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RESUMO 

Azevedo-Santos APS. Efeito do microambiente tumoral sobre as características 
funcionais e fenotípicas de células dendríticas geradas in vitro a partir de monócitos 
do sangue periférico de voluntárias saudáveis e de pacientes com câncer de mama. 
[tese (Doutorado em Imunologia)]. São Paulo (Brasil): Instituto de Ciencias 
Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2010  

Células dendríticas (DCs) são as principais células apresentadoras de antígenos e 

as únicas capazes de dar início a uma resposta imune primária. As DCs são alvo de 

inúmeros processos capazes de afetar sua função em pacientes com câncer. No 

câncer de mama, o metabolismo anaeróbico, ação local dos estrógenos e o uso 

terapêutico de seus antagonistas são fatores comuns à boa parte das pacientes, que 

podem influenciar as DCs. Assim, o presente trabalho avaliou o perfil fenotípico de 

DCs em amostras tumorais das pacientes, a diferenciação de DCs a partir de células 

mononucleares derivadas do sangue periférico (PBMCs) das pacientes, comparou-

se suas características fenotípicas e funcionais, investigou-se os efeitos de 

moduladores de estrógenos (tamoxifeno), da co-cultura com linhagens tumorais e de 

inibidores da p38 MAPK sobre as DCs, tanto de indivíduos sadios quanto de 

pacientes com câncer de mama ductal invasivo. Os resultados mostraram que há 

diferença na capacidade de geração, no fenótipo e na capacidade aloestimuladora 

das DCs derivadas de PBMCs de pacientes. As DCs de pacientes apresentaram 

maior produção de interleucina 10 e expressaram mais HSP27, enquanto que as 

DCs de voluntárias saudáveis apresentaram maior produção de Interferon-gama.  A 

via p38 MAPK parece ser importante na diferenciação de monócitos em DCs, 

entretanto, estímulos estressantes podem ativar esta via e induzir a síntese de 

HSP27 inibindo este processo. O tratamento com tamoxifeno parece modular a 

expressão de algumas moléculas de membrana durante a diferenciação das DCs. 

Desta forma, os resultados sugerem que as DCs diferenciadas de PBMCs de 

pacientes com câncer de mama apresentam alterações fenotípicas e funcionais que 

são pelo microambiente tumoral. 

Palavras-chave: Células Dendríticas. Cancer de mama. Microambiente tumoral. 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Azevedo-Santos APS. Effect of the tumor microenvironment on the function and 
phenotype of dendritic cells generated in vitro from monocytes obtained from healthy 
volunteers and breast cancer patients. [Ph. D. thesis (Immunology)]. São Paulo 
(Brazil): Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 

Dendritic cells (DCs) are a recognized as the most potent antigen-presenting cells 

and are uniquely able to initiate primary immune responses. Not surprisingly, they 

are targets of tumors evasion mechanisms, affecting their function in cancer patients. 

In breast cancer, the anaerobic metabolism, the action of estrogens antagonists are 

common factors to most patients, which can influence DC generation. Thus the aim 

of this work was to evaluate the frequency of DCs in tumor tissue. In addition, we 

evaluated the differentiation of DCs derived from peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) and compared the phenotypic and functional characteristic of these cells, 

the effects of selective estrogen receptor modulators (tamoxifen), the co-culture with 

tumor cell and the specific p38 MAPK inhibitor on DCs from healthy individuals and 

breast cancer patients. The results showed that patients’ PBMCs were unable to 

generate phenotypicaly and functionally mature DCs when compared with healthy 

volunteers' DCs. DCs differentiated of patients' PBMCs presented larger production 

of interleukin 10 and higher expression of HSP27, while DCs derived from healthy 

volunteers' PBMCs presented higher production of Interferon-gamma. The p38 

MAPK signaling pathway seems to be important in monocyte differentiation into DCs, 

and its activation by stress can induce the synthesis of HSP27, a protein that inhibits 

DC generation. The treatment with tamoxifen caused modulation of membrane DC 

markers’ expression. Therefore, these results show that DCs derived from patients' 

PBMCs present phenotypic and functional alterations which can be caused by tumor 

microenvironment factors.  

 

Key words: Dendritic cell. Breast cancer. Tumoral microenvironment. 
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

 

 



 
 

Nos últimos anos a Imunologia vem se consolidando, cada vez mais, como 

uma ciência complexa e intrigante. Deixando de ser vista apenas como um sistema 

de defesa contra microorganismos, o sistema imune pode ser explicado como um 

sistema celular e molecular organizado que apresenta um funcionamento complexo 

e diversificado, conferindo um equilíbrio interno responsável pela manutenção da 

integridade orgânica.  

Com um maior conhecimento sobre os elementos que formam a imunidade e 

como eles atuam na preservação do próprio, a imunologia vem sendo aplicada, de 

forma crescente, nos estudos relacionados à carcinogenese. O câncer é uma 

doença genética, em que a célula tumoral, apesar de se originar da célula normal, se 

diferencia desta por apresentar mecanismos ineficientes de controle de proliferação 

celular, instabilidade gênica e cromossômica, desregulação nos mecanismos de 

apoptose, além de adquirir a capacidade de invasão e crescimento em locais 

distantes de sua origem (Bast, 2003). Assim, a Imunologia dos Tumores 

compreende os fenômenos relacionados às possíveis interações entre os diversos 

componentes do sistema imune e do tumor.  

As alterações gênicas ocorridas nas células tumorais poderiam gerar diversos 

antígenos, teoricamente capazes de desencadear respostas imunes nos indivíduos 

onde elas ocorrem (revisto por Barbuto, 2004). Se isto é fato, seria de se esperar um 

papel significativo do sistema imune na biologia dos tumores. Esta proposição é a da 

teoria da vigilância imunológica, que, no entanto, não foi ainda definitivamente 

provada nem refutada. 

 Por outro lado, é importante notar que tumores estabelecidos apresentam 

inúmeros mecanismos de escape frente à resposta imune (Klein, 1976).  Tal 

fenômeno indica a existência de uma pressão seletiva exercida pelo sistema imune 
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sobre as células tumorais, fazendo que apenas sobrevivam células capazes de 

burlar, de uma ou outra maneira a resposta imune dirigida contra elas (Lattime e 

Stutman, 1989).  

Uma maneira de dificultar o reconhecimento antigênico das células 

neoplásicas pode ser observada, por exemplo, em células do tumor de mama, que 

apresentam modificações nos antígenos de superfície e na estrutura do glicocálix 

(Kim et al., 1975) além de liberarem enzimas, como colagenase, proteases, 

glicosidases e metaloproteinases, modificando a superfície e o meio próximo à 

célula tumoral (Bast, 2003). 

O tumor pode, ainda, utilizar-se da resposta imune a seu favor, pois o 

processo inflamatório ativa células que podem criar um ambiente favorável a 

promoção de células pré-neoplásicas, além de liberar fatores de crescimento, induzir 

a angiogênese e remodelar da matriz extracelular propiciando o aparecimento de 

metástases (Coussens e Werb, 2002). Macrófagos associados ao tumor, embora 

possam matar as células tumorais quanto ativados por interferons ou interleucinas 

(IL)- 2 e 12, também produzem fatores de crecimento, angiogênicos, linfogênicos, 

citocinas e proteases que potencializam a progressão do tumor, bem como podem 

produzir IL-10 que impede a resposta antitumoral mediada por células T (Brigati et 

al., 2002; Tsung et al., 2002; Schoppmann et al., 2002; Torisu et al., 2000). Em 

modelos murinos de carcinoma hepatocelular originado de hepatite colestática, foi 

observado que o fator nuclear B (NF-B), um importante fator celular que participa 

da inflamação, apresenta-se ativado nos hepatócitos em decorrência do processo 

inflamatório via liberação parácrina de Fator de Necrose Tumoral  (TNF-), 

causando efeitos anti-apoptóticos que podem estar relacionados aos mecanismos 

de progressão de tumores associados à inflamação crônica (Pikarsky et al., 2004). 
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Outro mecanismo descrito é a produção, no micro-ambiente tumoral, de 

citocinas como o Fator de Crescimento e Transformação (TGF) beta (Tada et al., 

1991) ou IL-10, IL-4 e IL-5 (Yamamura et al., 1993), todas com atividade 

imunossupressora conhecida. Na verdade, o micro-ambiente tumoral apresenta uma 

série de outras características muito interessantes e capazes de afetar 

funcionalmente as células ali presentes. Uma destas características, extremamente 

frequente, e por isso explorada clinicamente para o diagnóstico por imagem da 

presença de lesões metastáticas, é a alta taxa de metabolismo anaeróbico de 

glicose, mesmo em condições de boa oxigenação do tumor (Semenza, 2001). Esta 

característica gera um micro-ambiente ácido e rico em lactato, que pode contribuir 

para a seleção de células tumorais mais invasivas e, portanto, capazes de promover 

o desenvolvimento de metástases (Gatenby e Gillies, 2004). Entretanto, este efeito 

selecionador sobre as células tumorais pode não ser a única conseqüência deste 

fenômeno, outros tipos celulares ali presentes podem ser afetados pelo mesmo.  

De qualquer forma, embora não se possa delinear, com precisão, o papel da 

resposta imune em cada neoplasia, pode-se considerar que as interações entre 

sistema imune e tumores constituem um fator significativo na história natural destas 

doenças (Sellin, 1979). Assim, atualmente, a “imunoedição” define todas estas 

alterações induzidas pelo sistema imune e que participam da patogênese dos 

tumores (Dunn et al., 2002; Dunn et al., 2004; Reiman et al., 2007). 

Dentre as várias células potencialmente presentes no micro-ambiente tumoral 

estão às células dendríticas (DCs). Estas se encontram amplamente distribuídas nos 

tecidos, principalmente na pele e nas mucosas, num estado “imaturo”, em que 

apresentam uma grande capacidade endocítica e fagocítica, realizando uma 

amostragem contínua do micro-ambiente onde se encontram (revisto por 
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Banchereau e Steinman, 1998; Banchereau et al., 2000; Mohamadzadeh e Luftig, 

2004). Ao sofrerem determinados estímulos estas DCs imaturas sofrem um processo 

de maturação, apresentando, então, redução de sua capacidade endocítica e 

fagocítica, aumento na produção de citocinas inflamatórias e aquisição da 

capacidade de migração, principalmente através da expressão de receptores para 

quimiocinas, como o CCR7 (Caux et al., 1994; Yanagihara et al., 1998; 

Guermonprez et al., 2002). A expressão deste receptor permite que as DCs que 

captaram antígenos dirijam-se aos tecidos linfóides, mais especificamente para 

áreas de células T, onde são capazes de recrutar outras DCs e linfócitos, através da 

liberação de quimiocinas facilitando as interações celulares necessárias para o 

desenvolvimento de uma resposta específica eficiente (Adema et al., 1997; Sozzani 

et al., 1998;  Sallusto et al., 1999; Kato et al., 2000). Além disso, a maturação das 

DCs também é caracterizada pelo aumento da expressão de moléculas de classe II 

codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC-cl II) e de 

moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 e CD40) em sua superfície, o que as torna 

capazes de ativar de forma efetiva linfócitos T em células efetoras ou de memória 

(Caux et al., 1994; Banchereau et al., 2000). Dependendo do tipo e do modo em que 

é ativada, as DCs são capazes de apresentar antígenos exógenos tumorais solúveis 

para linfócitos T “naive” tanto no contexto de moléculas de MHC-cl I quanto em 

moléculas de MHC-cl II (Nagata et al., 2002; Schnurr et al., 2005). Desta forma, 

frente aos tumores, as DCs parecem ter um papel essencial, uma vez que são 

capazes de processar e apresentar peptídeos tumorais para os linfócitos T 

citotóxicos (CTLs) via moléculas MHC-cl I, possibilitando assim, uma resposta 

antitumoral (Albert et al., 1998;  Cutler et al., 2001). Novamente, também frente a 
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tumores de mama há relato de função semelhante das DCs (Neidhardt-Berard et al., 

2004). 

Entretanto, tem sido demonstrado que as DCs têm um papel relevante não só 

na indução de respostas imunes, como descrito acima, mas também na indução da 

tolerância periférica, sendo esta complementar à tolerância central, na função de 

presenvação dos tecidos próprios. As DCs estão continuamente captando e 

processando antígenos, inclusive antígenos próprios, que, no contexto sem 

inflamação ou infecção, isto é, sem “sinais de perigo”, são apresentados às células T 

nos tecidos linfoides secundários pelas DCs em um estado imaturo e indutor de 

tolerância. Desta forma, o estado de maturação das DCs é determinante para 

indução de imunogenicidade ou tolerância (Steinman et al., 2000; Steinman et al., 

2003).  Frente a um tumor, a apresentação de antígenos tumorais por DCs imaturas 

pode induzir a deleção ou anergia de células T tumor-específicas nos linfonodos, 

impedido o desenvolvimento de uma resposta antitumoral eficiente. (Steinman et al., 

2003).  

Considerando, assim, o papel fundamental das DCs no estabelecimento da 

resposta imune, o de únicas células apresentadoras de antígenos capazes de 

desencadear uma resposta imune primária (revisto por  Banchereau e Steinman, 

1998), é razoável esperar que estas células sejam, também, alvo dos mecanismos 

de escape tumoral. Confirmando esta hipótese, pode-se notar que DCs infiltradas 

em diversos tumores, (Ninomiya et al., 1999; Reichert et al., 2001; Dallal et al. 2002; 

Tourkova et al., 2004; Baleeiro et al., 2008) inclusive no de mama, apresentam 

alterações na expressão de marcadores de ativação, sendo seu número e estado 

funcional afetados dentro do micro-ambiente tumoral (Coventry et al., 2002; 

Coussens e Werb, 2002).  
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As alterações fenotípicas e funcionais sofridas pelas DCs podem ser 

causadas por vários fatores, como por exemplo, as citocinas produzidas no micro-

ambiente tumoral, várias das quais têm efeito deletério sobre a função das DCs 

(Vassiliou et al., 2003; Kobie et al., 2003; Park et al., 2005), a produtos específicos 

de determinados tipos de câncer (McKallip et al., 1999; Makarenkova et al. 2003; 

Peguet-Navarro et al., 2003;  Sharma et al., 2003; Monti et al., 2004) ou ainda, a 

características menos específicas de um ou outro tumor, mas comuns à maioria 

destes, como a acidez e o alto conteúdo de lactato do micro-ambiente (Gatenby e 

Gillies, 2004). Vários fatores de crescimento, incluindo IL10, TGF-, Fator Estimulate 

de Colônia de Granulócitos (G-CSF), Fator de Crescimento de Hepatócitos (HGF) e 

Peptídio Intestinal Vasoativo (VIP) modulam a diferenciação das DCs favorecendo 

sua permanência num estado imaturo (Rutella et al., 2006). Recentemente, foi 

demonstrado que, o ácido láctico produzido por células de melanoma em cultura é 

capaz de modular o fenótipo das DCs, podendo, in vivo, teoricamente contribuir para 

o mecanismo de escape tumoral (Gottfried et al., 2006).   

Assim, em condições estressantes como, variação de temperatura, estresse 

oxidativo ou exposição a drogas anticâncer, vias celulares de sobrevivência e de 

reorganização são ativadas, resultando na síntese de proteínas do tipo chaperonas 

chamadas de Proteínas de Choque Térmico (HSPs), principalmente a HSP27 e a 

HSP70 (Schmitt et al., 2007). Uma vez induzidas, as HSPs influenciam a agregação, 

o transporte e o dobramento de outras proteínas, como filamentos de actina do 

citoesqueleto, além de modular os mecanismos de apoptose resultando em 

estabilização celular frente ao dano causado pelo fator estressante (Schmitt et al., 

2007; Kostengo e Moens, 2009). Há dados que indicam que o aumento de 

expressão desta chaperona se deve à ativação da via de sinalização da Proteína 
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Quinase Ativada por Mitógenos (MAPK) p38, que conduz à fosforilação e à ativação 

de diferentes fatores necessários para a realização da resposta celular ao estresse 

(Waskiewicz e Cooper, 1995; Beyaert et al., 1996).  

As MAPKs são proteínas associadas a receptores celulares e são ativadas 

em resposta a estresse químico ou físico, induzindo vias de sinalização que regulam 

várias funcões celulares como divisão, diferenciação, migração e apoptose (Chang, 

2001).  A p38MAPK é uma MAPK de 38kDa que apresenta no seu sítio de 

fosforilação um motivo conservado “TXY”, onde T é a treonina, X é a Glicina e Y é a 

tirosina, podendo ser ativada por fatores estressantes e estímulos pró-inflamatórios 

(Freshney et al., 1994; Dong et al., 2002). Um piridinil imidazol, SB203580, pode ser 

usado como um inibidor específico para o estudo do papel fisiológico esta via de 

sinalização (Cuenda et al.,1995) 

Na injúria nervosa, a HSP 25, um homólogo em camundongos da HSP27 

humana, tem um papel central na regeneração e prevenção da morte do nervo, e 

sua indução também requer a via da p38MAPK (Murashov et al., 2001). 

Experimentos desenvolvidos em modelos animais têm demonstrado que a HSP27 e 

a HSP70 aumentam o potencial tumorigênico em células neoplásicas (Schmitt et al., 

2007). Em monócitos foi descrito que a HSP27 bloqueia sua capacidade de 

diferenciação em DCs ou macrófagos e induz a síntese de IL-10 (De et al., 2000; 

Laudanski et al., 2007). 

 Assim, as DCs parecem ser um alvo relevante para os mecanismos de 

escape tumoral e, portanto, estratégias que conseguissem reverter estes defeitos 

funcionais das DCs seriam potencialmente eficazes na indução de respostas imunes 

antitumorais. Todavia, estas estratégias esbarravam, até há pouco tempo, com a 

dificuldade de obtenção de DCs, devido a processos de purificação trabalhosos e de 
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baixo rendimento (Steinman, 1981), que impediam o uso clínico destas células. Na 

última década, porém, após a descrição da possibilidade de diferenciação in vitro 

deste tipo celular a partir de monócitos do sangue periférico  (Sallusto e 

Lanzavecchia, 1994), inúmeros protocolos têm sido desenvolvidos, procurando 

explorar as DCs na imunoterapia do câncer (Fukao, 2002; Gabrilovich, 2002; Schuler 

et al., 2003; Barbuto et al., 2004; Nagaraj et al., 2004; O'Neill et al., 2004; Nencioni e 

Brossart, 2004; Banchereau e Palucka, 2005; Morse et al.,  2005).  

Todavia, é importante notar que as alterações funcionais não se restringem 

apenas as DCs presentes no micro-ambiente tumoral, mas também se manifestam 

sobre monócitos dos pacientes quando se tenta induzir sua diferenciação in vitro, 

como nosso laboratório demonstrou em portadores de diferentes neoplasias 

metastáticas  (Neves et al., 2005) ou em pacientes com câncer de mama (Gervais et 

al., 2005). Embora estratégias alternativas, que buscam contornar estas alterações, 

venham sendo exploradas (Barbuto et al., 2004; Trefzer et al., 2005), o 

conhecimento dos mecanismos responsáveis por estas alterações torna-se 

fundamental para que se atinjam os resultados desejados no tratamento do câncer 

com DCs.  

Por outro lado, a resposta imune não depende apenas de fatores intrínsecos 

ao sistema imune, ou dependentes da presença do tumor no organismo, mas 

também de vários outros, fisiológicos ou não. Um deles que parece ter um papel 

relevante, é o sexo do indivíduo. Já foi demonstrado em experimentos com animais 

e em humanos que a resposta imune é diferente entre machos e fêmeas (Ansar 

Ahmed et al., 1985). Mulheres, em geral, apresentam respostas imunes, celular e 

humoral, mais intensas, são mais resistentes a certas infecções e sofrem mais com 

doenças autoimunes que os homens (revisado por Ansar Ahmed et al., 1985; 
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Bouman et al., 2005). Tais diferenças têm sido relacionadas aos hormônios sexuais 

femininos, principalmente aos estrógenos, que constituem uma família de hormônios 

derivados do colesterol. O 17-estradiol (E2) é o estrógeno primário de origem 

ovariana, com maior atividade biológica, que pode ser convertido reversivelmente 

em estrona (E1) no próprio ovário, no fígado ou em outros tecidos. Ambos, E1 e E2, 

podem ainda ser convertidos, de maneira irreversível, em estriol (E3), forma com 

menor atividade hormonal e excretada na urina (Tamaoki, 1973; Kulig, 1994)). No 

metabolismo normal de estrógenos, a 17-hidroxiesteróide-desidrogenase (17-

HSD), com seus diferentes tipos, parece ser a enzima responsável pela modulação 

dos níveis séricos de E1 e E2, desta forma controlando sua atividade biológica 

(Cheng e Zhou, 2000; Mindnich e Adamski, 2007). 

Os estrógenos, principalmente o E2, provocam a maturação das células 

germinativas, estabelecem a “sincronização hormonal” para a ovulação, 

estabelecem condições necessárias para manutenção da gestação, influenciam no 

parto, na amamentação, e com o avançar da idade e a perda de folículos, sua menor 

produção ocasiona a menopausa (Miller, 1988). 

Alguns tipos da 17-HSD (tipos 1, 3, 5 e 7) catalisam a reação de redução do 

hormônio, convertendo E1 em E2 (mais bioativo) e, por sua vez, os tipos 2, 4 e 8 

catalisam a reação oxidativa de E2 para E1 (Andersson e Moghrabi, 1997; Sasano 

et al., 2000). Desequilíbrios da atividade destes tipos da 17-HSD poderiam resultar 

no aumento significante de uma forma do hormônio em relação à outra causando, 

desta forma, importantes efeitos biológicos. Assim, é interessante notar que em 

tumores de mama hormônio-dependentes foi detectada maior expressão da 17-

HSD tipo 1 (Suzuki et al., 2000), o que, causando um aumento da produção de E2 

no ambiente tumoral, provavelmente contribui para o crescimento do tumor. Também 
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em outras situações este desequilíbrio pode ocorrer como demonstrado em câncer 

de cólon, onde este mesmo predomínio, mais uma vez levando ao aumento relativo 

de E2 em relação a E1, parece contribuir para a patogênese da doença (English et 

al., 1999).  

De qualquer modo, os tumores de mama mesmo já estabelecidos, 

apresentam, muito freqüentemente, uma dependência importante de estímulos 

hormonais (Vokaer, 1975; Doisneau-Sixou et al., 2003). Esta condição permite que 

se utilizem, em seu tratamento, antagonistas e inibidores hormonais com bons 

resultados clínicos (Fabian, 2001; Bentrem e Craig Jordan, 2002; Yue et al., 2005). 

Entre estes moduladores, um de uso amplo no tratamento de pacientes com câncer 

de mama é o tamoxifeno. Esta droga quimicamente definida como (Z)-2-[4-(1,2-

difenilbut-1-enil)fenoxi]-N,N-dimetil-etanamina, foi desenvolvida a partir de estudos 

sobre a ação endócrina do trifeniletanol. Em meados de 1970, o tamoxifeno passou 

a ser usado no tratamento de câncer de mama devido sua capacidade de bloquear 

os receptores de estrógenos no tecido mamário (Jordan, 2006; Powles e 

Hickish,1995; White, 1999). 

No entanto, tanto os estrógenos quanto seus moduladores, como o 

tamoxifeno, atuam, também, sobre o sistema imune. Especificamente em DCs já foi 

demonstrada a presença de receptores para estrógeno, capazes de modular sua 

diferenciação, seu número e sua capacidade funcional (Polanczyk et al., 2004;  

Paharkova-Vatchkova et al., 2004). Dependendo da condição estudada, esta 

modulação poderia favorecer a diferenciação das DCs (Paharkova-Vatchkova et al., 

2004) ou inibir determinadas funções destas células (Polanczyk et al., 2004).  Em 

concordância com tal fato, também inibidores de estrógenos afetam a diferenciação 

de DCs, ao menos in vitro, de maneira geral inibindo este processo (Komi e Lassila, 
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2000). Aparentemente em desacordo com estes dados, mas confirmando a 

heterogeneidade dos efeitos de estrógenos sobre as DCs, Lang (2004) revê o efeito 

dos estrógenos sobre as DCs, sugerindo que sob o efeito destes hormônios, estas 

células se tornam estimuladoras preferenciais de linfócitos T do padrão Th2. 

Assim, é possível enumerar vários fatores capazes de afetar a função de DCs 

em pacientes com câncer: pH e citocinas produzidas no micro-ambiente, produtos 

das células tumorais, hormônios produzidos localmente ou à distância e 

metabolizados localmente, drogas usadas no tratamento dos pacientes, e assim por 

diante. No presente trabalho, portanto, pretendemos aprofundar a análise dos efeitos 

de alguns fatores que participam da composição do microambiente tumoral, como a 

precença das células tumorais e seu fatores soluveis, moduladores de estrógenos 

(drogas de uso praticamente obrigatório em boa parcela das pacientes com tal 

neoplasia) e do pH ácido causado pela alta concentração de lactato no meio 

(condição comum à maioria das neoplasias) sobre as DCs, tanto de indivíduos 

sadios quanto de pacientes portadoras de carcinoma de mama ductal invasivo.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

 

 



 
 

2.1 Geral 

Avaliar alguns aspectos presentes no microambiente tumoral, como a 

interação entre modulador de receptor de estrógenos (tamoxifeno), de lactato e do 

inibidor da p38MAPKsobre a diferenciação e maturação de DCs derivadas in vitro a 

partir de monócitos do sangue periférico de voluntárias saudáveis e de pacientes 

portadoras de carcinoma ductal invasivo. Também estes mesmos efeitos serão 

avaliados em co-cultura das DCs com células de duas linhagens de carcinoma 

mamário humano, uma dependente (MCF-7) e outra independente de estrógeno 

(SK-BR-3).  

 

2.2 Específicos  

- Avaliar, nas diferentes condições, a expressão dos marcadores de 

membrana CD1a, CD11c, CD14, CD40, CD80, CD83, CD86, CCR7 e 

HLA-DR nas DCs diferenciadas in vitro. 

- Investigar a capacidade das DCs, obtidas nas diferentes condições, 

de induzir proliferação de linfócitos alogenéicos e o padrão de 

citocinas produzido nas diferentes culturas. 

- Investigar a expressão da HSP27 nas DCs obtidas nas diferentes 

condições. 

- Determinar, por citometria de fluxo, a presença de DCs infiltradas no 

tumor. 

- Avaliar por imunohistoquímica, o fenótipo de DCs infiltradas no tecido 

tumoral de pacientes e correlacionar o fenótipo das DCs com 

aspectos anatomopatológicos do tumor da paciente. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 



 
 

 3.1 Casuística 

Foram selecionadas para o estudo vinte pacientes do sexo feminino, com 

idade entre 34 e 83 anos, que apresentaram diagnóstico de carcinoma ductal 

invasivo de mama, ainda não tratado, e candidatas à mastectomia radical 

modificada. Diagnóstico de carcinoma lobular e/ou tratamento quimioterápico prévio 

à cirurgia foram considerados como critérios de exclusão. Outro grupo que participou 

do estudo foi formado por seis pacientes atendidas no ambulatório, diagnosticadas 

com carcinoma ductal que já haviam feito a cirurgia de retirada do tumor, e que 

vinham fazendo uso de tamoxifeno por, no mínimo, seis meses.  

Todas as pacientes foram informadas sobre o estudo proposto e após a 

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido foram incluídas no estudo, 

aprovado previamente pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de Ciencias 

Biomédicas-USP (Parecer 695/CEP) e na Direção de Ensino do Hospital Pérola 

Byington (número 107/06).  

Para o grupo controle, desoito voluntárias saudáveis (com 32 a 50 anos de 

idade) foram recrutadas para o estudo, também, após assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido.  

Nos três grupos de estudo foram feitas as coletas do sangue periférico para a 

realização da cultura de diferenciação de DCs a partir de células mononucleares 

(PBMCs). A coleta do fragmento de tumor e a análise de imunoistoquímica foi 

realizado apenas no grupo de pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo, 

submetidas a mastectomia. 
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As características clínicas e anatomopatológicas dos tumores das pacientes 

com carcinoma ductal que participaram deste estudo estão expostas na tabela 1 e 

das pacientes ambulatoriais tratadas com tamoxifeno, sem tumor, na tabela 2.  

 
Tabela 1- Estadiamento clínico e determinação anatomopatológica dos    

marcadores tumorais, receptor de estrógeno (ER), receptor de 
progesterona (PR) e c-erb-B2, nas pacientes com carcinoma 
ductal invasivo antes da mastectomia. 

Marcadores de prognóstico Paciente Idade Classificação TNM 

ER PR c-erb-B2 

01 64 T1 N0 + + - 

02 54 Tis ID ID ID 

03 55 Tis + - - 

04 81 T2 N0 + - ++ 

05 81 T2 N1 - - - 

06 48 T3 N1 - - - 

07 47 T4d N2 - - +++ 

08 34 T2 N1 - - +++ 

09 81 T2 N0 + + - 

10 50 T4b N1 - - - 

11 72 T2 N0 + - - 

12 71 T2 N0 + - - 

13 34 T2 N0 + - +++ 

14 52 TX ID ID ID 

15 83 T2 N0 + + - 

16 69 T1 N1 + + - 

17 57 TI N0 + + - 

18 48 TX + + - 

19 62 T0 + - - 

20 41 T2 N0 ID ID ID 

Classificação TNM: Classificação conforme o tamanho do tumor (T),           
comprometimento nodal (N) e metástases (M). Resultados indeterminados foram 
indicados com a sigla ID. 
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Tabela 2- Estadiamento clínico e determinação anatomopatológica dos 
marcadores tumorais, receptor de estrógeno (ER), receptor de 
progesterona (PR) e c-erb-B2, nas pacientes em tratamento 
ambulatorial com Tamoxifeno. 

Marcadores de prognóstico Paciente Idade Classificação TNM 

ER PR c-erb-B2 

01 47 T2 N0 + + - 

02 57 T2 N0 + - - 

03 71 T1 N0 + - - 

04 50 T0 ID ID ID 

05 34 T3 N1 + + - 

06 65 T3 N0 + + - 

Classificação TNM: Classificação conforme o tamanho do tumor (T),           
comprometimento nodal (N) e metástases (M). Resultados indeterminados foram 
indicados com a sigla ID. 

 

 

3.2 Coleta do tumor 

 As pacientes encaminhadas para a cirurgia de mastectomia radical 

modificada tiveram a peça anatomopatológica removida e levada para o laboratório 

de patologia do Hospital Pérola Byington onde foi realizada a coleta de material. 

Para imunohistoquímica, a coleta seguiu o protocolo de procedimentos do setor de 

patologia do próprio hospital, e para citometria de fluxo, uma amostra de tumor foi 

colocada em meio RPMI-1640 (Gibco BRL) e encaminhada para o laboratório de 

Imunologia de Tumores (ICB-USP) para realização da digestão por colagenase e 

análise por citometria de fluxo.   

 

3.3 Imunohistoquimica 

 A análise de imunohistoquimica foi realizada de acordo com o protocolo de 

rotina do setor de Anatomia Patológica do Hospital Pérola Byington, onde, os cortes 

histológicos foram obtidos de fragmentos do tumor retirados dos pacientes 

emblocados com parafina onde foram feitos corte de 3 m de espessura por meio de 
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micrótomo. Os cortes foram colocados em laminas de vidro preparadas com 

organossilado para analise histoquímica. Na analise imunohistoquimica, os cortes 

obtidos foram colocados em laminas de vidro e preparadas com adesivo a base de 

3-aminopropil-trietoxi-silano (Sigma Chemical Co, St Louis, MO USA). 

Posteriormente os cortes ficaram incubados por 24 horas em estufa a 55C e 

sofreram três banhos de xilol a 60 C, 55 C e a temperatura ambiente, durante 60, 

30 e 20 minutos, respectivamente, para remoção da parafina. A hidratação foi 

realizada com concentrações decrescentes de etanol, seguidos por lavagens em 

água corrente. O bloqueio da peroxidase tecidual endógena foi feita por meio de 

imersão dos cortes, por quatro minutos, em tampão de citrato sob aquecimento, 

seguido de um resfriamento por vinte minutos. Novamente os cortes passaram por 

outra seqüência de três banhos em água corrente por cinco minutos, três banhos em 

água destilada por cinco minutos, quatro banhos com peróxido de hidrogênio em 

câmara escura, três banhos em água corrente por cinco minutos, três banhos em 

água destilada por cinco minutos e três banhos em solução salina tamponada com 

fosfato pH=7,2 (PBS) por cinco minutos. Os cortes foram bloqueados com Protein 

Block (Dako) por dez minutos.  Em seguida, a expressão dos marcadores CD68 

(marcador de macrófagos), CD14 (marcador de monócitos e macrofagos), proteína 

S-100 (marcadora de DCs) e CD1a (marcadora de subpopulação de DCs) foram 

avaliados com auxílio da streptoavidina-biotina-imunoperoxidase. Os cortes foram 

submetidos à incubação “overnight” com os anticorpos primários, CD68 (Dako, 

monoclonal # PG-M1) CD14 (Dako, monoclonal # UCH-M1), proteína S-100 (Dako, 

policlonal) e CD1a (Santa Cruz, monoclonal # CTB6), nas diluições 1/1000, 1/150, 

1/3000 e 1/500 em PBS com 1% de albumina sérica bovina, respectivamente. Os 

cortes passaram por dois banhos em PBS por cinco minutos. Os cortes foram 
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incubados com um polímero de detecção Mach1 Mouse Probe (Biocare Medicine) 

em câmara escura, por trinta minutos. Após duas lavagens em PBS, por cinco 

minutos, os cortes foram incubados, em camara escura, com anticorpo secundário 

de cabra anti-espécie biotinilado, em solução pronta para uso (LSAB) (Dako, CA, 

USA) por trinta minutos e lavados duas vezes com tampão PBS por 5 minutos. 

Posteriormente foi aplicado o complexo streptoavidina-biotina-peroxidase em 

solução pronta para uso (Dako, CA, USA), durante 30 minutos em câmara úmida a 

37 C. Para a revelação foi usada a solução de diaminobenzidina (Sigma) em PBS 

(12,5 mg de diaminobenzidina para cada 12,5 mL de PBS) por cinco minutos em 

estufa a 37 ºC. A análise das lâminas foi feita por microscopia óptica em aumento de 

200x. Nas amostras de 10 pacientes, as células marcadas foram quantificadas 

através da frequência determinada pelo coeficiente do número de células marcadas 

x 100/ número total de núcleos por campo, tomando-se a média de 10 

campos/paciente, utilizando o programa ImageJ. 

 

3.4 Processamento do tumor por colagenase  

As amostras de tumor fresco foram pesadas em placa de Petri, 

posteriormente, foram cortadas em pequenos fragmentos com auxílio de bisturi. Os 

fragmentos foram colocados em vidros estéreis com tampa e adicionados 5 mL de 

meio RPMI 1640 por grama de tecido e colagense (Tipo VIII/ 0.056 mg/mL) na 

proporção de 500 L de enzima para cada 9,5 mL de meio. A suspensão foi levada 

para o banho-maria a 37 ºC por 2 horas. Após a completa digestão do tumor, a 

suspensão foi filtrada com o auxílio de uma seringa (sem o êmbolo) com gaze estéril 

embebida em RPMI 1640. As células foram contadas em uma câmara de Neubauer, 
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destas, 2 x 105 células tumorais foram centrifugadas e o pellet ressuspenso para a 

análise fenotípica segundo o item 3.7.  

 

3.5 Obtenção das amostras de sangue periférico 

A coleta do sangue periférico (tanto das pacientes quanto das voluntárias) foi feita 

por punção venosa, obtendo-se um volume final médio de 25 mL de sangue, através 

da utilização de tubos a vácuo contendo etilenodiaminotetracético (EDTA) como 

anticoagulante (BD Vacutainer Systems). 

 

3.6 Isolamento de monócitos e diferenciação em DCs  

As PBMCs foram obtidas colocando-se o sangue coletado das pacientes 

diluído com PBS (1:2) em tubos plásticos cônicos de 50 mL, aos quais foram 

acrescentados, no fundo do tubo, 12 mL de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences). 

O material foi centrifugado a 607 g por 30 minutos, a 18 ºC. A camada de células 

mononucleares formada foi retirada, colocada em outro tubo juntamente com HBSS 

(Hanks Balanced Salt Solution) e centrifugada a 290 g por 10 min. As células foram 

lavadas por mais duas vezes a 244 g e 200 g, respectivamente, para eliminação das 

plaquetas. O “pellet” foi coletado, as PBMCs foram quantificadas, ressuspendidas 

em meio AIM-V (Gibco BRL, meio de cultura livre de soro). Uma amostra de 2x105 

das PBMCs foi separada para análise fenotípica, como descrito no item 3.7 e o 

restante das células foi mantido em cultura, na concentração de 2x106/mL. As 

células foram mantidas em estufa de CO2
 “overnight” a 37 C, para aderência em 

placas de plástico.  

 Após esse período, as células não-aderentes foram separadas e congeladas 

em nitrogênio líquido na concentração de 1x107 células/mL em soro fetal bovino 
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(SFB) com 10% de Dimetilsufóxido (DMSO) e as aderentes cultivadas por 7 dias em 

meio AIM-V acrescido de 50 ng/mL de IL-4 e 50 ng/mL de GM-CSF.  No quinto dia, 

as células foram estimuladas para maturação com 50 ng/mL de TNF-α por mais dois 

dias.  

Após o período de cultura, as placas foram submetidas a um banho de gelo 

por 5 minutos, para facilitar a retirada e coleta das células fracamente aderentes. 

Estas foram lavadas e sua viabilidade testada por sua capacidade de excluir o Azul 

de Trypan (0,4 %).   

As diferentes condições foram aplicadas sobre este protocolo básico. Assim, 

tamoxifeno 10 mM (Sigma) foram acrescentados no dia zero da cultura, bem como 

solução de lactato 15 mM. Esta concentração foi estabelecida após ensaios com 

uma curva de pH, onde nesta concentração o pH foi de 6,9, não havendo redução 

significativa no rendimento (Figura 1). O tratamento com SB203580 10 M, inibidor 

da via p38MAPK, foi realizado sobre as células aderentes no dia zero por trinta 

minutos, após esse período o poço foi lavado delicadamente duas vezes com meio 

RPMI e adicionado às células em cultura o meio AIM-V ou AIM-V acidificado com 

lactato 15 mM.  A co-cultura com as linhagens MCF-7 e SK-BR-3 foi feita no quinto 

dia da cultura na proporção de uma célula tumoral para 30 células aderentes 

submetidas à diferenciação. Foram feitos dois ensaios, um utilizando células 

tumorais viáveis mantidas em cultura com as DCs através de placas de cultura tipo 

trans-well ou utilizando-se células tumorais irradiadas (12,5 Gy) acrescentadas 

diretamente à cultura de DCs em placa de cultura comum. Em todas as situações, 

células não-estimuladas foram usadas como controle.  
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B

 

Figura 1- Efeito de acidificação do meio na diferencia ção das DCs. (A) Frequência de células 
recuperadas na cultura em pH normal, pH6,9 e pH6,3. (B)Freqüência de células positvas 
para HLA-DR, CD11c, CD86 e CD80 em DCs derivadas de PBMCs.Análise feita pelo teste  
ANOVA e pós-teste de Bonferroni. * = p<0,05 

 

 

 

* 
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O rendimento da cultura foi calculado através da frequência de DCs obtidas 

no final da cultura em relação do número total de PBMCs plaqueadas (número de 

DCs x 100 / número total de PBMCs plaqueadas) ou do número total de PBMCs 

CD14+ (número de DCs x 100 / número total de PBMCs CD14+) ou do número de 

células aderidas (número de DCs x 100 / número de células aderidas). 

3.7 Estudo fenotípico por citometria de fluxo 

Para determinação do fenótipo de membrana, as células foram marcadas com 

anticorpos monoclonais comerciais (CALTAG Lab) contra os seguintes marcadores: 

CD11c (marcador de DCs mielóides), CD80 (B7-1, molécula co-estimuladora), CD83 

(marcador de DCs ativadas/maduras), CD86 (B7-2, molécula co-estimuladora), 

CD1a (marcador de DCs derivadas de monócitos in vitro), CD14 (marcador de 

monócitos e macrófagos, ausente em DCs), HLA-DR (MHC classe II), HLA-ABC 

(MHC classe I), CCR7 (receptor para quimiocinas, expresso por DCs 

ativadas/maduras – R & D Systems). 

Após contagem, alíquotas de 5x105 células foram colocadas em tubos 

plásticos (Eppendorf) de 1,5mL e centrifugadas por 5 min, a 290 g e 4 C para 

obtenção de um “pellet”, ao qual foram adicionados anticorpos específicos para os 

marcadores de interesse. As células foram incubadas por 20 min a 4 C ao abrigo da 

luz. Após este período, o material foi lavado por 2 vezes (5 min, 290 g, 4 C) com 

500 L de tampão para citometria (PBS suplementado com 0,5% de soroalbumina 

bovina e 0,02% de azida sódica). Após as lavagens, as células, já marcadas, foram 

ressuspendidas em 500 L de tampão para citometria e analisadas no citômetro de 

fluxo (FACSCalibur). Os dados obtidos foram analisados usando-se o “software” 

FlowJo. 
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3.8 Identificação do “gate” para análise das DCs 

 As células mononucleares obtidas do sangue periférico (PBMCs) de 

voluntárias saudáveis e de pacientes com carcinoma mamário foram submetidas à 

cultura suplementada com IL-4, GM-CSF e TNF-, por sete dias, para a sua 

diferenciação em DCs maduras. Para verificar se a diferenciação foi efetiva, as 

células obtidas no final da cultura foram avaliadas com base na expressão de alguns 

marcadores de membrana. Para isso foi utilizado um conjunto de marcadores de 

linhagens específicas (CD3 - marcador de linfócitos T e timócitos; CD14 - presente 

em monócitos e macrófagos; CD56 - expresso em células “natural killer”) e os 

marcadores, Antígeno Leucocitário Humano DR (HLA-DR) e CD11c. Com este 

conjunto, caracterizaram-se as DCs como células “Linhagens”- (Lin-) e HLA-

DR+CD11c+.  

A análise por citometria de fluxo das células recuperadas ao término da 

cultura mostrou razoável heterogeneidade morfológica das células, mas com uma 

população com tamanho e granulosidade típicos de DCs (Figura 2A). Estas células 

foram analisadas quando à expressão dos marcadores de linhagens específicas e 

as células Lin- (Figura 2B) foram selecionadas e, então, analisadas quanto à 

expressão de HLA-DR e CD11c (Figura 2C). Como se pode notar na figura 1D, as 

células HLA-DR+CD11c+Lin- apresentavam as características de tamanho (FSC) e 

granulosidade (SSC) tipicamente atribuídas às DCs. Devido à esta sobreposição de 

parâmetros “morfológicos” (tamanho e granulosidade) e padrão de expressão do 

conjunto de marcadores típicos, ao longo deste estudo demos preferência aos 

parâmetros “morfológicos” para seleção das populações a serem estudadas.   
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Figura 2- Gráficos representativos das células obtidas na cultura de diferenciação de células 

PBMCs em DCs. (A) População celular analisadas por citomeria de fluxo selecionada uma 
população grande e granulosa. (B) Esta população não expressava CD3, CD14,CD56 ou 
Lineage negative (Ln). (C) A população Ln foi selecionada e analisada a expressão de 
HLA-DR+ e CD11c+. (D) A população Ln HLA-DR+CD11c+ quando analisada por SSC e 
FSC apresentou maior de tamanho e granulosidade. 

 

3.9 Separação de Linfócitos T  

Linfócitos T alogenéicos foram usados como células respondedoras em 

culturas mistas e foram separados por sua capacidade de formar rosetas com 

hemácias de carneiro, como descrito por Saxon et al. (1976). As hemácias de 

carneiro foram colocadas em um tubo plástico estéril de 50 mL e centrifugadas a 290 

g durante 10 minutos a 20 oC, e a seguir lavados 2 vezes, com mesma 

centrifugação, em tampão PBS. Estas hemácias foram tratadas com AET (2-

aminoethylisothiouronium bromide hydrobromide; Sigma) para mudar a carga 

elétrica da superfície das hemácias, possibilitando uma maior interação eletrostática 

com linfócitos T e a formação de rosetas estáveis. Para tanto, foram diluídos 0,5 g 

de AET em 12,5 mL de água bidestilada e deionizada, com ajuste final do pH para 

9,0 utilizando-se NaOH 1,0 N. Após passagem em filtro de 0,22 m (Millipore), 8 mL 

de solução de AET foram acrescentados a cada 2 mL de “papa” de hemácias de 

carneiro e mantidos durante 20 a 40 minutos a 37 oC. 
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A seguir, as hemácias foram lavadas com tampão PBS, pH 7,2 (centrifugação 

a 435 g por 10 minutos), até obtenção de sobrenadante claro e ressuspensas até se 

obter uma suspensão a 4% em meio RPMI-1640 suplementado com SFB a 10% (R-

10). 

 Uma suspensão de linfócitos em concentração máxima de 1x107 células/mL 

foi preparada, misturada com soro fetal bovino e hemácias de carneiro pré-tratadas 

com AET (preparação AET-SRBC) como descrito anteriormente, numa proporção de 

2:1:2, centrifugada a 193 g, por 5 minutos a 4oC e incubada em gelo por 1 hora. 

Após a incubação, as células foram novamente ressuspensas e o número de rosetas 

contado. A suspensão foi submetida à centrifugação sobre Ficoll-paque (2100 rpm, 4 

°C, 35 minutos).  

 Após a centrifugação, os linfócitos T ficaram no “pellet”, no fundo do tubo, 

formando rosetas com as hemácias de carneiro modificadas. Os linfócitos T foram 

recuperados com tampão de lise de hemácias e lavados em meio de cultura R-10, 

com centrifugação a 314 g, durante 10 minutos a 20 oC. Os linfócitos T foram 

ressuspensos em meio R-10, quantificados em câmara de Neubauer, e sua 

concentração ajustada. 

 

3.10 Avaliação da atividade aloestimuladora das DCs 

Para avaliar a capacidade aloestimuladora das células geradas, diferentes 

concentrações de DCs irradiadas (12,5 Gy) foram co-cultivadas com linfócitos T 

alogenéicos (1 x 105 células/mL) em um volume final de 100 µL/poço em placas de 

cultura de 96 poços. As células foram mantidas por 5 dias em estufa com atmosfera 

contendo 5 % de CO2 e saturada de água, a 37 ºC, quando a resposta linfocitária foi 

avaliada. 
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Para avaliação da proliferação celular, os linfócitos T foram incubados em 

tampão PBS-BSA 0,1%, contendo 5 µM de CFSE (Lyons, 2000). A incubação foi 

feita a 37 oC, no escuro, por 20 min. Após este período, as células foram lavadas 2 

vezes em meio RPMI, suplementado com 3 % de soro bovino fetal. Os linfócitos 

foram, então, co-cultivados com DCs e avaliados por citometria de fluxo. Os valores 

foram analisados pelo “software” FlowJo e comparados a partir do índice de 

proliferaçào calculado pelo coeficiente da Intensidade de Fluorescencia (MFI) do 

CFSE do linfócito isolado pelo MFI do CFSE de linfócitos mantidos em co-cultura 

com DCs.  

 

3.11 Detecção da produção de citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Para detecção de citocinas nos sobrenadantes das culturas foram utilizados 

os kits DuoSets para citocinas (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Neste 

método, placas de 96 poços Maxisorp (Nunc) foram sensibilizadas com 50 L/poço 

do anticorpo (Ac) de captura, diluído em tampão de carbonato (0,1 M Carbonato de 

sódio, pH 9,5) e mantido a 4 ºC “overnight”. Após 3 lavagens com 200 L/poço de 

tampão de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20, pH 7,2), as placas foram 

bloqueadas com 200 L/poço de tampão de bloqueio (PBS contendo 10% SFB) por 

1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, após 3 lavagens, as amostras e a 

curva-padrão foram incubadas por um período de 2 horas em temperatura ambiente. 

As amostras para dosagem foram diluídas 1:2 em. Para a curva-padrão, as citocinas 

recombinantes foram incubadas em duplicatas de 45 L por poço das diluições 

seriadas (fator 2 de diluição), conforme recomendações do fabricante. O período de 

incubação das amostras e da curva padrão foi de 2 horas à temperatura ambiente. 
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Após três lavagens, foram adicionados 50 L/poço do anticorpo de detecção (175 

ng/mL diluído em tampão de diluição) e seguiu-se nova incubação por 2 horas à 

temperatura ambiente. Novamente a placa foi lavada 3 vezes e 50 L/poço de 

estreptoavidina diluída em tampão de diluição foram adicionados e havendo nova 

incubação por 1 hora, no escuro, à temperatura ambiente. Após esse período e 7 

novas lavagens, 50 L/poço de substrato (H2O2 e tetrametilbenzidina, R & D System) 

foram adicionados, com incubação de 30 min, no escuro, em temperatura ambiente. 

Por fim, 50 L/poço de H2SO4 (2N) foram adicionados para interromper a reação e a 

densidade óptica foi determinada em espectrofotômetro com filtro de 450 nm. O 

cálculo das concentrações foi feito com auxílio do “software” Softmax Pro, através da 

equação de regressão linear com base na curva padrão e a análise de dados foi 

executada com auxílio do “software” Prisma. 

 

3.12 Extração de RNA  

Os experimentos descritos neste e no próximo ítem foram realizados 

seguindo os protocolos utilizados pelo laboratório de genética do Departamento de 

Radiologia-FMUSP. Após a mastectomia das pacientes, as amostras de tumor 

coletadas foram congeladas em nitrogênio líquido para posterior extração de RNA. 

Os tecidos congelados foram pulverizados utilizando um pulverizador de tecido 

congelado (Termovac). A extração do RNA do tumor foi feita de acordo com o 

método descrito por Chomczynski e Sacchi (1987). O kit Illustra RNAspin min 

isolation (GE healthcare, Piscataway, USA) foi utilizado para extração de RNA de 

DCs. As amostras de DCs obtidas no sétimo dia foram removidas da placa de 

cultura e colocadas em um tubo de 1,5 mL. Em seguida, foi feito um “spin” e o 
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sobrenadante foi removido. Ao precipitado foi adicionado o tampão de lise, de 

acordo com os procedimentos de extração descritos pelo fabricante.  

A concentração de RNA total extraído foi determinada por leitura 

espectrofotométrica a 260/280 nm no geneQuant pro (Amersham Biosciences, 

Cambridge, Inglaterra) e a qualidade do RNA foi avaliada através da eletroforese em 

gel de agarose 1% com formadeído marcada com brometo de etídio 1,0 mg/ml. 

Todas as amostras de RNA foram tratadas com Dnase I (Promega, Madison, EUA) 

por uma hora a 37 ºC, para eliminação de ácido desoxirribonucléico (DNA) genômico 

contaminante.  

 

3.13 Síntese de cDNA e PCR quantitativa em tempo real (qPCR)  

            O cDNA foi gerado a partir de 10µg de RNA total tratado com DNAse RNAse-

free 1U/l (Promega) utilizando o kit High Capacity cDNA Archive (Applied 

Biosystems, Warriton, UK) conforme orientação do fabricante. 

 A qPCR foi feita usando 1 µL de cDNA, diluído 1:5, em duplicata do gene 

controle GADPH e do gene de interesse (HSP27). As amplificações (40 ciclos) foram 

realizadas no equipamento GeneAmp 7500 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems, Califórnia, EUA) através do Power SYBR Green Master Mix (Applied 

Biosystems, Warriton, UK). Para as amostras de tumor de mama foram usados os 

primers: GAPDH, forward primer 5'-CCTCCAAAAT CAAGTGGGGCG-3' e reverse 

primer 5'-GGGGCAGAGATGATGACCCTT-3' e HSP27, forwad primer 5’-

AGATGTAGCCATGCTCGTCCT-3’ e reverse primer 5’-

GTCCCTGGATGTCAACCACT-3’. A expressão relativa do gene foi determinada 

usando a expressão do GADPH como gene de referência e um “pool” obtido de 10 
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amostras de tecido normal de mama como controle. Para as amostras de DCs, os 

primers usados foram: -actina, forwad primer 5’-TGC CCTGGCACCCAGCACAA-3’ 

e reverse primer 5’-GGGCCGGACTCGTCA TACTC-3’ e HSP27, com a sequencia 

do primer descrito acima. A expressão relativa do gene foi determinada usando a 

expressão do -actina como gene de referência e as amostras de cultura de DCs 

sem tratamento como controle.  

A expressão relativa foi calculada pela fórmula 2-ΔΔCT (CT = valor limiar de 

fluorescencia; ΔCT=CT do gene alvo - CT do gene de referência; ΔΔCT = ΔCT do 

gene alvo nas amostras - ΔCT do gene alvo nos controles).  

 

3.14 Análise estatística 

 As análises estatísticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 

versão para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). As amostras 

que apresentaram uma distribuição normal (Gaussiana) os resultados foram 

expressos pela média dos valores maios ou menos a média do erro padrão. As 

comparações entre as frequências dos marcadores celulares antes e depois da 

cultura de diferenciação, do mesmo indivíduo, foram feitas pelo teste t pareado. O 

teste t não-pareado foi utilizado nas análises comparativas entre voluntárias e 

pacientes, bem como na anailse da frequência dos marcadores de DCs em tecido 

tumoral. Nas análises de comparação entre três grupos ou tratamentos diferentes foi 

utilizado o teste de variância ANOVA com pós teste de Bonferroni. Os resultados 

foram considerados como estatisticamente diferentes quando o valor de p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

 

 

 



 
 

4.1 Análise de DCs infiltradas no tumor  

As células obtidas das amostras de tumor digeridas com colagenase foram 

usadas para análise fenotípica utilizando os mesmos marcadores de membrana 

aplicados para a caracterização de DCs, com o objetivo de pesquisar a presença 

destas células infiltradas no tumor. Os resultados mostraram uma freqüência 

relativamente alta de células CD83+ (28,44%) enquanto a freqüência de células 

expressando outros marcadores de DCs (HLA-DR, CD1a, CD86, CD40, CD11c, 

CCR-7, CD80 e CD123) ou de monócitos/macrófagos (CD14) foi muito baixa (Figura 

3). Na cultura primária, as células tumorais sobreviveram em cultura apenas por 

aproximadamente cinco dias. Foi observado que as células obtidas do tumor 

digerido apresentaram menor viabilidade que as células desprendidas 

espontaneamente do fragmento do tumor mantido em meio de cultura. 

 
Figura 3- Análise fenotípica de marcadores celulares para caracterização de DCs em 

suspensão de células obtidas do tecido tumoral digerido com colagenase. As 
análises estatísticas foram realizadas pelo teste t não pareado. 
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4.2 Imunohistoquímica de marcadores de células imunes presentes nos 

carcinomas mamários  

 Amostras de tumor foram utilizadas para verificar a presença de células que 

expressam S100 (marcador de DCs), CD68 (marcador de macrófagos) e CD14 

(marcador de monócitos e macrófagos) por imunohistoquímica. Os resultados 

mostraram que a frequência de células S100 positivas foi maior (59,7  3 n=10) 

quando comparada à frequência de células CD68+ (28,9  1,4 n=10 p<0,0001) e de 

células CD14+ (26,9  6,6 n=10; p<0,0001), localizadas nas áreas intra e peritumoral 

(Figura 4). 

S100 CD14 CD64

 

Figura 4- Imunohistoquímica da frequência de marcadores celulares de DCs e macrófafos 
presentes no tecido tumoral. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t não 
pareado; * = p<0,01; ** = p<0,001. 
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4.3 Comparação morfológica e fenotípica das células obtidas de voluntárias e 

de pacientes com cancer de mama antes e depois da cultura de diferenciação 

de PBMCs em DCs  

Para verificar as alterações morfológicas e fenotípicas induzidas pela cultura 

de geração de DCs a partir de PBMCs, foram analisadas caracterisitcas como 

tamanho, granulosidade e fenótipo usando os marcadores CD14, CD80, CD86, HLA-

DR e CD11c através da citometria de fluxo nas células antes e depois da cultura.  

Em voluntárias e em pacientes, foram observadas células grandes e 

granulosas consideradas DCs, recuperadas no sétimo dia da cultura, população esta 

que não foi identificada na análise de citometria feita com as PBMCs do iníco da 

cultura (Figura 5). Na análise fenotípica, a frequência de células expressando CD14 

das voluntárias (antes: 46,16,8% e depois: 92,3%, p=0,001) quanto das pacientes 

(antes: 51,67,3% e depois: 17,78,8%, p=0,03) reduziu após a cultura de 

diferenciação. Por outro lado, os marcadores que caracterizam o fenótipo das DCs 

maduras apresentaram-se mais frequentes ao término da cultura em voluntárias 

(CD80 antes: 29,94,8% e depois: 64,37,3%, p=0,037; CD86 antes: 32,211,3% e 

depois: 73,33,3%, p=0,004; CD11c antes: 60,910,4% e depois: 86,32,6%, 

p=0,03; HLA-DR antes: 70,85,5% e depois: 89,92,7%, p=0,009; n=7) como em 

pacientes (CD80 antes: 177,7% e depois: 67,37,1%, p=0,006; CD86 antes: 

54,46,2% e depois: 81,34,7%, p=0,0002; CD11c antes: 69,36,8% e depois: 

883,4%, p=0,003; HLA-DR antes: 70,34,1% e depois: 85,83,5%, p=0,003; n=8) 

(Figura 6).  
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Figura 5- Gráficos representativos das populações de células por tamanho (FSC) e 
granulosidade (SSC) antes e depois da cultura de diferenciação em DCs. (A) As 
PBMCs obtidas por separação de gradiente de ficol a partir do sangue periférico de 
doadoras saudáveis e de pacientes com cancer de mama mostraram menor tamanho e 
pouca granulosidade. (B) Após a cultura de diferenciação, utilizando meio de cultura AIM-
V suplementado com as citocinas IL-4, GM-CSF e TNF-, as células recuperadas 
apresentaram uma população maior e mais granulosa. (C) A sobreposição das células 
antes, representada em azul, e depois da cultura de diferenciação, representada em 
vermelho, revelou uma população grande e granulosa. 
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Figura 6- Freqüência de células expressando os marcadores celulares CD14, CD80, CD86, 
CD11c e HLA-DR, antes e depois da cultura de diferenciação  suplementada com IL-
4, GM-CSF e TNF-. As análises estatisticas foram realizadas pelo teste t pareado; 
*p<0,05; ** p< 0,01  ; *** = p<0,001. 
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4.4 Comparação do rendimento da cultura de DCs a partir de PBMCs de 

voluntárias saudáveis e de pacientes com cancer de mama 

 Partindo dos dados que mostraram que o protocolo de diferenciação de DCs 

a partir de PBMCs aplicado neste trabalho se mostrou eficiente, tanto em células 

voluntárias quanto em células de pacientes, foi feita uma análise quanto à freqüência 

das células recuperadas.  

 Considerando o número total de PBMCs plaqueadas (2 x106 células), foi 

observado que o número de DCs recuperadas ao término da cultura, nas 

voluntárias, foi de 18,9% ( 2,6 n=18) e nas pacientes, de 11,7% (1 n=20) sendo 

esta uma redução significativa (Figura 7A). Em relação às PBMCs CD14+, o 

rendimento, nas pacientes, foi de 9,5% (1,4 n=8), valor estatisticamente menor que 

o obtido nas voluntárias 19,6% ( 3,6 n=8) (Figura 7B). Entretanto, os resultados 

mostraram que não houve diferenças, entre voluntárias saudáveis e pacientes com 

câncer de mama, na frequência de células recuperadas em relação ao número de 

células aderidas submetidas à cultura de diferenciação. Na análise morfológica, a 

frequência de células grandes e granulosas analisadas no “gate”de FSC e SSC, 

também não apresentou diferença entre os grupos. 

 Os resultados sugerem, portanto, que as PBMCs obtidas das pacientes são 

capazes de se diferenciar em DCs, mas com um rendimento menor. Este resultado 

parece ser um reflexo de um menor número de células aderidas das pacientes 

(27,6%  3,5 n=12) quando comparadas com as células das voluntárias saudáveis 

(39,7%  2,5 n=7) (Figura 7C). 
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Figura 7- Rendimento relativo de cultura para diferenciação em DCs em voluntárias saudáveis 
e portadoras de câncer de mama. (A) Rendimento em relação ao número total de 
células semeadas inicialmente. (B) Rendimento em relação ao número de células CD14+ 
presentes na população inicialmente semeada. (C) Número de células aderidas em 
relação ao número de células semeadas. As análises estatisticas foram realizadas pelo 
teste t não-pareado e as diferenças assinaladas com *, tiveram p < 0,05. 

 

4.5 Comparação fenotípica e funcional das DCs diferenciadas de PBMCs de 

voluntárias e de pacientes com cancer de mama 

Para determinar se as DCs derivadas de PBMCs de pacientes apresentavam 

as mesmas características fenotípicas que as DCs diferenciadas de PBMCs de 

voluntárias, foi realizada uma comparação da freqüência de células positivas para os 

marcadores celulares típicos de DCs, no “gate” definido a partir de uma população 

de células grandes e granulosas.  

Os resultados desta comparação mostraram que entre as DCs das voluntárias 

houve maior freqüência de expressão de HLA-DR (92,2% ± 1,7 vs 83,2% ± 3,2), 
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CD11c  (91,5% ± 1,4 vs 82,1% ± 4), CD86 (88% ± 2 vs 77,9% ± 3,8), CD80 (69,4% ± 

4,1 vs 51,6% ± 5,7) e CCR7 (42% ± 8,4 vs 18,6% ± 6,4). Já os marcadores CD1a, 

CD40 e CD83 não mostraram diferenças significativas (Figura 8).  

 
Figura 8- Comparação fenotípica entre DCs obtidas a partir de PBMCs de voluntárias 

saudáveis e de pacientes com câncer de mama. A análise estatística foi realizada pelo 
teste t não-pareado; as barras horizontais indicam diferenças com p<0,05. 

 

  Para verificar se as possíveis modificações fenotípicas poderiam influenciar a 

função das DCs de forma significativa, foi utilizado o ensaio de estimulação de 

linfócitos T alogenéicos (MLR), em co-cultura com DCs obtidas de PBMCs de 

voluntárias e de pacientes. Nas análises, inicialmente foi identificado por tamanho e 

granulosidade o “gate” definido como de linfócitos, tendo como referência uma 

amostra controle definida pela presença de linfócitos sem as DCs.  

Após as co-culturas, observou-se um aumento claro no tamanho e 

granulosidade das células no “gate” de linfócitos, sugerindo a capacidade de 

estimulação linfocitária de DCs, tanto de voluntárias, quanto de pacientes (ilustrado 
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na Figura 9A). Ainda nesta análise morfológica inicial, parece haver maior 

granulosidade nos linfócitos estimulados com DCs de voluntárias. Confirmando esta 

impressão, pode-se notar (ilustrado na Figura 9B), que linfócitos estimulados com 

DCs de voluntárias apresentam uma diluição claramente maior do corante CFSE, 

usado para detectar a divisão celular na população de linfócitos. Esta diluição pode 

ser usada para cálculo de um índice de proliferação, que analisado em todos os 

experimentos realizados (Figura 9D) confirma a menor capacidade de estimulação 

linfocitária por DCs das pacientes em comparação às de doadoras sadias (1,2 ± 0,07 

n=20 vs. 2,7 ± 0,6 n=18).  

Um fenômeno intrigante observado nestes ensaios foi o padrão distinto de 

estimulação de linfócitos T CD4 e CD8 pelas DCs de voluntárias e de pacientes. A 

figura 9C ilustra e a figura 9E resume o encontrado em todos os ensaios: DCs de 

pacientes têm atividade estimuladora sobre linfócitos CD8+ menor do que sua 

capacidade de estimular células CD4+. Como conseqüência disto, a relação 

CD4+/CD8+ cresce significativamente entre as células estimuladas com DCs de 

pacientes, quando em comparação com as células estimuladas com DCs de 

voluntárias sadias (5,2 + 0,8 n=15 vs. 2,1 + 0,3 n=14). Chama também a atenção, o 

aparecimento de uma subpopulação de células com baixa intensidade de marcação 

para CD8, entre os linfócitos estimulados com as DCs das pacientes. Este fenômeno 

foi observado em vários ensaios, mas não em todos, de modo que sua relevância 

não pôde ser estabelecida com segurança.  
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Figura 9- DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes apresentam menor capacidade de induzir 

linfoproliferação que DCs diferenciadas a partir de PBMCs de voluntárias saudáveis. 
(A) Gráficos ilustrando tamanho e granulosidade de linfócitos isolados e de linfócitos 
mantidos em co-cultura com DCs por cinco dias; (B) Histogramas ilustrando a diluição do 
CFSE em linfócitos isolados, linfócitos mantidos em co-cultura com DCs de voluntárias e 
de pacientes e a sobreposição dos histogramas dos linfócitos mantidos em co-cultura com 
DCs de voluntárias e de pacientes; (C) Gráficos ilustrando a distribuição de linfócitos 
quanto à marcação por CD4 e CD8 em células CFSE+, após co-cultura com DCs de 
voluntárias ou de pacientes; (D) Índice de proliferação linfocitária, calculado pelo 
coeficiente: MFI de linfócitos não-estimulados/MFI de linfócitos estimulados (MFI para a 
marcação com CFSE); (E) Relação entre as populações de células CD4+CFSE+ e 
CD8+CFSE+ após co-cultura com DCs de voluntárias ou de pacientes. As análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste t não-pareado; * p = 0,01, ** p = 0,004. 
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Ao final das co-culturas, o sobrenadante das mesmas foi separado e utilizado 

para análise da presença das citocinas, IFN- e IL-10 (Figura 10). Os resultados 

mostraram as co-culturas de linfócitos com DCs de voluntárias apresentaram uma 

concentração de IFN- significativamente maior que a concentração encontrada no 

sobrenadante das co-culturas de linfócitos e DCs de pacientes (534,7 ng/mL  

156,92,7 n=18 vs. 238,9 ng/mL  15,5, n= 20).  Em contraste, na análise da 

concentração de IL-10 foi observado o oposto, com concentração significativamente 

menor nas culturas com células de voluntárias (57,4 pg/mL  19,2, n= 18 vs. 213,7 

pg/mL  51,5, n= 20).  

  
 

Figura 10- Concentração de IFN- e IL-10 no sobrenadante da co-cultura de linfócitos 

alogenéicos com DCs obtidas de PBMCs de voluntárias e de pacientes. As análises 

estatísticas foram realizadas pelo teste t não-pareado; * = p=0,01; ** = p = 0,001. 
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4.6 Expressão de receptores para IL-4 e GM-CSF em monócitos obtidos do 

sangue periférico de voluntárias saudáveis e de pacientes com câncer de 

mama  

 Considerando que as DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes mostraram 

menor expressão de HLA-DR, CD11c, CD80, CD86 e CCR-7, redução na 

capacidade de induzir linfoproliferação e um padrão “imunossupressor” de indução 

de produção de citocinas nas reações alogenêicas, quando comparadas com as 

DCs obtidas de PBMCs de voluntárias saudáveis, investigamos a possibilidade de 

haver uma diferença nos monócitos das pacientes em relação aos das voluntárias 

sadias. Assim, foi feita a análise dos receptores para as citocinas GM-CSF (CD116) 

e IL-4 (CD124), que são usadas na cultura de diferenciação.  

 As PBMCs de voluntárias e pacientes foram selecionadas quanto à expressão 

de CD14+ e nesta população foi avaliada a freqüência de células positivas para 

CD116 e CD124. Não houve diferença na frequência de células CD14+CD116+ entre 

voluntárias e pacientes, entretanto a população de PBMCs CD14+CD124+ foi menor 

nas pacientes (9,6  3,8 n=7) quando comparada com as voluntárias (32,6  3,6 

n=7) (Figura 11A).  

A intensidade de expressão dos receptores na população positiva se distingue 

entre as células de doadoras sadias e de pacientes. Neste caso, tanto os receptores 

para GM-CSF quanto para IL-4 exibiram menor expressão nos monócitos de 

pacientes (CD116: 172,4  32,6 vs. 250,3  14,5 n=11; CD124: 34,95  5,1 vs. 55,9 

6,5 n=11) (Figura 11B). A figura 11C ilustra estes achados em gráficos onde a 

marcação de células de voluntárias aparece em preto, e a das pacientes, em 

vermelho. 
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Figura 11- Expressão dos receptores para citocinas GM-CSF (CD116) e IL4 (CD124) em PBMCs 
CD14+ de voluntárias e de pacientes. (A) Frequência de células duplo positivas 
CD14+CD116+, e CD14+CD124+; (B) Intensidade de marcação para CD116 e CD124 na 
população positiva; (C) Os gráficos de sobreposição ilustram as diferenças entre a 
frequência e o MFI das PBMCs CD14+CD116+ e CD14+CD124+ entre voluntárias, 
representadas em preto e as pacientes representadas em vermelho. As análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste t não-pareado, *** = p = 0,0009, * = p < 0,05. 
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4.7 Efeito da presença das células tumorais ou seus fatores solúveis na 

ativação de DCs a partir de PBMCs obtidas de voluntárias saudáveis e 

pacientes com câncer de mama 

 Observamos que DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes com 

câncer de mama apresentam alterações fenotípicas e funcionais, algumas delas 

desde seus precursores, os monócitos. Nesta etapa resolvemos investigar o efeito 

da presença de possíveis fatores solúveis secretados por células de duas linhagens 

tumorais de mama, uma, estrógeno-dependente (MCF-7) e outra, estrógeno-

independente (SK-BR-3) sobre a ativação de DCs diferenciadas in vitro. Para isso, 

células de tumor irradiadas foram usadas para co-cultura direta e células de tumor 

viáveis foram usadas para co-cultura em transwell, adicionadas no quinto dia do 

protocolo de diferenciação de monócitos em DCs. No mesmo dia, as culturas foram 

suplementadas com TNF-. No sétimo dia, ao término da cultura, as células foram 

analisadas quando ao fenótipo, a capacidade de induzir proliferação em linfócitos 

alogenéicos e o padrão de produção de citocinas.  

Os resultados mostraram que, nas voluntárias, a presença das células 

irradiadas de linhagem tumoral não modificou a frequência dos marcadores de DCs 

quando comparados com o controle, obtido da cultura de DCs sem tumor. Nas 

pacientes, porém, o tratamento com a linhagem tumoral SK-BR-3 provocou a 

diminuição significativa na frequência de células CD11c+ (Figura 12).  
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Figura 12- Efeito da co-cultura de DCs com linhagens tumorais de MCF-7 e SK-BR-3 sobre o 
fenótipo. As células de tumor irradiadas foram adicionadas ao quinto dia da cultura das 
DCs derivadas de PBMCs de pacientes ao mesmo tempo em que as culturas foram 
suplementadas com TNF-. A análise estatística foi realizada pelo teste ANOVA com 
pós-teste de Bonferroni;  * = p<0,05. 

 

No ensaio de MLR as DCs derivadas de PBMCs de voluntárias cultivadas na 

presença de células tumorais provocaram proliferação com tendência a diminuição 

em relação ao controle, mas sem diferença significativa (Figura 13A), enquanto para 

as DCs derivadas de pacientes os resultados não mostraram diferenças. Na 

dosagem de IFN- e IL10 no sobrenadante da cultura de linfoproliferação, não foram 

observadas alterações significativas quando as DCs foram derivadas de pacientes, 

entretanto nas co-culturas onde as células estimuladoras foram as DCs de 

voluntárias expostas à SK-BR-3 foi observado um aumento na concentração de IL-

10 (Figura13B). 
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Figura 13- Efeito da co-cultura de DCs com linhagens tumorais de MCF-7 e SK-BR-3 sobre a 
capacidade de induzir linfoproliferação e produção de citocinas. As células de tumor 
irradiadas foram adicionadas ao quinto dia da cultura das DCs derivadas de PBMCs 
voluntárias e suplementada com TNF- para a indução da maturação das DCs. As 
análises estatisticas foram realizadas pelo teste ANOVA e pós-teste de Bonferroni; * = 
p<0,05 

  

Nos experimentos feitos com placa de cultura transwell, as células tumorais 

foram mantidas em co-cultura com as DCs compartilhando do mesmo meio, mas 

sem contato direto entre as células. Desta forma, características funcionais e 

fenotípicas de DC maduras foram avaliadas em presença de fatores solúveis 

possivelmente secretados pelo tumor. Os resultados mostraram que o fenótipo das 

DCs não se alterou com a presença de fatores solúveis tumorais. No ensaio de MRL 

também não houve diferença no índice de proliferação de linfócitos mantidos em co-

cultura com DCs de voluntárias e de pacientes, entretanto o coeficiente de linfócitos 

CD4+ em relação aos linfócitos CD8+ aumentou nas DCs de voluntárias mantidas em 
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co-cultura com fatores solúveis produzidos pelas células tumorais quando 

comparado com controle (Figura 14A), e em presença das células da linhagem SK-

BR-3 foi observado um aumento significativo da concentração de IL10 no 

sobrenadante da cultura de linfoproliferação (Figura 14B). 
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Figura 14- Efeito de fatores solúveis derivados das linhagens tumorais, MCF-7 e SK-BR-3, 
sobre fenótipo e função de DCs derivadas de doadoras saudáveis. As células de 
tumor viáveis foram adicionadas no quinto dia, por transwell, na cultura das DCs derivadas 
de PBMCs de voluntárias, suplementadas com TNF- no mesmo dia. As análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste ANOVA one-way e pós-teste de Bonferroni; * = 
p<0,05. 

 

 

 

 

Resultados ______________________________________________________________ 69  



 
 

4.8 Efeito do pH baixo induzido pelo ácido láctico na diferenciação de DCs a 

partir de PBMCs de voluntárias e de pacientes 

 A presença de fatores solúveis produzidos pelas células tumorais modifica as 

condições normais, como, por exemplo, a presença do ácido lático que altera o pH e 

que também  já foi descrito como capaz de alterar a capacidade de geração de DCs 

maduras a partir de PBMCs. No presente trabalho foi investigado o efeito do pH 

sobre o fenótipo, a capacidade de induzir linfoproliferação e produção de citocinas 

de DCs diferenciadas de PBMCs de voluntárias e de pacientes com câncer de 

mama. 

 Na figura 15, os resultados mostraram que o tratamento com ácido lático não 

modificou a expressão de HLA-DR e CD11c nas DCs obtidas da cultura de 

diferenciação a partir de PBMCs de voluntárias, mas nas pacientes foi observada 

uma redução significativa da frequência de células HLA-DR+CD11c+ (pH normal: 

91,2  1,3; pH ácido: 69,1 7,5).  

 

Figura 15- Efeito do ácido lático no fenótipo de DCs derivadas de PBMCs de voluntárias e de 
pacientes com câncer mamário. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t 
pareado; * p<0,05. 
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No ensaio funcional de MLR, as DCs de voluntárias provocaram um índice de 

proliferação menor expostas ao pH ácido, quando comparado com as células não 

tratadas, mas o resultado não foi estatisticamente diferente. Nas pacientes o índice 

de proliferação não se alterou com o a acidificação da cultura em presença do ácido 

lático; os valores dos índices de proliferação, nas pacientes, se mantiveram baixos, 

independentemente do tratamento.  As diferenças observadas foram entre os 

índices obtidos de co-cultura de linfócitos com DCs de voluntárias e DCs de 

pacientes (2,7  0,6 n=18 vs 1,2  0,07 n=20), já descritas, e que se mantiveram 

com DCs de pacientes tratadas com lactato (2,7  0,6 n=18 vs 1,3  0,1 n=13) 

(Figura 16A). A relação de linfócitos CD4+ e CD8+ nas co-culturas com DCs não 

sofreu alteração pelo tratamento com o ácido lático, tanto nas DCs derivadas de 

PBMCs de voluntárias quanto de pacientes, mantendo-se apenas a diferença entre 

voluntárias e pacientes, já mostrada em resultados anteriores (Figura 16B). O 

tratamento com ácido lático reduziu a concentração de IFN- no sobrenadante da co-

cultura de linfócitos e DCs, sendo que nas voluntárias, esta diminuição não foi 

estatisticamente significativa, mas o foi nas pacientes (pH normal: 238,9 ng/mL  

15,5, n=20 vs. pH ácido: 171 ng/mL  20,1, n=13) (Figura 16C). Na figura 16D, a 

concentração de IL-10 não sofreu alterações significativas nas DCs de voluntárias 

tratadas com ácido lático, mas nas pacientes o tratamento com ácido lático reduziu 

significativamente a concentração de IL-10 (pH normal: 213,7  51,1 n=20 vs. pH 

ácido: 5,8  1,1 n=13). Entre voluntárias e pacientes, a produção elevada de IL10, já 

descrita para cultura de DCs de pacientes em pH normal, reduziu drasticamente com 

o tratamento em meio ácido, ficando com valores abaixo dos encontrados para DCs 

de voluntárias em pH normal (5,8  1,1  n=13 vs 57,4  19,2 n=18) e  em pH ácido 

(5,8  1,1  n=13 vs 79,3  36,1 n=8). 
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Figura 16- Efeito do ácido lático na função de DCs derivadas de PBMCs de voluntárias e de 
pacientes com câncer mamário. (A) Índices de proliferação induzidos pelas diferentes 
DCs sobre linfócitos alogenêicos; (B) Relação entre linfócitos CD4+ e CD8+, marcados com 
CFSE, e respondendo ao estímulo com as DCs; (C) Concentração de IFN- no 
sobrenadante da MLR com as diferentes DCs; (D) Concentração de IL-10 no 
sobrenadante da MLR com as diferentes DCs. As análises estatísticas foram realizadas 
pelo teste t não-pareado, *** = p=0,0005, ** = p<0,005, * = p < 0,05. 
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4.9 Participação da via p38MAPK nas alterações fenotípicas e funcionais 

induzidas pelo ácido lático na cultura de diferenciação de PBMCs em DCs de 

voluntárias e de pacientes 

 Nas DCs obtidas de PBMCs de voluntárias saudáveis, os resultados 

mostraram que o tratamento com o inibidor da p38MAPK reduziu a frequência de 

células HLA-DR+CD11c+, independente do tratamento com o lactato. Os resultados 

mostraram que nas voluntárias a frequência de células duplo positivas era de 90,7% 

( 2,7 n=9) em pH normal, sem SB203580. O efeito do inibidor da via de sinalização 

mediada pela p38MAPK reduziu a frequência de células HLA-DR+CD11c+ para 

71,7% ( 2,1 n=8) em pH normal e 77,6% ( 3,2 n=8) em pH ácido. Nas pacientes foi 

observada a redução da frequência de células HLA-DR+CD11c+ em meio acidificado 

(pH normal: 88,6  1,9 n=11; pH ácido: 69,1  7,5 n=13) independentemente do 

tratamento com o inibidor (Figura 17A).  

No ensaio funcional de MRL foi observado que não houve diferença 

estatística nos índices de proliferação induzidos por DCs obtidas a partir de PBMCs 

diferenciadas em meio com pH normal ou pH ácido, com ou sem o tratamento com o 

inibidor da p38MAPK (Figura 17B). Entretanto nas células de voluntárias os 

resultados mostraram uma tendência a redução do índice de proliferação e um 

aumento da relação de linfócitos CD4+ para CD8+ quanto em presença do inibidor 

(Figura 17C). Na determinação de citocinas no sobrenadante da MRL, os resultados 

mostraram a concentração de IFN- nas DCs obtidas de PBMCs de voluntárias, 

mantidas em cultura com o pH normal sem o SB 203580 foi 534,7 ng/mL ( 156,9 

n=6), entretanto,  a inibição da via de sinalização mediada pela p38MAPK reduziu a 

concentração de IFN- tanto em pH normal (28,9  8 n=6), como em pH ácido (126,9 
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 55,5 n=8). Nas pacientes, a produção de IFN- foi menor em todos os tratamentos 

quando comparados com o controle, em pH ácido sem SB 203580 (171  20,1 n=13 

vs 238,9  15,5 n=11), bem como na presença do inibidor, em pH normal (164,1  

9,7 n=8 vs 238,9  15,5 n=11) e em pH ácido (162,9  19,3 n=10 vs 238,9  15,5 

n=11) (Figura 18A). Na dosagem de IL10, as culturas de DCs voluntárias não 

apresentaram alterações entre os tratamentos, e nas pacientes a redução desta 

citocina ocorreu em meio ácido sem inibidor (5,8  1,1 n=13) e na presença do 

inibidor em pH normal (8,6  1,8 n=8) e em pH ácido (10,8  2,4 n=10) em relação 

ao controle (213,7  51,5 n=11) (Figura 18B).  
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Figura 17- Efeito da p38MAPK no fenótipo e na função de DCs derivadas de PBMCs de 
voluntárias e de pacientes com cancer de mama diferenciadas em pH normal e pH 
ácido. (A) Nas DCs diferenciadas de PBMCs de voluntárias a inibição da p38MAPK 
reduziu a frequência de células HLA-DR+CD11c+, independente do pH; (B) O tratamento 
com inibidor da p38MAPK não alterou de forma significativa os valores do índice de 
proliferação; (C) O coeficiente entre as populações de linfócito CD4+ e CD8+ não se 
alterou de forma significativa. As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t não 
pareado; * = p<0,05; ** = p<0,001; *** = p<0,0001. 

 

Resultados ______________________________________________________________ 75  



 
 

Voluntárias Pacientes

Voluntárias Pacientes

A

B

 

Figura 18- Efeito da p38MAPK na produção de citocinas no sobrenadante de MRL de DCs 
derivadas de PBMCs de voluntárias e de pacientes com cancer de mama mantidas 
em pH normal ou pH ácido. (A) Redução na concentração de IFN- pela inibição da via 
p38MAPK nas DCs de voluntárias, independente ao pH, e nas pacientes em todos 
tratamentos. (B) A concentração de IL-10, nas voluntárias, não apresentou alteração, 
entretanto nas pacientes foi observada uma redução em todos os grupos tratados. As 
análises estatísticas foram realizadas pelo teste t não pareado; * = p<0,05; ** = p<0,001.
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4.10 Expressão de HSP27 em DCs diferenciadas de PBMCs de voluntárias e de 

pacientes  

 Os resultados mostraram que as pacientes apresentam uma expressão maior 

de HSP27, que se reduziu com o tratamento feito em meio ácido e/ou com inibidor 

da p38MAPK. Nas voluntárias, não foi observada diferenças significativas na 

expressão do mRNA para HSP27 (Figura 19). Destacamos que em todas as 

condições, a expressão de mRNA para HSP27 foi maior nas células das pacientes. 
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Figura 19- Efeito do inibidor p38MAPK e do ácido lático na expressão do RNAm para HSP27 
em DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntárias e de pacientes com cancer de 
mama. (A) Ilustração das bandas de cDNA sintetizados a partir de RNA para a proteína 
HSP27 e da -actina extraidas de DCs de voluntárias ou de pacientes, mantidas em 
cultura com pH normal (N) ou pH ácido (A) na presença ou não do inibidor da p38MAPK. 
(B) Análise da expressão relativa do RNAm para HSP27 normalizada pela expressão do 
RNAm da -actina utilizando a fórmula do ΔΔCt. As análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste ANOVA one-way seguido do pós-teste de Bonferroni.  
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 A co-cultura de DCs derivadas de PBMCs com linhagens tumorais estrógeno-

dependente (MCF-7) e estrógeno-independente (SK-BR-3), em placas de trans-well, 

induziu a expressão para HSP27 tanto em voluntárias quanto em pacientes (Figura 

20). Não foi observado expressão de HSP27 em PBMCs de voluntárias e de 

pacientes.  
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Figura 20- Expressão do RNAm para HSP27 em DCs derivadas de PBMCs obtidas de 
voluntárias e de pacientes com cancer de mama mantidas em co-cultura com 
linhagens tumorais de mama. 
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4.11 Avaliação fenotípica e funcional das DCs obtidas de PBMCs de pacientes 

em tratamento com Tamoxifeno após mastectomia 

 Após a mastectomia, para a remoção do tecido mamário afetado pelo tumor, 

um grupo de pacientes passa a receber tamoxifeno, droga que atua como um 

modulador dos receptores de estrógeno. Algumas destas pacientes, atendidas no 

ambulatório do Hospital Pérola Byington para acompanhamento, tiveram amostras 

de sangue coletadas para a obtenção de PBMCs utilizadas na geração de DCs in 

vitro.  

 As pacientes ambulatoriais apresentaram uma redução significativa no 

número de DCs recuperadas (7,8% 1,4), em relação ao total de PBMCs utilizadas 

na cultura de diferenciação, quando comparadas com as voluntárias saudáveis 

(18,9%  2,6) (Figura 21A). Entretanto, a frequência dos receptores para citocinas 

IL-4 e GM-CSF nas PBMCs destas pacientes tratadas com tamoxifeno não 

apresentou diferenças significativas, quando comparadas com PBMCs de 

voluntárias (Figura 21B).  

O fenótipo das DCs diferenciadas de PBMCs destas mesmas pacientes 

apresentou-se mais próximo ao de células derivadas de doadoras saudáveis, 

mantendo apenas uma frequência de células CD86+ menor nas pacientes (67,5%  

8) quando comparadas as voluntárias saudáveis (88,4%  2,3) (Figura 22).  
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Figura 21- Comparação entre a cultura de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntárias e de 
pacientes que sofreram mastectomia e em tratamento com tamoxifeno. (A) 
Frequência do rendimento de células obtidas ao término da cultura em relação às 
PBMCs totais submetidas à cultura. (B) Frequência de células positivas para receptor 
de GM-CSF (CD116) e IL4 (CD124) em PBMCs. As análises estatísticas foram 
realizadas pelo teste t não pareado; * = p<0,05. 
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Figura 22- Comparação fenotípica de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntárias e de 
pacientes ambulatoriais. A frequência dos marcadores HLA-DR, CD11c, CD80, CD40, 
CD83 e CD1a não apresentaram diferenças entre os grupos, exceto a expressão de 
CD86 que foi menor nas pacientes quando comparadas com as voluntárias saudáveis. 
As análises estatísticas foram realizadas pelo teste t não pareado; * =  p<0,05. 
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 Na análise funcional, os resultados mostraram que o índice de proliferação e 

a relação de linfócitos CD4+ e CD8+ nas pacientes ambulatoriais não apresentou 

diferença em relação às voluntárias saudáveis e foi significativamente diferente 

quando comparado com as pacientes antes da mastectomia (Figura 23A e B).  

A

 

B

 

Figura 23- Comparação funcional entre a cultura de DCs derivadas de PBMCs obtidas de 
voluntárias e de pacientes ambulatoriais. (A) Comparação do índice de proliferação 
de linfócitos alogenéicos e (B) da relação de linfócitos CD4 e CD8 no ensaio de MRL 
com DCs obtidas de PBMCs de voluntárias saudáveis, de pacientes com câncer de 
mama e de pacientes que tiveram o tumor removido e fazem uso do tamoxifeno.  As 
análises estatísticas foram realizadas pelo teste ANOVA one-way com pós-teste 
Bonferroni; * = p<0,05. 
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4.12 Efeito do Tamoxifeno no fenótipo e na função das DCs diferenciadas de 

PBMCs de voluntárias saudáveis e de pacientes com cancer de mama 

 Os resultados obtidos com os experimentos realizados com DCs derivadas de 

PBMCs de pacientes, que tiveram o tumor removido por mastectomia e tradadas 

tamoxifeno, mostraram uma melhora fenotípica e funcional. Para verificar se estes 

efeitos eram estariam sendo causados pelo tratamento com o modulador de 

estrógeno e/ou pela ausência do tumor, PBMCs de pacientes com carcinoma ductal 

foram diferenciadas com meio de cultura suplementado com tamoxifeno, tendo como 

controle as DCs obtidas de PBMCs de voluntárias saudáveis. Os resultados 

mostraram que o tamoxifeno não modificou o fenótipo das DCs de voluntárias, 

entretanto nas pacientes os dados mostraram uma tendência a um aumento na 

população positiva para HLA-DR, CD11c, CD80 e CD86, mas sem significância 

estatística (Figura 24). 

Nos ensaios funcionais de MRL, os resultados mostraram que o tratamento 

com tamoxifeno não modificou os índices de proliferação, isto é, não modifica a 

capacidade de induzir linfoproliferação pelas DCs (Figura 25). 
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Figura 24- Comparação fenotípica de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntárias e de 
pacientes com cancer de mama tratadas com Tamoxifeno (Tx). As análises 
estatísticas foram realizadas pelo teste t não pareado.  
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Figura 25- Comparação funional de DCs derivadas de PBMCs obtidas de voluntárias e de 
pacientes com cancer de mama tratadas com Tamoxifeno (Tx). As análises estatísticas 
foram realizadas pelo teste t não pareado. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

 

 



 
 

O presente trabalho avaliou a diferenciação de DCs a partir PBMCs de 

pacientes com câncer de mama e de voluntárias saudáveis, comparou suas 

características fenotípicas e funcionais isoladamente ou com a presença de alguns 

fatores que participam do microambiente tumoral como a presença de células 

neoplasicas e de seus fatores solúveis secretados, o ácido láctico e modularodes de 

receptor de estrógenos e inibidores específicos da p38MAPK. 

De acordo com dados relatados na literatura, desde a primeira descrição das 

DCs feita por Steinman e Cohn (Steinman e Cohn, 1973) até a geração de DCs in 

vitro através da cultura de células hematopoiéticas com GM-CSF e IL-4, as DCs são 

definidas como APCs que apresentam uma morfologia típica, que expressa níveis 

elevados de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe I 

e classe II, baixos níveis de CD14, alta atividade estimulatória de linfócitos e 

aumento da sua eficiência com a adição de TNF-α (Inaba et al., 1992; Caux et al., 

1992; Sallusto e Lanzavecchia, 1994).  

Entretanto, é importante considerar que as DCs se apresentam como uma 

população heterogênea que desempenham papéis diferentes na resposta imune e 

que ainda são insuficientes as informações que definem melhor as subpopulações, 

bem como, suas funções (Naik e Demystifying, 2008;  Villadangos e Schnorrer, 

2007.).  

Desta forma, considerando os monócitos como um potencial precursor das 

DCs, vários fatores presentes no microambiente durante a diferenciação, como TNF, 

IL3, IL6, GM-CSF, IFNs, entre outros, podem determinar a heterogeneidade já 

relatada nas DCs, mesmo in vitro, influenciando a expressão de moléculas co-

estimuladoras e a produção de citocinas, resultando em interações diversas com 

outras células do sistema imune, causando ações que podem ir desde tolerância até 
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imunogenicidade.  (Chomarat, et al., 2003; Chomarat  et al., 2000; Encabo et al., 

2004;  Pulendran et al., 2000; Ito et al., 2001).  

Assim, padronizamos o protocolo de diferenciação com meio suplementado 

com IL4, GM-CSF e TNF para geração DCs maduras a partir de PBMCs de 

voluntárias saudáveis com base nos protocolos já desenvolvidos no nosso 

laboratório. A diferenciação, inicialmente, foi determinada pela morfologia e pelo 

perfil fenotípico das células antes e depois da cultura, feita por meio da avaliação de 

vários marcadores que definem o fenótipo e o estado de maturação. Nossos 

resultados mostraram redução na expressão de CD14 e aumento da expressão de 

HLA-DR e moléculas co-estimuladoras nas DCs comparadas com as PBMCs, dados 

estes que concordam com os já descritos na literatura, mostrando que o protocolo 

de diferenciação usado neste trabalho foi capaz de gerar DCs maduras a partir de 

PBMCs. 

Considerando que em condições patológicas, como no câncer, outros fatores 

que não participam do processo fisiológico podem estar presentes, foi avaliada a 

capacidade de geração de DCs in vitro a partir de PBMCs obtidas de pacientes com 

câncer de mama operável, utilizando o mesmo protocolo de diferenciação descrito 

para as células de voluntárias saudáveis. Os resultados mostram que as PBMCs de 

pacientes com carcinoma ductal apresentam capacidade de diferenciação. Ao 

término da cultura foram observadas células com características típicas de DCs, com 

a presença de uma população morfologicamente grande e granulosa detectada por 

citometria de fluxo e o fenótipo composto pela maior expressão de HLA-DR e 

moléculas co-estimuladoras, como descrito para as DCs diferenciadas de PBMCs de 

voluntárias saudáveis. 
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Devido o fato de que PBMCs obtidas do sangue de pacientes portadores de 

tumor podem originar DCs defeituosas, a princípio, observamos que foi possível 

gerar DCs in vitro a partir de PBMCs de pacientes com carcinoma ductal invasivo 

operável. 

Além disso, fizemos um estudo comparativo das DCs obtidas de PBMCs de 

pacientes com o de voluntárias saudáveis. O perfil fenotípico das DCs de pacientes 

apresentou uma diminuição no número de células diferenciadas e na expressão de 

marcadores celulares típicos de DCs ativadas, uma baixa frequência na população 

de células HLA-DR+, CD11c+, CD80+, CD86+ e CCR7+ que sugerem um prejuízo na 

formação de APCs competentes.  

Gabrilovich et al. (1997) relataram que DCs isoladas diretamente do sangue 

periférico de pacientes com câncer de mama avançado apresentaram deficiências 

fenotípicas e funcionais, entretanto, a geração in vitro de DCs a partir de precursores 

hematopoiéticos presentes no sangue periférico destas pacientes poderiam originar 

DCs capazes de estimular células T, isto é, corrigindo o defeito das DCs quando 

diferenciadas in vivo.  

Entretanto, nossos resultados concordam completamente com os dados 

descritos por Gervais et al. (2005) relataram que DCs diferenciadas de monócitos 

obtidos de pacientes com câncer de mama apresentaram uma diminuição na 

expressão de MHC classe II e na iniciação da capacidade de apresentação de 

antígenos, e que estes efeitos poderiam estar associados ao microambiente tumoral.  

Assim, os dados mostrados neste trabalho indicam que ocorre geração de 

DCs a partir de PBMCs isoladas de pacientes com carcinoma ductal invasivo 

operável, mas estas DCs apresentam defeitos sutis na sua diferenciação que podem 

ser consequência de uma menor responsividade das células precursoras aos 
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estímulos de diferenciação e maturação em DCs provocadas pela presença do 

tumor.  

Podemos dizer também que, ainda hoje, a literatura apresenta alguns pontos 

que divergem quanto à eficácia das DCs diferenciadas in vitro a partir de PBMCs de 

pacientes com câncer de mama e estas diferenças podem estar relacionadas com o 

tipo e estadiamento o tumor, bem como, com o protocolo usado para a geração de 

DCs.  

Nossos dados sugerem também que, as DCs de pacientes com câncer de 

mama são afetadas pelo microambiente tumoral, onde o tumor seria capaz de criar 

um microambiente inóspito para a diferenciação e/ou maturação das DCs, o que 

gera, como consequência, uma menor capacidade de apresentação de antígenos 

por estas APCs e menor resposta específica antitumoral, fato que também foi 

relatado em DCs obtidas de pacientes com outros tipos de tumores ou em diversos 

estágios da doença (Ninomiya et al., 1999; Ratta et al., 2002; Dallal et al., 2002; 

Neves et al., 2005; Pinzon-Charry et al., 2007; Sun et al., 2008; Baleeiro et al., 

2008).  

 Juntamente com as alterações fenotípicas, em ensaios funcionais também 

foram observadas diferenças relevantes na capacidade de estimulação de linfócitos 

T alogenéicos pelas DCs, que foi significativamente menor nas células de pacientes 

com câncer de mama, com uma relação maior de linfócitos CD4+ para CD8.+ Na 

produção de citocinas, o sobrenadante de co-cultura de DCs de pacientes com 

linfócitos alogenéicos mostrou um a produção de IL-10 maior, enquanto que a 

produção de IFN- foi significativamente menor quando comparado com as 

voluntárias. 
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Alguns trabalhos têm demonstrado a importância das DCs na “polarização” de 

células Th naive capazes de secretar padrões de citocinas bem diferentes e, 

conseqüentemente, modificar a resposta imune inclusive no câncer de mama 

(Matsuura et al., 2006;  Feili-Hariri et al., 2006).   A síntese da IL-10 pode ser feita 

por células T CD4+ ou CD8+, monócitos, macrófagos, células B ativadas, 

queratinócitos e linfomas, é uma citocina produzida relativamente tarde na 

seqüência de ativação de células T ou monócitos / macrófagos, em comparação a 

outras citocinas, que pode ser um aspecto importante da IL - 10 de inibir a 

capacidade ativação das células T e macrófagos (Moore et al., 1993). Já o IFN- é 

secretado principalmente por linfócitos Th1 e apresentam um importante papel na 

resposta imune antitumoral (Brandacher et al., 2006).  

Nossos dados mostraram que as DCs de pacientes parecem induzir um 

padrão de reposta imune completamente diferente quando comparado com DCs de 

voluntárias. Considerando que estas APCs apresentam a habilidade de dirigir a 

resposta imune no momento da apresentação do antígeno para os linfócitos T e das 

citocinas dosadas que são produzidas por eles, os achados sugerem que as DCs 

das pacientes induzem um padrão de linfócitos tolerogênicos, enquanto que as DCs 

de voluntárias induzem um padrão de resposta de linfócitos T efetores. Além do 

resultado em si, destacamos a importância da diversificação de experimentos para 

melhor avaliação funcional das DCs.  

Assim, sugerimos que as DCs derivadas de PBMCs de voluntárias saudáveis 

apresentam-se plenamente maduras, enquanto que as diferenças fenotípicas e 

funcionais encontradas nas DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes fazem com 

que as mesmas expressem um fenótipo imaturo. Estas alterações encontradas nas 

DCs de pacientes poderiam ser capazes de alterar a sinalização celular, de forma 
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que há moléculas de membrana suficientes para ativar os linfócitos, entretanto, 

causando um padrão de resposta completamente diferente. Estudo sobre a relação 

entre a função e o estado de maturação das DCs mostrou que: DCs maduras são 

capazes de induzir uma maior proliferação de linfócitos T CD4+, em contraste, DCs 

imaturas reduzem a proliferação de linfócitos, inibem secreção de IFN-, IL-2 e IL-4 e 

aumentam a secreção de IL-10 (Jonuleit et al., 2000).  

De acordo com os resultados encontrados, mesmo recebendo todos os 

estímulos necessários para a geração de uma DC madura, as DCs diferenciadas de 

PBMCs de pacientes com câncer de mama parecem apresentar um caráter de DC 

imatura, quando comparado com PBMCs de voluntárias saudáveis. Tal fato poderia 

ser justificado pelo fenótipo e pelo padrão de citocina encontrado, que reforça uma 

possível tolerância das células progenitoras aos estímulos de diferenciação e de 

maturação. Estes resultados podem ter relação com a menor expressão de 

receptores para IL4 e GM-CSF em PBMCs de pacientes com cancer, gerando DCs, 

mas com prejuízo fenotípico e/ou funcional, já que, segundo Sallusto e Lanzavecchia 

(1994) a combinação de GM-CSF e IL-4 na cultura proporcionam condições para a 

geração de células com características fenotípicas e propriedades funcionais de 

DCs. Os dados sugerem mais uma vez que, a presença do tumor é um fator 

relevante, onde já foi descrito na literatura que o tumor pode influenciar não só as 

DCs, mas também seus precursores, interferindo na sua capacidade de 

diferenciação (Encabo et al., 2004; Neves et al., 2005; Bharadwaj et al.,  2007).  

Apesar de alguns protocolos de imunoterapia antitumoral com DCs utilizarem 

células precursoras do próprio paciente para fazer a diferenciação em DCs in vitro 

(Jacobs et al., 2007), se consideramos os dados encontrados para pacientes com 

carcinoma ductal mamário, eles sugerem que as DCs das próprias pacientes 
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diferenciadas in vitro a partir de PBMCs possam ser ineficientes para a geração de 

uma resposta imune efetora e, portanto, utilizá-las como ferramenta no 

desenvolvimento de uma vacina terapêutica seria  

Tendo a presença do tumor como um fator essencial na indução das 

modificações fenotípicas e funcionais nas DCs, avaliamos o contato célula-célula, 

através da presença de células tumorais de linhagens de adenocarcinoma de mama 

(MCF-7 e SK-BR-3) irradiadas e adicionadas diretamente a cultura de DC durante 

sua ativação, bem como, a ação de fatores solúveis, por meio da co-cultura de 

celulas tumorais e DCs em placa transwell. Os resultados mostraram uma redução 

significativa na freqüência de células positivas com fenótipo de DC madura, uma 

tendêcia de redução na capacidade de induzir a proliferação de células T com 

aumento na concentração de IL10 na co-cultura de linfócitos com DCs diferenciadas 

com SK-BR-3, mas não com MCF-7. 

A linhagem MCF7 apresenta características do epitélio mamário incluindo a 

capacidade de processar estradiol via receptores citoplasmáticos 

(http://icbp.lbl.gov/breastcancer), a SK-BR-3 é uma linhagem de adenocarcinoma de 

mama, que não apresenta receptor de E2 e que super expressa o produto do gene 

que codifica o receptor de fator de crescimento de epiderme 2 (HER2/c-erb-2). O 

HER2/c-erb-2 faz parte da família dos receptores de membrana de tirosina quinase 

que regula o crescimento e a proliferação celular importante na tumorigenese do 

câncer de mama, sendo alvo de terapias (Zhou et al., 2002) inclusive na elaboração 

de vacinas (Stojadinovic et al., 2007). A super expressão do HER2/c-erb-2 confere 

maior agressividade as células tumorais por favorecer o desenvolvimento do tumor e 

conferir resistência a hormonioterapia (Albert et al., 1998). 
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Os nossos resultados sugerem que o tipo de linhagem tumoral pode induzir 

efeitos diferentes sobre as DCs, e uma das características das células tumorais que 

pode está envolvida nestes efeitos seria a expressão HER2/c-erb-2 pela linhagem 

SK-BR-3, modificando de alguma forma a maturação das DCs que não foi 

observada com a linhagem MCF-7. Tais efeitos sobre o sistema imune podem 

contribuir para as caracteríticas que determinam maior ou menor agressividade do 

tumor. 

As células tumorais são capazes de produzir ácido láctico de forma 

exacerbada em decorência das alterações sofridas pelo metobolismo energético 

(Warburg, 1961). Assim, o ácido láctico é um exemplo de molécula secreteda pelo 

tumor que compõem o microambiente podendo afetar a diferenciação de PBMCs em 

DCs. Puig-Kröger et al., (2003) mostraram que o lactato de sódio, presente na 

solução de diálise peritoneal, era capaz de prejudicar o fénotipo e a função de DCs 

maduras por inibir a ativação do NFB. Em cultura tridimensional de melanoma, as 

DCs originadas de monócitos infiltrantes aprentaram alterações fenotípicas, onde foi 

observado no sobrenadante, altas concentrações de lactato. As culturas de DCs 

acidificadas mostraram as mesmas alterações fenotípicas das DCs diferenciadas de 

monócitos infiltrados no tumor e o bloqueio do ácido láctico na cultura originou DCs 

com fenótipo normal, sugerindo uma ação moduladora sobre fenótipo das DCs 

presentes no ambiente tumoral, o que pode contribuir para os mecanismos de 

evasão (Gottfried et al., 2006).  

Desta forma avaliamos a capacidade de diferenciação de PBMCs, de 

voluntárias e de pacientes, em DCs mantidas em cultura com meio acidificado com 

ácido láctico. Nossos resultados mostraram que o ambiente ácido inibe a 

diferenciação e maturação das DCs e reforça a diferença existente entre células de 
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voluntárias e pacientes, mostrando que nas células precursoras obtidas das 

pacientes o efeito inibitório foi marcante.  

Com base nos resultados mostrados, o microambiente tumoral parece impor 

uma condição estressante capaz de alterar a capacidade das PBMCs de se 

diferenciar em DCs. A via p38MAPK é uma das vias mais bem descritas 

responsáveis em estabilizar as células em condições de estress. Em células 

epiteliais a hipóxia tem como um dos mecanismos a ativação da via das p38MAPK 

que eleva a fosforilação da Proteína de Choque Térmico (HSP) 27 que atua no 

citoesqueleto, altera a permeabilidade celular e regula os mecanismos de apoptose 

(Liu et al., 2009).  Algumas HSPs apresentam efeitos sobre o sistema imune, entre 

elas, a HSP27 é capaz de atuar sobre os monócitos provocando efeitos 

antiinflamatórios mediados pela secreção de IL10 e pela modificação na capacidade 

de diferenciação dos monócitos em DCs, promovendo um “anti-sinal de perigo” 

(Miller-Graziano et al., 2008). 

Uma das hipóteses especuladas neste trabalho seria de que muitos dos 

efeitos inibitórios, observados ex vivo, sobre as DCs seria causado pelo 

microambiente tumoral devido a indução da síntese da HSP27, já descrita como 

capaz de interferir nos mecanismos de diferenciação dos monócitos em DCs. Devido 

as PBMCs das pacientes já estarem em contato com este microambiente in vivo isso 

causaria um aumento da susceptibilidade nas DCs das pacientes às diversas 

condições testadas. Assim, o microambiente tumoral, formado por células tumorais, 

elementos solúveis secretados como o ácido láctico, poderia funcionar como um 

meio estressante, ativando a via das p38MAPKs provocando a síntese da HSP27, 

que poderia ser responsável pelas falhas na maturação e na diferenciação, na 
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indução na secreção de IL10 e, conseqüentemente, o não desenvolvimento de 

imunogenicidade antitumoral.  

Os resultados mostraram que as DCs diferenciadas de PBMCs de pacientes 

apresentaram uma expressão elevada de HSP27, quando comparadas com as 

voluntárias, sugerindo que há ativação da via p38MAPK em resposta ao ambiente 

inóspito. 

Já foi descrito na literatura que alguns tipos de tumores, inclusive o de mama, 

apresentam elevada expressão da HSP27, podendo estar envolvida com o 

desenvolvimento e resistência do tumor e tendo aplicação como um marcador de 

diagnóstico (Garrido et al., 1998; Rui et al., 2003; Ciocca  e  Calderwood 2005; 

Kang, et al., 2008). Entretanto, nossos resultados são inéditos quanto a expressão 

elevada da HSP27 em DCs de pacientes com cancer de mama e sua possível 

relação com as alterações no fenótipo e na função destas APCs. 

Quando as PBMCs foram tratadas com o inibidor da p38MAPK (SB203580) e 

induzidas à diferenciação, foi observado uma redução na expressão da HSP27 

quando comparada com as células sem o inibidor, entretanto a expressão ainda foi 

maior que o observado nas voluntárias saudáveis, sugerindo uma super expressão 

da via. 

Entretanto, nossos resultados mostraram que o bloqueio da via p38MAPK nas 

voluntárias causou uma perda do fenótipo maduro, tendeu a reduzir a capacidade de 

linfoproliferação, elevou a relação de CD4+/CD8+ e reduziu a produção de IFN-. 

Estes dados colaboram com outros relatos da literatura, onde, a via da p38MAPK é 

uma via de sinalização importante para a expressão de antígenos, para a produção 

de citocinas e capacidade aloestimulatória em DCs derivadas de monócitos 

(Nakahara et al., 2006).  
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Como a via da p38MAPK também é ativada com a hipóxia (Liu et al., 2009) e 

um dos produtos desta condição é o ácido lático, o utilizamos como um agente 

estressante e que está presente no microambiente tumoral. Os resultados 

mostraram que há um prejuízo fenotípico principalmente nas DCs de pacientes, 

dimunuindo a frequência de células HLA-DR+ e CD11c+, entretanto, quando se 

analisa a expressão da HSP27, os dados mostram que ele não se altera nas 

voluntárias e que reduz a expressão nas pacientes.  

Assim, podemos supor que o efeito inibitório do ácido lático não parece ser 

mediado por esta via de sinalização da p38MAPK, visto que, mesmo tendo um 

fenótipo prejudicado, a expressão da HSP27 não se elevou, muito pelo contrário, a 

acidez parece atuar como um bloqueador da expressão desta chaperona, que se 

reduz mais ainda quando combinado com o inibidor específico da p38MAPK 

(SB203580). Entretanto como as alterações fenotípicas foram significantes nas 

pacientes, não excluimos uma ação inibitória sinérgica do meio ácido com a HSP27, 

possivelmente, já presente na célula. 

A via da p38MAPK é importante para a diferenciação de monóctos em DCs. 

Segundo Hercus et al. (2009), o receptor de GM-CSF é um receptor pleiotrópico em 

que sua via de sinalização envolve uma família de proteínas Jaks (quinase de 

Janus) e STATs (Transdutores de sinal e ativadores de transcrição) capazes de 

ativar vários substratos como o Shc (do inglês Src homology collagen) com a 

ativação das MAPKs. Poderando a importância dos receptores de IL4 e GM-CSF, 

supomos que por meio destes receptores pode haver a ativação da p38MAPK que 

participa da sinalização para a diferenciação de monócitos em DCs. Entretanto este 

mecanismo fisiológico pode gerar uma produção de HSP27 constitutiva, sem alterar 

a capacidade de geração de DCs competentes.  

Discussão ______________________________________________________________ 96  



 
 

Nossos resultados mostraram que quando as DCs de voluntárias foram 

mantidas em cultura com MCF-7 ou SK-BR-3 houve a expressão de HSP27, e a 

indução desta proteína ocorre durante a diferenciação, já que, não foi observada 

uma expressão significativa da HSP27 nas PBMCs, tanto em voluntárias quanto em 

pacientes. Desta forma, a exposição do monócito ao microambiente tumoral, capaz 

de ativar a via p38MAPK, associado à baixa expressão dos receptores de IL4 e GM-

CSF pode induzir um aumento da produção de HSP27, onde a sinergia entre a falha 

na sinalização pelas citocinas e a resposta ao estresse, com a síntese da 

chaperona, pode alterar os mecanismos celulares de diferenciação, gerando DCs 

com características mais imaturas (Figura 26). 
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Figura 26- Esquema hipotético das interações dos fatores do microambiente tumoral sobre a 

diferenciação das DCs a partir de PBMCs de voluntárias saudáveis e de pacientes 
com câncer de mama. 
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Outro dado que reforça a idéia do efeito do microambiente na capacidade das 

PBMCs de se diferenciarem em DCs foi observado nas pacientes que tivem o tumor 

removido e faziam uso do Tamoxifeno. Os resultados mostraram que, mesmo com 

um rendimento inferior ao das voluntárias saudáveis, as características fenotípicas e 

funcionais apresentaram uma melhora. Entretanto o tratamento com o tamoxifeno é 

um fator que não pode ser ignorado. Assim, a cultura de DCs derivadas de PBMCs 

de pacientes com câncer foi suplementada com tamoxifeno, e este, não corrigiu as 

falhas fenotípicas já descritas nas células de pacientes com câncer operável. Muito 

pelo contrário, no uso dos moduladores específicos de receptor de estrógeno seriam 

capazes de inibir a capacidade imunoestimuladora das DCs que apresentariam um 

fenótipo mais imaturo (Nalbandian et al., 2005).  

Assim, as DCs são “alvos” do microambiente tumoral, evidenciado pelas 

células obtidas de pacientes com câncer de mama, que apresentaram maior 

susceptibilidade aos efeitos inibitórios quando comparadas com células obtidas de 

voluntárias saudáveis. Além disso, os resultados sugerem os efeitos causados pelos 

fatores solúveis do tumor não se limitam apenas a células já diferenciadas, podendo 

também interferir com as células precursoras de DCs, sendo um possível 

mecanismo de evasão interferindo com as células imunes antes mesmo de elas 

chegarem ao tecido tumoral, principalmente as APCs, impedindo o desenvolvimento 

de uma resposta tumor-específica. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 

 

 



 
 

- As análises fenotípicas de células derivadas do tumor mostraram uma 

expressão de CD83 maior que outros marcadores de DCs, e pela 

imunohistoquímica, mostra a presença delas infiltardas no tumor em regiões intra e 

peritumorais. 

- PBMCs de pacientes com câncer de mama operável e voluntárias saudáveis 

são capazes de diferenciar-se em DCs em cultura suplementada com IL4, GM-CSF 

e TNF-, entretanto as DCs de pacientes apresentaram alterações fenotípicas e 

funcionais. Estes resultados podem estar relacionados a menor expressão de 

receptores para IL4 e GM-CSF nas PBMCs de pacientes. 

- DCs obtidas de PBMCs de pacientes apresentaram aterações fenotípicas com 

menor expressão de HLA-DR, CD11c e moléculas co-estimuladoras (CD80 e CD86) 

e CCR7, reduz a capacidade aloestimuladora e apresenta um padrão de citocina 

imunossuperssor 

- Nos ensaios de co-cultura de DCs com linhagem tumoral (MCF-7 e SK-BR-3), a 

presença da célula tumoral e seus fatores solúveis modificaram na capacidade de 

maturação de DCs a partir de PBMCs, aumentaram a relação de células CD4+ para 

CD8+ e concentração de IL10 na co-cultura de DCs e linfócitos alogenéicos.  

- O pH ácido modificou a capacidade das PBMCs se diferenciarem em DCs nas 

pacientes, sugerindo maior sensibilidade a modificação do pH. 

- O bloqueio da via da p38MAPK causou prejuízo no fenótipo e na produção de 

IFN- nas células das voluntárias. 

- A HSP27 encontra-se mais expressa nas DCs diferenciadas de PBMCs de 

pacientes, podendo estar relacionado à via de ativação de estresse p38MAPK.   
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- A ausência do tumor nas pacientes tratadas com tamoxefeno apresentou 

melhora fenotípica e funcional das DCs, entretanto, a presença do tamoxifeno na 

cultura de DCs de pacientes com tumor não reverteu completamente as alterações 

fenotípicas e funcionais, sugerindo que a presença do tumor interfere na 

diferenciação de PBMCs em DCs. 

- As alterações fenotípicas e funcionais observadas nas DCs podem ser 

provocadas pela presença de fatores que compõe o microambiente tumoral, atuando 

como um fator estressante capaz de influenciar negativamente a capacidade de 

geração de DCs competentes. 
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