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“It"has"been"an"amazing"privilege"to"watch"the"progress"of"immunology"

from"the"early"days"of"clonal"selection"and"cellHmediated"immunity"to"the"

present."This"progress"may"seem"overwhelming"for"investigators"who"

are"now"beginning"in"the"field,"when"they"encounter"hundreds"of"

molecules"with"their"CD"numbers"(in"contrast"there"were"only"two"

markers"when"I"began"(…)),"and"dozens"of"cytokines,"chemokines,"cell"

types,"signal"transducers,"and"transcription"factors."(…)"It"was"exciting"

when"dendritic"cells"appeared"first"as"novel"cells,"and"it"remains"exciting"

that"these"cells"represent"a"novel"force"in"medicine.”""

"

Ralph"M."Steinman"(1943H2011)"



!

RESUMO"
!

MIGLIORI0LEÃO! DE! MOURA,! I.! K.! Avaliação! funcional! de! NF7κB! em! células!
dendríticas!de!pacientes!com!câncer!de!mama.!2016.!138!f.!Tese!(Doutorado!em!
Imunologia)! 0! Instituto! de! Ciências! Biomédicas,! Universidade! de! São! Paulo,! São!
Paulo,!2016.!
!
As!células!dendríticas!(DCs)!são!as!principais!células!apresentadoras!de!antígenos!e!
responsáveis! pelo! direcionamento! da! resposta! imune! e,! por! isso,! são! utilizadas! em!
tratamentos! imunoterápicos! onde! a! ativação! de! células! T! é! crítica,! como! no! câncer.!
Porém,!DCs!de!pacientes!com!câncer!apresentam!alterações!fenotípicas!e!funcionais,!
contribuindo!para!o!escape!tumoral!à!resposta!imune.!Uma!das!alterações!em!células!
do!sistema!imune,!associadas!ao!câncer,!ocorre!na!via!do!fator!de!transcrição!nuclear!
kappa!B!(NF0κB).!Este!fator!é!uma!combinação!de!dímeros!de!membros!da!família!Rel!
(p65/RelA,! c0Rel,! RelB,! p50/NF0κB1,! e! p52/NF0κB2),! que,! quando! ativados,! migram!
para!o!núcleo!e!controlam!inúmeros!genes!associados!à!resposta!imune.!Também!na!
fisiologia! das! DCs! há! participação! intensa! de! NF0κB.! Assim,! visto! que! processos!
cruciais!de!diferenciação!e!maturação!das!DCs!são!regulados!pelo!fator!de!transcrição!
nuclear!kappa!B,!nos!propusemos!a!estudar!esta!via!em!células!dendríticas!derivadas!
de!monócitos!(Mos)!de!pacientes!com!câncer!de!mama,!partindo!da!hipótese!de!que!
alterações! desta! via! contribuam,! nesses! indivíduos,! para! a! geração! de! DCs! com!
fenótipo! alterado,! levando! ao! escape! tumoral.! A! análise! fenotípica! das! DCs! indicou!
menor! frequência! de! células! CD86+,! CD83+! e! HLA0DR+! ao! final! das! culturas! das!
pacientes!em!comparação!com!as!culturas!controles!(p!<!0,05).!A!análise!de!citocinas!
no! sobrenadante! das! culturas! para! diferenciação! em! DCs! indicou! aumento! na!
concentração!de!IL08,!citocina!associada!a!um!pior!prognóstico!de!câncer!de!mama!e!
regulada!por!NF0κB,!nas!culturas!de!pacientes!do!quinto!dia!(iDCs),!1!e!24!horas!após!
estímulo!de!ativação!com!TNF0α,!em!comparação!com!as!de!controles,!embora!estas!
diferenças!não! tenham!atingido!significância!estatística.!Ainda,!a!análise!da!presença!
de!NF0κB!no!núcleo!de!Mos!(recém!selecionados),!iDCs!(quinto!dia!da!cultura)!e!mDCs!
(24!horas!após!ativação!com!TNF0α)! indicou!que!as!pacientes!falham!em!modular!tal!
fator!de!transcrição,!isto!é,!sua!presença!não!distingue!estes!estágios!de!maturação,!ao!
contrário! do! que! ocorre! em! células! de! doadoras! sadias.! Isto! se! reflete! numa!maior!
quantidade!de!NF0κB!no!núcleo!de! iDCs!de!pacientes,!e!numa!ausência!de!aumento!
significativo!de!translocação!de!NF0κB!para!o!núcleo!após!a!ativação,!como!ocorre!com!
as! células! provenientes! de! doadoras! sadias! (p! <! 0,001).! Tais! alterações! podem! ser!
decorrentes!alterações!na!expressão!de!genes!que!codificam!proteínas! inibidoras!de!
NF0κB,! IKKs,! e! co0ativadores! transcricionais.! Com! relação! à! composição! das!
subunidades,!os!experimentos!de!supershift!indicaram!que!tanto!iDCs!como!mDCs!de!
pacientes! e! controles! possuem,! nas! condições! testadas,! p50,! p65,! RelB! e! cRel.! No!
entanto,! enquanto! iDCs! controles! possuem! uma! quantidade! relativa!maior! de! p50! e!
menor!das!demais!subunidades,!com!diminuição!na!contribuição!relativa!de!p50!após!a!
ativação,! as! iDCs! de! pacientes,! de! modo! geral,! já! apresentam! o! perfil! das! mDCs!
controles,! até! onde! se! pôde! avaliar.! Tomados! em! conjunto,! os! resultados! globais!
indicam!diferenças!entre!as!DCs!controles!e!de!pacientes!quanto!à!modulação!de!NF0
κB,! as! quais! podem! ser! potencialmente! responsáveis! pelos! defeitos! observados! nas!
DCs,!contribuindo!para!o!escape!à!resposta!imune.!
!
Palavras7chave:!Neoplasias!mamárias.!Células!dendríticas.!Tolerância!imunológica.!
Fatores!de!transcrição.!Quimiocinas.!Radioimunoensaio.!



!

ABSTRACT!
!

MIGLIORI0LEÃO!DE!MOURA,! I.!K.!Functional! evaluation! of! NF7κB! in! dendritic!
cells!of!breast!cancer!patients.!2016.!138!p.!PhD!thesis!(Immunology)!0!Instituto!de!
Ciencias!Biomédicas,!Universidade!de!São!Paulo,!São!Paulo,!2016.!
!
Dendritic! cells! (DCs)! are! the! main! antigen! presenting! cells! and! responsible! for!
directing! the! immune! response.! Therefore,! they! are! used! in! immunotherapy!
treatments!where!the!activation!of!T!cells!is!critical,!such!as!in!cancer.!However,!DCs!
from! cancer! patients! present! phenotypic! and! functional! changes,! contributing! to!
tumor!escape!from!the!immune!system.!One!of!the!alterations!in!the!immune!system!
cells!associated!with!cancer!occurs!on!the!nuclear!transcription!factor!kappa!B!(NF0
kB)! pathway.! This! transcription! factor! is! actually! a! combination! of! dimers! of! Rel!
family!members!(p65/RelA,!c0Rel,!RelB,!p50/NF0κB1!and!p52/NF0κB2)!which,!when!
activated,! migrates! to! the! nucleus! and! control! many! genes! associated! with! the!
immune!response.!Also! in! the!physiology!of!DCs!there! is!active!participation!of! the!
NF0kB.!Thus,!considering! that!crucial!processes!of!differentiation!and!maturation!of!
dendritic!cells!(DCs)!are!regulated!by!NF0kB,!we!proposed!to!study!this!pathway! in!
monocyte0derived! DCs! from! breast! cancer! patients,! based! on! the! hypothesis! that!
alterations! in!such!pathway!may!contribute! in! these! individuals! to! the!generation!of!
DCs!having!phenotypic!and!functional!changes,!leading!to!tumor!escape.!Phenotypic!
analysis! of!DCs!showed! lower! frequency!of!CD86+,!CD83+!and!HLA0DR+! cells! the!
end! of! the! cell! cultures! from! compared! with! control! cultures! (p! <! 0.05).! Cytokine!
analysis! in! the! supernatants! of! cultures! for! differentiation! into! DCs! showed! an!
increase!in!the!concentration!of!IL08,!cytokine!associated!with!a!poor!breast!cancer!
prognosis!and!regulated!by!NF0kB,! in!cultures!from!patients!from!fifth!day!(iDCs),!1!
and!24!hours!after!activation!od!DCs!with!TNF0α!stimulation,!compared!to!controls,!
although! these! differences! did! not! reach! statistical! significance.! Furthermore,!
analysis!of!the!presence!of!NF0kB!in!the!nucleus!of!monocytes!(newly!selected)!iDCs!
(fifth!day!of!culture)!and!mDCs!(24!hours!after!activation!with!TNF0α)! indicated!that!
patients! fail! to! modulate! this! transcription! factor,! that! is,! its! presence! does! not!
distinguish!between!these!stages!of!maturation,!unlike!what!occurs!in!cells!of!healthy!
donors.!This! is! reflected! in!a!greater!amount!of!NF0kB! in! the!nucleus!of! iDCs! from!
patients!and!in!an!absence!of!significant!increase!in!the!translocation!of!NF0kB!to!the!
nucleus!upon!activation,!as!can!be!seen!with!cells!from!healthy!donors!(p!<!0.001).!
Such!changes!may!be!due!to!altered!expression!of!genes!encoding!NF0kB!inhibitory!
proteins,! IKKs,! and! transcriptional! co0activators.! Regarding! the! composition! of! the!
subunits,! the! supershift! experiments! indicated! that! both! iDCs! and! mDCs! from!
patients!and!controls!present,!under!the!conditions!tested,!p50,!p65,!RelB!and!cRel.!
However,!while! iDCs! from! controls! have! a! higher! relative! amount! of! p50! and! less!
contribution!of!the!other!subunits,!with!a!decrease!in!the!relative!contribution!of!p50!
after! activation,! the! iDCs! from! patients,! generally,! already! have! the! same! profile!
observed! in! mDCs! from! controls.! Taken! together,! the! results! indicate! differences!
between! patients’! and! controls’! DCs! as! to! the! modulation! of! NF0kB,! which! can!
potentially! be! responsible! for! the! observed! defects! in! cancer! patients’! DCs,!
contributing!to!the!tumor!escape!from!the!immune!response.!
!
Key! words:! Breast! neoplasms.! Dendritic! cells.! Immunological! tolerance.!
Transcription!factors.!Chemokines.!Radioimmunoassay.!
!
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O!sistema!imune!tem!como!funções!primárias!o!reconhecimento!de!antígenos!

e! a! geração! de! diversas! respostas! qualitativas! diferentes.! As! células! dendríticas!

(DCsY! do! inglês,! dendritic" cells),! denominadas! dessa! maneira! por! seu! aspecto!

morfológico! (do!grego! “dendron”!=!árvore)! (STEINMANY!COHN,!1973),!são!células!

com! papel! central! neste! processo,! pois,! além! de! serem! as! principais! células!

apresentadoras! de! antígenos! (APCsY! do! inglês,! antigen" presenting" cells),! são!

capazes! de! reconhecer! perturbações! na! homeostasia! dos! tecidos! e,! mediante!

estímulos!apropriados!ao!padrão!da!perturbação!tecidual,!direcionar!o!sistema!para!

uma! resposta! imune! adequada! aos! antígenos! por! ela! apresentados! (revisto! por!

STEINMANY!BANCHEREAU,!2007Y!revisto!por!STEINMAN,!2012).!!

Neste! sentido,! é! bem! caracterizado! o! papel! das! DCs! tanto! na! indução! de!

resposta,!quanto!na!manutenção!de!tolerância.!Isso!ocorre!pois!as!DCs,!!localizadas!

na! maioria! dos! tecidos,! são! especializadas! na! captura! e! no! processamento! de!

antígenos,!uma!vez!que!estão!continuamente!convertendo!proteínas!em!peptídeos,!

e! apresentando0os! no! contexto! de! moléculas! codificadas! por! genes! do! complexo!

principal!de!histocompatibilidade!(MHCY!do!inglês,!major"histocompatibility"complex)!

aos! linfócitos! T.! Quando! ativadas! por! estímulos! pró0inflamatórios,! as! DCs! sofrem!

alterações! em! muitas! moléculas! de! membrana,! como! por! exemplo! aumento! de!

expressão!de!HLA0DR!e!das!moléculas!co0estimuladoras!CD80,!CD86!e!CD40,!bem!

como! aumento! da! expressão! do! marcador! de! maturação! CD83.! Além! disso,!

diminuem! sua! capacidade! endocítica! e! migram,! direcionadas! pelo! receptor! para!!

quimiocinas,! CCR7,! para! os! órgãos! linfóides! secundários,! para! apresentação!

antigênica!para!os!linfócitos!T.!Essa!interação!DC0linfócito!T!resulta!em!seleção!dos!

linfócitos! cujos! receptores! clonais! reconhecem! especificamente! o! peptídeo! no!

contexto! das! moléculas! do! MHC,! ativando0os,! induzindo0os! à! proliferação! e! à!

diferenciação!em!uma!determinada!subpopulação,!conectando,!portanto,!a!resposta!

imune!inata!à!adaptativa!(revisto!por!BANCHEREAUY!STEINMAN,!1998Y!revisto!por!

CYSTER,!1999Y!revisto!por!ITANOY!JENKINS,!2003Y!revisto!por!RANDOLFY!ANGELIY!

SWARTZ,!2005Y!SALLUSTO!et!al.,!1999Y!revisto!por!STEINMAN,!2012).!

As! DCs! não! apenas! direcionam! o! sistema! imune! a! “atacar”! aquilo! que! é!

reconhecido!como!estranho!ou!aberrante,!mas! também!dirigem!o!sistema! imune!a!

não! responder! ao! que! é! reconhecido! como! próprio,! de! modo! a! evitar! doenças!

autoimunes.! Normalmente,! as! células! T! maduras! não! respondem! aos! peptídeos!

próprios!que!são!apresentados,!visto!que!durante!o!desenvolvimento!destas!células,!
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apenas! aquelas! que! reconhecem! auto0antígenos! com! baixa! afinidade! são!

selecionadas! a! amadurecer! e! entrar! na! circulação! (BANCHEREAUY! STEINMAN,!

1998).!Além!disso,!as!DCs,!quando!se!localizam!na!periferia,!em!um!estado!imaturo,!

possuem!baixa!expressão!de!moléculas!co0estimuladoras!na!membrana,! induzindo!

linfócitos!T!à!anergia!ou!à!diferenciação!em!células!supressoras!(STEINMAN,!2003).!

! Deste! modo,! a! diferenciação! de! linfócitos! T! é! influenciada! por! algumas!

características!das!DCs,!como!nível!de!expressão!das!moléculas!co0estimuladoras,!

padrão! de! expressão! de! receptores,! padrão! de! citocinas! secretadas! no! ambiente,!

entre!outras!(STEINMANY!BANCHEREAU,!2007).!Assim,!subpopulações!de!células!

T! auxiliares! (ThY! do! inglês,! T" helper)! adquirem! as! mais! diferentes! capacidades,!

desde!a!produção!de! IFN0γ! (células!Th1),! importante,! por! exemplo,! no! combate!a!

infecções! por! bactérias! intracelulares! (MALDONADO0LOPEZ! et! al.,! 1999Y!

NAPOLITANI! et! al.,! 2005Y! PULENDRAN! et! al.,! 1999),! até! a! produção! de! IL010!

(células! T! reguladoras! 1! ou! Tregs1),! citocina! com! efeito! supressor! de! linfócitos!

(JONULEIT!et!al.,!2000).!!

! Considerando! a! gama! de! respostas! imunes! sob! influência! das! DCs,! e! a!

possibilidade!de!modulação! in"vivo!ou!diferenciação!dessas!células! in"vitro,!a!partir!

de! monócitos! de! sangue! periférico! (CAUX! et! al.,! 1992Y! LANZAVECCHIA,! 1994Y!

ROMANI! et! al.,! 1994Y!ROMANI! et! al.,! 1996Y!SALLUSTOY!ZHOUY!TEDDER,! 1996),!

não! é! de! surpreender! que! as!DCs! sejam! alvo! de! investigação! para! utilização! em!

tratamentos! imunoterápicos! das! mais! diversas! condições,! como! doenças!

infecciosas,!doenças!autoimunes,! transplantes!e!câncer! (O’NEILL,!2006Y!OSHIROY!

ALMEIDAY! PALUCKA! et! al.,! 2010Y! PHILLIPSY! GIANNOUKAKISY! TRUCCO,! 2009Y!

SILVA0DUARTE,! 2009).! Além! disso,! visto! que! os! processos! de! diferenciação! e!

maturação!das!células!dendríticas!são!cruciais!para!a!correta! indução!de! resposta!

imune!e!ativação!de!linfócitos!T!virgens,!e!que!a!inibição!destes!processos,!por!sua!

vez,!pode! levar!à!supressão!da! resposta!e/ou!à! indução!de! tolerância! (revisto!por!

BANCHEREAUY! STEINMAN,! 1998Y! LUTZY! SCHULER,! 2002),! é! esperado! que!

“falhas”!das!DCs!contribuam!significativamente!para!a!progressão!tumoral.!

! !!Nosso!laboratório,!em!particular,!se!dedica!há!bastante!tempo!ao!estudo!do!

câncer,!tendo!contribuído!para!um!melhor!entendimento!dos!mecanismos!de!evasão!

tumorais,! já! que! muitos! deles! atuam! sobre! as! DCs! (AZEVEDO0SANTOS,! 2010Y!

BALEEIROY! BARBUTO,! 2008Y! BALEEIRO! et! al.,! 2008aY! BALEEIRO! et! al.,! 2008bY!

CLAVIJO0SALOMON! et! al.Y! 2015Y! NEVES! et! al.,! 2005Y! RAMOS! et! al.,! 2012Y!
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ROMAGNOLI!et!al.,! 2013Y!ROMAGNOLI!et!al.,! 2015),!as!quais!desempenham!um!

importante!papel!na!resposta!antitumoral!(revisto!por!SCHULERY!STEINMAN,!1997).!

Essas,! em! pacientes! com! câncer,! possuem! fenótipo! alterado,! apresentando!

expressão! diferenciada! de! moléculas! co0estimuladoras! e! MHC0II,! tornando0se!

células!com!reduzida!capacidade!de!apresentação!de!antígenos,!o!que!auxiliaria!o!

tumor!no!escape!à!resposta!imune!(AZEVEDO0SANTOS,!2010Y!CHAUX!et!al.,"1996Y!

GABRILOVICH!et!al.,"1997Y!revisto!por!GABRILOVICH,!2004Y!NEVES!et!al.,!2005).!

Observações!de!nosso!laboratório,!corroboradas!por!outras!da!literatura!(CHAUX!et!

al.,!1997Y!DELLA!BELLA!et!al.,!2003Y!GABRILOVICHY!CIERNIKY!CARBONE,!1996Y!

GABRILOVICH! et! al.,! 1997Y! PEDERSEN! et! al.,! 2005Y! RADMAYR! et! al.,! 1995),!

sugerem!que!os!defeitos! funcionais!nas!DCs! intratumorais!se!manifestam! também!

em! DCs! diferenciadas! in" vitro,! a! partir! de! monócitos! do! sangue! periférico! de!

pacientes! com! câncer! (BALEEIRO! et! al.,! 2008Y! CLAVIJO0SALOMON! et! al.,! 2015Y!

NEVES! et! al.,! 2005Y! RAMOS! et! al.,! 2012),! o! que! representa! um! obstáculo! à!

utilização!dessas!DCs!em!tratamentos! imunoterápicos! (revisto!por!BANCHEREAUY!

PALUCKA,!2005Y!ZOU,!2005).!Desenvolve0se!no!laboratório,!portanto,!um!protocolo!

de! vacinação! terapêutica! com! a! utilização! de! células! híbridas,! a! partir! de! células!

tumorais! autólogas! e! DCs! alogenêicas,! com! resultados! bastante! positivos!

(BARBUTO! et! al.,! 2004Y! DALL'OGLIOY! SROUGIY! BARBUTO,! 2003Y! NEVES! et! al.,!

2005).!

! Para!citar!alguns!exemplos,!no!estudo!realizado!em!pacientes!com!melanoma!

ou! com! carcinoma! renal! metastáticos! observou0se,! após! a! vacinação! terapêutica!

com!as!células!híbridas,!estabilização!da!doença!em!cerca!de!70%!dos!casos,!por!

um!período!mediano!de!cerca!de!6!meses!(BARBUTO!et!al.,!2004).!Neste!mesmo!

estudo,! um!paciente! com!carcinoma! renal!metastático!apresentou! resposta!efetiva!

após! a! imunoterapia,! com! involução! completa! das! metástases! (DALL'OGLIOY!

SROUGIY!BARBUTO,!2003).!Há!ainda!um!relato!do!nosso!laboratório!que!indica!que!

o!defeito!observado!nas!DCs!derivadas!de!monócitos!é!reversível.!Em!um!paciente!

com!carcinoma!de!células!renais!cromófobo,!a!retirada!do!tumor!foi!associada!com!

diminuição!da!expressão!de!PD0L1!em!DCs!derivadas!de!monócitos,!mas!também,!

de!modo!surpreendente,!de!CD205,!HLA0DR,!CD80!e!CD86.!Ainda,!a! capacidade!

dessas!células!em!estimular!a!proliferação!de!células!T!aumentou,!juntamente!com!

o! aumento! de! expressão! de! IL02Rα! e! aumento! da! produção! de! IFN0γ! (CLAVIJO0

SALOMON! et! al.,! 2015).! Essas! observações! sugerem! não! apenas! que! a!
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imunossupressão! sobre! as! DCs! e! seus! precursores,! causada! pelo! tumor,! seja!

importante! forma! de! escape! à! resposta! imune,! mas! também! que! há! muito! a! ser!

estudado,!para!que!possamos!identificar!quais!mecanismos!são!determinantes!para!

a!obtenção!de!uma!resposta!imune!efetiva!contra!o!tumor,!e!qual!a!melhor!maneira!

de!consegui0la!com!tratamento!imunoterápico!utilizando!DCs.!

! Assim,! visando! o! aprofundamento! do! conhecimento! sobre! os! mecanismos!

responsáveis! pelas!alterações! fenotípicas!e! funcionais! das!DCs!em!portadores!de!

câncer,! iniciou0se! em! nosso! laboratório! o! estudo! da! via! do! fator! nuclear! kappa! B!

(NF0κBY! do! inglês,! nuclear" fator" kappa" B)! em! DCs! diferenciadas! a! partir! de!

monócitos! de! pacientes! com! diversos! tipo! de! neoplasias! (processo! FAPESP! #!

2008/1127801),! partindo! da! hipótese! de! que!esta! via! contribua,! nesses! indivíduos,!

para! a! geração! de! DCs! com! fenótipo! alterado,! levando! ao! escape! tumoral.! Este!

estudo! indicou! haver! diferenças! entres! DCs! maduras! de! paciente! com! câncer! e!

doadores! sadios! com! relação! à! composição! das! subunidades! que! compõem! os!

dímeros! de! NF0κB,! abrindo! questão! a! ser! melhor! estudada! neste! projeto! ora!

proposto.! Essa! questão,! assim! como! observado! no! estudo! realizado! em! nosso!

laboratório,! se! fundamenta! também! em! dados! da! literatura,! alguns! dos! quais!

merecem!ser!citados,!e!que!justificam!o!estudo!realizado.!!

! O!NF0κB!foi!inicialmente!identificado!como!um!fator!de!transcrição!que!se!liga!

na! região!acentuadora!do!gene!que!codifica!a!cadeia! leve!kappa!de!células!B!–!o!

sítio! κB! (SENY! BALTIMORE,! 1986aY! SENY! BALTIMORE,! 1986b).! Tão! logo! foi!

identificado,! emergiu! não! apenas! como! como! um! dos! maiores! reguladores! do!

sistema! imune,! mas! do! organismo! como! um! todo! (revisto! por! BONIZZIY! KARIN,!

2004Y! revisto! por! VALLABHAPURAPUY! KARIN,! 2009).! Isto! porque! o! NF0κB!

compreende!uma!família!de!fatores!de!transcrição!envolvidos!na!regulação!de!uma!

variedade! de! respostas! fisiológicas! e! fisiopatológicas! diferentes! (revisto! por!

COURTOISY! GILMORE,! 2006Y! KARIN,! 2006Y! revisto! por! LENARDOY! PIERCEY!

BALTIMORE,! 1987Y! LENARDO! et! al.,! 1989Y! revisto! por!O’NEILLY! KALTSCHMIDT,!

1997),! sendo! expresso! de! maneira! ubíqua! no! organismo.! Esses! fatores! de!

transcrição! possuem!papel! crucial! em!processos! como!hematopoiese! (BOTTEROY!

WITHOFFY! VERMA,! 2006Y! GERONDAKISY! SIEBENLIST,! 2010),! morte! celular! e!

resposta!inflamatória!(revisto!por!BONIZZIY!KARIN,!2004Y!LAWRENCE,!2009Y!revisto!

por!LIY!VERMA,!2002),!e! já!foram!associados!a!doenças!inflamatórias!(GOLDMINZ!

et!al.,!2013Y!VOGELY!MATSUMURA,!2009Y!WANG!et!al.,!2009)!e!ao!câncer!(BRAUN!
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et! al.,! 2006Y! DOLCET! et! al.,! 2005Y! HAGEMANN! et! al.,! 2008Y! revisto! por! KARIN,!

2006Y!revisto!por!XIAY!SHENY!VERMA,!2014).!!

! O!NF0κB!é!composto!por!homo!ou!heterodímeros!de!proteínas!que!pertencem!

à! família!Rel,!pois!compartilham!o!domínio!de!homologia!Rel! (RHDY!do! inglês,!Rel"

homology" domain),! de! cerca! de! 300! aminoácidos! na! porção! N0terminal,! o! qual! é!

responsável! pela! dimerização! das! subunidades,! interação! com! as! proteínas!

inibidoras!de!NF0κB,!as!IκBs!(do!inglês,! inhibitors"of"NFHκB),!e!ligação!de!NF0κB!ao!

DNA.!As!proteínas!que!podem!dar!origem!ao!NF0κB!são!produzidas,!em!mamíferos,!

por! cinco! genes:! rela,! relb,! rel,! nfκb1! e! nfκb2,! os! quais! codificam! as! seguintes!

proteínas:!RelA!(ou!p65),!RelB,!cRel,!NF0κB1!(ou!p50!e!sua!forma!precursora!p105)!

e! NF0κB2! (ou! p52! e! sua! forma! precursora! p100),! respectivamente.! As! proteínas!

precursoras! p105! e! p100! são! parcialmente! proteolisadas! pelo! proteassoma!

(processamento),! resultando! na! produção! de! suas! formas! maduras! p50! e! p52,!

respectivamente!(DOLCET!et!al.,!2005Y!PERKINSY!GILMORE,!2006).!!

! A! ativação! de!NF0κB! pode! ser! resultado! da! sinalização! por! diferentes! vias,!

como! estímulos! por! citocinas! pró0inflamatórias,! fatores! de! crescimento,! produtos!

microbianos,!etc.!Por!sua!vez,!o!NF0κB!pode!atuar!na!transativação!de!mais!de!200!

genes!relacionados!à!sobrevivência!celular,!apoptose,!crescimento!celular,!resposta!

imune! e! inflamação! (revisto! por! AGGARWAL,! 2004Y! revisto! por! BONIZZIY! KARIN,!

2004Y!revisto!por!LIY!VERMA,!2002).!Em!células!normais,!a!ativação!de!NF0κB!ocorre!

após! estímulo! por! uma! ou! mais! das! muitas! vias! mencionadas,! que! então! leva! à!

modulação!da!expressão!de!seus!genes0alvo.!Existem!mecanismos!reguladores!que!

causam!o!retorno!de!NF0κB!ao!seu!estado!inativo,!cessando!por!sua!vez!tal!estímulo!

(revisto!por!LAWRENCE,!2009).!!

! Na! maioria! dos! tipos! celulares! os! dímeros! de! NF0κB! se! encontram!

predominantemente! no! citoplasma,! onde! se! mantêm! na! sua! forma! inativa! pela!

interação! com! as! IκBs! (ou! com! as! formas! precursoras! p105! e! p100),! as! quais!

impedem! a! translocação! dos! dímeros! para! o! núcleo.! As! IκBs! são! caracterizadas!

pela!presença!de!múltiplas! repetições!de!anquirina,!sítio! responsável!por!mediar!a!

interação! proteína0proteína.! Dentre! os! membros! desta! família! de! proteínas!

inibidoras,!as!proteínas!IκBα,!IκBβ!e!IκBε!são!as!mais!bem!caracterizadas.!Contêm!

dois!resíduos!conservados!de!serina!que!podem!ser!fosforilados!pelas!IκB0quinases,!

as!IKKs,!sinalizando!para!a!degradação!dependente!de!ubiquitina!pelo!proteassoma.!

Uma!vez!que!as!proteínas!inibidoras!são!degradadas,!o!NF0κB!pode!ser!translocado!
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para!o!núcleo,!atuando!como!fator!de!transcrição!de!uma!variedade!de!genes!(evisto!

por! BEINKEY! LEY,! 2004Y! revisto! por! BONIZZIY! KARIN,! 2004Y! revisto! por!

LAWRENCE,!2009Y! revisto!por!LIY!VERMA,!2002Y! revisto!por!SUNY!LEY,!2008).!O!

Bcl03,! por! sua! vez,! é! um!membro! peculiar! da! família! das! IκBs,! pois! interage! com!

homodímeros!de!p50!e!p52,!que!não!possuem!domínios!que!transativação,!atuando!

como! coativador! transcricional! (revisto! por! BEINKEY! LEY,! 2004Y! revisto! por!

LAWRENCE,!2009).!

! As! proteínas! precursoras! p105! e! p100! compartilham! homologia! estrutural!

com!as!IκBs!na!porção!C0terminal.!Nesse!sentido,!assim!como!as!IκBs,!p105!e!p100!

se!ligam!ao!NF0κB!maduro,!sequestrando0o!no!citoplasma.!De!forma!semelhante,!e!

como!já!mencionado,!a!proteólise!parcial!de!p105!e!p100!pelo!proteassoma!resulta!

na! produção! das! formas! maduras,! p50! e! p52,! respectivamente,! que! podem,! em!

conjunto!com!a!subunidade!a!qual!estão!ligadas,!migrar!para!o!núcleo!e!modular!a!

expressão! gênica.! Ainda,! p105! pode! se! ligar! a! dímeros! de! NF0κB! e! ser!

completamente!degradada!pelo!proteassomo,!liberando!o!NF0κB!para!atuar!no!DNA!

(BEINKEY!LEY,!2004Y!SUNY!LEY,!2008).!!

! Uma! característica! importante! das! subunidades! RelA,! RelB! e! c0Rel! é! a!

presença! do! domínio! de! transativação! (TADY! do! inglês,! transcription" activation"

domain)! na! porção! C0terminal,! de! modo! que! dímeros! que! possuem! estas!

subunidades!podem!regular!positivamente!a!transcrição!de!genes.!Visto!que!p50!e!

p52!não!possuem!este!domínio,!precisam!interagir,!por!exemplo,!com!cofatores,!tais!

como! a! proteína! Bcl03,! ou! com! as! subunidades! de! NF0κB! que! possuem! TAD!

(BEINKEY! LEY,! 2004Y! CARLOTTI! et! al.,! 2000Y! CHEN,! 2008Y! LENARDOY!

SIEBENLIST,! 1994Y! PALMERY! SUNY! LEY,! 2008Y! revisto! por! VALLABHAPURAPUY!

KARIN,!2009).!Uma!representação!esquemática!das!subunidades!de!proteínas!que!

compõem!a!família!do!NF0κB!pode!ser!observada!na!Figura!1.!

!
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!

Figura! 1! –! Subunidades! que! compõem! o! NF7κB.! Representação! esquemática! simplificada! das!
subunidades!de!proteínas!que!compõem!a!família!do!NF0κB,!contendo!os!principais!domínios.!RHD!=!
domínio!de!homologia!RelY!LZ!=!zíper!de!leucinaY!TAD!=!domínio!de!transativação!(esquema!baseado!
em!Hayden!e!Ghosh,!2004Y!Ghosh!e!Hayden,!2008).!!
!

! Enquanto! que! RelB! heterodimeriza! predominantemente! com! p100!

(DOBRZANSKIY!RYSECKY!BRAVO,!1995),!assim!como!com!a!sua!forma!processada!

p52!(SENFTLEBEN!et!a.,!2001Y!YILMAZ!et!al.,!2003),!p65!e!cRel!heterodimerizam!

predominantemente!com!p50!(revisto!por!KARINY!BEN0NERIAH,!2000).!Ainda,!RelB!

é!considerado!um!membro!peculiar!da!família,!pois!é!o!único!que!possui!um!motivo!

zíper!de!leucina,!o!que!conferiria!a!este!membro!características!funcionais!diferentes!

(revisto!por!MILLETY!MCCALLY!YOZA,!2013).!

! O!mecanismo!de!ativação!do!NF0κB!mais!bem!caracterizado!é!denominado!

de!via!clássica!ou!canônica,!mediada!predominantemente!por!dímeros!de!p50/RelA!

e!p50/cRel.!Esta!via,!de!modo!geral,!é!essencial!para!a!resposta!imune,!inflamação!

e! promoção! da! sobrevivência! celular.! Nesta! via,! estímulos! por! vários! receptores!

imunes,!como!por!meio!dos!receptores!tipo!Toll!(TLRY!do!inglês,!TollHlike"receptors),!

receptor! de! IL01! (IL01R),! receptor! do! fator! de! necrose! tumoral! (TNFRY! do! inglês,!

tumor"necrosis"factor"receptor),!entre!outros,!desencadeiam!eventos!de!transdução!

de! sinal! que! levam!à! ativação! do! complexo! IKK,! composto! por! duas! subunidades!

catalíticas! (IKK01!e! IKK02)!e!uma!subunidade! reguladora!NEMO! (do! inglês,!NFHκB"

essential" modulator).! A! ativação! desta! cascata! conta! com! a! participação! do!

adaptador! TAK01! (do! inglês,! transforming" growth" fator" β" activated" kinase)! que,!

acredita0se,! atue! diretamente! na! fosforilação! do! loop! de! ativação! de! IKK02.!A! IKK!

ativada,! por! sua! vez,! fosforila! a! IκBα,! desencadeando! a! poliubiquitinação! e! a!

degradação! mediada! pelo! proteassoma! desta! proteína! inibidora,! permitindo! a!

libertação! então! das! subunidades! associadas! de! NF0κB,! que! translocam! para! o!
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núcleo!(BEINKEY!LEY,!2004Y!SUNY!LEY,!2008).!!

! A!via!alternativa!de!sinalização!do!NF0κB,!ou!não!canônica,!por!outro!lado,!é!

estimulada!por!receptores!tais!como!LTβR!(receptor!β!de!linfotoxina)!e!CD40,!sendo!

importante! para! a! organogênese! linfóide! secundária,! maturação! de! células! B! e!

imunidade! humoral! adaptativa.! Esta! via! envolve! a! ativação,! por! meio! de! NIK!

(quinase!indutora!de!NF0κB),!de!IKK01,!que!atua!fosforilando!a!p100!para!promover!

seu!processamento!em!p52,!que!se!transloca!ao!núcleo!predominantemente!sob!a!

forma!de!heterodímeros!de!p52/RelB!(BEINKEY!LEY,!2004Y!SUNY!LEY,!2008).!!

! Reconhece0se!ainda!a!via!de!ativação!de!p105,!que!atua,!entre!outros,!como!

proteína! inibidora! de! homodímeros! de! p50! no! citoplasma.! Esta! via! está!

particularmente! envolvida! em! respostas! imunes! e! inflamatórias.! Na! presença! de!

estímulos! comuns! aos! da! via! clássica,! o! complexo! IKK! fosforila! p105,! a! qual! é!

também! poliubiquitinada,! sinalizando! para! sua! completa! degradação! pelo!

proteassoma! e! culminando! com! a! translocação! nuclear! dos! homodímeros! de! p50!

(BEINKEY!LEY,!2004Y!SUNY!LEY,!2008).!Uma!representação!esquemática!das!vias!

de!ativação!de!NF0κB! (canônica,!não!canônica!e!de!p105)!pode!ser!observada!na!

Figura!2.!

!
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!

Figura! 2! –! Vias! de! ativação! de! NF7κB.! Representação! esquemática! simplificada! das! vias! de!
ativação! do! NF0κB:! canônica,! não! canônica! e! de! p105! (esquema! baseado! em! Ghosh! e! Hayden,!
2008Y!Hayden!e!Ghosh,!2004Y!Sun!e!Ley,!2008).!!
!

! Os!mecanismos!que!levam!à!terminação!da!atividade!transcricional!de!NF0κB!

são! igualmente! relevantes,! visto! que! são! necessários! para! que! este! fator! de!

transcrição! retorne,! na! forma! de! complexos! latentes,! ao! citoplasma,! de! modo! a!

manter! a! responsividade! celular! para! estímulos! subsequentes.! Este! processo! é!

elegantemente! controlado! por! dois! mecanismos! distintos:! por! nova! síntese! das!
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proteínas! inibidoras! IκBs,! criando,! portanto,! um! loop! de! feedback! negativoY! e! por!

degradação!dependente!de!ubiquitina!das!subunidades!de!NF0κB!no!núcleo!(revisto!

por!WANY!LENARDO,!2010).!

! Em! particular,! em! DCs,! vale! citar! a! importância! do! NF0κB! em! processos!

fundamentais! da! fisiologia! dessas! células.! Em! modelos! de! estudo! utilizando!

camundongos! single" knockout" para! os! genes! que! codificam! as! subunidades! da!

família!Rel,! revelou0se! importância!de!RelB!na!diferenciação!das!DCs!e!de!RelB!e!

cRel! em! sua! capacidade! de! ativação! de! linfócitos! T! (GERONDAKIS! et! al.,! 1999Y!

ZANETTI!et!al.,!2003).!Nenhum!outro!membro!da!família!em!animais!single"knockout"

demonstrou!estar!relacionado!a!falhas!na!capacidade!de!diferenciação!e!também!na!

função! das! DCs,! possivelmente! devido! a! certo! grau! de! redundância! na! atividade!

regulada!por!membros!desses!fatores!de!transcrição.!Porém,!em!estudos!utilizando!

camundongos! double! knockout,! revelou0se! também! a! participação! de! dímeros! de!

NF0κB! contendo! p50! e! p52,! bem! como! de! dímeros! contendo! p50! e! p65! na!

diferenciação! em! DCs,! já! que! se! observou! redução! significativa! no! número! total!

dessas! células! em! animais! double! knockout! para! as! subunidades! p50! e! p52!

(GERONDAKIS! et! al.,! 1999),! e! ausência! total! de! DCs! no! baço! de! camundongos!

double!knockout!para!as!subunidades!p50!e!p65!(OUAAZ!et!al.,!2002).!Neste!último,!

não!foram!observadas!diferenças!nos!precursores!mielóides,!nem!na!capacidade!de!

diferenciação!em!macrófagos,! revelando!a!possibilidade!de!ação!seletiva!de!p50!e!

p65!na!capacidade!de!sobrevivência!das!DCs.!!

! Ainda,!estudos!com!células!humanas,!em!que!houve!o!bloqueio!da!via!do!NF0

κB,! tanto! por! superexpressão! de! IκBα! (YOSHIMURA! et! al.,! 2001b),! quanto! por!

inibição! competitiva! do! NF0κB! (GIANNOUKAKIS! et! al.,! 2000),! observou0se!

comprometimento! grave!da! capacidade!de!apresentação!de!antígenos!pelas!DCs.!

Este! bloqueio! afetou! três! aspectos! fundamentais! do! processo! de! maturação:!

expressão! de! moléculas! de! HLA0II,! de! moléculas! co0estimuladoras,! como! CD80,!

CD86! e! CD40,! e! de! citocinas! imuno0estimuladoras,! como! IL012! e! TNF0α!

(YOSHIMURA! et! al.,! 2001a).! Estudo! mais! recente! apontou! papel! crucial! das!

subunidades! p50! e! cRel! na! regulação! de! genes! importantes! para! a! resposta! de!

linfócitos! T,! como!CD40,! IL012! e! IL018,! e! papel! crucial! de! RelA! na! expressão! de!

citocinas!inflamatórias,!como!TNF0α,!IL01α!e!IL06!(WANG!et!al.,!2007).!!

! Coletivamente,!esses!dados!sugerem!não!apenas!a!importância!de!NF0κB!em!

processos! críticos! para! o! desenvolvimento! da! resposta! imune! pelas! DCs,! mas!
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também! chamam! a! atenção! para! a! função! diferencial! desempenhada! pelas!

subunidades! que! compõem! os! dímeros! de! NF0κB.! De! fato,! a! composição! dos!

dímeros! pode! variar! dependendo! do! tipo! celular,! da! natureza! do! estímulo! e! do!

tempo! após! a! exposição! inicial! ao! mesmo! (HAYDENY! GHOSH,! 2004Y! PERKINS,!

1997Y!SACCANIY!PANTANOY!NATOLI,!2003).!Neste!contexto,!partimos!da!hipótese!

que,!por!possuir! controle! sobre!processos! tão! relevantes!nas!DCs,!alterações!das!

subunidades! de! NF0κB! possam! comprometer! severamente! a! capacidade! de!

apresentação! de! antígenos! pelas! DCs,! podendo! ser! esta! uma! importante! via! de!

modulação!pelo!câncer!para!escape!à!resposta!imune.!!

! Enquanto! muito! é! sabido! sobre! a! contribuição! das! subunidades! de! NF0κB,!

tanto!na!inflamação!(LAWRENCE,!2009),!quanto!em!células!transformadas,!as!quais!

podem!auxiliar!ou! retardar!o!desenvolvimento! tumoral,! sejam!eles! tumores!sólidos!

(MUKHOPADHYAYY! ROTHY!MAXWELL,! 1995Y! SOVAK! et! al.,! 1997Y!WANG! et! al.,!

2009)! ou! hematológicos! (BRAUN! et! al.,! 2006),! não! está! descrita! na! literatura! a!

contribuição!de!NF0κB,!ou!a!relação!entre!a!expressão!diferencial!das!subunidades!

de!NF0κB,! em!DCs!de!pacientes!portadores!de!neoplasias,! de!modo!que!este! foi,!

portanto,!o!objetivo!geral!do!projeto.!

! Para! melhor! investigar! essa! questão,! utilizamos! como! objeto! de! estudo! o!

câncer! de!mama.! Trata0se! do! tipo! de! neoplasia!mais! prevalente! em!mulheres! no!

mundo!–!com!exceção!do!câncer!de!pele!não!melanoma!–!representando!25%!de!

todos! os! tipos! de! câncer! diagnosticados! nesta! parcela! da! população,! tanto! em!

países! em! desenvolvimento! quanto! em! países! desenvolvidos.! Além! disso,! é! a!

principal! causa! de! morte! por! câncer! em! mulheres! no! mundo.! No! Brasil,! foram!

estimados! 57! mil! novos! casos! de! câncer! de! mama! para! o! ano! de! 2014! (INCA,!

2014).!!

! A! etiologia! do! câncer! de! mama! é! multifatorial,! incluindo! componentes!

genéticos,! dieta,! fatores! reprodutivos! e! hormonais.! Esta! doença! ocorre! mais!

frequentemente!em!mulheres!com!menarca!anterior!aos!11!anos,!nulíparas!ou!que!

tiveram!a!primeira!gestação!a!termo!após!os!30!anos.!Ainda,!também!são!fatores!de!

risco! de! desenvolvimento! do! câncer! de! mama,! a! menopausa! tardia! (após! os! 50!

anos),!a!utilização!de!contraceptivos!orais,!o!peso!aumentado!pós0menopausa!e!o!

consumo! de! álcool.! Por! outro! lado,! alguns! fatores! parecem! contribuir! para! uma!

diminuição!do! risco!de! câncer! de!mama,! como!alta! ingestão!de! frutas,! legumes!e!

fibras,!atividade! física!e!aleitamento.!A!associação!do! tabagismo!com!o!câncer!de!
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mama! permanece! incerta,! tendo! inclusive! sido! apontado! como! possível! fator!

protetor,! por! levar! à! diminuição! de! níveis! de! estrógeno! (TAVASSOLIY! DEVILEE,!

2003).!!!

! O! tipo! de! câncer! de! mama!mais! frequentemente! diagnosticado! (de! 40! até!

75%,!dependendo!da!série)!corresponde!ao!carcinoma!ductal!invasivo!ou!carcinoma!

sem!outra!especificação! (NOSY!do! inglês,!not"otherwise"especified)! (BOMBONATIY!

SGROI,! 2011),! objeto! do! presente! estudo.! Trata0se! de! um! grupo! heterogêneo! de!

tumores! que! não! exibe! características! distintivas! suficientes! para! atingir! a!

classificação! de! um! tipo! histológico! específico,! como! o! carcinoma! lobular! ou! o!

carcinoma! tubular.! No! entanto,! ao! contrário! do! que! sugerem! as! nomenclaturas,! a!

grande!maioria!dos!tumores!de!mama!tem!origem!em!uma!mesma!região,!que!é!a!

unidade!lobular0ductal!terminal.!Como!consequência!da!ausência!de!características!

histológicas! de! tipos! específicos,! sendo! o! diagnóstico! por! exclusão,! o! carcinoma!

ductal! invasivo! compreende! uma! grande! diversidade! de! subtipos,! com!

características! histopatológicas! diversas! que! influenciam! o! comportamento! clínico,!

sendo,! portanto,! de! extrema! importância! no! tratamento! e! prognóstico! da! doença!

(CORBEN,!2013Y!TAVASSOLIY!DEVILEE,!2003).!

! Alguns!fatores!estão!relacionados!ou!são!considerados!indicativos!do!grau!de!

malignidade! do! tumor,! influenciando! a! sobrevida! das! pacientes,! tais! como! idade,!

tamanho!do! tumor!primário,!comprometimento! linfonodal!axilar,!grau!histológico!do!

tumor,!marcadores!biológicos,!taxa!de!proliferação!das!células!tumorais,!entre!outros!

(CORBEN,! 2013Y! TAVASSOLIY! DEVILEE,! 2003).! Dentre! os! mencionados,! o! grau!

histológico! é! considerado! um! dos! indicadores! prognósticos! mais! consistentes!

(ELSTONY!ELIS,!1991Y!FITZGIBBONS!et!al.,!1999Y!HENSON!et!al.,!1991).!De!fato,!a!

importância! de! classificar! o! tumor! com! relação! a! seu! grau! histológico! já! foi!

claramente!demonstrada!em!diferentes!estudos!clínicos,!com!valor!prognóstico!até!

em!casos!de!pacientes!com!tumores!de!1!cm!ou!inferiores!(CHEN,!1998).!!

! Um!dos!métodos!de!graduação!histológica!mais!comumente!empregados!é!o!

sistema! combinado! de! Nottingham,! de! acordo! com! o! método! de! Scarff0Bloom0

Richardson! modificado! por! Elston! e! Ellis! (1991).! Neste! sistema,! avaliam0se!

independentemente! as! características:! porcentagem!de! formação! de! túbulos,! grau!

de!pleomorfismo!nuclear!e!índice!mitótico,!por!contagem!precisa!em!campo!definido,!

atribuindo0se! um! valor! de! 1! a! 3! a! cada! uma! delas.! A! soma! dos! valores! de! cada!

característica!resulta!na!graduação!dos!carcinomas!ductais!invasivos!em!tumores!de!
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grau!I,!ou!bem!diferenciados!(quando!a!soma!dos!valores!está!entre!3!e!5),!de!grau!

II,! ou!moderadamente! diferenciados! (quando! a! soma!é! 6! ou! 7)! ou! de! grau! III,! ou!

pouco! diferenciados! (quando! a! soma! é! 8! ou! 9).! Nesta! classificação,! piores!

prognósticos! são! atribuídos! a! tumores! mais! indiferenciados! (CORBEN,! 2013Y!

TAVASSOLIY!DEVILEE,!2003).!!

! É!interessante!chamar!a!atenção!para!o!fato!de!que,!como!fator!prognóstico!

único! no! câncer! de! mama,! dentre! os! componentes! do! grau! histológico! de!

Nottingham,!o!índice!mitótico!foi!considerado!o!mais!importante!(BAAK!et!al.,!1985).!

A! formação! de! túbulos! e! o! pleomorfismo! nuclear! mostraram! nenhum! valor!

prognóstico!adicional! (formação!de! túbulos)!ou!valor!prognóstico!adicional! limitado!

(pleomorfismo! nuclear)! em! relação! ao! índice! mitótico! em! mulheres! com! tumores!

iniciais!com!até!55!anos!de!idade!e!sem!comprometimento!linfonodal!(BAAK!et!al.,!

1995).!!

! O! grau! nuclear,! de! forma! diversa! do! grau! histológico,! se! aplica! a! todos! os!

tipos! histológicos! de! carcinomas,! uma! vez! que! não! envolve! a! determinação! do!

padrão!de! crescimento! tumoral,! e! sim!a! avaliação! citológica! do! núcleo.!O!método!

mais! comum! de! determinação! do! grau! nuclear! é! o! método! de! Black,! modificado!

segundo!Fisher! e! colaboradores! (1980).!De!acordo! com!este!método,! a! avaliação!

das! características:! tamanho! do! núcleo,! contorno! da! membrana! nuclear,!

anisonucleose,! cromatina! e! nucléolo! resulta! nos! graus! 1,! 2! ou! 3,! de! modo! que,!

quanto!maior!o!grau!nuclear,!mais! indiferenciado!é!o!tumor!(BANSAL!et!al.,!2014).!

Segundo! estudos! da! literatura,! o! grau! nuclear! apresenta! correlação! positiva! com!

parâmetros! indicadores! de! mau! prognóstico! de! pacientes! com! câncer! da! mama,!

como!a!superexpressão!do!receptor!do! fator!de!crescimento!epidérmico!humano!2!

(Her02/neuY! do! inglês,! human" epidermal" growth" factor" receptor" 2)! (também!

conhecido!como!c0erbB02)!e!o!índice!mitótico!elevado!(MARTINEZ0ARRIBAS!et!al.,!

2006Y! YANG,! 2001),! bem! como! com! tumores! negativos! para! os! receptores!

hormonais!de!estrógeno!(ERY!do! inglês,!estrogen"receptor)!e!de!progesterona!(PRY!

do! inglês,! progesterone" receptor)! (MARTINEZ0ARRIBAS! et! al.,! 2006),! sendo,!

portanto,!um!fator!que!correlaciona0se!ao!prognóstico!clínico.!

! Assim,!são!também!investigados!em!todos!os!tumores!primários!de!mama,!a!

expressão!destes!marcadores!biológicos!(ER,!PR!e!Her02/neu),!os!quais!direcionam!

o! curso! clínico! em! associação! com! outros! fatores! e! que! funcionam! como! fatores!

preditivos!e!prognósticos!adicionais!(CIANFROCCAY!GOLDSTEIN,!2004).!!



Introdução"e"Justificativa" 35!

! Aproximadamente!70!a!80%!dos!carcinomas!ductais! invasivos!são!positivos!

para! os! receptores! hormonais.! Em! particular,! a! frequência! de! positividade! de!

tumores!ER!é!maior! que!PR,! de!modo!que!a!maioria! dos! tumores!PR0positivos! é!

também!ER0positivo!(TAVASSOLIY!DEVILEE,!2003).!!

! Os! receptores! hormonais! do! tumor! se! ligam! aos! hormônios! circulantes! e!

estimulam!a!proliferação! tumoral.!Assim,!uma! forma!de! tratamento!adjuvante!para!

essas!pacientes!é!a!terapia!ablativa!desses!hormônios,!que!pode!produzir!remissão!

clínica.! Assim,! existe! uma! associação! positiva! entre! a! presença! de! receptores!

hormonais! e! um! prognóstico! mais! favorável! (EISENBERGY! KOIFMAN,! 2001).! De!

maneira! geral,! as! pacientes! que! possuem! tumores! positivos! para! ER! apresentam!

intervalos! livres! da! doença! maiores! que! aquelas! que! possuem! tumores! ER0

negativos.! Estudos! mais! longos,! porém,! sugerem! que! a! significância! prognóstica!

não!persiste!a!longo!prazo,!o!que!pode!indicar!que!estes!tipos!de!tumores!possuam!

um!comportamento!mais!indolente,!de!crescimento!mais!lento!e!com!maior!intervalo!

para!surgimento!de!recidiva!(revisto!por!CIANFROCCAY!GOLDSTEIN,!2004).!

! Assim,!enquanto!a!significância!prognóstica!geral!dos!receptores!hormonais!é!

limitada,!sua!significância!preditiva!de!resposta!ao!tratamento!já!é!bem!estabelecida,!

de! modo! que! a! presença! dos! receptores! de! estrógeno! ou! progesterona! é!

considerada! poderoso! fator! preditivo! de! benefício! à! terapia! adjuvante! com!

tamoxifeno.! Neste! sentido,! todas! as! mulheres! positivas! para! os! receptores! de!

hormônios! para! as! quais! há! indicação! de! terapia! adjuvante! sistêmica,! devem!

receber! terapia! hormonal,! a! menos! que! de! outra! maneira! contraindicado!

(CIANFROCCAY!GOLDSTEIN,!2004Y!HOFF!et!al.,!2013).!

! Já! os! tumores! caracterizados! pela! superexpressão! do! marcador! biológico!

Her02/neu! são! considerados,! de!modo! geral,! tumores!mais! agressivos,! tendo! sido!

correlacionados! com! pior! prognóstico,! com! tendência! a! altas! taxas! de! recidiva! e!

mortalidade! (revisto! por! CIANFROCCAY! GOLDSTEIN,! 2004Y! LEONGY! ZHUANG,!

2011).!O!proto0oncogene!HerH2/neu!codifica!uma!glicoproteína!transmembrana!com!

atividade!tirosina!quinase!homóloga!ao!receptor!do!fator!de!crescimento!epidérmico,!

estando! presente! em! níveis! baixos! nas! células! epiteliais! e!mioepiteliais! do! tecido!

mamário! normal.! Porém,! em!muitos! tipos! tumorais,! o! gene! está! amplificado! e/ou!

superexpresso! (ARTEAGAY! MOULDERY! YAKES,! 2002).! Em! particular,!

aproximadamente!15!a!30%!dos!tumores!de!mama!(dependendo!da!série)!possuem!

superexpressão!do!receptor!Her02/neu!na!membrana,!sendo!denominados" tumores!
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Her02/neu! positivos! (TAVASSOLIY! DEVILEE,! 2003).! A! superexpressão! deste!

receptor,! que! em! tumores! parece! sinalizar! de! maneira! ligante0independente,!

promove! sinais! que! estimulam! o! crescimento! celular! e! consequente! crescimento!

tumoral,! sendo,! de!maneira! semelhante! aos! receptores! hormonais,! um! importante!

alvo!terapêutico!(HOFF!et!al.,!2013Y!LEONGY!ZHUANG,!2011).!

! De!modo! semelhante! aos! receptores! hormonais,! a! expressão! de!Her02/neu!

permite! a! adoção! de! tratamento! dirigido! com! um! anticorpo! humanizado,! o!

trastuzumab! (Herceptin,! Roche,! Mannheim,! Baden0Württemberg,! Alemanha).! Tal!

estratégia! tem! conseguido! sobrevida! significativa! em! combinação! com!

quimioterapia,! tanto! como! primeira! linha! de! tratamento,! quanto! como! tratamento!

adjuvante,!conforme!apontado!por!diversos!estudos!(MARTY!et!al.,!2005Y!PICCART0

GEBHART!et!al.,!2005Y!ROMOND!et!al.,!2005Y!SLAMON!et!al.,!2001).!!

! Por!fim,!não!se!pode!deixar!de!chamar!atenção!particular!aos!marcadores!de!

proliferação!celular,!os!quais! foram!extensivamente! investigados!para!avaliação!de!

prognóstico.!Um!dos!métodos!de!indicação!direta!de!proliferação!celular!é!por!meio!

da!marcação,! por! imuno0histoquímica,! de!Ki067,! proteína!nuclear! presente! apenas!

em! células! em! proliferação,! e! ausente! em! células! em! repouso! (GERDES! et! al.,!

1983).! Estudos! demonstraram! que! maior! porcentagem! de! positividade! para! este!

marcador!confere!maior!risco!de!recidiva!e!pior!taxa!de!sobrevivência!em!pacientes!

com!câncer!de!mama!inicial!(DE!AZAMBUJA!et!al.,!2007Y!DOWSETT!et!al.,!2007).!

! Mais! recentemente,!os!avanços!na! tecnologia!de!análises!por!microarranjos!

possibilitaram! a! investigação! de! milhares! de! genes! simultaneamente,! culminando!

com! a! classificação! dos! tumores! em! subtipos! com! base! no! perfil! de! expressão!

gênica! (DE! ABREUY! WELLSY! TSONGALIS,! 2013).! O! primeiro! estudo! nesta! área!

classificou! inicialmente!os! tumores!de!mama!em!quatro!subtipos!distintos:! luminal,!

superexpressão!de!Her02/neu!(ou!Her02/neu!positivos),!basal!símile!e!normal!símile!

(PEROU! et! al.,! 2000).! Posteriormente,! novos! estudos! demonstraram! que! o! grupo!

luminal!poderia!ser!adicionalmente!dividido!em!dois!subgrupos,!luminal!A!e!luminal!B!

(HU!et!al.,!2006).!Ainda,!identificaram!um!novo!subtipo!molecular,!o!claudinHlow,!que!

apresenta! baixa! expressão! de! genes! envolvidos! na! junção! e! adesão! celular!

(HERSCHKOWITZ!et!al.,!2007).!!!

! Visto!que!o!estudo!da!expressão!do!RNA!mensageiro!por!microarranjos!ainda!

não!é! factível! na! rotina! clínica,!mas! visando! traduzir! o! conhecimento!adquirido!ao!

nível!do!mRNA!para!o!nível!protéico,!outras!versões!utilizando! imuno0histoquímica!
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vem! sendo! aplicadas! (SOARESY! ANDRADE,! 2012).! Reconhecem0se,! de! maneira!

geral,!pelo!menos!quatro!subtipos!de!tumores!diferentes!com!base!na!expressão!por!

imuno0histoquímica!de!marcadores:! luminal!A! (ER+!e/ou!PR+Y!Her02/neu0Y!Ki067!<!

14%),!luminal!B!(ER+!e/ou!PR+Y!Her02/neu0Y!Ki067!≥!14%),!superexpressão!de!Her0

2/neu! (Her02/neu+)! e! triplo! negativo! ou! basalHlike! (ER0! e! PR0Y! Her02/neu0).! Vale!

ressaltar! que! há! divergência! na! literatura! quanto! à! expressão! dos! marcadores! e!

classificação! conforme! os! subtipos! acima! apontados,! outras! classificações! sendo!

possíveis!(SERRA!et!al.,!2014).!!!!

! Ainda!que!a!classificação! tumoral! seja!a!maneira!adotada!para!a!condução!

clínica! e! terapêutica! de! pacientes,! há! um! número! crescente! de! evidências!

demonstrando!que!há!que!se! levar!em!consideração! também! fatores! relacionados!

com!as! características! imunológicos! de!pacientes! com!câncer.!Estudos! relevantes!

descreveram!que! o! perfil! das! células! imunes! presentes! no! infiltrado! tumoral! é! um!

importante!fator!preditivo!para!a!progressão!da!doença!(revisto!por!FRIDMAN!et!al.,!

2013).!Na!realidade,!de!acordo!com!um!destes!estudos,!em!que!caracterizaram!as!

células! imunes! do! infiltrado! de! tumores! colorretais! em! um! número! relevante! de!

pacientes,!revelou0se!que!características!imunológicas,!tais!como!tipo,!densidade!e!

localização! das! células! imunes! no! interior! das! amostras! de! tumor,! seriam! o! fator!

mais! importante!na!anáise!patológica!de! tumores!para!a!avaliação!prognóstica!de!

pacientes,!confirmando!a! importância!de!uma!resposta! imune!adaptativa!efetiva!no!

combate!às!células!tumorais!(GALON!et!al.,!2013).!

! Torna0se! evidente,! portanto,! que! na! patogênese! do! câncer,! há! que! se!

considerar! a! importância! do! balanço! entre! a! capacidade! de! imunovigilância! das!

células! imunes,! as! quais! possuem! um! papel! essencial! na! imunidade! antitumoral!

(revisto! por! HART,! 1997Y! revisto! por! SCHULERY! STEINMAN,! 1997),! e! a!

suscetibilidade!de!imunossupressão!das!mesmas!pelo!tumor,!como!forma!de!escape!

à!resposta!imune!(revisto!por!ANTONIAY!EXTERMANNY!FLAVELL,!1998Y!revisto!por!

BOTTI!et!al.,!1998Y!revisto!por!CHOUAIB!et!al.,!1997).!!

Neste!contexto,!em!que!as!DCs!possuem!relevância!central,!e!tendo!em!vista!

pois,!a!alta!incidência!do!câncer!de!mama!em!mulheres!no!mundo,!este!vem!sendo!

o! alvo! de! alguns! estudos! no! laboratório,! com! resultados! interessantes.! Células!

dendríticas! diferenciadas! in" vitro! a! partir! de! monócitos! provenientes! de! sangue!

periférico! de! pacientes! com! carcinoma! de! mama! ductal! invasivo! apresentaram!

diminuição!significativa!na! freqüência!de!células!HLA0DR+,!CD86+!e!CD11c+,!além!
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de! redução! significativa! na! capacidade! de! indução! de! proliferação! de! linfócitos! T!

alogenêicos,! em! comparação! com! DCs! de! voluntárias! saudáveis! (AZEVEDO0

SANTOS,! 2010).! Ainda,! DCs! imaturas! provenientes! dessas! pacientes! possuíram!

capacidade! elevada! de! indução! de! Tregs! (RAMOS! et! al.,! 2012).! Esses! dados!

permitem!que!se!proponha!que,!na!patogênese!desse!tipo!de!câncer,!as!alterações!

fenotípicas!e!funcionais!das!DCs!representam!um!mecanismo!central!para!escape!à!

resposta!imune.!

! Assim,! considerando0se! a! importância! de! NF0κB! na! diferenciação! e!

maturação!das!DCs,!bem!como!as!alterações!fenotípicas!e!funcionais!presentes!em!

DCs! de! pacientes! com! câncer,! propôs0se! este! estudo,! procurando! estabelecer! o!

papel! deste! fator! de! transcrição! nas! alterações! apresentadas! pelas! DCs,!

especificamente!em!pacientes!com!câncer!de!mama.!Vale!notar!que!a!compreensão!

das! características! que! conferem! às!DCs! sua! capacidade! imunomoduladora,! bem!

como! dos! mecanismos! responsáveis! pelas! alterações! desta! capacidade! em!

pacientes! com! câncer,! abre! a! possibilidade! de! se! identificar!maneira! eficiente! de,!

eventualmente,!corrigi0las.!

!
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! O! objetivo! desse! estudo! foi! avaliar! a! contribuição! do! fator! nuclear! de!

transcrição!kappa!B,!e!a!relação!entre!a!expressão!diferencial!de!suas!subunidades,!

em!células!dendríticas!derivadas!de!monócitos!de!pacientes!portadoras!de!câncer!

de!mama,!e!correlacionar!os!achados!às!alterações!fenotípicas!e!funcionais!dessas!

células.!Especificamente,!pretendeu0se!avaliar!nas!pacientes,!em!comparação!com!

doadoras!saudáveis:!

! 0!a!translocação/presença!de!NF0κB!no!núcleo!das!célulasY!

! 0!a!composição!dos!dímeros!de!NF0κB!no!núcleo!(p50/NF0κB1,!p52/NF0κB2,!

p65/RelA,!RelB!e!c0Rel)Y!

! 0!a!correlação!da!presença!das!subunidades!de!NF0κB!com:!!

•! o!fenótipo!de!DCsY!!

•! o!padrão!de!citocinas!produzido!nas!culturas!de!DCsY!

•! a!expressão!de!genes!regulados!por!NF0κB.!

!
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3.1!Casuística!

!

! Este!projeto!foi!aprovado!pela!Comissão!de!Ética!em!Pesquisa!do!Instituto!de!

Ciências!Biomédicas! da!Universidade! de!São!Paulo! (990/CEP)! e! pela!Direção! de!

Ensino!do!Hospital!Pérola!Byington!(020/11).!!

! Amostras! de! sangue! de! voluntárias! sem! sintomas! clínicos! de! doença!

(controles)!e!pacientes!com!câncer!de!mama!foram!coletadas!após!concordaram!em!

participar!da!pesquisa,!por!meio!da!assinatura!do!Termo!de!Consentimento!Livre!e!

Esclarecido!(Anexos!A!e!B,!respectivamente).!

No!total,! foram!coletadas!amostras!de!sangue!de!45!pacientes!provenientes!

do! Hospital! Pérola! Byington,! imediatamente! antes! de! cirurgia! para! a! retirada! do!

tumor.!A!análise!das!amostras!foi!realizada!em!39!pacientes!do!sexo!feminino,!com!

diagnóstico!confirmado!de!carcinoma!ductal!invasivo.!Seis!amostras!foram!excluídas!

da! análise! por! não! se! enquadrarem! nos! critérios! estabelecidos! de! sexo! ou! tipo!

tumoral.!O!grupo!das!pacientes!apresentou!mediana!de!idade!de!54!anos!(entre!31!

e! 84! anos)! (Tabela! 2).! A! maioria! das! pacientes! analisadas! possuía! classificação!

histológica!tumoral!(correspondente!à!classificação!molecular)!Her02/neu!(28%),!e!as!

seguintes! classificações! histopatológicas:! grau! nuclear! 2! (55,3%),! grau! histológico!

de!Nottingham!2!(66,7%)!e!índice!de!proliferação!tumoral!≥!14%!(74,3%)!(Tabela!3).!

! Já! o! grupo! controle,! composto! por! 42! voluntárias! do! sexo! feminino! sem!

sintomas!clínicos!da!doença,!apresentou!mediana!de!idade!de!29!anos!(entre!20!e!

58!anos)!(Tabela!2).!As!voluntárias!foram!selecionadas!a!partir!do!Departamento!de!

Imunologia!do!ICB!ou!eram!acompanhantes!das!pacientes!internadas.!

! Na! Tabela! 1! estão! relacionadas! as! 39! pacientes! analisadas! e! suas!

respectivas! idades,! além! das! seguintes! informações! relacionadas! ao! tumor,!

disponíveis! nos! prontuários! das! pacientes:! graus! nuclear! (GN)! e! histológico! (GH),!

características! histopatológicas! para! os! marcadores! geralmente! analisados! em!

pacientes! com! câncer! de! mama! –! receptor! de! estrógeno! (ER),! receptor! de!

progesterona!(PR)!e!receptor!de!fator!de!crescimento!de!epiderme!2!(Her02/neu)!–!

índice! mitótico! (IM)! e! classificação! histológica! correspondente! da! classificação!

molecular.!!!!!!

!

!

!
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Tabela!1!–!Dados!relativos!às!pacientes!analiasadas.!Descrição!das!39!pacientes!analisadas,!com!
diagnóstico!confirmado!de!carcinoma!ductal!invasivo,!e!suas!idades,!segundo!as!variáveis!tumorais:!
graus!nuclear!(GN)!e!histológico!de!Nottingham!(GH),!avaliação!histopatológica!para!os!marcadores!
biológicos!tumorais:!receptor!de!estrógeno!(ER),!receptor!de!progesterona!(PR)!e!receptor!de!fator!de!
crescimento! de! epiderme! 2! (Her02/neu),! índice! mitótico! (IM)! e! classificação! histológica!
correspondente!da!classificação!molecular.!n.!a.!=!não!se!aplicaY!d!=!duvidoso.!

Paciente! Idade!
(anos)! GN! GH!

Marcadores!Biológicos!
IM! Classificação!

Histológica!ER! PR! Her72/neu!
P01! 45! 2! 2! +! 20%! +! 20%! +! 0! ! ! !
P04! 46! 2! 2! +! 95%! +! 95%! d! 2+! +! 30%! Luminal!B!
P06! 46! 2! 2! +!! 95%! +! 95%! +! 3+! +!! 5%! Her02/neu!
P07! 73! 2! 2! +!! 100%! +! 95%! 0! 1+! +! 5%! Luminal!A!
P08! 63! 3! 3! +!! 100%! +! 20%! d! 2+! +!! 80%! Her02!duvidoso!
P09! 84! 1! 1! +! 90%! 0! n.!a.! 0! 0! +! 10%! Luminal!A!
P10! 44! 2! 2! +! 95%! +! 50%! 0! 0! +! 10%! Luminal!A!
P11! 54! 2! 2! +! 90%! 0! n.!a.! d! 2+! +! 70%! Her02!duvidoso!
P13! 34! 3! 3! +!! 90%! +! 90%! +! 3+! +!! 70%! Her02/neu!
P14! 49! 2! 2! +!! 85%! +! 70%! +! 3+! +!! 30%! Her02/neu!
P15! 50! 3! 2! +!! 95%! +! 90%! 0! 1+! +!! 10%! Luminal!A!
P16! 52! 2! 2! +! 100%! +! 100%! 0! 1+! +! 60%! Luminal!B!
P17! 42! 3! 2! +!! 100%! +! 100%! 0! 0! +!! 5%! Luminal!A!
P18! 60! 2! ! +! 60%! +! 80%! 0! 1+! +! 5%! Luminal!A!
P19! 59! 2! ! +!! 90%! +! 90%! 0! 0! +!! 20%! Luminal!B!
P20! 54! 3! 3! +!! 70%! +! 90%! +! 3+! +!! 20%! Her02/neu!
P22! 58! 3! 2! +! 100%! +! 30%! +! ! +! 40%! Her02/neu!
P23! 46! 3! 3! +! 40%! 0! n.!a.! d! 2+! +! 2+! Her02!duvidoso!
P25! 65! 2! 1! +! 100%! +! 100%! d! 2+! +! 30%! Her02!duvidoso!
P26! 62! 2! 2! +! 100%! +! 20%! 0! 0! +! 60%! Luminal!B!
P27! 53! 2! 2! +! 90%! +! 40%! 0! ! +!! 40%! Luminal!B!
P28! 49! 2! 2! +! ! 0! ! +! 3+! +! 20%! Her02/neu!
P29! 56! 3! 3! +! 80%! +! 30%! 0! 0! +! 20%! Luminal!B!
P30! 56! 2! 2! +! 100%! +! 80%! 0! 1+! +! 50%! Luminal!B!
P31! 44! ! ! 0! n.!a.! 0! n.!a.! 0! ! +! 80%! Triplo!negativo!
P32! 65! 2! 2! +! 100%! +! 60%! +! 3+! +! 40%! Her02/neu!
P33! 31! 3! 3! 0! n.!a.! 0! n.!a.! 0! 0! +! 80%! Triplo!negativo!
P34! 54! 2! 2! ! ! ! ! ! ! ! ! !
P35! 46! 2! 2! 0! n.!a.! 0! n.!a.! d! ! +! 50%! Her02!duvidoso!
P36! 55! 2! 2! +! 10%! 0! n.!a.! 0! 0! +! <14%! Luminal!A!
P37! 57! 3! 3! 0! n.!a.! 0! n.!a.! +! 3+! +! 20%! Her02/neu!
P38! 46! 3! 3! 0! n.!a.! 0! n.!a.! d! ! +! 10%! Her02!duvidoso!
P39! 69! 2! 2! +! 100%! +! 100%! 0! 0! +! 10%! Luminal!A!
P40! 60! 3! 3! ! ! ! ! ! ! ! ! !
P41! 47! 3! 3! ! ! ! ! ! ! ! ! !
P42! 63! 3! 2! +! 100%! +! 50%! +! 3+! +! 40%! Her02/neu!
P43! 36! 3! 2! +! 100%! +! 80%! d! 2+! +! 50%! Her02!duvidoso!
P44! 36! 2! 2! +! 100%! +! 20%! 0! 0! +! 30%! Luminal!B!
P45! 55! 3! 2! 0! n.!a.! 0! n.!a.! +! 3+! +! 40%! Her02/neu!

!
Tabela! 2! –! Frequência! das! faixas! etárias! por! grupo.! Frequência! de! pacientes! e! voluntárias!
segundo!as!faixas!etárias.!DP!=!desvio!padrão.!
! Pacientes! Voluntárias!
Idade! N! %! N! %!
≤!35!anos! 2! 5,1! 31! 73,8!
36!a!50!anos! 15! 38,5! 6! 14,3!
51!a!70!anos! 20! 51,3! 5! 11,9!
≥!71!anos! 2! 5,1! 0! 0!
Total! 39! 100%! 42! 100%!
Mediana! 54! ! 29! !
Variação! 31!a!84!anos! ! 20!a!58!anos! !
!
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Tabela! 3! –! Frequência! de! pacientes! segundo! variáveis! tumorais.! Frequência! de! pacientes!
segundo!às!variáveis!tumorais:!Classificação!Histológica,!Grau!Nuclear,!Grau!Histológico!e!Índice!de!
Proliferação.!
Variável! N! %!
Classificação!Histológica! ! !
Luminal!A! 8! 22,8!
Luminal!B! 8! 22,8!
Triplo!negativo! 2! 5,7!
Her02/neu! 10! 28,6!
Her02!duvidoso! 7! 20!
Total! 35! 100%!
! ! !
Grau!Nuclear! ! !
1! 1! 2,6!
2! 21! 55,3!
3! 16! 42,1!
Total! 38! 100%!
! ! !
Grau!Histológico! ! !
1! 2! 5,5!
2! 24! 66,7!
3! 10! 27,8!
Total! 36! 100%!
! ! !
Índice!de!Proliferação! ! !
<!14%! 9! 25,7!
≥!14%! 26! 74,3!
Total! 35! 100%!
!

3.2!Coleta!de!sangue!periférico,!seleção!de!monócitos!e!diferenciação!em!DCs!!

!

! Para!a!purificação!de!células!mononucleares!do!sangue!periférico,!cerca!de!

30! mL! de! sangue! foram! coletado! em! tubo! contendo! anticoagulante! heparina! e!

distribuídos!em!dois!tubos!cônicos!de!50!mL!contendo!12!mL!de!FicollHPaque"Plus!

(GE!Healthcare)!por!tubo.!O!material!foi!centrifugado!a!900!g!a!18!ºC!por!30!minutos!

(raio! do! rotor:! 14,5! cm).!A! camada!de! células!mononucleares! formada! foi! retirada!

com!auxílio!de!pipeta!Pasteur,!colocada!em!outro!tubo!contendo!meio!RPMI!1640!e!

centrifugada!a! 1200! rpm!por! 10!minutos.!As! células! foram! lavadas!por!mais! duas!

vezes! a! 1100! rpm!e! 900! rpm,! respectivamente,! para! eliminação!das! plaquetas.!O!

botão!celular! foi!coletado,!as!células!quantificadas!e!ressuspendidas!em!10!mL!de!

solução! tampão! gelada! (autoMACS! Rising" Solution! (Miltenyi! Biotec)" +! PBS0BSA!

0,5%)!e!centrifugadas!a!300!g!a!4!ºC!por!10!minutos.!!Vale! ressaltar! que,! em!alguns!

experimentos,! conforme! indicados,! as! células!mononucleares!do! sangue!periférico!

foram! obtidas! a! partir! de! câmaras! de! leucorredução! provenientes! da! doação! de!

plaquetas!por!aférese.!!

! Em!seguida,!para!a!separação!magnética!dos!monócitos!a!partir!das!células!



Material"e"Métodos" 45!

mononucleares! do! sangue! periférico! (PBMCs)! realizou0se! seleção! negativa! com!a!

utilização!de!microesferas!magnéticas!(Monocyte"Isolation"Kit"II,"Miltenyi!Biotec).!As!

células! foram! ressuspendidas! em! 30! μL! desse! mesmo! tampão! para! cada! 107!

células.! Adicionou0se! 10! μL! para! cada! 107! células! de! FcR" blocking" reagent! e! de!

Biotin" AbHcocktail,! a! fim! de! bloquear! a! ligação! dos! anticorpos! aos! receptores! Fc!

presentes!nas!células!e!de!marcar!com!anticorpos!conjugados!à!biotina!as!células!

CD3+,!CD7+,!CD16+,!CD19+,!CD56+,!CD123+!e!Glicoforina!A+,!respectivamente.!Essa!

mistura!foi!homogeneizada!e!incubada!por!15!minutos!a!4!ºC.!Adicionou0se!30!μL!da!

solução! tampão! para! cada! 107!células,! seguido! da! adição! de! 20! μL! de!antiHBiotin"

microbeads! para! cada! 107! células,! ou! seja,! anticorpos! anti0Biotina! conjugados! a!

microesferas! magnéticas.! Essa! mistura! foi! homogeneizada! e! incubada! por! 20!

minutos!a!4!ºC.!Após!a!incubação,!retirou0se!os!anticorpos!não!ligados!pela!adição!

de!2!mL!de!tampão!para!cada!107!células!seguida!de!centrifugação!a!300!g!a!4!ºC!

por!10!minutos.!O!sobrenadante!foi!completamente!aspirado!com!pipeta!e!as!células!

ressuspendidas!em!500!μL!da!solução! tampão.!A!coluna!de!separação!magnética!

(MS! ou! LS,! Miltenyi! Biotec)! foi! acoplada! ao! separador! magnético! (MACSHsorting,"

Miltenyi!Biotec)!e!preparada!com!a!adição!da!solução!tampão!(500!μL!para!MS!ou!3!

mL!para!LS).!Após!o!tampão!ter!penetrado!a!coluna,!as!células!foram!adicionadas.!A!

coluna! foi! lavada! três! vezes,! utilizando0se! por! vez! o! volume! descrito! para! cada!

coluna,!e!o!efluente,!composto!da!fração!monocítica!(não!marcada)!coletado.!Estas!

células! foram! centrifugadas! a! 300! g! a! 18! ºC! por! 10!minutos,! ressuspendidas! em!

meio! AIM0V! (Invitrogen)! e! contadas.! A! qualidade! da! seleção! foi! avaliada! por!

citometria! de! fluxo! por! marcação! das! células! antes! e! depois! da! seleção! com! o!

anticorpo!para!a!molécula!CD14!(Figura!3).!

! Em! alguns! experimentos,! conforme! indicados,! os! monócitos! foram!

selecionados! positivamente! com! a! utilização! de! microesferas! magnéticas!

específicas!para!a!molécula!CD14!(CD14"MicroBeads,"Miltenyi!Biotec).!O!protocolo!

utilizado! foi! semelhante! ao! descrito! para! seleção! negativa.! Após! quantificação,!

ressuspensão! em! 10! mL! de! solução! tampão! gelada! (autoMACS! Rising" Solution!

(Miltenyi!Biotec)"+!PBS0BSA!0,5%)!e!centrifugação!a!300!g!a!4!ºC!por!10!minutos,!o!

botão!celular!resultante!foi!ressuspendido!em!80!μL!de!tampão!para!cada!107!células!

seguido! da! adição! de! 20! μL! para! cada! 107! células! de! microesferas! magnéticas!

conjugadas!a!anticorpo!anti0CD14.!Essa!mistura!foi!homogeneizada!e!incubada!a!4!

ºC! por! 30! minutos.! Após! a! incubação,! retirou0se! os! anticorpos! não! ligados! pela!
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adição!de!2!mL!de!tampão!para!cada!107!células!seguida!de!centrifugação!a!300!g!a!

4!ºC!por!10!minutos.!O!sobrenadante! foi!completamente!aspirado!com!pipeta!e!as!

células!ressuspendidas!em!500!μL!da!solução!tampão.!A!preparação!da!coluna!foi!

realizada!da!mesma!maneira,!conforme! indicado!para!a!seleção!negativa.!Após!as!

três! lavagens! da! coluna! com! tampão,! esta! foi! removida! do! suporte! magnético! e!

acoplada! em! tubo! cônico.! Adicionou0se! 2X! 1! ou! 5! mL! de! tampão! à! coluna,! a!

depender! da! coluna! utilizada! (MS! ou! LS),! e! com! o! auxílio! do! êmbolo,! as! células!

retidas! foram!coletadas.!Estas!células! foram!centrifugadas!a!300!g!a!18!ºC!por!10!

minutos,!ressuspendidas!em!meio!AIM0V!(Invitrogen)!e!contadas.!!

! Por!fim,!para!a!indução!de!diferenciação!de!monócitos!em!células!dendríticas,!

estes! foram!plaqueados!em!placa!de!24!poços!(106!células!por!poço)!na!presença!

de!50!ng/mL!de!IL04!e!50!ng/mL!de!GM0CSF!por!cinco!dias.!Ao!quinto!dia,!as!células!

dendríticas! imaturas! foram! ativadas! pela! adição! de! 50! ng/mL! de! TNF0α! por!

diferentes! tempos.!Vinte!e!quatro!horas!para!a!avaliação!da!expressão!nuclear!de!

NF0κB,!24!ou!48!horas!para!avaliação!do!fenótipo!das!moléculas!de!membrana!das!

DCs!e!1! ou!2! horas,! conforme! indicado,! para!avaliação!da!expressão!gênica.!Em!

alguns! experimentos,! conforme! indicados,! utilizou0se! 100! ng/μL! de! LPS! ou! ainda!

coquetel!de!ativação!(10!ng/mL!de!TNF0α,!10!ng/mL!de!IL01β,!10!ng/mL!de!IL06!e!1!

μg/mL!de!PGE02)!para!a!ativação!das!DCs!ao!quinto!dia,!por!diferentes!tempos.!!

! Para!remoção!das!células!da!cultura,!os!sobrenadantes,!contendo!células!em!

suspensão!foram!transferidos!para!um!tudo!cônico!de!15!mL!e!centrifugados!a!1200!

rpm! por! 10! minutos.! O! sobrenadante! foi! retirado! com! pipeta,! aliquotado! e!

armazenado! a! 080! ºC! para! posterior! análise! de! citocinas.! O! botão! celular! foi!

ressuspendido!com!PBS!gelado.!As!células!ainda!aderidas!à!placa!foram!retiradas!

por! pipetação! com! PBS! gelado! e! reunidas! às! demais! células.! As! células! foram!

novamente! centrigugadas! a! 1200! rpm! por! 10! minutos! e! o! botão! celular! foi!

ressuspendido!com!1!mL!de!PBS!acrescido!dos!agentes!DTT!(1!mM)!e!PMSF!(0,1!

mM)! imediatamente! descongelados! (PBS0extração),! no! caso! de! extração! de!

proteínas! nucleares,! PBS! gelado! (no! caso! de! extração! de! mRNA)! ou! de! PBS!

suplementado!com!0,5%!soroalbumina!bovina!–!BSA!–! ! e!acrescido!de!0,02%!de!

azida! sódica! (tampão! para! citometria),! no! caso! de! marcação! fenotípica! para!

citometria! de! fluxo.! Após,! as! células! foram! centrifugadas! a! 13000! rpm! por! 10!

segundos! em! tubos! cônicos! de! 1,5! mL! para! a! formação! de! botão! celular.! O!

sobrenadante!foi!completamente!removido!com!pipeta!e!(i)!as!células!congeladas!a!0
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80! ºC! para! posterior! extração! de! proteínas,! ou! (ii)! ressuspendidas! com! 1! mL! de!

Trizol! e! congeladas! a! 080! ºC! para! posterior! extração! de! mRNA! ou! (iii)!

ressuspendidas! com! tampão! para! citometria! para! proceder! com! o! protocolo! de!

marcação!fenotípica!para!citometria!de!fluxo.!! !

Para! a! obtenção! de!monócitos,! também! avaliados! quanto! à! expressão! das!

moléculas! de! superfície! por! citometria! de! fluxo! e! quanto! à! presença! de!NF0kB!no!

núcleo,! uma! alíquota! da! fração! monocítica! recém! selecionada! foi! coletada! para!

marcação! ou! congelada! a! 080! ºC! para! posterior! extração! de! proteínas! nucleares,!

respectivamente.!!!

!

!

Figura!3!–!Análise!da!pureza!de!monócitos!após!seleção!negativa.!Gráficos!pseudo0coloridos!de!
tamanho!por!granulosidade!(FSC0A!x!SSC0A)!antes!(A)!e!após!(B)!a!seleção!negativa!de!monócitos!
com! auxílio! de! coluna! magnética,! mostrando! o! enriquecimento! da! população! com! os! parâmetros!
esperados! de! monócitos.! O! histograma! (C)! da! população! selecionada! mostra! positividade! para! a!
molécula!CD14!–!histograma!vazio!–!em!relação!a!células!não!marcadas!–!histograma!cheio.!
!

3.3!Marcação!das!células!para!citometria!de!fluxo!e!análise!!

!

! Para! determinação! do! fenótipo! de! membrana! de! monócitos! (Mos),! DCs!

imaturas!(iDCs)!e!maduras!(mDCs),!essas!células! foram!marcadas!com!anticorpos!

monoclonais!comerciais!para!as!seguintes!moléculas!de!membrana:!CD14,!CD11c,!

HLA0DR,! CD80,! CD86,! CD40,! CD83,! PD0L1! (CD274),! CCR5! (CD195)! e! CCR7!

(CD197),!de!acordo!com!a!Tabela!4.!!

! As! células! obtidas! em! cultura! foram! colocadas! em! tubos! de! 1,5! mL!
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(Eppendorf)! contendo! a! concentração! de! 1! x! 105! células/mL.! As! amostras! foram!

centrifugadas/lavadas!3!vezes!a!13000!rpm!por!10!segundos!em!200!μL!de!tampão!

para! citometria! (PBS! suplementado! com! 0,5%! soroalbumina! bovina! –! BSA! –! ! e!

acrescido!de!0,02%!de!azida!sódica).!Ao!pellet"obtido!foram!adicionados!anticorpos!

específicos! de! cada! marcação! e! após! adição! dos! anticorpos! as! amostras! foram!

incubadas!por!20!minutos!a!4!°C,!ao!abrigo!da!luz.!!Ao!término!da!incubação,!foram!

adicionadas!às!amostras!200!μL!de!PBS0BSA!0,5%,!e!foram!centrifugadas!a!13000!

g! por! 10! segundos.! O! sobrenadante! foi! dispensado,! e! o! processo! de! lavagem!

repetido! por! duas! vezes.!Ao! final! da! lavagem,! o! sobrenadante! foi! dispensado!e! a!

amostra!ressuspendida!em!300!μL!de!PBS0BSA!0,5%!formaldeído!2%,!para!fixar!as!

células! marcadas.! A! leitura! das! células! foi! realizada! em! citômetro! de! fluxo!

FACSCanto!II!com!o!software!FACSDiva!(BD!Biosciences).!

!
Tabela!4!–!Dados!referentes!aos!anticorpos!murinos!usados!para!citometria!de!fluxo.!Tabela!de!
anticorpos!monoclonais,!indicando!a!especificidade!do!anticorpo!(molécula),!o!clone,!o!isotipo!e!a!cor,!
utilizados! para! citometria! de! fluxo! de! monócitos! e! células! dendríticas.! Todos! os! anticorpos! foram!
adquiridos!da!BD!Biosciences.!

Molécula! Clone! Isotipo! Cor!
CD14! M5E2! IgG2a,!κ! FITC!
CD11c! B0ly6! IgG1,!κ! PE0Cy5!
HLA0DR! G4606! IgG2a,!κ! V500!
CD1a! HI149! IgG1,!κ! FITC!
CD80! L307.4! IgG1,!κ! PE!
CD86! 2331!(FUN01)! IgG1,!κ! APC!
CD40! 5C3! IgG1,!κ! APC0H7!
CD83! HB15e! IgG1,!κ! APC!
PD0L1!(CD274)! MIH1! IgG1,!κ! PE!
CCR5!(CD195)! 2D7/CCR5! IgG2a,!κ! FITC!
CCR7!(CD197)! 3D12! IgG2a,!κ! PE0Cy7!
"

3.3.1"Análise"fenotípica"

"

! A!análise!fenotípica!das!células!foi!realizada!com!o!auxilio!do!software!FlowJo!

versões! 8.7! ou! X! 10.0.7r2! ou! para! Macintosh! (TreeStar).! Empregaram0se! duas!

formas!de!análise,!que!levaram!a!resultados!semelhantes.!Em!uma!delas!(Figura!4)!

partiu0se! do! gráfico! de! tamanho0área! por! altura! (FSC0A! x! FSC0H),! em! que! se!

delimitou! um! gate! para! a! seleção! dos! singlets,! eliminando! tanto! doublets! quanto!

debris!celulares!(Figura!4B).!A!partir!deste!gate,!delimitou0se!um!segundo!gate!para!

seleção!das!células!HLA0DR+,!a!partir!do!qual!as!demais!análises!fenotípicas!foram!

realizadas! (Figura! 4C).! Em! uma! outra! forma! de! análise! (Figura! 5),! os! debris!



Material"e"Métodos" 49!

celulares! foram! removidos! pela! delimitação! de! um! gate! contendo! células! com!

tamanho!e!granulosidade!característicos!das!células!em!análise!(Figura!5A),!a!partir!

de!qual!as!células!cuja!membrana!se!encontrava!íntegra!pela!menor!marcação!com!

o!corante!Live/Dead!foram!novamente!selecionadas!(Figura!5B).!Por!fim,!delimitou0

se!um!terceiro!gate!para!seleção!das!células!HLA0DR+,!a!partir!do!qual!as!demais!

análises!fenotípicas!foram!realizadas!(Figura!5C).!!

! Para!a!análise!da! Intensidade!Mediana!de!Fluorescência! relativa! (rMFI)!das!

moléculas! de! interesse! nas! células! positivas! para! tais! moléculas,! os! valores!

encontrados! foram! normalizados! pela! divisão! pelo! valor! daquele! fluorocromo! nas!

células!sem!marcação.!

! Vale!ressaltar!que!a!análise!de!expressão!e!rMFI!de!HLA0DR,!em!particular,!

foi! realizada! na! população! de! singlets" ou" de! células" “Live”,! portanto! antes! da!

delimitação! do! gate! das! células! HLA0DR+,! onde! as! demais! análises! fenotípicas!

foram!realizadas.!

!

!

Figura! 4! –!Primeira! forma! de! análise! das! células! por! citometria! de! fluxo.!A:!Gráfico! pseudo0
colorido!de!tamanho!por!granulosidade!(FSC0A!x!SSC0A)!indicando!células!dendríticas!maduras,!com!
tamanho!e!granulosidade!esperados!para!DCs!do!sétimo!dia!da!cultura.!B:!Gráfico!pseudo0colorido!
de! tamanho! de! área! por! altura! (FSC0A! x! FSC0H)! indicando! o! gate! para! a! seleção! de! singlets.! C:!
Histograma!indicativo!do!gate!para!seleção!da!população!HLA0DR+!–!histograma!vazio!–!em!relação!
a!células!não!marcadas!–!histograma!cheio.!
!

!

!

!
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!
Figura! 5! –! Segunda! forma! de! análise! das! células! por! citometria! de! fluxo.!A:!Gráfico!pseudo0
colorido!de!tamanho!por!granulosidade!(FSC0A!x!SSC0A)!indicando!células!dendríticas!imaturas,!com!
tamanho!e!granulosidade!esperados!para! iDCs!do!quinto!dia!da!cultura.!B:!Gráfico!pseudo0colorido!
de!granulosidade!pelo!fluorocromo!do!corante!Live/Dead!(SSC0A!x!Live/Dead)!indicando!o!gate!para!
a!seleção!das!células!cuja!membrana!encontrava0se! íntegra.!C:!Histograma! indicativo!do!gate!para!
seleção! da! população! HLA0DR+! –! histograma! vazio! –! em! relação! a! células! não! marcadas! –!
histograma!cheio.!
!

3.4!Extração!de!proteínas!nucleares!e!citosólicas!

!

! As! células! dendríticas! ou! monócitos,! obtidos! nas! condições! descritas,!

centrifugados!e!congelados!a!080!°C,!foram!descongelados!e!ressuspendidos!em!400!

μL!de! tampão!de! lise!gelado! (10!mM!de!HEPES!pH!7,5,!10!mM!de!KCl,!0,1!mM!de!

EDTA!pH!8,0,!Glicerol!10%,!1!mM!de!DTT!recém!descongelado!e!0,1!mM!de!PMSF!

recém!descongelado)!e!mantidos!no!gelo!por!15!minutos.!Em!seguida!adicionou0se!a!

cada! amostra!NP040! 10%!em! tampão! de! lise,! e! com!auxílio! de! vórtex,! as! amostras!

foram! lisadas! por! agitação! vigorosa! por! 10! segundos.! Após,! as! amostras! foram!

centrifugadas!a!13000!rpm!a!4!°C!por!1!minuto,!e!o!sobrenadante!resultante!(extrato!

citoplasmático)! foi! descartado.! O! botão! formado! por! núcleos! foi! lavado! por!

ressuspensão!com!100!μL!de!tampão!de!lise!gelado!e!centrifugado!a!13000!rpm!a!4!°C!

por! 1!minuto.! Ao! final! dessa! centrifugação,! ressuspendeu0se! o! botão! nuclear! com! a!

adição!de!20!a!50!μL!de!tampão!de!extração!nuclear!gelado!(10!mM!de!HEPES!pH!7,5,!

500! mM! de! KCl,! 0,1! mM! de! EDTA! pH! 8,0,! Glicerol! 10%,! 1! mM! de! DTT! recém!

descongelado!e!0,1!mM!de!PMSF!recém!descongelado).!As!amostras!foram!incubadas!

em!agitador!a!1400!rpm!a!4!°C!por!15!minutos!e!depois!centrifugadas!a!13000!rpm!a!4!

°C!por!5!minutos.!O!sobrenadante!(extrato!nuclear)!foi!coletado,!transferido!para!novo!

microtubo!e!estocado!a!080!°C.!(Método!adaptado!de!SCHREIBER!et!al.,!1989).!No!dia!

do! ensaio! de! retardo! de! mobilidade! eletroforética! (EMSAY! do! inglês,! eletrophoretic"

mobility"gel"shift"assay)!ou!do!ensaio!de!redução!adicional!da!mobilidade!eletroforética!
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(supershift)!a!quantificação!protéica! foi! realizada!a!280!nm!no!espectrofotômetro!ND0

1000!(Nanodrop).!!

!

3.5!Western!Blot!

!

! Os!extratos!nuclear!e!citoplasmático,!obtidos!pela! técnica!de!extração!descrita!

anteriormente,! foram!submetidos!à! técnica!de!Western!Blot!para!avaliar!a! integridade!

das!proteínas!extraídas!e!a!possível! contaminação!do!extrato!nuclear! com!proteínas!

provenientes! do! extrato! citoplasmático,! utilizando0se! anticorpos! específicos! para! β0

actina!e!CD80,!respectivamente.!

! Utilizou0se! a! quantidade! de! 50! μg! de! proteína! por! amostra,! que! foram!

preparadas!adicionando0se!tampão!de!amostra!às!proteínas,!na!relação!v/v!1:4.!Estas!

foram! aplicadas! em! um! gel! 10%! SDS0PAGE! e! a! corrida! realizada! a! 60! V! (gel! de!

empacotamento)! e! 120! V! (gel! de! corrida)! até! que! o! corante! azul! de! bromofenol!

presente!no!tampão!de!amostra!tenha!deixado!o!gel.!Após!a!corrida,!as!proteínas!foram!

transferidas!para!membrana!de!nitrocelulose,!via!semi0seca,!por!eletroforese!a!15!V!por!

35! minutos! em! tampão! de! transferência.! Após! a! transferência,! a! membrana! foi!

bloqueada!e!marcada!utilizando!o!sistema!SNAP0ID!(Millipore,!Billerica,!MA,!EUA),!de!

acordo! com! as! instruções! do! fabricante.! O! bloqueio! de! sítios! inespecíficos! da!

membrana!de!nitrocelulose! foi! realizado!com!0,5%!m/v!de! leite!desnatado!em!TBST!

(tampão!Tris!salino!com!Tween020!0,1%!(v/v)).!Os!anticorpos!primários!utilizados!foram:!

1:10000!mouse! anti0β0actina! (Sigma,! #7076)! e! 1:6666,67! rabbit! anti0CD80! (Abcam,!

#ab53003)Y!e!os!secundários!(1:1000):!anti0mouse!(Cell!Signaling,!#7076)!e!anti0rabbit"

(Cell! Signaling,! #7074).! A! membrana! foi! então! revelada! com! o! sistema!

quimioluminescente! (kit! ECL! Plus,! GE! Healthcare)! e! o! sinal! visualizado! no!

transiluminador!G:Box!(Syngene).!!

!

3.6!Ensaio!de!retardo!de!mobilidade!eletroforética,(EMSA)!para!o!NF7κB!
,
3.6.1"Marcação"da"sonda"

"

! A! fita0dupla! do! oligonucleotídeo! consenso! para! o! NF0κB,! de! sequência! 5’0

AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC03’!(Promega,!Madison,!WI,!EUA),!foi!marcada!pela!

adição!de!ATP!contendo!o!radioisótopo!32P!na!posição!gama!([γ032P]ATP).!Para! isso,!
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foram! misturados! em! um! microtubo,! contendo! 1! μL! de! enzima! T4! polinucleotídeo!

quinase! (10!U/μL)! (Invitrogen),! os! seguintes! reagentes:! 5! μL! de! água,! 5X!Exchange"

Reaction"Buffer"(Invitrogen,!fornecido!com!a!enzima),!2!μL!de!oligonucleotídeo!para!o!

NF0κB!(1,75!pmol/μL!–!Promega)!e!1!μL!de![γ032P]ATP!(3000!Ci/mmol!a!10!mCi/mL).!

Após!incubação!a!37!°C!por!10!minutos,!a!sonda!marcada!foi!purificada!com!a!coluna!

Microspin!G025!(GE)!de!acordo!com!instruções!do!fabricante,!e!armazenada!a!020!°C.!

No!dia!do!ensaio,!determinou0se!a!atividade!da!sonda!em!contador!de!cintilação!líquida.!

!

3.6.2"Reação"de"ligação"e"corrida"do"gel""

"

! No!dia!do!ensaio,!após!a!quantificação!do!extrato!protéico,!em!microtubo!cônico!

de!1,5!mL,!fez0se!a!diluição!do!extrato!protéico!em!água!ultrapura!para!obtenção!de!3!

μg!em!volume! final!de!15!μL.!A!um!tubo,!denominado!de!sonda! livre! (SL)!–!controle!

negativo,!adicionou0se!apenas!a!água.!Os!tubos!foram!mantidos!no!gelo!até!a!adição!

de!2!μL!de!tampão!de!ligação!10X!para!EMSA!(10!mM!Tris–HCl,!pH!7,5Y!1!mM!MgCl2Y!

50!mM!NaClY!0,5!mM!DTTY!and!0,5!mM!EDTAY!4%!Glicerol)!e!2!μL!de!Poly(dIdC)!(1!

μg/μL)!(Sigma0Aldrich,!Saint!Louis,!MO,!EUA)!por!amostra.!Estas!foram!centrifugadas!a!

2000!g!a!4!°C!por!30!segundos!e!incubadas!a!temperatura!ambiente!por!20!minutos.!

Adicionou0se!em!seguida!1!μL!de!sonda!marcada!(aproximadamente!30!000!cpm)!por!

amostra.!Estas! foram!novamente! centrifugadas! a! 2000! g! a! 4! °C! por! 30! segundos! e!

incubadas! a! temperatura! ambiente! por! 30! minutos.! Por! fim,! adicionou0se! 2! μL! de!

tampão! de! corrida! 10X! sem! corante! (250! mMTris–HCl,! pH! 7,5Y! 40%! Glicerol)! às!

amostras,!e!2!μL!de!tampão!de!corrida!10X!contendo!azul!de!bromofenol!(250!mMTris–

HCl,!pH!7,5Y!40%!Glicerol,!0,2%!Azul!de!Bromofenol)!ao!tubo!controle!negativo.!Para!os!

ensaios!de!supershift,!após!a!diluição!do!extrato!nuclear!protéico,!adicionou0se!1!μL!de!

anticorpo! específico! para! cada! uma! das! proteínas! da! família!Rel! (anti0p50,! anti0p52,!

anti0p65,!anti0RelB!e!anti0cRel!–!Santa!Cruz!Biotechnology:!sc0114x,!sc0298x,!sc0109x,!

sc0226x! e! sc070x,! respectivamente),! com! incubação! da! amostra! a! temperatura!

ambiente! por! 45! minutos.! Em! seguida,! o! EMSA! foi! realizado! como! descrito!

anteriormente.!

! O!conteúdo!total!da!reação!foi!separado!por!eletroforese!a!150!V!por!1,5!hora!

em!gel!de!poliacrilamida!6%!(acrilamida/bisacrilamida!37,5!:!1),!em!tampão!TBE!0,25X!

(10X:!0,9!M!TrisY!0,9!M!Ácido!BóricoY!10!mM!EDTA),!após!pré0corrida!do!gel!a!150!V!

por!20!minutos.!Ao!final!da!corrida,!secou0se!o!gel!a!vácuo,!procedendo0se!em!seguida!
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a!exposição!do!filme!(Kodak!Biomax!MS!–!Sigma0Aldrich)!ao!gel!em!cassete!por!24!a!

48! horas" a! 080! °C.! Após! a! revelação! e! escaneamento! do! filme! (ANEXO! C),! a!

intensidade! das! bandas! foi! quantificada! por! densitometria! com! auxílio! do! software!

ImageJ!(versão!1.48r).!

!

3.7!Citometric,Bead,Array!(CBA)!para!avaliação!de!citocinas!no!sobrenadante!de!
culturas!para!diferenciação!em!DCs!

!

! Para! análise! de! citocinas! (IL08,! IL06,! IL01β,! TNF0α,! IL012p70! e! IL010)! nos!

sobrenadantes! de! culturas! para! diferenciação! em! DCs,! retirados! no! quinto! dia! da!

cultura,!após!1,!!24!e/ou!48!horas!da!ativação!com!TNF0α,!e!congelados!a!080!°C!até!o!

dia!do!ensaio,!utilizou0se!o!kit!Citometric"Bead"Array!(BD!Biosciences).!De!acordo!com!

as! instruções! do! fabricante,! a! concentração! de! citocinas! é! baseada! em! uma! curva!

padrão,! obtida! por! meio! de! diluição! da! amostra! padrão! do! kit.! Foram! realizadas!

diluições!seriadas!de!1:2!a!1:256,!que!corresponderam!às!concentrações!de!5000!a!20!

pg/mL.! Foram! adicionados! 50! μL! da!mistura! de!beads! de! captura! de! citocinas! para!

cada! tubo! da! amostra! e! curva! padrão.! Foram! adicionados! 50!�L! do! reagente! de!

detecção!nos! tubos!contendo!as!amostras!e!curva!padrão,!com!exceção!do!controle!

negativo.! Em! seguida,! as! amostras! foram! incubadas! por! 3! horas! a! temperatura!

ambiente,! ao! abrigo! da! luz.! Após! a! incubação,! foi! adicionado! 1! mL! de! tampão! de!

lavagem! em! cada! tubo! e! o! material! foi! centrifugado! a! 1500! rpm! por! 5! min.! O!

sobrenadante! foi! retirado! por! inversão! e! foram! adicionados! 300! μL! do! tampão! de!

diluição!da!amostra!em!cada!tubo!para!aquisição!em!citômetro.!Após!a!calibração!do!

citômetro,!de!acordo!com!as! instruções!do! fabricante,!procedeu0se!com!a! leitura!das!

amostras,!realizada!no!mesmo!dia!do!preparo!das!mesmas.!

!

3.8!Extração!de!RNA!total!

!

! O!RNA!total!de!5!a!10!x!106!células!foi!extraído!com!adição!de!1!mL!de!Trizol!

(Invitrogen,! Carlsbad,! CA,! EUA)! e! ressuspensão! vigorosa! com! auxílio! de! pipeta.! As!

amostras! foram! então! incubadas! por! 5! minutos! à! temperatura! ambiente! para! a!

completa! dissociação! dos! complexos! nucleoprotéicos.! Adicionou0se! 0,2! mL! de!

clorofórmio!e!os!tubos!fechados!contendo!as!amostras!foram!agitados!manualmente!de!

forma! vigorosa! por! 15! segundos.! Estas! foram! então! incubadas! de! 2! a! 3!minutos! à!



Material"e"Métodos" 54!

temperatura!ambiente.!Após!esse!período,!as!amostras!foram!centrifugadas!a!12000!g!

por!15!minutos!a!4!ºC.!A!fase!aquosa!incolor!superior,!contendo!o!RNA,!foi!retirada!e!

transferida! para! outro! tubo.! O! RNA! foi! então! precipitado! adicionando0se! 0,5! mL! de!

álcool! isopropílico! e! incubado! por! 10! minutos! à! temperatura! ambiente.! Após! a!

incubação,! as! amostras! foram! centrifugadas! a! 12000! g! por! 10! minutos! a! 4! ºC.! O!

sobrenadante! foi! removido!e!o!precipitado! lavado!com!1!mL!de!etanol!75%!em!água!

tratada! com! dietil! dicarbonato! (DEPC).! Após! leve! agitação,! as! amostras! foram!

centrifugadas!a!7500!g!por!5!minutos!a!4!ºC,!o!sobrenadante!removido!e!o!precipitado!

seco!à! temperatura!ambiente.!Por! fim,!o!RNA!foi!dissolvido!em!água!DEPC!para!um!

volume! de! 15! μL! e! armazenado! a! 080! ºC! para! posterior! quantificação! pelo!

espectrofotômetro!NanoDrop!ND02000!no!comprimento!de!onda!de!260!nm!e!avaliação!

da!qualidade!da!extração! (A260/A280).!A! integridade!do!RNA!extraído! foi!avaliada!pela!

visualização! de! duas! bandas! fortes! correspondentes! aos! RNAs! das! subunidades!

ribossomais!18S!e!28S,!após!eletroforese!em!gel!de!agarose!1,5%!corado!com!GelRed""

Nucleic"Acid"Gel"Stain!(Biotium,!Hayward,!CA,!EUA)!(Figura!6)."

!

Figura!6!–!Eletroforese!do!produto!de!extração!de!RNA!evidenciando!bandas!características.!
Fotografia! digital! da! eletroforese! em! gel! de! agarose! do! produto! de! extração! de! RNA! total.! Após!
extração!do!RNA! total! de!monócitos! ou! células! dendríticas,! o! produto! de! extração! foi! submetido! à!
eletroforese! em! gel! de! agarose! 1,0%,! em! que! se! observou! o! padrão! de!migração! dos! RNAs! das!
subunidades!ribossomais!18S!e!28S.!
!

3.9!Transcrição!reversa,!PCR!e!PCR!em!tempo!real!para!genes!selecionados!

!

! Para! avaliar! a! expressão! dos! genes! da! família! Rel! (NF0κB1,! NF0κB2,! p65,!

RelB!e!cRel)!bem!como!de!genes!relacionados!com!a!maturação!e!a!ativação!das!

DCs!(CD80,!CD86,!CD83,!CD40,!HLA0DR,!IL08),!a!expressão!destes!sendo!regulada!

por! NF0κB,! utilizou0se! a! técnica! de! reação! em! cadeia! da! polimerase! (PCR)! em!

tempo!real!com!o!kit!SYBR®!Green!PCR!Master!Mix!(Applied!Biosystems).!!

! Para!tanto,!amostras!de!RNA!de!iDCs!e!DCs!estimuladas!com!TNF0α!por!1!h!

foram!submetidas!à!transcrição!reversa!(RT)!para!obtenção!do!DNA!complementar!
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(cDNA),!que!por!sua!vez!foi!amplificado!por!PCR!em!tempo!real!com!a!utilização!de!

primers!específicos.!Assim,!amostras!de!500!ng!de!RNA!total!extraído!íntegro!foram!

diluídas! para! 11! μL! com!água!DEPC!em!microtubo! livre! de!RNAse! de! 0,5!mL.! A!

essas!amostras!adicionou0se!1!μL!de!oligo(dT)18!primer"(0,5!μg/μL).!Este!se!hibridiza!

por!complementaridade!na!cauda!3’poli(A)!presente!no!RNA!mensageiro!maduro.!As!

amostras!foram!então!incubadas!no!termociclador!a!70!ºC!por!5!minutos,!seguido!de!

incubação! a! 25! ºC! por! 10! minutos,! durante! a! qual! adicionou0se! por! amostra! um!

volume! de! 8! μL! contendo! 4! μL! de! tampão! da! RT! (5X)! ,! 2! μL! de! mix! de!

desoxirribonucleotídeos! trifosfatados! (dNTPs)! (2,5! mM),! 1! μL! de! ditiotreitol! (DTT)!

(0,1! M)! e! 1! μL! da! enzima! transcriptase! reversa! SuperScriptTM! III! (Invitrogen! Life!

Technology)!(200!U/μL).!As!condições!seguintes!no!termociclador!foram!42!ºC!por!1!

hora! e! 15!minutos! e! 70! ºC! por! 15!minutos.! As! amostras! de! cDNA! assim! obtidas!

foram!então!armazenadas!a! 020! ºC.!Para!garantir! que!houve!a! síntese! correta!do!

cDNA! para! a! reação! de! PCR! em! tempo! real,! as! amostras! foram! primeiramente!

amplificadas!por!uma!reação!de!PCR!tradicional!em!que!se!utilizaram!primers!para!o!

gene!β0actina.!A!mistura!da!reação!de!PCR!(25!μL)!consistiu!de!2,5!μL!do!tampão!

(10X),!0,75!μL!de!MgCl2! (50!mM),!2,0!μL!do!mix!de!dNTPs! (2,5!mM),!1,25!μL!de!

cada!primer!(10!pmol/!μL),!0,2!μL!da!enzima!Taq!DNA!Polimerase!(Invitrogen)!(5U/!

μL)!e!1!μL!do!cDNA.!As!condições!para!a! reação!no! termociclador!consistiram!de!

uma! desnaturação! inicial! a! 94! °C! por! 3! minutos,! seguida! de! 35! ciclos! de!

desnaturação! a! 94! ºC! por! 45! segundos,! anelamento! a! 60! ºC! por! 30! segundos! e!

extensão!a!72!ºC!por!1!minuto!e!30!segundos,!com!uma!extensão!final!a!72!ºC!por!

10!minutos.!Após!eletroforese!em!gel!de!agarose!1%!corado!com!GelRedTM"Nucleic"

Acid"Gel"Stain" (Biotium)!e!visualização!da!banda!única!correspondente!ao!produto!

esperado,! prosseguiu0se! com! a! PCR! em! tempo! real.! Cada! reação! (12,5! μL)! foi!

composta!por!6,25!μL!de!SYBR,!4,25!μL!de!água!ultrapura!autoclavada,!0,375!μL!de!

cada! primer! (10! pmol/! μL)! e! 1! μL! de! cDNA! (previamente! diluído! a! 1:10).! As!

condições! para! a! reação! foram:! 95! ºC! por! 10!minutos! para! a! ativação! da! enzima!

AmpliTaq!Gold!DNA!Polimerase!presente!no!SYBR!mix,!40!ciclos!de!desnaturação!a!

95!ºC!por!15!segundos!e!anelamento!e!extensão!a!60!ºC!por!1!minuto,!seguido!da!

curva!de!dissociação! (95! ºC!por!1!minuto,!60! ºC!por!30!segundos!e!95! ºC!por!30!

segundos).! A! reação! de! PCR! em! tempo! real! foi! realizada! no! equipamento!

QuantStudio!12K!Flex!(Applied!Biosystems).!

!
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3.9.1"Desenho"dos"primers"

"

Para!avaliar!a!expressão!dos!genes!selecionados,!foram!desenhados!primers!

específicos! para! amplificação! por! PCR! em! tempo! real.! Um! par! de! primers! foi!

desenhado!para!avaliar!a!expressão!do!gene!constitutivo!β0actina,!necessário!para!a!

normalização! dos! resultados.! Os! primers! foram! desenhados! com! base! nas!

seqüências! de! cDNAs! presentes! no! banco! de! dados! do! NCBI!

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)! com! o! auxílio! do! software! PRIMER! 3,! e! sintetizados!

pela! Invitrogen!Life!Technologies.!Restringiu0se!o! tamanho!do!produto! amplificado!

para!até!200!pb,!com!anelamento!dos!primers!em!éxons!diferentes.!As!seqüências!

dos!primers,!números!de!identificação!das!seqüências!dos!cDNA!do!banco!de!dados!

do!NCBI!e!tamanhos!do!produto!amplificado!estão!descritos!na!Tabela!5.!Uma!PCR!

comum! foi! realizada! com! esses! pares! de! primers! para! avaliar! a! qualidade! dos!

mesmos!(Figura!7).!

"

Tabela!5!–!Seqüências!dos!primers!para!PCR!em!tempo!real.!Seqüências!dos!primers!utilizados!
nas! reações!de!PCR!em! tempo! real.!Seqüências!dos!primers! foward! (F)!e! reverse! (R)!para!CD80,!
CD86,!CD40,!CD83,!HLA0DR,! IL08,!β0actina,!p50,!p52,!p65,!RelB,!cRel,!e!números!de! identificação!
das!seqüências!de!cDNA!presentes!no!banco!de!dados!do!NCBI!utilizadas!para!o!desenho!desses.!

Gene! Seqüências!dos!primers! #NCBI! Tamanho!do!
produto!

! ! ! !

CD80! F5’0AGGGAACATCACCATCCAAG03’! NM_005191! 181!pb!R5’0TGCCAGTAGATGCGAGTTTG03’!
! ! ! !

CD86! F5’0TGTACGACGTTTCCATCAGC03’! NM_006889! 160!pb!R5’0ATCCAAGGAATGTGGTCTGG03’! NM_175862!
! ! ! !

CD40! F5’0CGGGTCCAGCAGAAGGGCAC03’! NM_001250.4! 175!pb!R5’0CTGGGCAGGGCTCGCAGATG03’!
! ! ! !

CD83! F5’0CTTGCTCCGAAGATGTGGAC03’! NM_004233.3! 100!pb!R5’0CTCTCTTCACCACCCTCCAA03’! NM_001040280.1!
! ! ! !

HLA0DR! F5’0GGTGGAGCACTGGGGCTTGG03’! NM_019111.3! 197!!pb!R5’0ACAGAGGCCCCCTGCGTTCT03’!
! ! ! !

IL08! F5'0ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC03'! NM_000584! 112!pb!R5'0AACCCTCTGCACCCAGTTTTC03'!
! ! ! !

β0actina! F5’0ACGAAACTACCTTCAACTCCATCAT03’! NM_001101.3! 166!pb!R5’0ATGATCTTGATCTTCATTGTGCTG03’!
! ! ! !

NF0κB1! F5’0CGTGAAGATGCTGCTGGCCGT03’! NM_003998! 194!pb!R5’0CCAAGTGCAAGGGCGTCTGGT03’!
! ! ! !

NF0κB1! F5’0GCTGGGGATCTGCGCCGTTT03’! NM_002502! 168!pb!R5’0CGCTGCTCGGCCTCCGTAAG03’!
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Gene! Seqüências!dos!primers! #NCBI! Tamanho!do!
produto!

! ! ! !

p65/RelA! F5’0CTCAAGATCTGCCGAGTGAAC03’! NM_021975! 112!pb!R5’0GTCCCGTGAAATACACCTCAAT03’!
! ! ! !

RelB! F5’0GATTTGCCGAATTAACAAGGAA03’! NM_006509! 103!pb!R5’0GCTGAACACCACTGATATGTCC03’!
! ! ! !

cRel! F5’0GCCTCCGGTGCGTATAACCCG03’! NM_002908! 101!pb!R5’0ATGCTGCCTGCTGATCGCCC03’!
! ! ! !

!

!

Figura! 7! –!Eletroforese! dos! produtos! de! PCR! dos! genes! avaliados! por! PCR! em! tempo! real.!
Fotografia! digital! da! eletroforese! em! gel! de! agarose! 1,5%! do! produto! da! reação! em! cadeira! da!
polimerase,!realizada!para!avaliação!da!qualidade!dos!pares!de!primers!desenhados!para!amplificar!
os!cDNAs:!CD80,!CD86,!CD40,!CD83,!HLA0DR,!IL08,!β0actina,!NF0kB1,!NF0kB2,!p65,!RelB!e!cRel,!e!
respectivos!controles!negativos!(BR:!branco).!Marcador!=!marcador!de!peso!molecular!(100pb).!
!

3.9.2"Análise"dos"resultados"de"PCR"em"tempo"real"

!

! O!método!matemático!utilizado!para!quantificar!a!expressão!dos!mRNAs!de!

interesse! foi! o! método! Ct! (Threshold" cicle)! comparativo! (LIVAK! e! SCHMITTGEN,!
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2001).!Segundo!o!método!Ct!comparativo,!subtrai0se!o!Ct!da!amostra!de! interesse!

pelo!Ct!do!gene!constitutivo!dessa!mesma!amostra,!no!caso,!β0actina,!dando!origem!

ao!valor!ΔCt.!Em!seguida,!calcula0se!o!ΔΔCt,!que!trata!da!diferença!entre!o!valor!de!

ΔCt!de!uma!amostra!em!questão!e!o!ΔCt!de!uma!amostra!calibradora,!à!qual!todas!

as! amostras! farão! referência.! Neste! projeto,! no! experimento! de! cinética! de!

expressão! dos! mRNAs! das! subunidades! de! NF0κB! (item! 4.5),! utilizaram0se! os!

valores!de!ΔCt!do!monócito,!na!análise!de!expressão!dos!mRNAs!das!subunidades!

pelo! tempo,! e! do! grupo! p65/RelA,! no! caso! da! análise! dos! mRNAs! de! uma!

subunidade!em!relação!as!demais!em!cada!tempo,!como!amostras!calibradoras.!Por!

fim,! calcula0se! o! valor! de! 20ΔΔCt,! obtendo0se,! assim,! a! expressão! relativa! de!

determinado!gene!de! interesse.!Este!método!parte!do!princípio!de!que!a!eficiência!

da!reação!de!amplificação!do!gene!alvo!deve!ser!igual!à!do!gene!constitutivo,!ambas!

próximas! de! 100%.! Testaram0se! as! eficiências! de! amplificação! dos! diferentes!

genes,! e! após! constatação! de! eficiências! acima! de! 90%,! foi! possível! eleger! esse!

método!de!análise.!Para!a!escolha!do!gene!constitutivo,!testaram0se!os!genes!da!β0

actina! e!GAPDH.! Ambos! variaram! pouco! entre! as! amostras,! porém,! pelo! número!

grande!de!amostras!e!de!genes!analisados!de!uma!vez!por!placa,!apenas!um!deles!

pôde!ser!utilizado!como!gene!constitutivo,!tendo!sido!escolhido!o!gene!da!β0actina.!

As! curvas! de! dissociação! representativas! de! cada! par! de! primers! podem! ser!

observadas!na!Figura!8.!

!
!
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!
!

Figura!8!–!Curvas!de!dissociação!dos!primers!desenhados!para!PCR!em!tempo!real.!Curvas!de!
dissociação! representativas! dos!primers! para!HLA0DR,!CD86,!CD80,!CD83,!CD40,! IL08,! p50,! p52,!
p65,!RelB,!cRel!e!β0actina,!obtidas!por!PCR!em!tempo!real,!a!partir!de!RNA!total!extraído!de!células!
dendríticas.!A!presença!de!um!pico!único!de!dissociação!corresponde!à!amplificação!de!um!produto!
específico.!!
!

3.10!Arranjo!de!PCR!em!tempo!real!para!genes!relacionados!com!a!via!de!NF7κB!

!

! Para! a! avaliação! da! expressão! gênica! de! componentes! da! maquinaria! de!

sinalização!mediada!por!NF0κB,!utilizou0se!o!kit! comercial!de!placas!de!arranjo!de!

PCR!em!tempo!real!(RT2!Profiler"PCR"Array)!Human"NFκB"Signaling"Pathway"Plus!

(CAT:!330231!PAHS0025YA,!Qiagen)!e!mix!de!reagentes!para!PCR!em!tempo!real!

contendo! SYBR! Green! (RT2" SYBR" Green" ROX" qPCR" Mastermix,! CAT:! 330521,!

Qiagen)! seguindo! as! instruções! do! fabricante! para! o! equipamento! QuantStudio™!

12K!Flex!Real0Time!PCR!System! (Applied!Biosystems).!Cada!arranjo! inclui! genes!

que! codificam! membros! da! família! Rel,! genes! responsivos! ao! NF0κB,! ligantes!

extracelulares! e! receptores! que! ativam! a! via,! além! de! quinases! e! fatores! de!

CD40

HLA$DR CD86 CD80

CD83 CD40 IL$8

p50 p52 p65

ReB cRel B$actina
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transcrição!que!propagam!o!sinal.!Os!estudos!com!estes!arranjos!de!PCR!em!tempo!

real! foram! realizados! com! 3! amostras! de! pacientes! e! seus! respectivos! controles!

experimentais!(somando!6!ensaios).!Estas!amostras!foram!selecionadas!a!partir!dos!

resultados!obtidos!no!ensaio!de!CBA,!em!que!o!critério!de!seleção!foi!o!aumento!de!

concentração! de! IL08! no! sobrenadante! da! cultura! de! pacientes! em! relação! a! seu!

respectivo! controle! experimental,! após! 1! h! da! ativação! com! TNF0α.! Assim,! as!

pacientes! selecionadas! para! este! ensaio! foram:! P40,! P43! e! P36,! cujos!

sobrenadantes! das! culturas! para! diferenciação! em! DCs! apresentaram! aumentos!

crescentes!de!concentração!de!IL08!em!relação!aos!sobrenadantes!das!culturas!dos!

respectivos!controles!experimentais,!de!1,3,!1,5!e!2,4!vezes,!respectivamente.!Cada!

cDNA! foi! reversamente! transcrito! com! o! kit! RT2" First" Strand" Kit! (CAT:! 330401,!

Qiagen),! seguindo! as! instruções! do! fabricante,! a! partir! de! 500! ng! de!mRNA! total!

extraído! com! Trizol! (protocolo! fornecido! no! item! 3.8! acima)! de! DCs! do! 5o! dia! de!

cultura! após! 1! h! de! ativação! com!TNF0α.! Cada! placa! de!PCR! continha! 84! poços!

com!primers!específicos!para!84!genes!relevantes!à!via!em!questão,!5!poços!com!

primers! específicos! para! genes! constitutivos! (β0actina,! β020microglobulina,!

gliceraldeído030fosfato!desidrogenase!(GAPDH),!hipoxantina!fosforribosiltransferase0

1!(HPRT01)!e!proteína!ribossomal,!grande,!P0!(RPLP0)),!que!possibilitam!a!análise!

pelo!método!Ct!comparativo,!e!7!controles!de!reação,!que!permitem!a!avaliação!da!

performance! da! transcrição! reversa,! a! determinação! de! contaminação! com! DNA!

genômico!e!a!avaliação!da!performance!da!PCR!em!cada!ensaio.!Vale!ressaltar!que!

os! 6! ensaios! realizados! passaram! nos! três! testes! de! qualidade! fornecidos! pelas!

placas,!garantindo!a!reprodutibilidade!dos!resultados.!As!corridas!de!PCR!em!tempo!

real! foram! previamente! analisadas! para! checagem! da! curva! de! dissociação! e!

determinação!manual!do!threshold!para!cada!gene,!o!qual!deve!ser!o!mesmo!dentre!

as!placas!a!serem!submetidas!à!mesma!análise.!Em!seguida,!os! resultados!de!Ct!

foram! exportados! e! analisados! pelo! método! Ct! comparativo! com! o! auxílio! do!

software! SABiosciences! PCR! Array! Data! Analysis,! disponível! online! no! endereço!

www.SABiosciences.com/pcrarraydataanalysis.php.! A! normalização! da! expressão!

gênica! foi! realizada! com! base! nas!médias! das! expressões! gênicas! de! β0actina! e!

RPLP0,!as!mais!constantes!entre!os!grupos.!Ainda,!para!as!análises,!determinou0se!

Ct!de!35!como!valor!de!corte.!Na!Tabela!6!consta!a! lista!de!genes!examinados,!a!

posição! dos! genes! na! placa,! o! número! de! identificação! das! seqüências! de! cDNA!
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presentes! no! banco!de!dados!do!NCBI! (GenBank),! o! símbolo! dos! genes!utilizado!

nas!figuras!e!o!nome!dos!genes!em!inglês.!!

!
Tabela! 6! –! Relação! dos! genes! investigados! por! arranjo! de! PCR! em! tempo! real.! Genes!
examinados! no! arranjo! de! PCR! em! tempo! real! (RT2! Profiler" PCR" Array)!Human" NFκB" Signaling"
Pathway"Plus,! a! posição!dos!genes!na!placa,! o! número!de! identificação!das! seqüências!de! cDNA!
presentes! no! banco! de! dados! do!NCBI! (GenBank),! o! símbolo! dos! genes! utilizado! nas! figuras! e! o!
nome!dos!genes!em!inglês.!
Posição! GenBank! Símbolo! Nome!do!Gene!

A01! NM_000029! AGT! Angiotensinogen" (serpin" peptidase" inhibitor," clade" A,"

member"8)!
A02! NM_005163! AKT1! VHakt"murine"thymoma"viral"oncogene"homolog"1!
A03! NM_005171! ATF1! Activating"transcription"factor"1!
A04! NM_004049! BCL2A1! BCL2Hrelated"protein"A1!
A05! NM_138578! BCL2L1! BCL2Hlike"1!
A06! NM_005178! BCL3! BHcell"CLL/lymphoma"3!
A07! NM_001166! BIRC2! Baculoviral"IAP"repeat"containing"2!
A08! NM_032415! CARD11! Caspase"recruitment"domain"family,"member"11!

A09! NM_033292! CASP1! Caspase" 1," apoptosisHrelated" cysteine" peptidase"

(interleukin"1,"beta,"convertase)!
A10! NM_001228! CASP8! Caspase"8,"apoptosisHrelated"cysteine"peptidase!
A11! NM_002982! CCL2! Chemokine"(CHC"motif)"ligand"2!
A12! NM_002985! CCL5! Chemokine"(CHC"motif)"ligand"5!
B01! NM_001250! CD40! CD40"molecule,"TNF"receptor"superfamily"member"5!
B02! NM_003879! CFLAR! CASP8"and"FADDHlike"apoptosis"regulator!
B03! NM_001278! CHUK! Conserved"helixHloopHhelix"ubiquitous"kinase!
B04! NM_000757! CSF1! Colony"stimulating"factor"1"(macrophage)!
B05! NM_000758! CSF2! Colony"stimulating"factor"2"(granulocyteHmacrophage)!
B06! NM_000759! CSF3! Colony"stimulating"factor"3"(granulocyte)!
B07! NM_005228! EGFR! Epidermal"growth"factor"receptor!
B08! NM_001964! EGR1! Early"growth"response"1!
B09! NM_005229! ELK1! ELK1,"member"of"ETS"oncogene"family!
B10! NM_003824! FADD! Fas"(TNFRSF6)Hassociated"via"death"domain!
B11! NM_000639! FASLG! Fas"ligand"(TNF"superfamily,"member"6)!
B12! NM_005252! FOS! FBJ"murine"osteosarcoma"viral"oncogene"homolog!
C01! NM_002133! HMOX1! Heme"oxygenase"(decycling)"1!
C02! NM_024013! IFNA1! Interferon,"alpha"1!
C03! NM_000619! IFNG! Interferon,"gamma!

C04! NM_001556! IKBKB! Inhibitor" of" kappa" light" polypeptide" gene" enhancer" in" BH

cells,"kinase"beta!

C05! NM_003639! IKBKG! Inhibitor" of" kappa" light" polypeptide" gene" enhancer" in" BH

cells,"kinase"gamma!
C06! NM_000572! IL10! Interleukin"10!
C07! NM_000575! IL1A! Interleukin"1,"alpha!
C08! NM_000576! IL1B! Interleukin"1,"beta!
C09! NM_000877! IL1R1! Interleukin"1"receptor,"type"I!
C10! NM_001569! IRAK1! InterleukinH1"receptorHassociated"kinase"1!
C11! NM_001570! IRAK2! InterleukinH1"receptorHassociated"kinase"2!
C12! NM_002228! JUN! Jun"protoHoncogene!
D01! NM_000595! LTA! Lymphotoxin"alpha"(TNF"superfamily,"member"1)!

D02! NM_002342! LTBR! Lymphotoxin" beta" receptor" (TNFR" superfamily," member"

3)!

D03! NM_173844! MALT1! Mucosa" associated" lymphoid" tissue" lymphoma"

translocation"gene"1!
D04! NM_005921! MAP3K1! MitogenHactivated"protein"kinase"kinase"kinase"1!
D05! NM_002468! MYD88! Myeloid"differentiation"primary"response"gene"(88)!
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Posição! GenBank! Símbolo! Nome!do!Gene!

D06! NM_002502! NFKB2! Nuclear" factor"of" kappa" light"polypeptide"gene"enhancer"

in"BHcells"2"(p49/p100)!
D07! NM_006092! NOD1! NucleotideHbinding"oligomerization"domain"containing"1!
D08! NM_021144! PSIP1! PC4"and"SFRS1"interacting"protein"1!
D09! NM_002880! RAF1! VHrafH1"murine"leukemia"viral"oncogene"homolog"1!

D10! NM_002908! REL! VHrel" reticuloendotheliosis" viral" oncogene" homolog"

(avian)!

D11! NM_021975! RELA! VHrel" reticuloendotheliosis" viral" oncogene" homolog" A"

(avian)!
D12! NM_006509! RELB! VHrel"reticuloendotheliosis"viral"oncogene"homolog"B!
E01! NM_001664! RHOA! Ras"homolog"gene"family,"member"A!
E02! NM_003804! RIPK1! Receptor"(TNFRSF)Hinteracting"serineHthreonine"kinase"1!
E03! NM_007315! STAT1! Signal"transducer"and"activator"of"transcription"1,"91kDa!
E04! NM_013254! TBK1! TANKHbinding"kinase"1!
E05! NM_182919! TICAM1! TollHlike"receptor"adaptor"molecule"1!
E06! NM_003254! TIMP1! TIMP"metallopeptidase"inhibitor"1!
E07! NM_003263! TLR1! TollHlike"receptor"1!
E08! NM_003264! TLR2! TollHlike"receptor"2!
E09! NM_003265! TLR3! TollHlike"receptor"3!
E10! NM_138554! TLR4! TollHlike"receptor"4!
E11! NM_006068! TLR6! TollHlike"receptor"6!
E12! NM_017442! TLR9! TollHlike"receptor"9!
F01! NM_003844! TNFRSF10A! Tumor"necrosis"factor"receptor"superfamily,"member"10a!
F02! NM_003842! TNFRSF10B! Tumor"necrosis"factor"receptor"superfamily,"member"10b!
F03! NM_001065! TNFRSF1A! Tumor"necrosis"factor"receptor"superfamily,"member"1A!
F04! NM_003810! TNFSF10! Tumor"necrosis"factor"(ligand)"superfamily,"member"10!
F05! NM_003789! TRADD! TNFRSF1AHassociated"via"death"domain!
F06! NM_021138! TRAF2! TNF"receptorHassociated"factor"2!
F07! NM_003300! TRAF3! TNF"receptorHassociated"factor"3!
F08! NM_004620! TRAF6! TNF"receptorHassociated"factor"6!
F09! NM_001165! BIRC3! Baculoviral"IAP"repeat"containing"3!
F10! NM_004591! CCL20! Chemokine"(CHC"motif)"ligand"20!
F11! NM_004233! CD83! CD83"molecule!
F12! NM_002089! CXCL2! Chemokine"(CHXHC"motif)"ligand"2!
G01! NM_002090! CXCL3! Chemokine"(CHXHC"motif)"ligand"3!
G02! NM_000201! ICAM1! Intercellular"adhesion"molecule"1!
G03! NM_000584! IL8! Interleukin"8!
G04! NM_002198! IRF1! Interferon"regulatory"factor"1!

G05! NM_003998! NFKB1! Nuclear" factor"of" kappa" light"polypeptide"gene"enhancer"

in"BHcells"1!

G06! NM_020529! NFKBIA! Nuclear" factor"of" kappa" light"polypeptide"gene"enhancer"

in"BHcells"inhibitor,"alpha!

G07! NM_004556! NFKBIE! Nuclear" factor"of" kappa" light"polypeptide"gene"enhancer"

in"BHcells"inhibitor,"epsilon!
G08! NM_003764! STX11! Syntaxin"11!

G09! NM_052864! TIFA! TRAFHinteracting" protein" with" forkheadHassociated"

domain!
G10! NM_000594! TNF! Tumor"necrosis"factor!
G11! NM_006291! TNFAIP2! Tumor"necrosis"factor,"alphaHinduced"protein"2!
G12! NM_006290! TNFAIP3! Tumor"necrosis"factor,"alphaHinduced"protein"3!
! NM_001101! ACTB! Actin,"beta!
! NM_001002! RPLP0! Ribosomal"protein,"large,"P0!

!

3.11!Análise!estatística! !

!
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! As!análises!estatísticas!foram!realizadas!no!programa!GraphPad!Prism!6!para!

Macintosh!(versão!6.0e).!Os!dados!obtidos!foram,!inicialmente,!analisados!quanto!à!

normalidade! da! distribuição! pelo! teste! de! D’Agostino! &! Pearson.! Em! caso! de!

distribuição!normal,!realizou0se!o!teste!paramétrico!T!não!pareado!(com!correção!de!

Welch! para! variâncias! significativamente! diferentes,! quando! necessário).! Em! caso!

de! distribuição! não!normal,! realizou0se! o! teste! não!paramétrico! de!Mann0Whitney.!

Em!todas!as!análises,!considerou0se!significativo!o!valor!de!p!<!0,05.!!
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4.1!Caracterização!fenotípica!de!DCs!

!

! As! células! dendríticas! foram! originadas! a! partir! de! monócitos! de! sangue!

periférico! de! doadoras! saudáveis! e! pacientes! com!câncer! de!mama,! e! tratados! com!

GM0CSF!e!IL04!por!cinco!dias!para!diferenciação!em!células!dendríticas!imaturas.!No!

quinto!dia!da!cultura,!as!células!foram!ativadas!com!TNF0α,!obtendo0se!ao!sétimo!dia!

da!cultura!as!células!dendríticas!maduras.!As!fotografias!digitais!abaixo!representam!o!

aspecto! geral! das! culturas! nos! dias! zero,! cinco! e! sete,! e! em! destaque,! o! aspecto!

morfológico! representativo! de! monócitos,! DC! imaturas! e! maduras! nesses! dias! da!

cultura,!respectivamente!(Figura!9).!

! É!possível!observar0se!aumento!de! tamanho!das!células!com!os!estímulos!de!

diferenciação! e! ativação,! bem! como! maior! número! de! células! arredondadas,! com!

prolongamentos!de!membrana! visíveis! ao!micrométrico,! no! sétimo!dia! da! cultura! em!

comparação!com!o!quinto!dia.!Além!disso,!após!o!estímulo!de!ativação!com!TNF0α,!as!

mDCs!encontram0se!predominantemente!desaderidas!da!placa!de!cultura.!A!partir!da!

fotografia!digital!da!mDC!em!destaque!pode0se!observar!dendritos!bem!pronunciados,!

característicos!dessas! células.!Ainda,! o! aspecto! geral! das! células! de!acordo! com!os!

parâmetros!de!tamanho!e!granulosidade!ao!citômetro!de!fluxo!(Figura!9A),!bem!como!

exemplos!de!histogramas!da!expressão!das!moléculas!CD14,!HLA0DR!e!CD86!em!Mo,!

iDCs!e!mDCs!ao!longo!do!processo!de!diferenciação!e!ativação,!estão!representados!

nas!Figuras!10B,!C!e!D,!respectivamente.!

!

Figura!9!–!Aspecto!geral!da!cultura!para!diferenciação!em!DCs.!Fotografias!digitais!representativas!de!
uma! cultura! para! diferenciação! em! células! dendríticas! (200x! de! aumento),! a! partir! de! monócitos!
selecionados!negativamente,!cultivadas!em!meio!AIM0V!e!estímulo!de!ativação!por!TNF0α,!nos!dias!zero,!
cinco! e! sete! da! cultura,! indicando! monócitos! (Mos),! células! dendríticas! imaturas! (iDCs)! e! maduras!
(mDCs),! respectivamente.! Em! destaque,! aumentos! realizados! no! computador! a! partir! das! fotografias!
digitais.!

Dia 0%& Mos Dia 5%& iDCs Dia 7%& mDCs
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!
Figura!10!–!Caracterização!geral!das!células!em!cultura!para!diferenciação!em!DCs.!A:!Gráficos!
pseudocoloridos! de! tamanho! por! granulosidade! (FSC0A! X! SSC0A)! indicando! aspecto! geral! das!
células! nos! dias! zero,! cinco! e! sete! da! cultura! para! diferenciação! em! DCs.! B0D:! Histogramas! das!
intensidades!medianas!de!fluorescência!das!moléculas!de!membrana!CD14!(B),!HLA0DR!(C)!e!CD86!
(D)! de! Mo,! iDCs! e! mDCs! (histogramas! vazios),! em! comparação! com! células! não! marcadas!
(histogramas! cheios),! a! partir! de! cultura! para! diferenciação! em! DCs! realizada! em! meio! AIM0V! e!
estímulo!de!ativação!por!TNF0α.!
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! Nas! Figuras! 11! a! 15! são! apresentados! gráficos! de! dispersão! com! as!

medianas! das! freqüências! das! células! positivas! para! as! diferentes! moléculas! na!

superfície! de! Mo,! iDCs! e! mDCs,! a! partir! de! culturas! realizadas! com! células! de!

pacientes!com!câncer!de!mama!e!controles,!bem!como!as! intensidades!medianas!

de! fluorescência! relativas! (rMFI)! de! tais! moléculas! nas! células! positivas! para! as!

mesmas!(Figuras!12,!14!e!16,!respectivamente).!!

De! modo! geral,! observou0se! tanto! com! relação! à! frequência! quanto! com!

relação!à!rMFI,!uma!acentuada!variabilidade!entre!indivíduos!do!mesmo!grupo,!mais!

evidente!em!algumas!moléculas!do!que!em!outras.!!

Inicialmente,! a! análise! da! frequência! em! monócitos! indicou! ausência! de!

diferenças! ou! tendências! de! diferenças! consistentes! com! relação! às! moléculas!

avaliadas.! Já! a! análise! de! rMFi! indicou! uma! discreta! tendência! de! aumento! de!

CD11c!e!CCR7!em!células!de!pacientes!em!comparação!com!controles!No!entanto,!

essas!diferenças!não!foram!significativas.!

! Durante!a!diferenciação!em!células!dendríticas!a!partir!de!monócitos,!houve!

contínua!diminuição!na! frequência!de!células!CD14+! (diminuição!esta! indicativa!da!

diferenciação!dos!monócitos!em!células!dendríticas)! tanto!em!controles!quanto!em!

pacientes,!sendo!que!após!a!ativação,!a!diferença!na! frequência! foi!mais!evidente!

em! controles! do! que! em! pacientes.! A! análise! da! rMFI,! no! entanto,! não! indicou!

diferenças!entre!os!grupos!em!nenhum!momento!avaliado.!!

A!frequência!de!células!HLA0DR+!se!apresentou!elevada!após!a!seleção!das!

células! monocíticas,! tanto! em! controles! quanto! em! pacientes.! No! quinto! dia! da!

cultura,!quando!se!obtêm!as!iDCs,!as!altas!frequências!se!mantiveram!em!ambos!os!

grupos,!tendo!sido!observada,!no!entanto,!maior!heterogeneidade!na!frequência!de!

células! positivas! para! este! marcador! nas! culturas! das! pacientes.! Ainda,! após!

estímulo!de!ativação,!enquanto!as!culturas!controles!mantiveram,!de!modo!geral,!as!

altas! frequências! observadas! de! células! HLA0DR+! (mediana! =! 97,4%),! houve!

diminuição!significativa!nas!culturas!das!pacientes!(mediana!=!86,9%)!(p!<!0,05).!A!

análise! da! rMFI,! no! entanto,! não! indicou! diferenças! entre! os! grupos! em! nenhum!

momento!avaliado.!!

A! frequência! de! células! CD11c+! permaneceu! elevada! ao! longo! da! cultura,!

tanto!em!pacientes!quanto!em!controles,!embora!iDCs!e!mDCs!de!pacientes!tenham!

apresentado!maior! heterogeneidade!na! frequência.!A!análise!da! rMFI,! no!entanto,!

indicou! uma! tendência! de! aumento! nas! células! das! pacientes! nos! três!momentos!
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avaliados,! embora! as! diferenças! não! tenham! sido! significativas,! possivelmente!

devido! à! grande! variabilidade! de! rMFIs! dessa! molécula! entre! os! indivíduos! em!

ambos!os!grupos.!

A! frequência! de! monócitos! CD86+! não! variou! entre! pacientes! e! controles,!

sendo!quase!máxima!em!ambos!os!grupos.!No!entanto,!houve!evidente!diminuição!

na! frequência! de! iDCs! e! mDCs! CD86+! em! pacientes,! sendo! estatisticamente!

significativa!apenas!no!último!caso!(p!<!0,05),!em!que!as!medianas!das!frequências!

de! mDCs! controles! e! de! pacientes! foram! 94,7%! e! 61,6%,! respectivamente.! No!

entanto,!a!análise!das!rMFIs!não!revelou!diferenças!entre!os!grupos.!

Já!a!frequência!de!iDCs!positivas!para!as!demais!moléculas!não!variou!entre!

pacientes!e!controles! (CD40,!PD0L1,!CCR5!e!CCR7),!ou!apresentou!uma!discreta!

tendência! à! diminuição! em! pacientes! em! comparação! com! controles! (CD80! e!

CD83).!Quanto!à!rMFI!das!moléculas,!esta!acompanhou!a!frequência!quando!a!não!

variação! em! pacientes! e! controles! (CD40,! PD0L1,!CCR5)! ou,! ao! contrário! do! que!

observado!para!a! frequência,!apresentou!uma! tendência!de!diminuição! (CCR7)!ou!

uma!discreta!tendência!de!aumento!(CD83)!em!iDCs!de!pacientes!em!comparação!

com! controles,! A! rMFI! de! CD80! em! iDCs! permaneceu! praticamente! a! mesma,!

apesar!da!observada!tendência!de!diminuição!na!frequência!de!iDCs!em!pacientes!

em!comparação!com!controles.!

Por!fim,!a!análise!de!frequência!de!mDCs!positivas!para!as!demais!moléculas!

indicou!que,!após!estímulo!de!ativação,!houve!um!aumento!na!frequência!de!mDCs!

CD80+!em!controles,!enquanto!que!as!mDCs!das!pacientes!permaneceram!com!a!

mesma!frequência!observada!anteriormente!ao!estímulo.!No!entanto,!essa!diferença!

não! atingiu! significância! estatística.! Fenômeno! semelhante! foi! observado! na!

frequência!de!mDCs!CD83+,!que!se!manteve!elevada!após!a!ativação!em!controles,!

enquanto! que! em! mDCs! de! pacientes! houve! uma! diminuição! estatisticamente!

significativa! (p! <! 0,05)! de! frequência,! apesar! do! pequeno! número! amostral.! A!

frequência! de! mDCs! positivas! para! CD40! não! variou,! enquanto! que! para! PD0L1,!

CCR5! e! CCR7! observou0se! uma! tendência! de! diminuição! em! pacientes! em!

comparação!com!controles,!embora!tais!diferenças!não!tenham!sido!significativas.!

! Na!análise!da!rMFI!das!células!positivas!para!tais!moléculas,!chama!a!

atenção!a! tendência!de!diminuição!de!CD40!e!CCR7!e,!em!menor!escala,!CCR5,!

em!mDCs!de!pacientes!em!comparação!com!controles.!!

!
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!

!

Figura!11!–!Caracterização!fenotípica!dos!monócitos!de!doadoras!saudáveis!e!pacientes!com!
câncer! de! mama.! Gráficos! de! dispersão! indicativos! da! frequência! (em! porcentagem)! de! células!
positivas!para!as!moléculas!de!superfície!CD14,!HLA0DR,!CD11c,!CD80,!CD86,!CD83,!CD40,!PD0L1,!
CCR5! e! CCR7! em! monócitos! (Mo)! selecionados! negativamente! a! partir! de! amostra! de! sangue!
periférico!de!doadoras!saudáveis!(controles)!e!pacientes!com!câncer!de!mama.!As!barras!indicam!as!
medianas.!
!

!
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!

!

!

Figura! 12! –! Intensidades! medianas! de! fluorescência! relativas! das! moléculas! em!monócitos!
positivos! de! doadoras! saudáveis! e! pacientes! com! câncer! de! mama.! Gráficos! de! dispersão!
indicativos!das! intensidades!medianas!de! fluorescência!relativas!(rMFI)!das!moléculas!de!superfície!
CD14,! HLA0DR,! CD11c,! CD80,! CD86,! CD83,! CD40,! PD0L1,! CCR5! e! CCR7! em! monócitos! (Mo)!
positivos,! selecionados! negativamente! a! partir! de! amostra! de! sangue! periférico! de! doadoras!
saudáveis!(controles)!e!pacientes!com!câncer!de!mama.!As!barras!indicam!as!medianas.!
!
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!

Figura!13!–!Caracterização!fenotípica!das!células!dendríticas!imaturas!diferenciadas!a!partir!de!
monócitos! de! doadoras! saudáveis! e! pacientes! com! câncer! de! mama.! Gráficos! de! dispersão!
indicativos!da!frequência!(em!porcentagem)!de!células!dendríticas!imaturas!(iDCs)!positivas!para!as!
moléculas!de!superfície!CD14,!HLA0DR,!CD11c,!CD80,!CD86,!CD83,!CD40,!PD0L1,!CCR5!e!CCR7,!
retiradas! no! quinto! dia! da! cultura! para! diferenciação! em! DCs! a! partir! de! monócitos! de! sangue!
periférico!de!doadoras!saudáveis!(controles)!e!pacientes!com!câncer!de!mama.!As!barras!indicam!as!
medianas.!
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Figura! 14! –! Intensidades! medianas! de! fluorescência! relativas! das! moléculas! em! células!
dendríticas! imaturas!positivas,!diferenciadas!a!partir!de!monócitos!de!doadoras!saudáveis!e!
pacientes!com!câncer!de!mama.!Gráficos!de!dispersão! indicativos!das! intensidades!medianas!de!
fluorescência! relativas! (rMFI)! das! moléculas! de! superfície! CD14,! HLA0DR,! CD11c,! CD80,! CD86,!
CD83,!CD40,!PD0L1,!CCR5!e!CCR7!em!células!dendríticas! imaturas! (iDCs)! positivas,! retiradas!no!
quinto! dia! da! cultura! para! diferenciação! em! DCs! a! partir! de! monócitos! de! sangue! periférico! de!
doadoras!saudáveis!(controles)!e!pacientes!com!câncer!de!mama.!As!barras!indicam!as!medianas.!
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Figura! 15! –! Caracterização! fenotípica! das! células! dendríticas! estimuladas! com! TNF7α,!
diferenciadas!a!partir!de!monócitos!de!doadoras!saudáveis!e!pacientes!com!câncer!de!mama.!
Gráficos! de! dispersão! indicativos! da! frequência! (em! porcentagem)! de! células! dendríticas! positivas!
para!as!moléculas!de!superfície!CD14,!HLA0DR,!CD11c,!CD80,!CD86,!CD83,!CD40,!PD0L1,!CCR5!e!
CCR7,!retiradas!no!sexto!ou!sétimo!dia!da!cultura!para!diferenciação!em!DCs!a!partir!de!monócitos!
de!sangue!periférico!de!doadoras!saudáveis!(controles)!e!pacientes!com!câncer!de!mama,!após!24!
ou!48!horas!do!estímulo!de!ativação!com!TNF0α!(mDCs).!As!barras!indicam!as!medianas.!*!p!<!0,05!
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Figura! 16! –! Intensidades! medianas! de! fluorescência! relativas! das! moléculas! em! células!
dendríticas!positivas!estimuladas!com!TNF7α,!diferenciadas!a!partir!de!monócitos!de!doadoras!
saudáveis!e!pacientes!com!câncer!de!mama.!Gráficos!de!dispersão!indicativos!das! intensidades!
medianas! de! fluorescência! relativas! (rMFI)! das! moléculas! de! superfície! CD14,! HLA0DR,! CD11c,!
CD80,!CD86,!CD83,!CD40,!PD0L1,!CCR5!e!CCR7!em!células!dendríticas!positivas,!retiradas!no!sexto!
ou!sétimo!dia!da!cultura!para!diferenciação!em!DCs!a!partir! de!monócitos!de!sangue!periférico!de!
doadoras!saudáveis!(controles)!e!pacientes!com!câncer!de!mama,!após!24!ou!48!horas!do!estímulo!
de!ativação!com!TNF0α!(mDCs).!As!barras!indicam!as!medianas.!
!
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4.2!Padronização!da!extração!de!proteínas!nucleares!

!

4.2.1"Integridade"das"proteínas"dos"extratos"nuclear"e"citoplasmático"

"

! Para! a! confirmação! da! integridade! das! proteínas! dos! extratos! nuclear! e!

citoplasmático!de!DCs!maduras,!garantindo!a!viabilidade!do!método!de!extração!de!

proteínas,! realizou0se! a! técnica! de!Western! Blot! para! identificação! da! proteína! β0

actina,!relatada!na!literatura!como!presente!em!ambos!os!extratos!(MCDONALD!et!

al.,!2006).!!

! Como! esperado,! em! duas! culturas! para! diferenciação! em! DCs! realizadas!

independentemente!(denominadas!1!e!2),!assim!como!as!respectivas!extrações!de!

proteínas,! foram! observadas! bandas! específicas! para! β0actina! tanto! no! extrato!

nuclear! quanto! no! citoplasmático! (Figura! 17A).! A! justaposição! da! membrana! de!

nitrocelulose,!em!que!está!presente!o!marcador!de!peso!molecular,!com!a!figura!em!

tamanho!real!obtida!pelo!sistema!de!captação!de!imagem,!indica!o!peso!das!bandas!

entre!58!kDa!e!38!kDa,!compatível!com!o!peso!esperado!de!42!kDa!da!β0actina.!

!

4.2.2"Pureza"do"extrato"nuclear"

"

! A! fim!de!avaliar!a!pureza!do!extrato!nuclear,!ou!seja,!confirmar!se!o!extrato!

nuclear! estava! livre! de! proteínas! citoplasmáticas,! o! que! poderia! influenciar! na!

quantificação! e! ensaios! futuros! de! EMSA,! realizou0se! outro! Western! Blot! para! a!

avaliação!da!presença!da!proteína!CD80!nos!extratos!nuclear! e! citoplasmático!de!

DCs! maduras.! Esta! é! uma! molécula! co0estimuladora! de! membrana! da! célula!

dendrítica,!para!qual!o!anticorpo!já!se!encontrava!no!laboratório.!Não!há!descrição!

na! literatura! da! presença! dessa! proteína! no! núcleo! das! DCs.! Devido! à! baixa!

concentração!de!proteínas!nos!extratos!provenientes!da!cultura!2,! realizou0se!este!

ensaio!apenas!com!os!extratos!provenientes!da!cultura!1.!!

! Foi!observada!a!presença!de!uma!banda!correspondente!ao!peso!esperado!

de!60! kDa!da!proteína!CD80!no!extrato! citoplasmático! (Figura!17B).!Embora!esta!

banda! particular! não! estivesse! presente! no! extrato! nuclear,! outras! bandas!

inespecíficas! apareceram! em! ambos! os! extratos,! possivelmente! devido! à! ligação!

inespecífica!resultante!da!ausência!de!padronização!da!técnica!com!este!anticorpo.!

!
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!

Figura!17!–!Avaliação!da! integridade!das!proteínas!extraídas!e!da!pureza!do!extrato!nuclear.!
Fotografia!digital!obtida!por!sistema!de!captação!de!imagem!quimioluminescente!após!realização!da!
técnica! de! Western! Blot,! indicando! (A)! banda! compatível! com! tamanho! esperado! de! 42! kDa! da!
proteína! β0actina,! presente! nos! extratos! citoplasmáticos! (Cit)! e! nucleares! (Nuc)! de! duas! culturas!
independentes! (1! e! 2)! para! diferenciação! em! células! dendríticasY! e! (B)! banda! compatível! com!
tamanho!esperado! de! 60! kDa!da! proteína!CD80,! presente! no! extrato! citoplasmáticos! (Cit)! de! uma!
cultura! (1)! para! diferenciação! em! células! dendríticas.!Marcador! de! peso!molecular! justaposto! para!
imagem!ilustrativa!a!partir!da!fotografia!digital!da!membrana!de!nitrocelulose.!
!

4.3!Padronização!do!EMSA!

!

4.3.1"Curva"da"quantidade"de"proteínas"do"extrato"nuclear"

"

! Para!identificar!a!quantidade!ideal!de!proteínas!nucleares!para!a!visualização!

adequada!de!NF0κB,!realizou0se!uma!cultura!para!diferenciação!em!DCs!a!partir!da!

seleção!positiva!de!células!CD14,!em!que!as!células!foram!ativadas!no!quinto!dia!da!

cultura!com!coquetel!de!citocinas,!e!retiradas!da!cultura!um!minuto!após!a!ativação.!

Essas! células! foram! submetidas! à! extração! de! proteínas,! e! o! extrato! nuclear!

utilizado!para!fazer!uma!curva!da!quantidade!de!proteínas!(Figura!18).!

! Inicialmente,! pode0se! observar! a! presença! de! dois! complexos! proteicos!

marcados!com!a!sonda!radioativa,!denominados!como!complexo!1!(C1)!e!complexo!

2!(C2).!Ensaios!subsequentes!demonstraram!que!ambos!representam!NF0κB.!!

! Como!esperado,! o! aumento! da! quantidade! de! proteínas! nucleares! (2! μg,! 4!

μg,! 6! μg! e! 8! μg)! refletiu! um! aumento! proporcional! de! intensidade! das! bandas!

observadas!até!atingir!um!platô!de!saturação!(Figura!18B).!A!quantidade!de!proteína!

escolhida!para!a!realização!dos!ensaios!futuros!foi!de!3!μg,!que!dá!origem!a!bandas!

com! intensidade! de! marcação! que! permite! detectar! tanto! aumentos! quanto!

diminuições!da!mesma!(Figura!18A).!!
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! A!sonda!livre,!que!aparece!ao!final!da!fotografia!digitalizada!a!partir!do!filme!

radiográfico!após!EMSA!ou!supershift,!assim!como!o!poço!também!denominado!de!

sonda! livre!pela!ausência!de!extrato!nuclear! proteico! (SL),! foram!descartados!nas!

representações!fotográficas!de!EMSA!ou!supershift!subsequentes,!sendo!ilustrados!

apenas!na!Figura!18A.!

!

!

Figura! 18! –! Determinação! da! quantidade! de! proteínas! do! extrato! nuclar.! A:! Fotografia!
digitalizada! a! partir! do! filme! radiográfico! obtido! após! EMSA,! indicando! a! expressão! de! NF0κB! em!
diferentes! quantidades! de! extrato! nuclear! protéico! (2,! 4,! 6! e! 8! μg),! extraído! de! uma! cultura! para!
diferenciação!em!células!dendríticas!selecionadas!positivamente!e!ativadas!no!quinto!dia!da!cultura!
com!coquetel! de! citocinas! por! 1!minuto.!B:!Curva! gerada! a! partir! quantificação! densitométrica! das!
bandas!de!NF0κB!correspondentes.!SL:!Sonda!livre!na!ausência!de!extrato!nuclear!protéico.!
!

4.3.2"Ensaio"de"competição"com"oligonucleotídeo"frio"

"

! Para! avaliar! a! especificidade! do! ensaio! ao! NF0κB,! realizou0se! o! ensaio! de!

competição!com!oligonucleotídeo!frio!(seqüência!de!oligonucleotídeo!não0radioativo!

a!qual!o!NF0κB!se! liga),!que!consistiu!em! fazer!o!EMSA!adicionando!oligo! frio!em!

excesso!molar!de!2X,!10X!e!50X!em!relação!ao!oligo!radioativo!(Figura!19).!Espera0

se!que!a!competição,!por! ligação!do!NF0κB!ao!oligo!frio,!cause!uma!diminuição!da!

intensidade!das!bandas!correspondentes.!

! A! análise! por! EMSA! indicou! a! formação! de! dois! complexos! protéicos,!

denominados!como!complexo!1!(C1)!e!complexo!2!(C2).!Foi!possível!observar!que!a!

medida! em! que! se! aumentou! a! concentração! de! oligo! frio! em! relação! ao! oligo!

marcado,!as!bandas!observadas!desapareceram!(primeiro!C1,!com!2X,!e!depois!C2,!

com!50X).!Quando!o!oligo!frio!utilizado!foi!específico!para!outro!fator!de!transcrição,!
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o! AP01! (proteína! ativadora01)! (5‟0! CGCTTGATGAGTCAGCCGGAA03‟Y! Promega,!

Madison,! W,! EUA),! utilizado! em! excesso! molar,! não! houve! competição,! como!

esperado,!e!as!bandas!permanecem!evidentes.!!

!

!

Figura!19!–!As!bandas!observadas!no!EMSA!correspondem!ao!NF7κB.!Fotografia!digitalizada!a!
partir! do! filme! radiográfico! obtido! após! EMSA,! indicando! a! expressão! de! NF0κB! no! ensaio! de!
competição! com! oligonucleotídeo! frio! (0,! 2,! 10! e! 50X)! e! competidor! inespecífico! (AP01).! Extrato!
nuclear!obtido!de!uma!cultura!para!diferenciação!em!células!dendríticas!selecionadas!positivamente!e!
ativadas!no!quinto!dia!da!cultura!com!coquetel!de!citocinas!por!1!minuto.!SL:!Sonda!livre!na!ausência!
de!extrato!nuclear!protéicoY!AP01:!Proteína!ativadora01.!
"

4.3.3"Teste"dos"anticorpos"para"os"ensaios"de"supershift"

!

Para! distinguir! as! subunidades! presentes! no! NF0κB! ativo! das! DCs!

diferenciadas,!por!meio!dos!ensaios!de!supershift,!foi!necessário!testar!os!anticorpos!

adquiridos! para! estes! ensaios,! para! que! se! pudesse! afirmar! com! maior! grau! de!

certeza! que! uma! ausência! de! supershift! de! fato! representava! ausência! daquela!

subunidade,!e!não!inatividade!do!anticorpo.!!

! Para! tanto,! duas! culturas! de! diferenciação! em! DCs! foram! realizadas:! uma!

delas,! em!que!se!obteve!o! sangue!por!aférese!e! se!utilizou!o!método!de! seleção!

positiva!de!monócitos!(A),!e!outra,!em!que!o!sangue!foi!obtido!a!partir!de!câmara!de!

leucorredução!e!os!monócitos!foram!“selecionados”!por!aderência!à!placa!por!1!hora!

e!30!minutos!e!as!células!não!aderentes!foram!removidas!por!lavagem!(B).!Ambas!

as!culturas! foram!realizadas!em!meio!AIM0V!na!presença!das!citocinas!GM0CSF!e!

IL04!por!cinco!dias!para!indução!de!diferenciação!de!monócitos!em!DCs.!Ao!quinto!
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dia!as!DCs!da!cultura!A!foram!ativadas!com!coquetel!de!ativação!e!as!da!cultura!B!

com!TNF0α.!Após!cinco!minutos!de!ativação,!as!células!de!ambas!as!culturas!foram!

removidas,! congeladas,! e! as! proteínas! posteriormente! extraídas,! e! utilizadas! no!

ensaio!de!supershift"para!teste!dos!anticorpos!(Figura!20).!O!intuito!de!fazer!culturas!

provenientes! de! métodos! de! coleta,! diferenciação! e! ativação! diferentes! foi! o! de!

aumentar!as!possibilidades!de!que!todas!as!subunidades!fossem!expressas!em!pelo!

menos!uma!condição.!

! Considerou0se!no!presente!estudo!a!presença!de!determinada!subunidade!(1)!

pelo!clássico!surgimento!de!uma!banda!de!peso!molecular!maior,!devido!à! ligação!

do! anticorpo! ao! complexo! oligonucleotídeo0NF0κB! (supershift),! acompanhado! de!

uma! diminuição! na! intensidade! de! uma! ou! mais! bandas! originais! (por! exemplo,!

Figura!20A,!cultura!A,!p50!e!p65).!Com!menor! frequência! (2)!pelo!clareamento!da!

banda! original! na! presença! do! anticorpo,! indicando! a! remoção! dos! complexos!

contendo!aquela!subunidade,!mesmo!na!ausência!visível!e!inequívica!de!supershift"

(Figura!24,!amostra!P25,!mDC,!cRel)!–!comportamento!!frequentemente!observado!

com!o!anticorpo!anti0cRel,! que!via!de! regra!não!produz!uma!banda,!mas!sim,!um!

escurecimento!das!bordas!externas!do!poço!(Figura!20A,!culturas!A!e!B,!cRel),!mas!

que!nem!sempre!é! intenso!suficiente!para!expor!o! filmeY!e,! (3)!pelo!deslocamento!

das!bandas!para!baixo,! frequentemente!acompanhado!de!aumento!de! intensidade!

das! bandas,! indicando! ligação! do! anticorpo! ao! complexo! oligonucleotídeo0NF0κB,!

com!alteração!do!padrão!de!corrida!(Figura!20B,!p52!e!RelB).!!

! Enquanto!que!as!subunidades!p50,!p65,!RelB!e!cRel!compuseram!o!NF0κB!

das!DCs! provenientes! de! ambas! as! culturas! A! e! B,! p52! não! esteve! presente! em!

nenhuma! (Figura!20A).!No!entanto,!em!um!único!ensaio! realizado!posteriormente,!

observou0se! deslocamento! das! bandas! correspondentes! ao! NF0κB! para! baixo!

quando! da! utilização! do! anticorpo! anti0p52,! acompanhado! de! um! aumento! da!

intensidade! das! bandas,! fenômeno! compatível! com!a! presença! dessa! subunidade!

(Figura! 20B)! conforme! indicado! acima,! sugerindo! funcionalidade! de! todos! os!

anticorpos! testados.! Em! particular,! nesta! amostra! de! DCs! estimuladas! com! com!

TNF0α,!obtida!de!uma!paciente!com!carcinoma!ductal! in"situ,!portanto!excluída!da!

análise! de! acordo! com! o! presente! estudo,! também! RelB! demonstrou! o! mesmo!

comportamento!(Figura!20B,!RelB).!!



Resultados" 80!

!

Figura! 20! –! Funcionalidade! dos! anticorpos! utilizados! nos! ensaios! de! supershift.! Fotografias!
digitalizadas!a!partir!dos!filmes!radiográficos!obtidos!após!supershift,!indicando!a!presença!de!NF0κB!
na!ausência!de!anticorpo!(s/!Ac)!e!na!incubação!do!extrato!nuclear!protéico!com!anticorpos!para!as!
subunidades! de!NF0κB! (p50,! p52,! p65,!RelB! e! cRel).! A:! Extrato! nuclear! obtido! de! (A)! uma! cultura!
para! diferenciação! proveniente! de! coleta! de! sangue! por! aférese,! seleção! positiva! de!monócitos! e!
ativação!no!quinto!dia!da!cultura!com!coquetel!de!citocinas!por!5!minutos!e!(B)!sangue!proveniente!
de!câmara!de! leucorredução,!método!de!aderência!de!monócitos!à!placa!por!1!hora!e!30!minutos,!
posterior! remoção!das!células!não!aderentes!por! lavagem!e!ativação!no!quinto!dia!da!cultura! com!
TNF0α! por! 5!minutos.! B:! Extrato! nuclear! obtido! de! uma! cultura! para! diferenciação! proveniente! de!
coleta!de!sangue!por!aférese,!seleção!negativa!de!monócitos!e!ativação!no!quinto!dia!da!cultura!com!
TNF0α!por!24!horas.!!
!

! Para!melhor! avaliar! a! presença! das! subunidades! nas!DCs! provenientes! da!

cultura!A,!analisaram0se!as!bandas!obtidas! com!auxílio!de!software! de!análise!de!

imagem! (Figura! 21).! Os! gráficos! correspondentes! a! cada! poço! confirmaram! a!

análise! visual! efetuada! acima.! Enquanto! os! extratos! nucleares! incubados! com!

anticorpos!para!as!subunidades!p50,!p65,!RelB!e!cRel!geraram!três!picos,!indicando!

o!supershift,!e!conseqüentemente!a!presença!daquela!subunidade,!o!extrato!nuclear!

incubado! com! anticorpo! anti0p52! apresentou! dois! picos! apenas,! o!mesmo! padrão!

observado! para! o! grupo! controle! (sem! anticorpo),! indicando! ausência! dessa!

subunidade!no!núcleo!das!DCs!nas!condições!testadas.!

!

!
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!

Figura! 21! –! Análise! densitométrica! das! bandas! geradas! no! ensaio! de! supershift.!Fotografias!
digitalizadas!a! partir! do! filme! radiográfico! obtido!após!supershift,! recortadas!a!partir! da!Figura! 21A!
(cultura! A),! e! respectivas! curvas! geradas! a! partir! da! análise! densitométrica! das! bandas! de!NF0κB!
correspondentes,!indicando!ou!não!a!presença!das!subunidades!de!NF0κB!por!supershift.!s/!Ac:!sem!
anticorpo.!
!
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4.3.4"Translocação"de"NFHκB"para"o"núcleo"após"ativação"

"

Visando! confirmar! a! efetividade! dos! ensaios! de! EMSA,! realizaram0se!

experimentos! para! avaliar! a! responsividade! das! células! diferenciadas! pela!

translocação!de!NF0κB!para!o!núcleo!após!estímulos!de!ativação.!Testaram0se!em!

dois! experimentos! independentes,! com!células! de!doadores!diferentes,! bem!como!

com!diferentes!meios!de!cultura!(meio!R010!e!meio!AIM0V),!os!estímulos!de!ativação!

com! TNF0α! e! LPS,! pelo! tempo! de! 24! horas,! revelando! o! aumento! esperado! de!

translocação!de!NF0κB!para!o!núcleo,!mais! intenso!nas!DCs!ativadas!com!LPS.!A!

Figura!22!abaixo!indica!as!diferentes!condições!de!cultura!realizadas!e!os!resultados!

de!intensidades!de!banda!obtidos.!O!tempo!de!24!horas!de!ativação!das!células!com!

TNF0α!foi!utilizado!nos!experimentos!subsequentes.!!

!

!

Figura!22!–!Translocação!de!NF7κB!para!o!núcleo!após!ativação.!Fotografia!digitalizada!a!partir!
do! filme! radiográfico!obtido!após!EMSA,! indicando!as! intensidades!das!bandas!de!NF0κB!presente!
em!células!dendríticas!imaturas!(iDCs),!bem!como!em!DCs!após!a!ativação!com!TNF0α!ou!LPS!por!
24!horas!(mDCs).!!
!

4.4!Avaliação!da!presença!de!NF7κB!em!Mos!e!iDCs!e!da!translocação!de!NF7
κB!para!o!núcleo!após!a!ativação!das!DCs!em!pacientes!e!controles!

!

! A!avaliação!da!presença!de!NF0κB!em!Mos!recém!selecionados!e!em!iDCs!do!

quinto!dia!da!cultura!diferenciadas!a!partir!dos!mesmos,!bem!como!a!avaliação!da!

translocação!de!NF0κB!para!o!núcleo!24!horas!após!a!ativação!das!iDCs!com!TNF0α!

(mDCs)!foi!realizada!por!EMSA!a!partir!de!indivíduos!controles!e!de!pacientes!com!
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câncer!de!mama.!A!diferenciação!das!células!das!pacientes!foi!concomitantemente!

realizada! com! pelo! menos! um! controle! experimental,! de! modo! que! pacientes! e!

respectivos! controles! experimentais! foram! sempre! “corridos”! no! mesmo! gel.! Na!

Figura!23!é!possível!observar!os!resultados!obtidos.!!

! Inicialmente,! na! Figura! 23A,! é! possível! observar! cortes! de! fotografias!

digitalizadas,! a! partir! dos! filmes! radiográficos! obtidos! após! EMSA! de! Mos!

representativos!e!respectivas!curvas!geradas!a!partir!da!análise!densitométrica!das!

bandas.!Embora!a!análise!visual!das!fotografias!não!permita!que!tiremos!conclusões!

seguras,! é! possível! observar,! a! partir! da! análise! das! respectivas! curvas! geradas,!

que!os!monócitos!de! indivíduos!controles!possuem!maior!quantidade!de!NF0κB!no!

núcleo! que! os! das! pacientes.! A! análise! densitométrica! das! bandas! em! valores!

absolutos! (Figura!23C)!confirmou!a!análise!visual,! embora! tal! diferença!não! tenha!

sido! estatisticamente! significativa.!Porém,! na! análise! relativa! (Figura! 23D),! que! foi!

realizada!por!meio!da!normalização!dos!resultados!densitométricos!absolutos!de!um!

mesmo!gel!pela!divisão!destes!pelo!menor!valor!densitométrico!obtido!no!monócito!

de!um!indivíduo!controle!por!gel,!tal!diferença!se!mostrou!significativa!(p!<!0,01).!

! Na! Figura! 23B! estão! representadas! fotografias! digitalizadas! representativas!

das!intensidades!das!bandas!de!NF0κB!em!iDCs!e!mDCs!de!controles!e!pacientes,!a!

partir! dos! filmes! radiográficos! obtidos! após! EMSA.! Chama! a! atenção,! na! análise!

densitométrica! em! valores! absolutos! (Figura! 23C),! que! a! presença! de! NF0κB! no!

núcleo! de! iDCs! controles! é! menor! que! no! das! pacientes,! embora! a! análise!

estatística!só! tenha!apontado!diferença!significativa! (p!<!0,05)!se! retirado!o!outlier!

observado!no!grupo!das!iDCs!controles.!Após!24!horas!da!ativação!com!TNF0α,!há!

um! aumento! significativo! de! translocação! de! NF0κB! para! o! núcleo! de! mDCs!

controles! (p! <! 0,001),! enquanto! esse! aumento! não! é! significativo! nas! mDCs! das!

pacientes.!Ainda,!nota0se!que!o!NF0κB!presente!no!núcleo!das!mDCs!das!pacientes!

após!o!estímulo!de!ativação!parece!não!ultrapassar!determinado!nível,!atingindo!um!

valor!máximo!que!é!próximo!ao!valor!mediano!observado!nas!mDCs!controles.!

Além!disso,!a!análise! relativa,! que! foi! realizada!por!meio!a!divisão!do!valor!

densitométrico!obtido!em!mDC!por!sua!respectiva!iDC!(Figura!23F)!em!cada!grupo,!

confirmou!que!a!translocação!de!NF0κB!em!DCs!estimuladas!de!pacientes!é!inferior!

que!a!observada!em!controles!(valores!medianos!de!pacientes!e!controles!de!1,28!e!

2,12,!respectivamente),!sendo!tal!diferença!estatisticamente!significativa!(p!<!0,01).!
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Quando! se! considera! a! análise! relativa! dos! resultados! obtidos! em! iDCs! e!

mDCs!(Figura!23E),!realizada!por!meio!da!divisão!dos!valores!densitométricos!das!

DCs!presentes!em!um!mesmo!gel!pelo!menor!valor!densitométrico!obtido!em!iDC!de!

um! indivíduo! controle! por! gel,! perdeu0se! a! diferença! anteriormente! observada! em!

iDCs,!embora!tenha!ficado!evidente!que!as!mDCs!das!pacientes!não!aumentam!ou!

quase! não! aumentam! a! resposta! de! translocação! de! NF0κB! com! estímulo! de!

ativação! (valores! medianos! em! iDCs! e! mDCs! de! 1,01! e! 1,39,! respectivamente),!

enquanto!que!as!DCs!controles! respondem!ao!estímulo!por!meio!de!um!aumento!

significativo! de! translocação! (valores! medianos! em! iDCs! e! mDCs! de! 1,0! e! 2,16,!

respectivamente)!(p!<!0,001).!

! !!
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!

Figura! 23! –! Monócitos! e! DCs! diferenciadas! de! monócitos! de! pacientes! com! câncer! de! mama!
apresentam!alterações!na!quantidade!de!NF7κB!no!núcleo.!A:!Fotografias!digitalizadas!a!partir!dos!
filmes! radiográficos! obtidos! após! EMSA! de! Mos! e! respectivas! curvas! geradas! a! partir! da! análise!
densitométrica! das! bandas.! B:! Fotografias! digitalizadas! a! partir! dos! filmes! radiográficos! obtidos! após!
EMSA,! indicando!as! intensidades!das!bandas!de!NF0κB!em! iDCs!e!mDCs.!C:!Resultado!das!análises!
densitométricas!após!EMSA!indicando!as!quantidades!totais!(pixels)!de!NF0κB!em!Mos,!iDCs!e!mDCs.!D:!
Análise! relativa!obtida!por!meio!divisão!dos! valores!densitométricos!absolutos!em!um!mesmo!gel! pelo!
menor!valor!densitométrico!obtido!no!monócito!de!um!indivíduo!controle!por!gel.!E:!Análise!relativa!dos!
resultados!obtidos!em!iDCs!e!mDCs,!realizada!por!meio!da!divisão!dos!valores!densitométricos!das!DCs!
presentes!em!um!mesmo!gel!pelo!menor!valor!densitométrico!obtido!em!iDC!de!um!indivíduo!controle!por!
gel.! F:! Análise! relativa! realizada! considerando! a! divisão! do! valor! densitométrico! obtido! em!mDC! pela!
respectiva!iDC.C:!ControleY!Mos:!monócitosY!iDCs:!células!dendríticas!imaturasY!mDCs:!DCs!estimuladas!
com!TNF0α!por!24!horas.!As!barras!indicam!as!medianasY!**!p!<!0,01Y!***!p!<!0,001.!!
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4.5! Avaliação! da! composição! de! NF7κB! em! iDCs! e! DCs! após! a! ativação! em!
pacientes!e!controles!

!

! Os!ensaios!de!supershift!realizados!em!iDCs!e!DCs!estimuladas!por!24!horas!

com!TNF0α! (mDCs)! indicaram!que!pacientes! e! controles! possuem,! nas! condições!

testadas,! dímeros! de! NF0kB! contendo! as! subunidades! p50,! p65,! RelB! e! cRel!

(Tabela! 7).! Devido! à! baixa! quantidade! de! proteínas! nucleares! em! algumas!

amostras,! particularmente! nas! de! pacientes,! alguns! anticorpos! não! puderam! ser!

testados!em!todos!os!ensaios.!!

! As!subunidades!p50,!p65!e!RelB!estiveram!presentes!em!100%!das!amostras!

testadas,!tanto!em!iDCs!quanto!em!mDCs!de!pacientes!e!controles.!cRel,!à!exceção!

de! um! único! ensaio! com! amostra! de! DCs! estimuladas! de! um! indivíduo! controle,!

também! foi! prevalente.! A! subunidade! p52,! testada! principalmente! em! iDCs! de!

pacientes!e!controles!e!mDCs!controles,!não!foi!observada!em!nenhum!ensaio.!!

!
Tabela! 7! –!Frequência,! avaliada!por!supershift,! das!subunidades!que! compõem!o!NF7kB!em!
iDCs!e!mDCs!de!pacientes!e!controles.!!!
! Controles! Pacientes!
! iDCs! mDCs! iDCs! mDCs!
! ! ! ! !

p50! 100%! 100%! 100%! 100%!
11/11! 11/11! 10/10! 8/8!

! ! ! ! !

p52! 0%! 0%! 0%! 0%!
0/10! 0/9! 0/5! 0/3!

! ! ! ! !

p65! 100%! 100%! 100%! 100%!
11/11! 11/11! 10/10! 8/8!

! ! ! ! !

RelB! 100%! 100%! 100%! 100%!
12/12! 11/11! 6/6! 6/6!

! ! ! ! !

cRel! 100%! 10,9%! 100%! 100%!
12/12! 10/11! 9/9! 6/6!

!

A! Figura! 24! representa! supershifts! representativos! realizados! a! partir! de!

amostras!de!iDCs!e!DCs!estimuladas!com!TNF0α!por!24!horas,!obtidas!de!culturas!

controles!e!de!pacientes!com!câncer!de!mama!(P17,!P25!e!P15).!!

A!análise!dos!ensaios! indicou!que!o!NF0kB!de! iDCs!de! indivíduos!controles!

(Figura!24,!controles)!é!constituído!por!dímeros!contendo!majoritariamente!p50,!com!

menor!participação!relativa!de!p65,!RelB!e!cRel.!Nas!iDCs!de!indivíduos!controles,!

praticamente! todos!os!dímeros!possuem!a!subunidade!p50,!visto!que!ao!colocar!o!

anticorpo! com! especificidade! para! essa! proteína,! a! banda! original! do! complexo! 1!
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praticamente! desaparece.! As! demais! subunidades! estão! presentes! em! menor!

quantidade,! indicando!que!provavelmente!nas! iDCs!controles!o!NF0kB!é!composto!

de! homodímeros! de! p50! e! heterodímeros! de! p50! com! RelB! e! cRel.! Já! na! mDC!

ocorre!uma!mudança!de!padrão,!com!aumento!de!participação!relativa!de!dímeros!

contendo!as! subunidades!p65,!RelB!e! cRel.!Aparentemente,! nas!mDCs!controles,!

p50! não! está! presente! em! todos! os! dímeros! ativos,! visto! que! o! anticorpo! com!

especificidade! para! p50! desloca! apenas! parte! da! banda! do! complexo! 1.! Assim,!

pode0se! inferir! que! nas! mDCs! controles! há! uma! maior! quantidade! relativa! de!

heterodímeros!contendo!p65,!RelB!e!cRel!que!nas!iDCs.!

Já!a!análise!dos!ensaios!realizados!com!as!células!de!pacientes!com!câncer!

de!mama!indicou,!na!maioria!dos!pacientes!analisados,!um!outro!padrão.!Enquanto!

as! DCs! de! alguns! pacientes! possuem! o!mesmo! comportamento! descrito! para! os!

indivíduos! controles! (Figura! 24,! P17),! os! demais! diferem.! As! iDCs! já! apresentam!

uma!quantidade!relativa!de!p50!inferior!que!as!iDCs!controles!e,!mediante!ativação,!

não! parece! haver! uma! mudança! nítida! e! consistente! de! padrão! em! relação! as!

próprias!iDCs!(Figura!24,!P25!e!P15).!!

Em! um! caso! (P25),! por! exemplo,! observa0se! que! as! iDCs! possuem!maior!

quantidade!de!NF0kB!ativo!no!núcleo!que!as!próprias!mDCs!(a!quantidade!de!NF0kB!

do!complexo!C2!diminui!após!a!ativação),!observação!esta!corroborada!pelos!dados!

de!densitrometria!das!bandas.!Ainda,!apesar!da!grande!quantidade!de!NF0kB!ativo!

no! núcleo! de! iDCs,! a! participação! relativa! das! subunidades! p65! (indicada! por!

supershift! da! banda)! e! cRel! (indicada! por! clareamento! da! banda)! parece! ser!

pequena.!Talvez!a!presença!de!RelB!(indicada!por!deslocamento!das!bandas!para!

baixo! com! concomitante! aumento! de! intensidade! das! bandas)! contribua! de! forma!

mais! preponderante! nesses! dímeros! de! NF0kB.! Nas!mDCs! de! P25,! observa0se! o!

mesmo!padrão,!talvez!com!contribuição!maior!de!cRel,!que!em!comparação!com!as!

respectivas! iDCs,! indicando! uma! falta! de!modulação! semelhante! à! observada! em!

controles.!

Em!outro!exemplo!de!fenômeno!similar!ao!descrito!para!P25,!a!paciente!P15!

demonstrou! apenas! pequeno!aumento! de! quantidade! de!NF0kB!no! núcleo! após! a!

ativação.!Ainda,!o!padrão!observado!em! iDCs!de!contribuição!das!subunidades!se!

assemelha!ao!de!mDCs!controles,!visto!que!a!banda!do!complexo!1!desloca!apenas!

parcialmente!na!presença!de!anticorpo!com!especificidade!para!p50,!e!não!há!uma!
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modulação!ou!diferença!de!padrão,!até!onde!se!pôde!observar,!após!o!estímulo!de!

ativação.!

Tomados!em!conjunto,!estes!resultados!indicam!que!também!com!relação!ao!

padrão! de! contribuição! relativa! das! subunidades! há! diferenças! entre! pacientes! e!

controles,! particularmente! com! relação! às! iDCs,! embora! a! constituição! exata! dos!

dímeros!de!NF0kB,!ou!seja,!quais!subunidades!estavam!ligadas!em!cada!momento!

avaliado,!não!tenha!sido!identificada!nos!ensaios.!
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!

Figura!24!–!DCs!derivadas!de!pacientes!com!câncer!de!mama!apresentam!alterações!no!padrão!de!
constituição!de!NF7κB!no!núcleo.!A:!Fotografias!digitalizadas!a!partir!dos!filmes!radiográficos!obtidos!
após!ensaios!de!supershift,!indicando!ou!não!a!presença!das!subunidades!de!NF0κB!(p50,!p52,!p65,!RelB!
e!cRel)!em!células!dendríticas!imaturas!(iDCs),!bem!como!em!DC!maduras!(mDCs)!após!a!ativação!com!
TNF0α!por!24!horas,!de!dois!indivíduos!controles!e!três!pacientes!(P17,!P25!e!P15).!s/!Ac:!sem!anticorpo.!
∆O! clareamento! da! banda! correspondente! ao! poço! p52! em! P17! não! é! indicativo! de! presença! desta!
subunidade,!visto!que!neste!poço!utilizou0se!uma!quantidade!inferior!de!proteína.!
!
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4.6!Avaliação!das!citocinas!no!sobrenadante!das!culturas!para!diferenciação!
em!DCs!

!

! Analisou0se!por!CBA!as!citocinas!(IL08,!IL06,!IL01β,!TNF0α,!IL012p70!e!IL010)!

dos!sobrenadantes!de!um!total!de!28!culturas!para!diferenciação!em!DCs,!retirados!

no!quinto!dia!da!cultura! (iDCs)!e!após!1,!24!e/ou!48!horas!da!ativação!com!TNF0α!!

(Figuras!25!e!26).!!!

! Visto!que!durante!a!padronização!dos!experimentos! iniciais!algumas!poucas!

culturas! foram! realizadas! com! quantidades! diferentes! de! células! por! poço,! em!

relação!à!maioria!das!culturas,!em!que!se!plaqueou!uma!quantidade!fixa!de!células!

(1!x!106!monócitos),!e!visto!que!tal!diferença!pode!influenciar!na!quantidade!total!de!

citocinas! no! sobrenadante! das! culturas,! determinou0se! a! menor! quantidade! de!

células!plaqueada!por!poço!(4,9!x!105)!entre!todos!os!experimentos!e!corrigiram0se!

todos! os! valores! obtidos! de! acordo! com! a! seguinte! equação! matemática:!

concentração! normalizada! =! [concentração! medida! x! (4,9! x! 105)/concentração!

celular!no!experimento].!Após!tal!normalização!dos!resultados!foi!possível!aproveitar!

os!resultados!de!todas!as!culturas!avaliadas.!

De! maneira! geral,! observou0se! uma! grande! variação! interexperimental,!

levando! a! oscilações! de! grandeza! nas! concentrações! totais! que! influenciaram! na!

análise! estatística! realizada.! Ainda! assim,! considerando! a! concentração! total!

normalizada! (Figura! 25,! painel! superior),! foi! possível! observar! uma! tendência! de!

aumento! de! concentração! de! IL08! nos! sobrenadantes! das! culturas! para!

diferenciação!em!DCs!no!quinto!dia!(iDCs).!Após!24!horas!da!ativação!das!DCs!com!

TNF0α,! tal! tendência!de!aumento! também!pôde!ser!observada,!ainda!que!discreta!

devido!ao!baixo!número!experimental!de!pacientes!avaliados.!!

Já! considerando! o! valor! relativo,! obtido! pela! divisão! da! concentração!

normalizada!do!paciente!pelo!seu!controle!experimental! (Figura!25,!painel! inferior),!

foi! possível! observar! que! em! cerca! de! 68%! (n! =! 15)! das! culturas! avaliadas,! os!

sobrenadantes! das! culturas! das! pacientes! possuíram!maior! concentração! de! IL08!

que!seus!respectivos!controles,!sendo!que!destas,!cerca!de!67%!dos!sobrenadantes!

das!pacientes!possuíram!acima!de!0,5!vez!a!concentração!presente!no! respectivo!

controle.!Tal! fenômeno! também!foi!observado!após!1!e!24!horas!do!estímulo!com!

TNF0α.! Considerando! 48! horas! após! o! estímulo,! tal! fenômeno! não! foi! mais!

observado.!!
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Com!relação!à!presença!de!IL06!no!sobrenadantes!das!culturas,!a!avaliação!

da! concentração! total! normalizada! (Figura! 26,! painel! superior)! não! indicou!

diferenças! ou! tendências! consistentes! entre! pacientes! e! controles! nos! tempos!

avaliados.! Ainda,! considerando! o! valor! relativo! (Figura! 26,! painel! inferior),! foi!

possível! observar! que! em! cerca! de! metade! das! culturas! avaliadas,! os!

sobrenadantes! das! das! pacientes! possuíram! concentração! de! IL06! acima! daquela!

observada! nos! respectivos! controles,! e! cerca! de!metade! abaixo,! independente! do!

tempo!avaliado.!!

! Não!houve!detecção!das! citocinas! IL01β,! IL012p70!e! IL010!nas! culturas!nas!

condições!avaliadas,!que!esteve!muito!próxima!ou!abaixo!do!limiar!de!detecção!do!

teste.! Valores! de! TNF0α! em! iDCs! também! estiveram!muito! próximo! ou! abaixo! do!

limiar! de! detecção! do! teste,! e! a! concentração! dessa! citocina! no! sobrenadante! de!

mDCs!foi!desconsiderada,!por!não!ser!possível!distinguir!nova!produção!do!estímulo!

adicionado!à!cultura!para!a!ativação!das!células.!!
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!

Figura'25!–!Avaliação'de'IL48'no'sobrenadante'das'culturas'para'diferenciação'em'DCs.'Gráficos!de!dispersão!(painel!superior)!da!concentração!de!IL9
8!(pg/mL)!normalizada!por!4,9!x!105!células,!bem!como!gráficos!das!curvas!(painel!inferior)!da!concentração!relativa!de!IL98!normalizada!do!paciente!por!seu!
respectivo!controle!experimental,!obtidos!por!CBA!a!partir!dos!sobrenadantes!de!um!total!de!22!culturas!para!diferenciação!em!DCs,!retirados!no!quinto!dia!
da!cultura!(iDCs)!e!1,!24!e/ou!48!horas!da!ativação!com!TNF9!α.!
!

!

Contro
les

Pac
ien

tes
0

1000

2000

3000

4000

5000
5000

10000
15000

IL
-8

 (p
g/

m
L)

 / 
4,

9 
x 

10
5

IL-8 - iDCs

Contro
les

Pac
ien

tes
0

1000

2000

3000

4000

IL
-8

 (p
g/

m
L)

 / 
4,

9 
x 

10
5

IL-8 - DCs + TNF 1 h

Contro
les

Pac
ien

tes
0

1500

3000

4500

10000
20000
30000

IL
-8

 (p
g/

m
L)

 / 
4,

9 
x 

10
5

IL-8 - DCs + TNF 24 hs 

Contro
les

Pac
ien

tes
0

1500

3000

4500

6000

10000

20000

IL
-8

 (p
g/

m
L)

 / 
4,

9 
x 

10
5

IL-8 - DCs + TNF 48 hs

Raz
ão

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0
10
20
30

IL
-8

 r
el

at
iv

a 
(P

/C
)

IL-8 - iDCs

Raz
ão

0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5
5.0

8

9

10

IL
-8

 r
el

at
iv

a 
(P

/C
)

IL-8 - DCs + TNF 1 h

Raz
ão

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

IL
-8

 r
el

at
iv

a 
(P

/C
)

IL-8 - DCs + TNF 24 hs

Raz
ão

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

IL
-8

 r
el

at
iv

a 
(P

/C
)

IL-8 - DCs + TNF 48 hs



Resultados* 93#

!

Figura'26!–!Avaliação'de'IL46'no'sobrenadante'das'culturas'para'diferenciação'em'DCs.!Gráficos!de!dispersão!(painel!superior)!da!concentração!de!IL9
6!(pg/mL)!normalizada!por!4,9!x!105!células,!bem!como!gráficos!das!curvas!(painel!inferior)!da!concentração!relativa!de!IL96!normalizada!do!paciente!por!seu!
respectivo!controle!experimental,!obtidos!por!CBA!a!partir!dos!sobrenadantes!de!um!total!de!22!culturas!para!diferenciação!em!DCs,!retirados!no!quinto!dia!
da!cultura!(iDCs)!e!1,!24!e/ou!48!horas!da!ativação!com!TNF9!α.!
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4.7$Análise$da$expressão$de$genes$selecionados$

Considerando* que* muitas* das* moléculas* envolvidas* na* aquisição* da*

capacidade* imunoestimuladora*das*DCs*são*oriundas*de*genes* regulados*por*NF:

κB,* e* tendo* sido* observadas* diferenças* neste* fator* de* transcrição* bem* como*

algumas*diferenças*ou*tendências*de*diferença*no*fenótipo*de*membrana*das*DCs*

entre*pacientes*e*controles,*investigou:se*a*expressão*de*alguns*desses*genes*por*

PCR*em*tempo*real*(CD80,*CD86,*CD40,*CD83*e*HLA:DR),*bem*como*a*expressão*

da*quimiocina* IL:8*em* iDCs*e*1*h*após*a*ativação*dessas*células*com*TNF:α.*De*

maneira* geral,* observou:se* que* expressão* gênica* em* iDCs* foi* relativamente*

homogênea*em*controles*para*todos*os*genes*avaliados.*Já*em*iDCs*de*pacientes,*

enquanto*tal*homogeneidade*foi*observada*para*CD83,*HLA:DR*e*IL:8,*a*expressão*

das*moléculas*CD80,*CD86*e*CD40*variou*bastante*entre*as*pacientes*avaliadas.*

Por*outro*lado,*a*ativação*promoveu*uma*maior*variabilidade*no*grau*de*transcrição*

dos*genes*avaliados,*tanto*em*pacientes*quanto*em*controles.*

Inicialmente,* chama* a* atenção* que* a* expressão* de* três* genes* avaliados*

CD80,* CD40* e* HLA:DR* está* aumentada* em* iDCs* de* pacientes* em* relação* a*

controles,*ainda*que*em*menor*grau*neste*último*gene.*Mediante*ativação,*há*um*

aumento* na* expressão* desses* genes* nas* DCs* controles,* enquanto* observa:se*

pouco*ou*nenhum*aumento*na*expressão*desses*genes*nas*DCs*das*pacientes.*Em*

outras*palavras,*as*DCs*controles*que*expressavam*baixos*níveis*de*transcritos*para*

esses* genes,* mediante* ativação,* responderam* com* um* aumento* importante* na*

transcrição* gênica.* Já* as* DCs* das* pacientes,* que* possuíam* expressão* maior,*

responderam* pouco* ou* quase* não* responderam* ao* estímulo* no* tempo* avaliado,*

considerando*a*mediana*dos*casos.**

Já*a*avaliação*da* transcrição*de*CD83*em* iDCs*parece* ter* indicado*padrão*

oposto,*ou*seja,* iDCs*de*controles*aparentaram*maior* transcrição*gênica*que* iDCs*

de* pacientes.*Mediante* ativação,* a* transcrição* gênica* de*CD83* em*DCs* tanto* de*

pacientes* quanto* de* controles* atingiu* medianas* semelhantes,* sendo* a* variação*

menor* em* controles,* portanto.* O* padrão* de* transcrição* de* CD86* e* IL:8* foi*

semelhante* em* DCs* de* pacientes* e* controles,* sendo* a* primeira* diminuída* e* a*

segunda*aumentada*após*a*ativação*em*ambos*os*grupos*avaliados.**

Já*a*análise*da* transcrição*gênica*das*subunidades*que*compõem*o*NF:kB*

indicou,*de*maneira*geral,*que*após*a*ativação,*maior*variabilidade*entre*indivíduos*
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do*mesmo*grupo*foi*observada*para*NF:κB1*e*NF:κB2,*sendo*que*p65,*RelB*e*cRel*

aparentaram* comportamento*mais* homogêneo.* Em* iDCs,* a* transcrição* gênica* de*

p65*aparentou*ser*inferior*em*pacientes,*enquanto*que*o*oposto*foi*observado*para*

NF:κB1*e*cRel.*Já*a*transcrição*gênica*de*NF:κB2*e*RelB*foi*semelhante*em*iDCs*

de* pacientes* e* controles.* Porém,* mediante* ativação* das* DCs,* a* transcrição* de*

gênica*de*NF:κB1*e*cRel,*ainda*que*em*menor*proporção*no*último*caso,*foi*maior*

em* pacientes,* e* a* transcrição* das* demais* subunidades,* NF:κB2,* p65* e* RelB* foi*

maior*em*controles.*

*

*

Figura$27*–*Avaliação$da$expressão$de$genes$selecionados.*Gráficos*de*dispersão*dos*resultados*
da*análise*de*transcrição*dos*genes*CD80,*CD86,*CD83,*CD40,*HLA:DR*e*IL:8*por*PCR*em*tempo*
real,* avaliada* em* células* dendríticas* imaturas* (iDCs)* e* DCs* após* 1* hora* da* ativação* com* TNF:α*
(mDCs),* derivadas* de* monócitos* de* pacientes* com* câncer* de* mama* e* voluntárias* saudáveis*
(controles).*
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*

Figura$28*–*Avaliação$da$expressão$de$genes$que$codificam$as$subunidades$de$NF@kB.$Gráficos*
de*dispersão*dos*resultados*da*análise*de*transcrição*dos*genes*NFKB1,*NFKB2,*p65,*RelB*e*cRel*
por* PCR* em* tempo* real,* avaliada* em* células* dendríticas* imaturas* (iDCs)* e* DCs* após* 1* hora* da*
ativação* com* TNF:α* (mDCs),* derivadas* de* monócitos* de* pacientes* com* câncer* de* mama* e*
voluntárias*saudáveis*(controles).*
*

4.8$Avaliação$da$expressão$de$genes$relacionados$com$a$via$de$NF@κB$
$
* Visando*também*avaliar,*de*modo*global,*a*via*de*NF:κB,*selecionaram:se*3*

amostras*de*RNA*total*extraído*de*DCs*do*quinto*dia*de*cultura*após*1*h*de*ativação*

com*TNF:α,* e* seus* respectivos*controles*experimentais,*para*posterior* transcrição*

reversa*e*quantificação*relativa*da*expressão*gênica*por*meio*de*placas*de*arranjo*

de*PCR*em*tempo*real.*As*pacientes*selecionadas*para*este*ensaio*foram:*P40,*P43*

e*P36,*cujos*sobrenadantes*das*culturas*para*diferenciação*em*DCs*apresentaram*

aumentos*crescentes*de*concentração*de* IL:8*em* relação*aos*sobrenadantes*das*

culturas* dos* respectivos* controles* experimentais,* de* 1,3,* 1,5* e* 2,4* vezes,*

respectivamente.**
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* Na* Tabela* 8* abaixo* encontram:se* os* resultados* da* expressão* relativa* de*

cada*gene*testado*(fold*regulation)*nas*pacientes*em*relação*aos*seus*respectivos*

controles*experimentais,*considerando:se*1,5*vezes*para*cima*ou*para*baixo*o*limite*

de*corte*(fold*regulation*threshold)*para*a*variação*(aumentos*de*expressão*gênica*–*

valores* positivos* –* em* vermelho,* e* diminuição* de* expressão* gênica* –* valores*

negativos*–*em*verde).*Células*pintadas*em*cinza*indicam*que*a*expressão*gênica*é*

relativamente*baixa*(Ct*>*30)*ou*não*detectada*em*pelo*menos*uma*amostra*do*par,*

devendo*este* resultado*ser*avaliado*com*precaução,*e* idealmente*confirmado.$Os*
resutados* gerais* da* tabela* estão* demonstrados* na* Figura* 29* (Heat* Maps),* e* os*

resultados*acima*ou*abaixo*do*limite*de*corte*estão*demonstrados*na*Figura*30.$
* Inicialmente,*vale*pontuar*algumas*alterações*consideradas*interessantes.*Na*

Tabela* 8* abaixo,* vale* chamar* a* atenção* à* expressão* de* alguns* genes,* os* quais*

independentemente*do*valor*em*relação*a*seu*controle*experimental,*encontraram:

se* aumentados* (CASP8,* IL1R1* e* IKBKB* (IKK:2))* ou* diminuídos* (BCL3,* CCL5*

(RANTES),* CD40,* ICAM1,* NFKBIA* (IκBα),* CD40,* IL:8* e* CD83)* em* todas* as*

amostras*testadas.*Em*seguida,*na*Figura*30,*painel*inferior,*chamam*a*atenção*as*

alterações* observadas* em* alguns* genes,* as* quais* estariam* 1,5* vezes* acima* ou*

abaixo* do* limite* de* corte.* Por* exemplo* NFKBIA* (IκBα)* e* BCL3,* cuja* expressão*

estaria*diminuída*em*P40*e*NFKBIE*(IκBε),*a*qual*estaria*diminuída*em*P43.*Outros*

genes,* por* exemplo,* encontraram:se* diminuídos* no* mesmo* sentido* em* duas* das*

três*amostras,*como*por*exemplo*FOS*(aumentado*em*P36*e*P40).*Por*sua*vez,*o*

mesmo* gene* demonstrou* alteração* na* expressão* gênica* em* duas* das* três*

amostras,*mas*em*sentido*opostos,*como*por*exemplo*BCL2A1*(aumentado*em*P43*

e*diminuído*em*P40).**
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*
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Tabela$8$–$Resultado$da$expressão$de$genes$relacionados$com$a$via$de$NF@κB$por$arranjo$de$
PCR$ em$ tempo$ real.$Resultados* da* expressão* relativa* de* cada* gene* testado* (fold* regulation)* por*
arranjo* de* PCR* em* tempo* real* nas* pacientes* P36,* P43* e* P40* em* relação* aos* seus* respectivos*
controles*experimentais.*Considerando:se*1,5*vezes*para*cima*ou*para*baixo*o* limite*de*corte* (fold*
regulation*threshold)*para*a*variação,*os*aumentos*de*expressão*gênica*–*valores*positivos*–*estão*
demonstrados* em* vermelho,* e* as* diminuições* de* expressão* gênica* –* valores* negativos* –* estão*
demonstradas*em*verde).*Células*pintadas*em*cinza*indicam*que*a*expressão*gênica*é*relativamente*
baixa*(Ct*>*30)*ou*não*detectada*em*pelo*menos*uma*amostra*do*par.$

Posição* Gene* P36$ P43$ P40$
A01* AGT* 1,1408* :1,1027* 2,1369*
A02* AKT1* 1,1479* :1,1157* 1,1038*
A03* ATF1* 1,1958* :1,0837* 1,0235*
A04* BCL2A1* 1,0973* 2,0878* :2,1016*
A05* BCL2L1* 1,0049* :1,0353* :1,1046*
A06* BCL3* :1,1761* :2,2926* :1,2436*
A07* BIRC2* 1,0973* :1,1266* :1,1937*
A08* CARD11* 2,0364* 1,5476* :1,9126*
A09* CASP1* 1,1274* :1,06* :1,3713*
A10* CASP8* 1,2932* 1,0578* 1,1038*
A11* CCL2* 2,6722* :3,8825* 1,8474*
A12* CCL5* :5,1946* :1,7363* :1,9827*
B01* CD40* :1,5189* :1,3689* :1,2214*
B02* CFLAR* 1,014* :1,3168* 1,1814*
B03* CHUK* 1,1933* :1,0534* :1,3798*
B04* CSF1* 1,59* 1,279* :1,0864*
B05* CSF2* 1,5757* :1,0548* 6,1454*
B06* CSF3* 3,8611* :1,3632* 2,295*
B07* EGFR* 1,1408* :1,1027* 2,1369*
B08* EGR1* :1,6033* :2,6299* 1,5236*
B09* ELK1* 1,089* :1,2016* :1,1278*
B10* FADD* 1,1942* :1,0703* :1,2839*
B11* FASLG* :16,5757* 16,291* 37,3361*
B12* FOS* 1,6865* :1,3232* 2,0698*
C01* HMOX1* 1,1503* 1,0056* :1,2071*
C02* IFNA1* 1,1408* 1,883* 2,0441*
C03* IFNG* :1,9643* :1,108* 2,0399*
C04* IKBKB* 1,036* 1,0238* 1,0192*
C05* IKBKG* 1,2016* :1,1297* :1,0545*
C06* IL10* :1,1769* :1,2728* 1,7526*
C07* IL1A* :1,9159* :1,0461* 1,0392*
C08* IL1B* :1,9239* :1,4722* 1,1364*
C09* IL1R1* 1,9079* 1,0345* 1,1216*
C10* IRAK1* 1,1876* 1,0468* :1,0335*
C11* IRAK2* 1,3679* :1,08* :1,3172*
C12* JUN* 1,2808* :1,0288* :1,2444*
D01* LTA* 1,1352* :1,2346* 2,1369*
D02* LTBR* 1,3519* 1,0822* :1,0385*
D03* MALT1* 1,2414* 1,1251* :1,188*
D04* MAP3K1* :1,2614* 1,2915* 1,0066*
D05* MYD88* 1,0882* 1,2277* :1,1708*
D06* NFKB2* 1,0607* 1,3104* 1,0751*
D07* NOD1* 1,0867* :1,083* 1,1798*
D08* PSIP1* 1,0703* :1,325* 1,2548*
D09* RAF1* 1,0913* 1,0762* :1,0486*
D10* REL* :1,129* 1,279* :1,0818*
D11* RELA* 1,0541* :1,1337* :1,1404*
D12* RELB* 1,0331* :1,426* 1,2054*
E01* RHOA* 1,0168* :1,1392* :1,2376*
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Posição* Gene* P36$ P43$ P40$
E02* RIPK1* 1,0182* :1,0381* :1,0378*
E03* STAT1* 1,2294* 1,2397* 1,0818*
E04* TBK1* :1,007* :1,0792* :1,3145*
E05* TICAM1* 1,1591* :1,1057* :1,229*
E06* TIMP1* :2,2145* :2,3424* :1,2479*
E07* TLR1* :1,1423* :1,0295* :1,3468*
E08* TLR2* :1,0189* :1,5147* 1,0143*
E09* TLR3* :1,08* :1,425* :1,7393*
E10* TLR4* :1,0007* :1,1591* 1,1979*
E11* TLR6* 1,2092* :1,0882* 1,0059*
E12* TLR9* :1,5401* :1,5241* 1,5058*
F01* TNFRSF10A* :1,0673* :1,0636* :1,0328*
F02* TNFRSF10B* :1,1157* :1,0785* 1,0278*
F03* TNFRSF1A* 1,0497* :1,2941* :1,1216*
F04* TNFSF10* :3,2671* 1,0943* :1,6251*
F05* TRADD* :1,2176* :1,1583* :1,1161*
F06* TRAF2* 1,1736* :1,0644* 1,183*
F07* TRAF3* 1,4399* :1,0417* 1,0985*
F08* TRAF6* 1,0454* :1,0563* :1,1676*
F09* BIRC3* 1,1011* 1,2924* :1,0479*
F10* CCL20* 1,4044* :1,0807* :2,6973*
F11* CD83* :1,1835* :1,0042* :1,113*
F12* CXCL2* :1,1728* :2,9343* :1,1539*
G01* CXCL3* 1,3938* :4,2369* 1,4434*
G02* ICAM1* :1,3594* :1,6725* :1,1475*
G03* IL8* :1,257* :1,5168* :1,1333*
G04* IRF1* :1,2728* :1,4712* 1,1749*
G05* NFKB1* 1,0673* :1,1647* 1,0378*
G06* NFKBIA* :1,1455* :1,6234* :1,0729*
G07* NFKBIE* 1,3333* :1,0563* :1,868*
G08* STX11* 1,0396* :1,1057* :1,2812*
G09* TIFA* 1,4449* :1,1487* :1,1563*
G10* TNF* 1,1696* :1,883* 1,1015*
G11* TNFAIP2* 1,0882* 1,3444* :1,1107*
G12* TNFAIP3* :1,0563* :1,2675* :1,1475*

*

*

*

*

*

*

*

*



Resultados* 100#

*

Figura$29$–$Heat%maps$dos$resultados$de$expressão$gênica$por$arranjo$de$PCR$em$tempo$real.*
Heat*maps* dos* resultados* de* expressão* gênica* por* arranjo* de*PCR* em* tempo* real* das* pacientes*
relacionadas*(P40,*P43*e*P36)*em*relação*a*seus*respectivos*controles*experimentais.*$
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Figura$30$–$Relação$de$genes$cuja$expressão$gênica$por$arranjo$de$PCR$em$tempo$real$está$
possivelmente$alterada$em$pacientes$com$câncer$de$mama.*Gráficos*de*dispersão*indicando*os*
genes*cuja*expressão*relativa*(fold*regulation)*por*arranjo*de*PCR*em*tempo*real*nas*pacientes*em*
relação*aos*seus* respectivos*controles*experimentais*variou*1,5*vezes*para*cima*ou*para*baixo*do*
limite*de*corte*(fold*regulation*threshold).**
*
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Enquanto* são* bem* relatadas* as* alterações* fenotípicas* e* funcionais* das*

células*dendríticas*de*pacientes*com*câncer,*alterações*estas*que*são*mantidas*

quando*da*sua*diferenciação* in*vitro*a*partir*de*monócitos*de*sangue*periférico,*

menos*é* sabido* sobre*os*mecanismos*pelos*quais* isso*ocorra.*Visto* que*os*os*

processos* cruciais* de* diferenciação* e* maturação* das* DCs* são* regulados* pelo*

fator* de* transcrição* nuclear* kappa* B,* nos* propusemos* a* estudar* esta* via* em*

células* dendríticas* derivadas* de*monócitos* de* pacientes* com* câncer* de*mama,*

partindo*da*hipótese*de*que*alterações*desta*via*contribuam,*nesses* indivíduos,*

para*a*geração*de*DCs*com*fenótipo*alterado,*levando*ao*escape*tumoral.*

No*presente*estudo,*foi*possível* identificar*que*há*alterações*da*presença*

de*NF:κB* no* núcleo* de*monócitos* e*DCs* derivadas* de*monócitos* de* pacientes*

com*câncer*de*mama*em*comparação*com*doadoras*sadias*(controles).*De*forma*

surpreendente,*e*até*onde*se*pode*determinar,*ainda*não*relatada*na*literatura,*a*

análise* da* presença* de* NF:κB* no* núcleo* de* Mos* (recém* selecionados),* iDCs*

(quinto*dia*da*cultura)*e*mDCs*(24*horas*após*ativação*com*TNF:α)*indica*que*as*

pacientes* falham* em*modular* tal* fator* de* transcrição,* isto* é,* sua* presença* não*

distingue*estes*estágios*de*maturação,*ao*contrário*do*que*ocorre*em*células*de*

doadoras* sadias.* Enquanto* há* diminuição* significativa* de* NF:κB* no* núcleo* de*

iDCs* diferenciadas* de* Mos* provenientes* de* sangue* periférico* de* controles,*

seguido*por*um*aumento*significativo*de*NF:κB*no*núcleo*de*DCs*após*24*h*de*

estímulo* de* ativação* com* TNF:α,* as* células* das* pacientes* não* diferem*

significativamente* em* quantidade* de* NF:κB* no* núcleo* nos* três* momentos*

avaliados.* Isto* se* reflete* numa* quantidade* inferior* deste* fator* no* núcleo* de*

monócitos* de* pacientes,* que,* no* entanto,* não* decai* com* a* diferenciação,*

passando,* portanto,* a* superar* os* níveis* das* iDCs* controle,* que* voltam* a*

aumentar* seus* níveis* nucleares* de* NF:κB* com* a* maturação,* o* que,* mais* uma*

vez,*não*ocorre*nas*células*de*pacientes.*Uma*explicação*possível*para*esta*falta*

de*modulação*do*NF:κB*em*células*de*pacientes*seria*a*de*que*os*monócitos*e*

consequentemente* as* DCs* deles* derivadas,* já* estariam* alterados,* resistindo,*

portanto*à*modulação*funcional*induzida*in*vitro,*conforme*será*discutido*abaixo.*

Inicialmente,* procurou:se* estabelecer* o* fenótipo* das* DCs* derivadas* de*

monócitos*de*pacientes*com*câncer*de*mama,*bem*como*dos*próprios*monócitos,*

a* fim* de* confirmar* a* presença* de* defeitos* decorrentes* da* diferenciação* nestas*

células,*reportados*em*estudos*anteriores*do*nosso*grupo,*bem*como*em*outros*
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da* literatura.* Conforme* esperado,* os* monócitos* das* pacientes* com* câncer* de*

mama* apresentaram* reduzida* capacidade* de* diferenciação* em* DCs,* havendo*

uma*menor* quantidade* de* células* capaz* de* adquirir*marcadores* típicos* dessas*

APCs,*mediante*estímulo*de*ativação.*Nosso*grupo,*em*particular,*já*demonstrou*

que* células* dendríticas* derivadas* de* monócitos* de* pacientes* com* câncer* de*

mama,*diferenciadas*em*condições*semelhantes*ou*não*às*do*presente*estudo,*

geraram*células*com*alterações* fenotípicas,* tais* como*a*diminuição*significativa*

na* freqüência* de* células* HLA:DR+,* CD86+* e* CD11c+,* redução* significativa* na*

capacidade* de* indução* de* proliferação* de* linfócitos* T* alogenêicos* (AZEVEDO:

SANTOS,*2010),*e*maior*capacidade*de*indução*células*T*reguladoras*Foxp3+*in*

vitro* (RAMOS,* 2015).* Defeitos* fenotípicos* e* funcionais* das*DCs* também* foram*

observados*quando*diferenciadas*a*partir*de*monócitos*de*pacientes*portadores*

de* tumores* hematológicos,* como* leucemia* linfocítica* crônica* (TONIOLO,* 2014).*

Ainda,* as* falhas* dos* monócitos* de* pacientes* com* câncer* de* mama* parecem*

persistir* também*quando*da*sua*diferenciação*em*outro* tipo*celular,*macrófagos*

M1,*na*presença*de*GM:CSF/IFN:γ,*os*quais*adquiriram*fenótipo*alterado*e*com*

características* imunossupressoras* (RAMOS,* 2015).* Tais* dados* do* laboratório,*

em*conjunto,*são*corroborados*por*estudos*da* literatura,*que*reportam*que*DCs*

derivadas* de* pacientes* com* câncer* são* menos* sensíveis* aos* estímulos* que*

induzem*a*sua*maturação,*levando*a*células*pouco*eficientes*(PEDERSEN*et*al.,*

2005).*No*presente*estudo,*observou:se*que*o*estímulo*de*ativação*com*TNF:α*

foi*insuficiente*para*induzir,*nas*células*das*pacientes,*uma*frequência*de*células*

positivas* para* a* molécula* coestimuladora* CD86,* HLA:DR,* e* do* marcador* de*

ativação* CD83,* em* níveis* comparáveis* aos* das* doadoras* saudáveis.* Este*

fenômeno,* associado* à* liberação* de* citocinas* pró:inflamatórias,* é* necessário*

para* maturação* fenotípica* e* funcional* das* DCs* (BANCHEREAU* et* al.,* 2000v*

CAUX*et* al.,* 1994).* Embora* tanto* as* culturas* oriundas* de* indivíduos* saudáveis*

quanto*às*de*pacientes*com*câncer*de*mama*tenham*apresentado*diminuição*na*

frequência* de* células* CD14,* compatível* com* a* diferenciação* em*DCs,* as* iDCs*

das* pacientes* já* indicam*uma* tendência* à* diminuição* em* frequência* de* células*

positivas* para* diversos* marcadores,* acompanhada* de* um* aumento* de*

intensidade*de*tais*moléculas*na*membrana,*embora*não*de*forma*significtiva.*No*

entanto,*após*a*ativação,*enquanto*que,*de*modo*geral,*as*culturas*oriundas*de*

indivíduos*controles* tenham*aumentado*ou*mantido*altas* frequências*de*células*
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positivas* para* moléculas* importantes* na* ativação* de* linfócitos* (CD80,* CD86,*

HLA:DR* e* CD83),* as* culturas* das* pacientes* diminuíram* ou* mantiveram* níveis*

inferiores* de* células* positivas* para* estes* marcadores,* acompanhada* por* rMFIs*

variáveis* dependendo* da* molécula,* indicando* de* modo* geral* falhas* na*

capacidade*de* diferenciação* dos*monócitos* de* pacientes* com*câncer* de*mama*

em*DCs.*

Neste*ponto,*cabe*ressaltar*a* intensa*variação*observada*na* frequência*e*

na*intensidade*mediana*de*fluorescência*relativa*dos*ensaios*de*citometria*entre*

os* indivíduos* avaliados* e* entre* experimentos,* tanto* em* controles* quanto* em*

pacientes.* A* heterogeneidade* das* DCs* entre* indivíduos* é,* na* realidade,* um*

fenômeno* bastante* observado.* DCs* cultivadas* em*meio* AIM:V* e* ativadas* com*

TNF:α*diferem*das*células*cultivadas*em*meio*RPMI:1640*e*diferem,*ainda,*entre*

si,* dependendo* de* fatores* nem* sempre* controláveis* (NEVES,* 2003).* Essas*

variações* entre* os* fenótipos* das* células* dendríticas* humanas* diferenciadas* in*

vitro,*mais* evidentes* em*algumas*moléculas* do* que*em*outras,* também*podem*

ser* explicadas* pela* grande* heterogeneidade* das* células* dendríticas,* já* que*

nenhum*modelo*completo*de*vias*de*desenvolvimento*foi*estabelecido*para*estas*

células*(KAH:WAI*et*al.,*2006).*Soma:se*a*isso*a*variação*natural*existente*entre*

os*doadores,* tanto*genética*quanto*ambiental.*Na* verdade,* nosso* laboratório* já*

mostrou* que,* ao*menos* em*modelo*murino,* até*mesmo* o* nível* de* estresse* do*

animal*é*capaz*de*alterar* fenotipicamente*as*células*dendríticas*e*a*capacidade*

de*diferenciação*de*precursores*neste*tipo*celular*(TOMIYOSHI*et*al.,*2009).**

Por* fim,* não* se* pode* deixar* de* mencionar* que,* ainda* que* no* presente*

estudo* tenha* se* observado* alterações* na* quantidade* de* NF:κB* no* núcleo* de*

monócitos* de* pacientes,* os* quais* falharam* em* se* diferenciarem* totalmente* em*

DCs,*o* fenótipo*de*membrana*de*monócitos*quanto*às*moléculas*avaliadas*não*

revelou* diferenças* significativas* em* comparação* com* as* células* de* indivíduos*

saudáveis,*nem*na*análise*da*frequência*de*células*positivas*para*os*marcadores*

avaliados,* nem* na* análise* da* intensidade* mediana* de* fluorescência* relativa*

destes* marcadores.* A* partir* destes* resultados,* pode:se* sugerir* que* o*

comprometimento* observado* destas* células* na* diferenciação* em* DCs* (e*

macrófagos)*alterados*não*se*reflita*na*expressão*basal*das*moléculas*avaliadas*

na* membrana.* De* fato,* há* um* relato* recente* da* literatura* que,* de* maneira*

semelhante* à* observada* em* nosso* estudo,* não* verificou* alterações* fenotípicas*
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em*monócitos*de*sangue*periférico*de*pacientes*com*câncer*primário*de*células*

não*pequenas*de*pulmão,*dentre*as*moléculas*avaliadas,*CD11c*e*HLA:DR,*em*

comparação* com* monócitos* provenientes* de* indivíduos* saudáveis*

(ALMATROODI* et* al.,* 2014).* Por* outro* lado,* resultados* contrastantes* também*

foram* observados* em* monócitos* de* pacientes* com* outros* tipos* de* neoplasias*

(BROOKS* et* al.,* 2012),* indicando* que* outras* moléculas* e* fatores* devem* ser*

considerados*na*avaliação*dos*monócitos.**

Tal* heterogeneidade* entre* indivíduos* e* entre* experimentos* também*pôde*

ser* observada* na* análise* do* sobrenadante* das* culturas* para* diferenciação* em*

DCs,* avaliada* com*o* intuito* de*melhor* compreender* o* fenótipo/função* das*DCs*

geradas* in* vitro* a* partir* de* monócitos* de* pacientes* e* indivíduos* saudáveis.*

Devido* a* tal* heterogeneidade,* analisou:se* não* apenas* a* concentração* total* da*

citocina* IL:6* e* da* quimiocina* IL:8* detectadas* nas* culturas* de* pacientes* e*

controles,*mas* também*a*concentração* relativa*normalizada.*Esta* indicou*que*a*

maioria*das*culturas*para*diferenciação*em*DCs*provenientes*de*pacientes*com*

câncer*de*mama*apresentou*maior*concentração*de*IL:8*no*sobrenadante*que*as*

culturas*provenientes*das* células* controles.*Nos* sobrenadantes*das* culturas*do*

quinto*dia* (iDCs),* já*há*uma* tendência*de*aumento*de*concentração*de* IL:8*no*

sobrenadante*das*culturas*de*pacientes.*Tal* tendência*é*mantida*após*24*horas*

do*estímulo*de*ativação*por*TNF:α,*caindo*após*48*horas.*Visto*que*o*promotor*

gênico*desta*quimiocina*é* regulado*por*NF:κB,*entre*outros,* e*a*associação*da*

inflamação* com* câncer* é* bem* estabelecida* na* literatura* (revisto* por*

VENDRAMINI:COSTAv*CARVALHO,*2012),* sendo*a*desregulação*da*expressão*

de* citocinas* e* quimiocinas* inflamatórias,* tais* como* a* interleucina:8* (IL:8),* em*

câncer* de* mama* reconhecida* há* anos* (revisto* por* TODOROVIĆ:RAKOVIĆv*

MILOVANOVIĆv* 2013),* estes* resultados* nos* parecerem* interessantes.* Isto*

porque*apesar*do*extenso*relato*da*literatura*descrevendo*o*aumento*de*IL:8*em*

uma* variedade* de* tumores* sólidos* (BREW* et* al.,* 1996v* FERRER* et* al.,* 1998v*

MASUYA* et* al.,* 2001),* está* principalmente* reportada* a* contribuição* de* outras*

células,*que*não*as*DCs,*como*responsáveis*pela*produção*desta*quimiocina*pró:

inflamatória* neste* contexto,* incluindo* fibroblastos,* linfócitos,* neutrófilos,* células*

endoteliais*e*uma*variedade*de*células*epiteliais*normais*e*malignas*(revisto*por*

SINGH*et*al.,*2013).*
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Não* estão* totalmente* esclarecidos* os* mecanismos* pelos* quais* a* IL:8*

contribua*para*a*progressão*tumoral.*Acredita:se*que*a*IL:8*promova*a*invasão*e*

a* metástase* (LUCA* et* al.,* 1997),* a* angiogênese* (KOCH* et* al.,* 1992)* e* a*

resistência* ao* tratamento* (revisto* por* SINGH* et* al.,* 2013).* Particularmente,* em*

câncer* de*mama,* o* aumento* de* IL:8* foi* correlacionado* com* tumores* negativos*

para* receptor* de* estrógeno* (CHAVEY* et* al.,* 2008v* FREUND* et* al.,* 2003),* bem*

como*associado*a*tumores*que*superexpressam*Her:2/neu*(ACETO*et*al.,*2012),*

dois* tipos* tumorais* com* piores* prognósticos.* Ainda,* há* diferentes* relatos* que*

apontam*que*a*IL:8*atue*sobre*as*DCs,*no*contexto*do*microambiente*tumoral,*de*

modo* a* prejudicar* a* migração* destas* células* para* os* órgãos* linfoides*

secundários,* onde* a* resposta* imune* adaptativa,* importante* na* defesa* contra*

tumores,* tem* início,* sendo* este* um* possível* mecanismo* de* evasão* tumoral*

(ALFARO*et*al.,*2011v*FEIJOÓ*et*al.,*2005).*

Neste* sentido,* tendo* sido* observado* pelo* presente* estudo* que* as* DCs*

derivadas*de*monócitos*de*pacientes*com*câncer*de*mama*possuem*alterações*

na* capacidade* de* modulação* de* NF:κB,* um* dos* fatores* de* transcrição* mais*

importantes*na*regulação*da*expressão*gênica*de*IL:8*(FREUND*et*al.,*2004),*e*

considerando* que* os* sobrenadantes* das* culturas* das* pacientes* possuem* uma*

tendência*de*aumento*desta*quimiocina,*a*qual*possui*um*papel*pró:tumoral*bem*

estabelecido* na* patogênese* desta* neoplasia,* sugere:se* que* as* alterações*

observadas*no*NF:κB*das*pacientes*possam*estar*associadas*ao*aumento*de*IL:

8* nos* sobrenadantes* das* culturas* das* pacientes,* adicionando* assim,* mais* um*

possível*fator*de*contribuição*das*DCs*de*pacientes*com*câncer*de*mama*para*o*

escape*tumoral.**

Elegante* trabalho* de* CHAVEY* e* colaboradores* (2008)* mostrou* a* direta*

relação* da* expressão* de* IL:8* com*a* acetilacao* do* sito* de* ligação* do*NF:kB* na*

região*promotora*do*gene*da*IL:8*e*consenquente*maior*atividade*desse*fator*de*

transcrição.* Vale* observar* então* que* nao* só* a* quantidade* de* um* fator* de*

transcrição* mas* também* a* disponibilidade* dos* sítios* reguladores* dos* genes*

podem* influenciar* nos* níveis* de* expressão* genica.* Esse* parâmetro* nao* foi*

diretamente*avaliado*no*presente*estudo*mas*alterações*epigeneticas*podem*ser*

mecanismos*pelos*quais*tumores**afetam*a*diferenciação*celular.**

Em*nossa*avaliação*da*expressão*genica*de*IL8,*nao*foi*possível*observar*

nenhuma* diferença* entre* indivíduos* controle* e* pacientes.* Os* resultados* das*
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análises* de* expressão* gênica,* nem* sempre* corroboraram* os* estudos* que*

avaliaram*a*presença*proteica*nas*DCs.*Muitas*poderiam*ser*as*explicações*para*

tais* aparentes* discrepâncias.* Primeiramente,* há* que* se* considerar* que* apenas*

dois* pontos* no* tempo* foram* avaliados* quanto* à* transcrição* gênica* –* fenômeno*

geralmente* mais* fugaz* de* ser* avaliado* do* que* o* fenótipo* de* membrana* –* um*

momento*posterior*às*alterações*fenotípicas*já*presentes*na*membrana*das*iDCs*

do*quinto*dia,*visto*que*já*se*apresentaram*diferenciadas*quando*da*extração*do*

RNA* total* das* células,* e* outro* imediatamente* posterior* ao* estímulo* de* ativação*

com*TNF:α* (1*hora).*Assim,*não*se*pode*descartar*a*hipótese*de*que*possíveis*

diferenças* nos* níveis* transcricionais* já* tenham* ocorrido* quando* os* monócitos*

foram*estimulados,*no*dia*zero*da*cultura,*à*diferenciação*em*DCs*com*GM:CSF*

e* IL:4.* Ainda,* mesmo* nos* casos* em* que* observamos* diferenças* aparentes* na*

transcrição*gênica* (por* exemplo,* no* caso*de*CD40*e*HLA:DR,*que*poderiam,*à*

princípio,* se* correlacionar* com*o* fenótipo),* não* se* pode* afastar* por* completo* a*

hipótese*de*existência*de*possíveis*alterações*de*cinética*de* transcrição*gênica*

entre*pacientes*e*controles,*de*modo*que*o*um*ponto*avaliado*não*representa*o*

resultado* coletivo* quando* este* é* considerado* no* tempo,* podendo* levar* a*

conclusões* precipitadas.* Entende:se,* portanto,* que* para* a* correta* avaliação* da*

transcrição* desses* genes,* o* ideal* seria* o* delineamento* experimental* que*

considerasse* a* realização* de* cinética* com* diferentes* pontos,* e* partindo* dos*

monócitos* recém* selecionados* e* pós* estímulo* para* diferenciação.* No* entanto,*

também* deve* ser* levado* em* consideração* que,* neste* caso,* as* células* das*

pacientes* possivelmente* seriam* o* fator* limitante,* se* não* impeditivo,* para* a*

adequada*realização*deste*ensaio.**

**Assim,* na* realidade,* considerando* o* conjunto* de* resultados* obtidos,*

parece*que*enquanto*alguns*genes*regulados*por*NF:κB*não*parecem*alterados,*

como*o* de* IL:6,* por* exemplo,* nas* condições* avaliadas,* outros* aparentam*estar*

alterados,* como* o* de* CD86,* quando* se* considera* a* falha* de* aquisição* desta*

molécula* da* membrana* durante* a* diferenciação,* e* outros* ainda* parecem* estar*

aumentados,* como* o* de* IL:8,* contribuindo* para* um* fenótipo* geral* de* DCs*

defeituosas* e* possivelmente* comprometidas* funcionamente* sob* diversos*

aspectos,*como*já*demonstrado*por*nosso*grupo,*e*que*poderia*ser*resultado*dos*

defeitos*de*modulação*de*NF:κB*observados*neste*estudo.*
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É* interessante* notar* que,* em* outro* projeto* de* nosso* laboratório,*

observamos*que*DCs:like*diferenciadas*a*partir*de*cultura*de*células*da*linhagem*

monocítica* THP:1,* na* presença* de* sobrenadante* tumoral* de* linhagem* MCF:7,*

demonstram,* também,* aumento* da* translocação* de* NF:κB* para* o* núcleo* (Ana*

Carolina*Franco*Ferreira,*comunicação*pessoal).*Ainda,*fenômeno*semelhante*ao*

observado* foi* relatado* por* Kiertscher* e* cols.* (2000),* que* determinaram* a*

quantidade* de* RelB* em* iDCs* diferenciadas* de* monócitos* na* presença* de*

sobrenadante*tumoral.*Neste*estudo,*os*autores*observaram*maior*quantidade*de*

RelB* (única* subunidade* avaliada)* no* núcleo* de* células* dendríticas* imaturas*

expostas* a* sobrenadante* tumoral* do* que* em* células* expostas* a* sobrenadante*

controle.*Ainda,* tal*aumento*foi*acompanhado*por*um*aumento*de*expressão*na*

superfície* de* marcadores* de* membrana* das* DCs,* como* CD83,* CD80,* CD86,*

CD40* e* HLA:DR,* por* exemplo.* Kiertscher* e* cols.* (2000)* interpretaram* tal*

fenômeno*como*uma*aquisição*precoce*de*fenótipo*maduro*pelas*iDCs*cultivadas*

na* presença* do* sobrenadante,* baseado* no* papel* conhecido* do* RelB* na*

maturação*e/ou*função*das*DCs.*Ainda,*relataram*que*tais*células*apresentavam*

apoptose* precoce,* e* produção* prejudicada* de* citocinas,* o* que* poderia* no*

conjunto* levar* à* apresentação* antigênica* prejudicada* pelas* DCs.* Esses* dados,*

até* onde* possamos* avaliar,* são* compatíveis* com* nossos* resultados,* visto* que*

também*observamos*para*alguns*marcadores*uma*tendência*de*aumento*de*rMFI*

de* algumas*moléculas* em* iDCs,* como*CD83* e*CD86,* por* exemplo.* Entretanto,*

nossos* dados* sugerem* que* não* só* esta* subunidade,* RelB,* estaria* afetada* em*

células*de*pacientes,*mas*que*este*seria*um* fenômeno*mais*amplo*e,*portanto,*

possivelmente* capaz* de* afetar* outras* funções* celulares,* como,* por* exemplo* a*

própria*diferenciação*dos*monócitos*em* iDCs,* como*nosso*e*outros*grupos* têm*

observado.**

A*avaliação*das*subunidades*por*supershift*indicou,*que*tanto*iDCs*quanto*

mDCs*de*pacientes*com*câncer*e*indivíduos*saudáveis*possuem*as*subunidades*

p50,*p65,*RelB*e*cRel*no*núcleo.*No*entanto,*o*padrão* relativo*observado*para*

tais*subunidades*difere*em*iDC*de*pacientes*e*controles.*As*iDCs*das*pacientes*

possuem* padrão* semelhante* de* composição* de* subunidades* que* as* mDCs*

controles,* pelo* menos* considerando* aquelas* que* puderam* ser* avaliadas* em*

mDCs.*Observamos*que*em* iDCs* controles* há*um*aumento* relativo* de*p50*em*

relação*às*outras*subunidades,*indicando*que*há*predominância*de*homodímeros*
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de* p50* nas* iDCs* controles.* Visto* que* esse* conjunto* não* possui* TADs,* seriam*

considerados* repressores* transcricionais,* de* modo* que* necessitariam* de*

coativadores,* tais* como* BCL3,* para* incentivarem* a* transcrição* gênica.* Isto*

parece* compatível* com* dados* da* literatura* que* apontam* para* a* importância* de*

NF:κB1*na*manutenção*de*um*estado*tolerogênico*pelas*DCs*(DISSANAYAKE*et*

al.,* 2011).* Mediante* ativação,* as* DCs* controles* aumentam* não* apenas* em*

quantidade,* mas* de* forma* relativa,* a* participação* das* demais* subunidades*

encontradas*em*relação*à*p50,*o*que*poderia*contribuir*para*uma*maior*formação*

de*heterodímeros*nas*mDCs*em*particular*com*RelB,*e*que*seria*compatível*com*

a*aquisição*pelas*DCs*de*um*fenótipo*maduro*e*com*capacidade*de*aquisição*de*

atividade* aloestimulatória* (PETTIT* et* al.,* 1997v*RESCIGNO*et* al.,* 1999).* Já* as*

iDCs* de* pacientes* com* câncer,* cuja* presença* de* NF:κB* no* núcleo* já* estaria*

aumentada* em* relação* às* iDCs* controles,* possuem* esse* mesmo* padrão* de*

contribuição*das*subunidades*que*as*mDCs*controles,*com*diminuição*relativa*de*

p50.*

Ainda* que* possuam* um* padrão* “ativado”* quanto* à* constituição* das*

subunidades*no*núcleo,*o*que*poderia*ser*compatível*com*a*observada*tendência*

de*aumento*na*membrana*de*expressão*de*algumas*moléculas,*condizentes*com*

as*observações*de*Kiertscher*e*cols.*(2000)*e,*em*menor*escala,*com*as*nossas*

próprias,* sabe:se* que* tais* células* possuem* alterações* funcionais,* como* já*

mencionado*extensivamente.*Ainda,*esse*aumento*precoce*pode*ser*responsável*

pela* irresponsividade* in* vitro* mediante* estímulo* de* ativação.* Vale*mencionar* a*

interessante* observação* do* nosso* estudo* de* que* as* mDCs* das* pacientes*

parecem*não*conseguir*atingir* níveis*de*NF:κB*compatíveis* com*os*observados*

em*mDCs*controles,*sendo*modulados*até*um* limite*máximo*de*ativação.*Pode:

se*hipotetizar*que*o*aumento*de*NF:κB*já*em*iDCs*tenha*alterado*já*o*padrão*de*

expressão*gênica*e*epigenética,*de*forma*que*as*mDCs*passam*a*não*responder*

ou*responder*de*forma*limitada*ao*mesmo*estímulo.*

Outra* hipótese,* cuja* avaliação* tenha* talvez* sido* a* inicialmente* pretentida*

pelo*presente*estudo,*mas*que*não*foi*possível*visualizar*nos*ensaios*realizados,*

é*de*que*ainda*que*o*padrão*de*a*composição*das*subunidades*nas*células*de*

pacientes*e*controles*seja*aparentemente*a*mesma*–*ao*menos*em*mDCs*–,*a*

composição* relativa* de* cada* dímero* possível* pode* variar,* tendo* em* vista* a*

quantidade*de*cada*subunidade*presente,*por*exemplo.*Também,*podem*varia*a*
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afinidade* dos* dímeros* a* cada* sítio* do* DNA,* a* presença* maior* ou* menor* de*

coativadores,* a* maior* ou* menor* exposição* de* sítios* devido* a* alterações*

epigenéticas,* entre* outros.* São* muitas* e* complexas* as* possibilidades* a* serem*

melhor* avaliadas* em* estudos* futuros,* as* quais* poderão,* de* fato* revelar* quais*

fatores* estariam* contribuindo* para* as* alterações* das* DCs,* e* como.* E* mais*

importante,*qual*seria*a*melhor*maneira*de*corrigi:las.*

Adicionando* um* grau* a*mais* de* complexidade* nessa* linha* de* raciocínio,*

vale* chamar* a* atenção* para* um* relato* da* literatura,* que* avaliou* o* efeito* de*

sobrenadante* tumoral* sobre* a* diferenciação* em*DCs* a* partir* de* células* CD34+*

(células* tronco*hematopoéticas),* com* resultados*diferentes*quanto*à*quantidade*

de* NF:κB* no* núcleo.* Ainda* que* as* DCs* também* tenham* se* apresentado*

defeituosas* fenotipicamente,* conforme* demonstrado* por* diminuição* de* CD80,*

CD86*e*HLA:DR,*e*com*capacidade* funcional* incompleta* (GABRILOVICH*et*al.,*

1996v*MENETRIER:CAUX*et* al.,* 1998),* as*DCs* sob* influência* de* sobrenadante*

tumoral,* apresentaram* inibição* de* NF:κB* no* núcleo* (OYAMA* et* al.,* 1998),*

diferente*dos*estudos*do*nosso* laboratório*e*do*aqui* relatado* (KIERTSCHER*et*

al.,* 2000).* Neste* sentido,* torna:se* evidente* que* independente* do* padrão*

observado*da*alteração*no*núcleo,*a*modulação*de*NF:κB*pelo* tumor*é*um*dos*

mecanismos* de* escape* que* gera,* de* forma* recorrente,* independente* de*

metodologia* e* outras* variáveis* possíveis,* DCs* com* alterações* fenotípicas* e*

funcionais,*incapazes*de*combater*o*tumor.**

De* volta* às* subunidades,* o* que* conseguiu:se*avaliar* neste*estudo*nesse*

sentido,*de*forma*quantitativa,*foram*os*resultados*de*PCR*em*tempo*real,*cujas*

maiores* tendências* de* diferenças* estavam*na* transcrição* de*NFKB1,*maior* em*

pacientes* após* estímulo* de* ativação,* e* em* p65* e* RelB,* pouco* diminuídos* em*

pacientes* após* a* ativação.* A* diminuição* de* RelB,* chama* atenção* particular,* e*

poderia* ser* interpretada* como* uma* possível* causa* para* a* não* sustentação* ou*

diminuição* das*moléculas* de*membrana* observadas* em*mDCs* de* pacientes,* o*

que* estaria* alinhado* com* entendimento* geral* da* literatura* sobre* a* importância*

desta* subunidade* na*maturação* das* DCs* (PETTIT* et* al.,* 1997).* No* entanto,* a*

melhor* forma* para* estudo* desta* hipótese* seria* pela* realização* um* ensaio* que*

avaliasse* a* própria* proteína.* Nos* supershifts* realizados,* visto* que* para* este*

anticorpo*o*padrão*típico*de*presença*da*subunidade*não*se*deu*pelo*supershift*

clássico,* com* surgimento* de* uma* banda* de* maior* peso* molecular,* não* foi*
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possível*avaliar*a*sua*contribuição*relativa*nas*células,*nem*possíveis*diferenças*

entre*pacientes*e*controles.**

NF:κB2,* apesar* de* transcrito* em* pacientes* e* controles,* quase* não* foi*

identificado*no*núcleo*na*forma*de*p52,*o*que*parece*ser*compatível*com*um*um*

estudo,*em*que*tal*subunidade*também*não*foi*observada*em*DCs*nas*condições*

avaliadas.*No*entanto,*não*se*pode*descartar*a*hipótese*que*esteja*alterada*nas*

mDCs*de*pacientes,* visto*que*quase*não* foi*avaliada*em*pacientes*com*câncer*

de*mama*ductal*invasivo,*mas*que*foi*observada*em*um*caso,*curiosamente,*em*

mDCs*de*paciente*com*carcinoma*ductal*in*situ,*conforme*já*apontado.**

Por* fim,* visando* aprofundar* o* estudo* sobre* via* de* NF:κB* em* DCs*

derivadas* de* pacientes* com* câncer* de* mama,* que* observamos* estar* alterada,*

optamos*pela* realização*de*uma*abordagem*ampla,*que*poderia* tanto*auxiliar*a*

compreender*melhor*alguns*dos*fenômenos*observados,*quanto*abrir*questões*a*

ser* melhor* investigadas.* Para* tanto,* optamos* pela* realização* da* avaliação* da*

expressão* de* genes* relacionados* com* a* via* de* NF:κB* por* meio* de* placas* de*

arranjo* de* PCR* em* tempo* real.* Um* desafio* inicial* foi* justamente* selecionar* as*

pacientes* que* seriam* investigadas.* Assim,* acreditamos* que* seria* interessante*

partir* dos* resultados* já* obtidos* de* análise* de* citocinas* no* sobrenadante,*

considerando*que*esta*medida*seria* forma* indireta*de*avaliação*de*alteração*da*

via*de*NF:κB*nessas*pacientes.*Cabe*neste*momento*apontar*que*uma*limitação*

técnica*com*relação*justamente*ao*número*de*células*de*pacientes*impossibilitou*

que* do* mesmo* indivíduo* pudéssemos* obter* resultados* quanto* à* quantidade* e*

constituição*de*NF:κB*do*núcleo,*caracterização*fenotípica*de*suas*moléculas*de*

membrana*e*expressão*do*mRNA*antes*e*depois*do*estímulo.*Desta*maneira,*os*

diferentes*experimentos*foram*realizados*em*blocos.**

Assim,*o*critério*de*seleção*se*baseou*em*pacientes*cujos*sobrenadantes*

das*culturas*para*diferenciação*em*DCs*apresentassem*aumentos*crescentes*de*

concentração*de*IL:8*em*relação*aos*sobrenadantes*das*culturas*dos*respectivos*

controles* experimentais,* de* modo* que* as* pacientes* P40,* P43* e* P36,* cujos*

sobrenadantes* tinham* resultado* em* 1,3,* 1,5* e* 2,4* vezes* de* aumento,*

respectivamente,* em* relação* ao* próprio* controle* experimental,* foram*

selecionadas.*Ao*final*da*análise*desse*ensaio,*no*entanto,*observamos*que,*na*

comparação*dos*seis* indivíduos*testados,*o*critério*de*seleção*não*foi*bom.* Isto*

porque,* no* agrupamento* de* indivíduos* por* padrão* de* expressão* gênica,* a*
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paciente*P36,*que*inicialmente*havia*sido*classificada*como*“alta*produtora*de*IL:

8* em* relação*ao* controle”,* foi* a* que*mais* se* assemelhou*aos* outros* indivíduos*

controles,* assim* como* a* paciente* P40,* que* foi* inicialmente* classificada* como*

“baixa* produtora* de* IL:8* em* relação* ao* controle”,* foi* a* paciente* que* mais* se*

distanciou* das* duas* pacientes* e* dos* controles,* indicando* que* na* análise* do*

padrão* de* expressão* gênica* de* 86* genes,* houve* inversão* da* classificação*

adotada*inicialmente,*de*acordo*com*o*critério*baseado*na*produção*de*IL:8.*De*

maneira* curiosa,* a* classificação* indicada* pelo* padrão* de* expressão* gênica* se*

alinhou* com* a* “gravidade* tumoral”* dos* prontuário* das* pacientes* (Tabela* 1),*

indicando*que,*talvez,*extrapolando*estas*observações,*piores*tumores*poderiam*

induzir*à*diferenciação*de*DCs*com*características*mais*alteradas.*

* Sem* desejar* entrar* profundamente* nesta* discussão,* e* considerando* que*

as* ressalvas* anteriormente* pontuadas* para* os* ensaios* de* PCR* em* tempo* real*

também*valem*aqui,*os* resultados*serão* interpretados*em*conjunto,*partindo*do*

entendimento* de* que* três* amostras* de* pacientes* com* câncer* de* mama* foram*

comparadas* respectivamente* a* seus* controles* experimentais.* Inicialmente,* é*

interessante* notar* que* a* expressão* de* proteínas* inibidoras* do* NF:κB* está*

diminuída*nas*DCs*recém*estimuladas*das*pacientes.*NFKBIA*(IκBα)*em*todas*as*

amostras,*sendo*que*maiores*diminuições*foram*observadas*em*P43*(:1,62*vez),*

e* NFKBIE* (IκBε),* cuja* diminuição* em* P40* foi* de* :1,87* vez.* Tais* proteínas* são*

responsáveis* por* manter* o* NF:κB* inativo* no* citoplasma.* Assim,* se* pudermos*

assumir* que* a* menor* expressão* se* correlaciona,* neste* caso,* com* menor*

quantidade*de*proteínas*inibidoras*no*citoplasma,*isso*poderia*auxiliar*a*explicar*

a*maior*quantidade*de*NF:κB*presente*no*núcleo*de* iDCs*das*pacientes.*Ainda,*

observamos*que*as*pacientes*possuem*maior*expressão*de*IKBKB*(IKK:2),*ainda*

que* de* forma* muito* discreta.* Poderia:se* também* supor* que* um* aumento* da*

quinase*que*faz*parte*do*complexo*que*fosforila*as*proteínas*inibidoras*de*NF:κB,*

culminaria*com*aumento*de*liberação*de*NF:κB*para*translocar*ao*núcleo,*o*que*

também* poderia* ser* um* mecanismo* envolvido* no* fenômeno* observado* de*

aumento* de*NF:κB*no*núcleo*de* iDCs.*Ainda,* observou:se*que*a* expressão*de*

BCL3* também* está* diminuída* nas* DCs* recém* estimuladas* de* pacientes.* Esta*

molécula* atua* coativadora* da* transcrição* gênica* junto* a* homodímeros* que* não*

possuem* TAD.* Logo,* poderia:se* assumir* que* a* diminuição* deste* cofator,* em*
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associação* ao* resultado* obtido* de* aumento* de* expressão* de* NF:κB1* em* DCs*

estimuladas* de* pacientes,* levaria* homodímeros* de* p50* que* atuariam* como*

repressores*da*transcrição*gênica*nas*DCs*das*pacientes.*

* No* entanto,* de* forma* a* confirmar* o* envolvimento* desses* fatores* nas*

alterações*observadas*em*nosso*estudo,*mais*experimentos*seriam*necessários*

para* que* possamos* tirar* conclusões* seguras* acerca* dos* reais* mecanismos*

responsáveis,* ou* que* poderiam* contribuir,* para* as* alterações* observadas* nas*

DCs*de*pacientes*com*câncer*de*mama.*

Tomados* em* conjunto,* os* resultados* demonstraram* que* o* NF:κB* está*

alterado* em* DCs* derivadas* de* pacientes* com* câncer* de* mama,* indicando* que*

tais* alterações* possivelmente* contribuam* nesses* indivíduos* para* a* geração* de*

DCs*com*fenótipo*e*função*alterados,*levando*ao*escape*tumoral.*

*

*
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Os*resultados*obtidos*neste*estudo*indicam*que:**

*

!* Células*dendríticas*derivadas*de*monócitos*de*pacientes*com*câncer*de*mama*

após* estímulo* de* ativação* com* TNF:α* possuem* alterações* fenotípicas*

significativas,* com*menor* frequência* de* células* CD86+,* CD83+* e* HLA:DR+,* e*

com*tendência*maior*à*produção*da*quimiocina*pró:inflamatória*IL:8v*�*

!* Há*alterações*da*presença*de*NF:κB*no*núcleo*de*monócitos*e*DCs*derivadas*

de*monócitos*de*pacientes*com*câncer*de*mamav*

o* Estímulo*de*diferenciação*em*DCs*a*partir*de*Mos*de*sangue*periférico*

de* indivíduos* controles* induz* diminuição* significativa* na* quantidade* de*

NF:kB*ativo*no*núcleo,*enquanto*que*tal*modulação*não*é*observada*em*

células*derivadas*de*pacientes*com*câncer*de*mamav*

o* A* ativação* de*DCs* de* indivíduos* controles* com*TNF:α* por* 24* h* induz*

aumento*significativo*na*quantidade*de*NF:kB*no*núcleo,*enquanto*que*

tal*modulação*não*é*observada*em*células*derivadas*de*pacientes*com*

câncer*de*mamav*

!* Há*alterações*no*perfil*das*subunidades*que*constituem*o*NF:κB*no*núcleo*de*

DCs*derivadas*de*monócitos*de*pacientes*com*câncer*de*mamav*

o* iDCs*controles*possuem*uma*quantidade*relativa*maior*de*p50*e*menor*

das*demais*subunidades,*com*diminuição*na*contribuição*relativa*de*p50*

após* a* ativação,* enquanto* as* iDCs* de* pacientes,* de* modo* geral,* já*

apresentam*o*perfil*das*mDCs*controles,*e*possível*ausência*de*alteração*

deste*perfil*após*a*ativação.*

!* As* alterações* observadas* no* NF:κB* das* DCs* derivadas* de* monócitos* de*

pacientes* com* câncer* de* mama* podem* estar* relacionadas* a* alterações* na*

expressão* de* genes* que* codificam* proteínas* inibidoras* de*NF:κB,* IKKs* e* co:

ativadores*transcricionais.**

*

Propõem:se,* pois,* que* as* DCs* de* paciente* com* câncer* de*mama* possuem*

alterações*na*capacidade*de*modulação*de*NF:kB,*que*poderiam*estar*associadas*aos*

defeitos*fenotípicos*observados*nas*células*das*pacientes,*e*ao*aumento*de*produção*

de* IL:8,* sendo* estes* mecanismos* de* escape* do* tumor* à* resposta* imune.* Nossos*

dados,*embora*preliminares,*indicam*que*tais*alterações*na*capacidade*de*modulação*
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de* NF:kB* poderiam* ser* consequência* da* desregulação* na* expressão* das* proteínas*

inibidoras,*IKKs*e*co:ativadores*transcricionais.*

*

*

*
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ANEXO$A$–$Termo$de$Consentimento$Livre$e$Esclarecido$(Doador$Saudável)$

TERMO$DE$CONSENTIMENTO$LIVRE$E$ESCLARECIDO$
*
ESTUDO:* “AVALIAÇÃO*FUNCIONAL*DE*NF:κB*EM*CÉLULAS*DENDRÍTICAS*DE*
PACIENTES*COM*CÂNCER*DE*MAMA”*

*

Você*está*sendo*convidado(a)*a*participar*do*projeto*de*pesquisa*acima*citado.*O*
documento*abaixo*contém*todas*as*informações*necessárias*sobre*a*pesquisa*que*
estamos* fazendo.* Sua* colaboração* neste* estudo* será* de* muita* importância* para*
nós,*mas*se*desistir*a*qualquer*momento,*isso*não*causará*nenhum*prejuízo*a*você.*
Quaisquer*dúvidas*entre*em*contato*com*os*responsáveis*pelo*projeto:*
*
Prof.*Dr.*José*Alexandre*M.*Barbuto*e*Isabella*Katz*Migliori*(fone:*3091]7375).*

%

*

Eu,* (inserir* o* nome,* profissão,* residente* e* domiciliado* na)**
.......................................................................................................................................
.......................................................................................................................................
........................................,* portador* da* Cédula* de* identidade,* RG*
......................................* ,* e* inscrito* no* CPF/MF* ......................................* nascido(a)*
em*____/*____/*____*,*abaixo*assinado(a),*concordo*de*livre*e*espontânea*vontade*
em* participar* como* voluntário(a)* do* estudo* “Avaliação* funcional* de* NF]κB* em*
células*dendríticas*de*pacientes*com*câncer*de*mama”.*Declaro*que*obtive*todas*as*
informações*necessárias,*bem*como*todos*os*eventuais*esclarecimentos*quanto*às*
dúvidas*por*mim*apresentadas.*
*

Estou*ciente*que:*

*

I)* No* sangue* existem* células* que* se* destinam* a* defender* nosso* organismo* de*

doenças.* O* presente* estudo* busca* entender* melhor* o* funcionamento* dessas*

células*e*possíveis*falhas*que*ocorrem*nelas*que*permitem*o*desenvolvimento*

de*câncer.**

II)* Minha* participação* neste* estudo* como* doador* saudável* implica* apenas* na*

doação*única*de*cerca*de*30*mL*de*sanguev*para*a*coleta*de*sangue*sentirei*a*

picada*da*agulha*e*o*local*dessa*picada*poderá*ficar*roxo*por*algum*tempo.*

III)* A*participação*neste*projeto*não*tem*o*objetivo*de*me*submeter*a*qualquer*tipo*

de*tratamento,*bem*como*não*me*acarretará*qualquer*despesav*

IV)* Tenho*a*liberdade*de*desistir*ou*de*interromper*a*colaboração*neste*estudo*no*

momento*em*que*desejar,*sem*necessidade*de*qualquer*explicaçãov*

V)* A*desistência*não*causará*nenhum*prejuízo*à*minha*saúde*ou*bem*estar*físicov*
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VI)* Os* resultados* obtidos* durante* este* projeto* de* pesquisa* serão* mantidos* em*

sigilo,* mas* concordo* que* sejam* divulgados* em* publicações* científicas,* desde*

que*meus*dados*pessoais*não*sejam*mencionadosv*

VII)* Caso*eu*desejar,*poderei*pessoalmente*tomar*conhecimento*dos*resultados,*ao*

final*desta*pesquisav*

(***)**Desejo*conhecer*os*resultados*desta*pesquisa.*

* ***********(***)**Não*desejo*conhecer*os*resultados*desta*pesquisa.*

VIII)* Concordo* que* o* material* poderá* ser* utilizado* em* outros* projetos* desde* que*

autorizado*pela*Comissão*de*Ética*deste* Instituto*e*pelo* responsável*por*esta*

pesquisav*

IX)* Poderei* contatar* a*Secretaria* da*Comissão* de*Ética* em*Pesquisa* com*Seres*

Humanos*–*ICB/USP*–*no*Fone*3091:7733*ou*o*Pesquisador*Responsável*no*

fone*3091:7375*para*recursos*ou*reclamações*em*relação*ao*presente*estudo.*

X)* Resolução*196/96*–*Estou* recebendo*uma*cópia*do*Termo*de*Consentimento*

Livre*e*Esclarecido.*

*
*

São*Paulo,**************de******************************de***20*****.*
*
*

(**)Doador/**(**)*Responsável**
*
...................................................................................................*
*
*
Testemunha$1:**______________________________________________________*

*******************Nome*/*RG*/*Telefone*
*
Testemunha$2:**______________________________________________________*
* * *******Nome*/*RG*/*Telefone*
*
$
$
Responsável$pelo$Projeto:*Isabella*Katz*Migliori**
$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$Dr(a).$Responsável$
$
$
Telefone$para$contato:*

*

*
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ANEXO$B$–$Termo$de$Consentimento$Livre$e$Esclarecido$(Paciente)$

TERMO$DE$CONSENTIMENTO$LIVRE$E$ESCLARECIDO$
*
ESTUDO:* “AVALIAÇÃO*FUNCIONAL*DE*NF:κB*EM*CÉLULAS*DENDRÍTICAS*DE*
PACIENTES*COM*CÂNCER*DE*MAMA”*

*

Você*está*sendo*convidado(a)*a*participar*do*projeto*de*pesquisa*acima*citado.*O*
documento*abaixo*contém*todas*as*informações*necessárias*sobre*a*pesquisa*que*
estamos* fazendo.* Sua* colaboração* neste* estudo* será* de* muita* importância* para*
nós,*mas*se*desistir*a*qualquer*momento,*isso*não*causará*nenhum*prejuízo*a*você.*
Quaisquer*dúvidas*entre*em*contato*com*os*responsáveis*pelo*projeto:*
*
Prof.*Dr.*José*Alexandre*M.*Barbuto*e*Isabella*Katz*Migliori*(fone:*3091]7375).*

%

*

Eu,* (inserir* o* nome,* profissão,* residente* e* domiciliado* na)**
.......................................................................................................................................
.......................................................................................................................................
........................................,* portador* da* Cédula* de* identidade,* RG*
......................................* ,* e* inscrito* no* CPF/MF* ......................................* nascido(a)*
em*____/*____/*____*,*abaixo*assinado(a),*concordo*de*livre*e*espontânea*vontade*
em* participar* como* voluntário(a)* do* estudo* “Avaliação* funcional* de* NF]κB* em*
células*dendríticas*de*pacientes*com*câncer*de*mama”.*Declaro*que*obtive*todas*as*
informações*necessárias,*bem*como*todos*os*eventuais*esclarecimentos*quanto*às*
dúvidas*por*mim*apresentadas.*
*

Estou*ciente*que:*

*

I)* No* sangue* existem* células* que* se* destinam* a* defender* nosso* organismo* de*

doenças.* O* presente* estudo* busca* entender* melhor* o* funcionamento* dessas*

células*e*possíveis*falhas*que*ocorrem*nelas*que*permitem*o*desenvolvimento*

de*câncer.**

II)* Minha*participação*neste*estudo*como*paciente* implica*apenas*na*doação*de*

cerca* de* 30* mL* de* sanguev* havendo* necessidade,* nova* coleta* de* mesmo*

volume*de*sangue*será*requisitada.*A*doação*inicial*não*me*obriga*a*concordar*

com*a*nova*coleta.*Para*a*coleta*de*sangue*sentirei*a*picada*da*agulha*e*o*local*

dessa*picada*poderá*ficar*roxo*por*algum*tempo.*

III)* A*participação*neste*projeto*não*tem*o*objetivo*de*me*submeter*a*qualquer*tipo*

de*tratamento,*bem*como*não*me*acarretará*qualquer*despesav*

IV)* Tenho*a*liberdade*de*desistir*ou*de*interromper*a*colaboração*neste*estudo*no*
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momento*em*que*desejar,*sem*necessidade*de*qualquer*explicaçãov*

V)* A*desistência*não*causará*nenhum*prejuízo*à*minha*saúde*ou*bem*estar*físico,*

bem*como*não*interferirá*no*atendimento*ou*tratamento*médico*em*andamento*

ou*futurosv*

VI)* Os* resultados* obtidos* durante* este* projeto* de* pesquisa* serão* mantidos* em*

sigilo,* mas* concordo* que* sejam* divulgados* em* publicações* científicas,* desde*

que*meus*dados*pessoais*não*sejam*mencionadosv*

VII)* Caso*eu*desejar,*poderei*pessoalmente*tomar*conhecimento*dos*resultados,*ao*

final*desta*pesquisav*

(***)**Desejo*conhecer*os*resultados*desta*pesquisa.*

* ***********(***)**Não*desejo*conhecer*os*resultados*desta*pesquisa.*

VIII)* Concordo* que* o* material* poderá* ser* utilizado* em* outros* projetos* desde* que*

autorizado*pela*Comissão*de*Ética*deste* Instituto*e*pelo* responsável*por*esta*

pesquisav*

IX)* Poderei* contatar* a*Secretaria* da*Comissão* de*Ética* em*Pesquisa* com*Seres*

Humanos*–*ICB/USP*–*no*Fone*3091:7733*ou*o*Pesquisador*Responsável*no*

fone*3091:7375*para*recursos*ou*reclamações*em*relação*ao*presente*estudo.*

X)* Resolução*196/96*–*Estou* recebendo*uma*cópia*do*Termo*de*Consentimento*

Livre*e*Esclarecido.*

*
São*Paulo,**************de******************************de***20*****.*

*
*

(**)Doador**(**)*Responsável**
*
...................................................................................................*
*
Testemunha1:**______________________________________________________*

******************Nome*/*RG*/*Telefone*
*
Testemunha$2:**______________________________________________________*
* * ******Nome*/*RG*/*Telefone*
$
$
Responsável$pelo$Projeto:*Isabella*Katz*Migliori**
$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$Dr(a).$Responsável$
$
$
Telefone$para$contato:$
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ANEXO$C$–$Fotografia$digitalizada$de$filme$radiográfico$obtido$após$EMSA$
$

$


