSKI et al., 2010; WILLARD-MACK, 2006). É nesta região 

que ocorre a apresentação de antígenos pelas DCs para os linfócitos T (CYSTER, 2005; 

INGULLI et al., 1997; TAKAHASHI et al., 2001). Por último, a região medular é composta 

de cordões e seios medulares, sendo rica em macrófagos e plasmócitos (WILLARD-MACK, 

2006).  

Considerando o papel das DCs na ativação da resposta imune e que seu estágio de 

maturação funcional influencia significativamente o padrão de resposta imune 

(BANCHEREAU et al., 2000; PULENDRAN, 2004), essas células tem sido bastante 

exploradas como instrumentos de imunomodulação (BARBUTO, 2013; GANGULY et al., 

2013; VASSALLI, 2013). Dentre estas abordagens, estratégias de vacinação terapêutica 

contra o câncer tem sido amplamente estudadas (BARBUTO et al., 2004; BARBUTO, 2013;  

VIK-MO et al., 2013; WANG et al., 2009). A maioria dos protocolos de imunização contra o 

câncer baseada em DCs não usa o isolamento direto destas células a partir dos tecidos, mas 

explora a possibilidade da diferenciação in vitro de precursores sanguíneos e da medula óssea 

em DCs funcionais (BARBUTO et al., 2004; CAUX et al., 1996; ORSINI et al., 2013; 

RAMOS et al., 2012; SALLUSTO, LANZAVECCHIA, 1994; VIK-MO et al., 2013).  Neste 

contexto, existem diferentes estratégias de geração de vacinas antitumorais: as DCs podem ser 

incubadas com peptídeos sintéticos (MAYORDOMO et al., 1995; NIU et al., 2012; 

ROSALIA et al., 2013); com lisados tumorais (CHIANG et al., 2013; KIM et al., 2006; 

REYES et al., 2013); com proteínas de choque térmico (HSPs) isoladas de células tumorais 
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(CASEY et al., 2003; KUROTAKI et al., 2007; PRZEPIORKA; SRIVASTAVA, 1998); ou 

transfectadas/eletroporadas com RNA tumoral (VAN NUFFEL et al., 2010; VIK-MO et al., 

2013; ZHANG et al., 2006). Outra abordagem que vem sendo estudada é o direcionamento de 

antígenos às DCs, por estratégias diferentes como, por exemplo, o acoplamento do antígeno a 

anticorpos direcionados contra moléculas características das DCs (BONIFAZ et al., 2004) ou 

o uso de peptídeos acoplados a receptores do tipo Toll (BALEEIRO et al., 2010).  

Outras abordagens ainda procuram modificar as próprias DCs, seja pela transdução com 

genes para citocinas (KOYA et al., 2004; OJIMA et al., 2006) ou com genes que codificam 

moléculas co-estimuladoras (WIETHE et al., 2003). Ainda considerando a apresentação de 

antígenos, mas buscando outra estratégia, para o conseguir, há estudos procurando investigar 

se exossomos, nanovesículas originadas de compartimentos endossomais (JOHNSTONE et 

al., 1987), derivados das células tumorais (LI et al., 2013) ou de DCs (CHAPUT et al., 2004; 

ROMAGNOLI, 2012; VIAUD et al., 2009) podem ser usados como instrumentos para a 

imunoterapia.  

Vale ressaltar que muitas das informações que temos sobre os tumores e a resposta anti-

tumoral se deve, sem dúvida, a utilização de células tumorais primárias (BARBUTO et al., 

2004; VIK-MO et al., 2013), mas também devido ao uso de linhagens tumorais 

(ROSENBLATT et al., 2013; ZHANG et al., 2014; ZHENG; SHU, 2011). O uso de linhagens 

tumorais possui diversas vantagens, como o seu crescimento rápido e contínuo, proliferação 

quase ilimitada, homogeneidade fenotípica e a possibilidade de realizar um elevado número 

de testes em um reduzido intervalo de tempo, permitindo assim maior reprodutividade dos 

resultados e uma redução dos ensaios com animais (COIMBRA, 2008). A partir de tais 

estudos, diversos grupos vem utilizando a imunização de portadores de neoplasias com 

células dendríticas fundidas com células tumorais para a indução da resposta imune contra o 

tumor (BARBUTO et al., 2004; ROSENBLATT et al., 2013; ZHANG et al., 2014; ZHENG, 

SHU, 2011). Na estratégia usada em nosso laboratório, as células híbridas dendríticas-

tumorais são obtidas através da fusão de células tumorais do paciente com DCs alogenêicas, 

obtidas de doadores saudáveis. Essa estratégia contorna um obstáculo potencial: o fato de que 

a diferenciação de DCs a partir de células precursoras de pacientes portadores de câncer não é 

tão eficiente quanto a diferenciação de células obtidas de doadores saudáveis (AZEVEDO; 

LAGINHA; BARBUTO, 2007; EISENDLE et al., 2005; NEVES et al., 2005; ORSINI et al., 

2013, RAMOS et al., 2012). Com a fusão, espera-se que as células fundidas passem a 

apresentar antígenos tumorais no contexto de moléculas codificadas pelo MHC, tanto 

autólogas (do tumor), quanto alogenêicas (das próprias DCs), acrescentando um efeito 
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alogenêico ao estímulo tumor-específico. Esta abordagem trouxe benefício clínico a pacientes 

com carcinoma renal ou melanoma metastáticos vacinados, com estabilização da doença por 

períodos superiores a seis meses (BARBUTO et al., 2004). Além do mais, estes pacientes 

apresentaram recuperação da função das DCs, avaliada pela expressão das moléculas CD80, 

CD83 e CD86, além da aquisição da capacidade de indução da secreção de interferon-γ em 

culturas mistas linfocitárias (NEVES et al., 2005). Com esses resultados promissores, nosso 

laboratório vem tentando estabelecer um novo protocolo para pacientes com câncer de mama. 

O câncer de mama é segundo tipo mais frequente no mundo, e é o mais comum entre as 

mulheres, respondendo por 22% dos casos novos a cada ano (INSTITUTO  NACIONAL DO 

CÂNCER, 2014).  

Embora animadores, nossos resultados ainda estão longe de atingirem todo o potencial 

que se poderia se esperar da estratégia. Parte disto se deve, sem dúvida, à heterogeneidade dos 

tumores tratados e do estado imunológico dos pacientes. Todavia, também há muito que se 

estabelecer quanto à função imunoestimuladora das células híbridas usadas. Além dos 

métodos usuais pelos quais se podem estudar as diferentes funções destas células, uma 

abordagem relativamente recente pode acrescentar ainda mais à caracterização funcional das 

mesmas: o cultivo em ambiente tridimensional (3D).  

Nossa compreensão atual de muitos processos biológicos é amplamente baseada em 

estudos de populações de células cultivadas em ambientes bidimendionais (2D) e em modelos 

animais. Porém, essas culturas 2D acabam forçando as células a se ajustarem a uma superfície 

linear artificial, plana e rígida, assim interferindo diretamente sobre a morfologia celular, a 

polaridade, o metabolismo e a motilidade, não captando fielmente o comportamento 

fisiológico das células in vivo (BAKER; CHEN, 2012; LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008). Já 

os modelos animais são importante fonte de informações mas são limitados para estudos com 

seres humanos devido ao alto grau de diversidade de mecanismos funcionais e moleculares 

entre as espécies (RANGARAJAN et al., 2004; TEKLEMBURG; MACKLON, 2009). 

Portanto, modelos 3D in vitro proporcionam uma terceira abordagem que faz a ponte entre a 

cultura de células e modelos animais tradicionais (FEDER-MENGUS et al., 2008; 

GRIFFITH; SWARTZ, 2006; YAMADA; CUKIERMAN, 2007).  

O primeiro estudo relatado de uma cultura 3D foi realizado por Carrel em 1912 em que 

cultivava cardiomiócitos e percebeu que a região mais central de suas colônias apresentava 

elevado índice de necrose. Como solução a este obstáculo, os cardiomiócitos passaram a ser 

cultivados sobre uma superfície constituída por fios de seda permitindo uma maior interação 
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das células com o ambiente. Desde então, o número de trabalhos utilizando essa nova 

metodologia cresce em grandes proporções.   

 As culturas 3D vem sendo utilizadas em diversos trabalhos, como em modelos para 

estudo de células tumorais (FREITAS; JAEGER, 2002; FREITAS et al., 2008; LEE et al., 

1985; SHAW; WROBEL; BRUGGE, 2004; XU et al., 2010), na análise de respostas 

terapêuticas a medicamentos (DORJ et al., 2013; YIP; CHO, 2013), em doenças autoimunes 

(SOLOMON et al., 2004), na diferenciação de células-tronco (HOLMES et al., 2013; NAITO 

et al., 2011), entre outros. Assim, existem diversos tipos de cultura 3D que representam a 

mais complexa estrutura tridimensional in vivo e restauram características histomorfológicas e 

funcionais do tecido original. Graças a essa nova abordagem in vitro muito se tem aprendido 

sobre o comportamento de células imunológicas e células tumorais (COUGOULE et al., 

2012; DEBNATH; BRUGGE, 2005; FREITAS; JAEGER, 2002; FREITAS et al., 2008; LEE 

et al., 1985; REICHARDT; GUNZER; GUNZER, 2007; SHAW; WROBEL; BRUGGE, 

2004; XU et al., 2010). Por exemplo, em estudo realizado por Lee et al. (1985) descreve que 

em culturas 3D de colágeno, as células mamárias passam a secretar beta-caseína, a proteína 

do leite. 

Em estudo realizado por Gunzer et al. (2000a) usando um modelo 3D de matriz de 

colágeno do tipo I, DCs imaturas murinas foram caracterizadas pela baixa migração, enquanto 

DCs maduras murinas apresentaram uma alta atividade migratória. Em outro estudo realizado 

pelo mesmo grupo e utilizando o mesmo modelo 3D, DCs interagiram com linfócitos T e 

mantiveram essa interação de forma contínua ao longo de sua superfície por curtos períodos. 

Esses encontros repetidos levaram a um influxo de cálcio nos linfócitos T e a ativação celular 

medida pelo aumento dos marcadores de ativação e pela proliferação (GUNZER et al., 

2000b). Foi observado também que linfócitos T humanos são capazes de migrar em ambiente 

3D revestido de colágeno do tipo I, mas não em Matrigel (COUGOULE et al., 2012). 

Entretanto, Hachehouche, Chetoui e Aoudjit (2010) mostraram que linfócitos T humanos 

possuem uma capacidade de migrar através de uma matriz 3D revestida de Matrigel e que, 

quando ativada por anti-CD3, sua capacidade migratória foi 3 vezes maior. Considerando a 

organização do sistema imunológico, é evidente que o movimento de suas células é um 

requisito indispensável para a sua função. As interações celulares, ocorrendo tanto no local de 

efetuação da resposta, quanto nos órgão linfoides, permitem que informações capturadas num 

local do organismo influenciem a função de células em outro compartimento, direcionando a 

resposta para o restabelecimento da homeostasia e da capacidade das células de migrarem de 

maneira direcionada no organismo. Além disso, células do sistema imunológico que 
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interagem transientemente entre si para a troca de sinais específicos, podem apresentar 

alteração desses sinais se a polaridade celular e a tridimensionalidade forem diferentes in vivo 

(GUNZER et al., 2000b; PAGE; FLOOD; REYNAUD, 2013; REICHARDT; GUNZER; 

GUNZER, 2007; SCHMEICHEL; BISSELL, 2003).  

Tasaki et al. (2004) utilizaram um sistema 3D que consistia na presença de DCs 

derivadas de monócitos humanos embebidas em um gel de colágeno do tipo I na camada 

inferior e, na camada superior, outro gel de colágeno do tipo I contendo células tumorais 

necróticas e/ou linfócitos T. Eles mostraram a migração de DCs em direção às células 

tumorais e linfócitos T e apresentação de antígenos tumorais para os linfócitos T pelas DCs. 

Além disso, exemplos do potencial desta estratégia também podem ser encontrados na análise 

das interações entre linfócitos T citotóxicos e células tumorais. Alguns estudos que abordaram 

este tópico encontraram um fenômeno intrigante: linfócitos T citotóxicos (CTLs) tumor-

específicos, capazes de reconhecer células tumorais em culturas convencionais, falharam em 

culturas 3D (DANGLES-MARIE et al., 2003; FEDER-MENGUS et al., 2007; FISCHER et 

al., 2007; GHOSH et al., 2005; SANTINI et al., 2004). As explicações para esta observação 

ainda não são bem conhecidas, mas existem dados sugestivos de que em um ambiente 3D, 

existe uma menor possibilidade de interação das células tumorais com as CTLs, 

possivelmente por alterações conformacionais (FEDER-MENGUS et al., 2007). Essas 

mudanças conformacionais em células tumorais modulam também os perfis de expressão 

gênica, diminuindo a susceptibilidade ao ataque das CTLs (GHOSH et al., 2005). Outra 

possibilidade sugerida é a produção de ácido lático, que, produzido em alta quantidade por 

células tumorais cultivadas em esferoides, tem capacidade de suprimir a proliferação e a de 

produção de citocinas por CTLs humanas (FISCHER et al., 2007). Outros trabalhos 

encontrando resultados similares, argumentam que o fenômeno poderia ser decorrente de uma 

deficiência no reconhecimento das células tumorais pelas CTLs causada pela diminuição da 

expressão de HSPs (DANGLES-MARIE et al., 2003) ou da modificação do metabolismo 

lipídico (SANTINI et al., 2004) nas células tumorais cultivadas nestes ambientes.  

Outrossim, a composição do arcabouço responsável pelo estabelecimento do ambiente 

3D pode ser modificada e, assim, influenciar significativamente o estado funcional das 

diferentes células (COUGOULE et al., 2012; DHIMOLEA et al., 2010). Debnath e Brugge 

(2005) mostraram que quando as células epiteliais foram cultivadas em ambiente 3D, 

características do tecido de origem que de outra maneira não eram observadas, passavam a ser 

identificadas na cultura. Na verdade, não se pode ignorar a complexidade inerente à matriz 

extracelular (MEC), uma vez que a decisão final de uma célula para se diferenciar, proliferar, 
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migrar, entrar em apoptose ou executar outras funções específicas, é resultado de uma 

resposta bem coordenada de sua interação com os componentes da MEC e com as células 

vizinhas (SCHMIDT; FRIEDL, 2010; SCHUPPAN; RÜHL, 1994; STERN et al., 2009). 

Frente a estas observações, percebe-se que o estudo em culturas 3D pode trazer 

informações novas e potencialmente relevantes para a compreensão das diversas interações 

celulares na resposta imunológica, inclusive daquela induzida pelas células híbridas 

dendríticas-tumorais usadas em vacinação terapêutica antitumoral por nosso grupo. Serão 

estas células capazes de interagir e/ou ativar, preferencialmente, uma ou outra subpopulação 

linfocitária? O padrão de interações é influenciado por modificações nas DCs ou nos 

diferentes componentes da matriz? Para responder a estas questões, culturas em ambientes 3D 

são essenciais e podem acrescentar novas variáveis ao estudo da imunoterapia do câncer.  

De modo geral, as principais propriedades estruturais de biomateriais desejadas para a 

construção de um cultivo 3D são a permeabilidade (para permitir o crescimento e a 

organização celular), porosidade (para manter as células em sua conformação natural) e a 

conectividade (para permitir o fluxo livre de oxigênio e nutrientes em torno da massa de 

células em crescimento) (LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008). Outra propriedade importante 

para a criação de um ambiente 3D é a utilização de diferentes componentes da MEC que 

podem ou não ser utilizados em associação com os biomateriais com o objetivo criar uma 

maior semelhança com as condições de um organismo vivo (LEE; CUDDIHY; KOTOV, 

2008; PAGE; FLOOD; REYNAUD, 2013). Entre os componentes utilizados comumente, 

podemos destacar os colágenos e o Matrigel. O Matrigel é composto por diversas proteínas 

estruturais, proteoglicanos e fatores de crescimento que se assemelham ao ambiente 

extracelular encontrado em muitos tecidos (KLEINMAN; MARTIN, 2005). Além dos 

componentes já presentes no Matrigel, outro integrante essencial da MEC são os colágenos. 

Apesar de diversos estudos demonstrarem que a estrutura de colágeno tipo I é capaz de dar 

suporte à organização celular (COUGOULE et al., 2012; GUNZER et al., 2000a,b; TASAKI 

et al., 2004), sabe-se que o colágeno do tipo III é capaz de promover a migração de células da 

hipófise (GONZÁLEZ et al., 2004) e é o principal componente da matriz do linfonodo, em 

especial das regiões cortical e paracortical (KRAMER; ROSEN; MECDONALD, 1988), 

podendo estar envolvido com a migração celular nestes compartimentos. Surpreendentemente, 

sabendo-se que as interações DC-linfócitos ocorrem nessas regiões, não existem trabalhos 

referentes às interações imunológicas em 3D utilizando o colágeno III ou ainda alguma 

mistura de outros componentes de matriz tipicamente presentes em órgãos reticulares. 

Assim, no presente estudo, pretende-se acrescentar novos aspectos à análise funcional 
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das células híbridas dendríticas-tumorais utilizadas em vacinação antitumoral. Entre estes, a 

contribuição das variáveis dimensionais e de composição da matriz onde as interações 

ocorrem, podem, além de aprofundar a compreensão da fisiologia deste sistema terapêutico, 

oferecer novas estratégias de modulação e aperfeiçoamento da abordagem.  

 

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!



! !
! !!

!

 

 

 

 

!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!
!

6!CONCLUSÃO!



Conclusão   

!

113!

6 CONCLUSÃO 

 

 Neste trabalho apresentamos um novo modelo de cocultura 3D in vitro que permitiu 

determinar as consequências da interação de diferentes células apresentadoras de antígenos 

com linfócitos T, indicando haver grande influência dos componentes usados na construção 

do ambiente, das células e do estado de maturação das mesmas sobre o efeito que exercem 

sobre os linfócitos T, os quais apresentam modificações em sua atividade migratória, sua 

proliferação e produção de citocinas, todas mensuráveis no modelo.  

 Assim, pode-se concluir que esta forma de análise pode contribuir de maneira 

significativa para a compreensão da biologia da resposta imunológica de modo geral e, 

especificamente, para o aprimoramento de estratégias de imunização utilizando células 

apresentadoras de antígenos geradas in vitro, como é o caso da imunização com células 

híbridas dentríticas-tumorais para o tratamento do câncer. 

Usando este método, foi possível concluir que: 

 

! O ambiente 3D Biotek acrescido de colágeno III permite análise tridimensional 

das interações celulares de maneira reprodutiva;  

! Embora outras interações entre DCs e linfócitos T prescindam do colágeno III, a 

presença deste é necessária para que se observem interações entre linfócitos T 

CD3+CD4+ e DCs; 

! Os parâmetros analisados (porcentagem, tipo e tempo) das interações celulares 

de DCs em diferentes estágios de maturação com diferentes subpopulações de 

linfócitos T permitiram a sugestão de um novo modelo de interação entre estas 

células: o modelo de encontro seriado longo; 

! A presença de um substrato e a presença de DCs em diferentes estágios de 

maturação podem alterar a migração dos linfócitos T CD3+CD8+; 

! A fase de maturação das DCs afeta suas interações com os linfócitos T e também 

o comportamento dos linfócitos T, tanto dos que que interagiram diretamente 

com elas quanto dos que não o fazem diretamente; 

! A maturação completa das DCs e a presença de colágeno III induziram a 

produção de IL-2 nas co-culturas com linfócitos T, indicado que possa estar 

ocorrendo uma ativação fisiológica do sistema imunológico que, 

consequentemente, é acompanhada da expressão de moléculas reguladoras dessa 

mesma ativação. 
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! Os resultados dos grupos Fusão Linhagem e Fusão Tumoral indicam que o uso 

da linhagem SKBR-3 não é aconselhado para estes ensaios de interação celular e 

protocolo de vacinação, pois células híbridas que as contêm, possuem 

comportamento diverso daquelas produzidas a partir de células obtidas 

diretamente dos tumores das pacientes; 

! Quando analisados porcentagem, tempo e tipo de interações, o grupo Fusão 

Tumoral mostrou interações com linfócitos T CD3+CD4+ e com linfócitos T 

CD3+CD8+ observando uma predisposição a interações de encontro serial longo, 

embora não estão sendo ativados após a interação;!

! Células híbridas apresentaram a velocidade de migração reduzida quando 

comparadas as DCs.!

!
!
!
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