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RESUMO 

 

Introdução: Inúmeras células da resposta imune são envolvidas durante uma resposta 

antitumoral efetiva, dentre elas, linfócitos T citotóxicos e T auxiliares (Th). Vários estudos 

demonstram que a regressão tumoral é dependente da produção de IL-12, tanto em situações 

espontâneas ou quando o paciente é submetido a algum tipo de imunoterapia. Recentemente, 

foi descrito um novo subtipo de Th, o Th12, que está presente em humanos e animais com 

tumores. Contudo, sua função e a interação desse subtipo na resposta antitumoral ainda não 

estão claras. Portanto, neste estudo, assumimos como objetivo esclarecer se a imunoterapia de 

pacientes com células dendríticas, poderia alterar a quantidade desse novo subtipo, bem como 

investigar quais outras citocinas, além da IL-12, estariam sendo produzidas por esses 

linfócitos, como a interleucina-2 (IL-2), interferon-ɣ (IFN-ɣ), fator de necrose tumoral-α 

(TNF-α) e interleucina-10 (IL-10). Metodologia: Para a análise deste trabalho, quinze 

pacientes oncológicos foram submetidos à imunoterapia com CDs e os linfócitos do sangue 

periférico foram avaliados antes e após as duas primeiras imunoterapias. Resultados: Como 

resultados, verificou-se que em mulheres com câncer, a célula CD4+/IL-12+ apresentou a 

%GATE aumentada (*** p<0.0001) e a MFI (média de intensidade de fluorescência) 

diminuída (***p=0,0002) e as citocinas IFN-γ (**p=0,0093) e IL-2 (***p= 0,0010) 

apresentaram a MFI diminuída. Durante as fases da imunoterapia, a IL-12 apresentou uma 

diminuição na sua %GATE (*p= 0,0312). Conclusão: Mulheres com câncer invasivo 

apresentam níveis aumentados de linfócitos T auxiliares IL-12 e as duas primeiras 

imunoterapias com CDs induziram uma diminuição da diferenciação desse tipo celular. 

Palavras chave: Câncer, células dendríticas, imunoterapia e interleucina-12. 
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ABSTRACT 

 

Introduction: Numerous immune cells are involved during an effective antitumor response, 

among them, T cytotoxi and T helper (Th) lymphocytes. Several studies demonstrated that 

tumoral regression is dependent on the production of IL-12, both in spontaneous situations or 

when the patient is under any sort of immunotherapy. Recently, a new type of Th has been 

described, the Th12, which is present in humans and animals with tumors, however, its 

function and interactions are yet unclear. The aim of this study was to clarify if the 

immunotherapy of patients with dendritic cells (DC) could change the quantity of this new 

subtype, as well as investigate which cytokines, in addition to IL-12 would have been 

produced by these lymphocytes, such as interleukin-2 (IL-2), interferon-ɣ (IFN-ɣ), tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-10 (IL-10). Methods: Fifteen oncology patients 

were submitted to immunotherapy with DCs and the lymphocytes from the peripheral blood 

were evaluated before and after the first two immunotherapy. Results: In women with cancer, 

the CD4+/IL-12+ cell presented an increase of %GATE (***p<p<0.0001) and a decrease of 

MFI (average fluorescence intensity) (***p=0.0002) and the cytokines IFN-γ (**p=0.0093) 

and IL-2 (***p=0.001) presented a decreased of MFI. During the immunotherapy phases, IL-

12 showed a decrease of %GATE (*p=0.0312). Conclusion: Women with invasive cancer 

present increased levels of IL-12 T helper lymphocytes and after the first two 

immunotherapies with DCs there was decrease of this cellular type. 

 

Keywords: cancer, dendritic cells, immunotherapy, interleukin-12 
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1. Introdução 

 

1.1.Desenvolvimento do Câncer 

 

O câncer é um conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum o crescimento 

desordenado de células que invadem os tecidos e órgãos (INCA, 2016).  Não obstante, as 

células normais do organismo crescem e se multiplicam pela divisão celular, formando os 

órgão e tecidos. No entanto, agentes cancerígenos podem alterar a célula normal que está 

sendo formada, ocorrendo então uma mutação celular, em que a célula cancerígena é gerada e 

que, por sua vez, irá se reproduzir e invadir o tecido de origem, formando o tumor benigno ou 

tumor maligno (Figura 1) (HANAHAN, WEINBER, 2011;INCA, 2016). 

 

 

Vários fatores podem influenciar na ocorrência de uma mutação celular. Nesse cenário, 

observam-se os fatores extrínsecos, como tabagismo, alcoolismo, hábitos alimentares, hábitos 

sexuais sem o uso de preservativo, o uso de medicamentos em geral, fatores ocupacionais, 

Fonte: www.cs6acupuntura.wordpress.com/2013/10/08/a-acupuntura-no-tratamento-do-cancer/ 

Figura 1: A formação de células cancerígenas e do tumor. 
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exposição à radiação, infecção por alguns patógenos e a poluição ambiental; nesse panorama, 

é possível destacar também o fator intrínseco da hereditariedade, sendo um fator 

extremamente recorrente ao se observar o desenvolvimento do câncer (CHAMMAS, et al. 

2009; GLOBOCAN, 2012; INCA, 2016). 

Estimativas mundiais feitas através do projeto Globocan 2012, da Agência Internacional 

para Pesquisa em Câncer (Iarc, do inglês International Agency for Research on Cancer), da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), apontam que 14,1 milhões de casos novos de câncer e 

um total de 8,2 milhões de mortes por câncer ocorreram em todo o mundo no ano de 2012. 

Essas estimativas mostram que se as medidas preventivas não forem aplicadas, esse índice 

continuará aumentando nos países em desenvolvimento e crescerá ainda mais em países 

desenvolvidos; em 2030 a carga global poderá aumentar para 21,4 milhões de casos novos de 

câncer e 13,2 milhões de mortes por câncer, em consequência do crescimento e do 

envelhecimento da população, bem como da redução na mortalidade (GLOBOCAN, 2012; 

INCA, 2016). 

No Brasil, o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estima, 

para ano de 2016 e 2017, a ocorrência de aproximadamente 600 mil casos novos de câncer, 

sendo o de pele do tipo não melanoma (180 mil casos novos) o mais incidente na população 

brasileira. Estudos do INCA também demonstram que nos homens os tipos mais frequentes de 

câncer são o de próstata (28,6%), pulmão (8,1%), intestino (7,8%), estômago (6,0%) e 

cavidade oral (5,2%), já nas mulheres os mais frequentes são o de mama (28,1%), intestino 

(8,6%), colo do útero (7,9%), pulmão (5,3%) e estômago (3,7%) (Figura 2). Porém, novas 

estatísticas podem surgir a cada ano conforme o desenvolvimento do país, visto que as 

medidas de prevenção adotadas e que já demonstram resultados são de extrema importância 

(INCA, 2016). 

 
Fonte: Inca, 2016 

Figura 2: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2016 por sexo, 

exceto pele não melanoma* 
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1.2.Resposta Imune a Tumores 

 

Diversos componentes do sistema imunológico são ativados frente a invasão de um 

antígeno estranho, como células, citocinas, quimiocinas, proteínas, fatores de transcrição, 

receptores de ativação ou inibição, etc., que, juntos, têm como função orquestrar a ativação do 

sistema imunológico contra determinado antígeno invasor, como no caso dos antígenos 

cancerígenos. Esse sistema imunológico consiste na defesa do organismo contra micro-

organismos patogênicos e não patogênicos (os chamados antígenos estranhos), através de 

duas linhas de defesa: a resposta imune inata e a adaptativa (ABBAS, et al., 2015; BRUNO, 

et al, 2014; PAUL, 2013). 

 

1.2.1.Imunidade Inata e Adaptativa 

 

A imunidade inata, também conhecida como natural ou nativa, medeia as reações 

imediatas contra os micro-organismos, proporcionando uma linha de defesa inicial a partir de 

barreiras físicas e químicas, células fagocitárias, células natural killer (NK), células 

dendríticas, proteínas do sangue e citocinas, que reconhecem estruturas comuns nos micro-

organismos e moléculas produzidas pela lesão das células do hospedeiro, sem distinguir 

diferenças discretas (ABBAS, et al., 2015; BRUNO, et al, 2014; DEN HAAN, ARENS, VAN 

ZELM, 2014; PAUL, 2013). 

A imunidade adaptativa, também conhecida como adquirida, é a segunda linha de 

defesa. Ela medeia reações tardias contra os micro-organismos após a ativação da imunidade 

inata, proporcionando uma defesa específica através de linfócitos B, que produzem anticorpos 

que levam a eliminação do antígeno estranho, por linfócitos T do tipo auxiliar (T CD4
+
), que 

produzem citocinas que auxiliam na ativação de mais citocinas e células específicas para 

combater determinado antígeno estranho, e do tipo citotóxico (T CD8
+
), que produz grânulos 

que são citotóxicos aos antígenos estranhos que infectam as células normais. (ABBAS, et al., 

2015; BRUNO, et al, 2014; DEN HAAN, ARENS, VAN ZELM, 2014;PAUL, 2013). 

Com suas características específicas, esses linfócitos reconhecem diferenças discretas 

nos micro-organismos, tendo uma especificidade maior frente a uma resposta imunológica; 

além disso, podem ser produzidos linfócitos de memória que estão prontos para uma possível 
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resposta posterior ao mesmo patógeno (ABBAS, et al., 2015; BRUNO, et al, 2014; DEN 

HAAN, ARENS, VAN ZELM, 2014;PAUL, 2013). 

Durante a resposta antitumoral, as principais células inatas que participam dessa 

resposta imunológica são as células NK, que agem destruindo principalmente as células 

tumorais que têm expressão reduzida de MHC (molécula principal do complexo de 

histocompatibilidade) de classe I e células que expressam receptores de ativação para células 

NK, através da liberação de grânulos que são citotóxicos às células tumorais. Além das 

células NK, os macrófagos também participam da resposta antitumoral inata. Os macrófagos 

do tipo M1 são capazes de inibir a disseminação das células tumorais através da produção de 

enzimas lisossômicas, de espécies reativas de oxigênio, de óxido nítrico e da citocina fator de 

necrose tumoral (TNF), que em conjunto levam à morte da célula tumoral (OBEID, et al., 

2013).  

Na imunidade adaptativa são ativadas as principais células efetoras antitumorais, como 

os linfócitos T CD4
+
 do subtipo Th1 que produzem citocinas importantes, como interleucina-

12 (IL-12), interleucina-18 (IL-18) e interferon-γ (IFN-γ) que induzem a produção e a 

ativação de mais citocinas e células antitumorais, e por linfócitos T CD8
+ 

através da 

citotoxicidade contra células tumorais que apresentam MHC classe I, através da liberação de 

grânulos citotóxicos. Dessa forma, sabe-se que a resposta inata e adaptativa em conjunto 

promovem uma inflamação aguda e uma citotoxicidade no microambiente tumoral (ABBAS, 

et al., 2012; BRUNO, et al, 2014; PAUL, 2013; WHITESIDE, 2013).  

Estudos demonstram a participação de anticorpos também na reposta antitumoral 

adaptativa, porém os resultados mais promissores são encontrados em pesquisas in vitro; in 

vivo as evidências efetivas de uma imunidade humoral contra as células tumorais são poucas 

(ABBAS, et al., 2015; PAUL, 2013; THERESA, 2013). 

Para que, durante uma resposta imunológica, a imunidade adaptativa seja ativada, é 

necessário que ocorra ativação das células apresentadoras de antígeno (APCs), que fazem a 

comunicação entre a imunidade inata e adaptativa, sendo compostas por três tipos celulares: 

as células dendríticas (CDs), os macrófagos e os linfócitos B, células que têm como função 

capturar o antígeno estranho no sítio de entrada, transportar, processar e apresentar o antígeno 

para as células da imunidade adaptativa nos gânglios linfáticos, através do MHC presente em 

sua superfície (ABBAS, et al., 2015; PAUL, 2013).   
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1.2.2. Células Dendríticas 

 

As CDs fazem parte da linhagem mielóide de células hematopoiéticas, elas possuem 

longas projeções membranosas e estão distribuídas nos tecidos linfoides, no epitélio das 

mucosas e no parênquima dos órgãos. Consideradas células da imunidade inata e adquirida, 

por fazer a ponte de ligação entre as duas linhas de defesa, as CDs são as principais APCs, 

sendo as mais eficazes por expressarem receptores que reconhecem moléculas típicas dos 

micro-organismos e responderem com a produção de citocinas, além de processar o antígeno 

e apresentar-lo para as células da imunidade adquirida (ALVAREZ, VOLLMANN, VON 

ANDRIAN, et al., 2008; DEN HAAN, ARENS, VAN ZELM, 2014). 

Em sua forma imatura, as CDs são encontradas no sangue e em tecidos linfoides 

secundários e apresentam um fenótipo com altos níveis de alguns receptores para quimoicinas 

(CCR) como o CCR1, CCR2 e CCR6 e baixos níveis de CCR7 e de moléculas co-

estimuladoras que auxiliam na ativação de linfócitos T como a CD80, CD86 e CD40. Ao 

capturar o antígeno, as CDs se tornam maduras e apresentam o antígeno para o linfócito T nos 

tecidos linfoides secundários, dessa forma as CDs adquirem um fenótipo com alta expressão 

de MHC de classe II, CCR7, CD80, CD86 e CD40. Outras moléculas importantes são as 

CD11b
+
 e CD11c

+
, marcadores de superfície de CDs e em alta expressão nas CDs maduras 

(ABBAS, et al., 2015; SOUTO, MESQUITA, COSTA, 2014; PAUL, 2013). 

Existem dois tipos de CDs, as convencionais (cCDs) que secretam IL-12 e as 

plasmocitóides (pCDs) que liberam interferon α (IFN-α). A IL-12 secretada por macrófagos e 

cCDs estimula a produção de IFN-γ por células NK e por linfócitos T CD4
+
 do subtipo Th1, 

aumentando dessa forma a citotoxicidade de células NK e de linfócitos T CD8
+
. A 

diferenciação dos linfócitos T CD4
+
 para o subtipo Th1 também depende da secreção de IL-

12, sendo um estímulo direto na diferenciação e indireto pelo estímulo da produção de IFN-γ. 

(DEN HAAN, ARENS, VAN ZELM, 2014;KAH-WAI, et al. 2006; SOUTO, MESQUITA, 

COSTA, 2014; WALLET, SEN, TISCH, 2005). Outros estudos mostram que a IL-12 também 

é capaz de inibir a angiogênese no microambiente tumoral, inibindo dessa forma a progressão 

do tumor (BRUNO, et al., 2014). 
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1.2.3. Linfócitos T Auxiliares 

 

Os linfócitos são as principais células da resposta imune adquirida. Quando ocorre uma 

invasão por um antígeno estranho eles fazem o reconhecimento através de seu receptor que é 

distribuído clonalmente e posteriormente são ativados, desenvolvendo respostas específicas 

para antígeno em questão (ABBAS, et al. 2015; PAUL, 2013). 

O receptor dos linfócitos T (TCR) possui, na sua região de ligação ao antígeno, 

rearranjos genéticos, essa característica permite que o linfócito T se ligue a um grande 

repertório de antígenos diferentes (OBENAUS, 2015). Para que ocorra a ativação do linfócito 

T, ele deve receber três sinais de ativação. 

O primeiro sinal é o reconhecimento do antígeno que é apresentado através do MHC 

presente na superfície da APC; o segundo é a ligação entre moléculas coestimulatórias como 

o CD80, CD86 e CD40, que estão presentes na superfície do linfócito T e da APC; e o 

terceiro sinal é enviado por citocinas, como a interleucina-2 (IL-2) responsável pela 

sobrevivência, proliferação e diferenciação das células T ativadas, permitindo a expansão 

clonal de linfócitos ativados específicos para o antígeno que foi apresentado. (DEN HAAN, 

KENNEDY, CELIS, 2008; GUTCHER, BECHER, 2007; SOUTO, MESQUITA, COSTA, 

2014; YAMANE, PAUL, 2013). Outrossim, a IL-2 permite a proliferação e diferenciação de 

linfócitos de memória de vida longa (SMIGIEL, et al. 2014; YAMANE, PAUL, 2013).  

Os linfócitos T ativados podem então se diferenciar em linfócitos T CD4
+
, que 

respondem a antígenos extracelulares, sendo ativados pela apresentação de MHC de classe II, 

ou em linfócitos T CD8
+
, que respondem a antígenos intracelulares, sendo ativados pela 

apresentação de MHC de classe I (DEN HAAN, ARENS, VAN ZELM, 2014; KENNEDY, 

CELIS, 2008; SWAIN, MCKINSTRY, STRUTT, 2012; YAMANE, PAUL, 2013). 

Os linfócitos T auxiliares (CD4
+
) possuem subtipos de células efetoras que se 

diferenciam para ativar uma resposta específica a determinados tipos de antígenos estranhos. 

Atualmente, nos livros acadêmicos, encontram-se descritos os subtipos Th1, Th2, Th17 e T 

regulatório (Treg). No entanto, diversas pesquisas demonstram a descoberta de outros 

subtipos, como o Th9 (VEGRAN, et al. 2016), Th12 (MICHELIN, et al. 2013) e Th22 

(FUJITA, 2013). 
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Cada subtipo é caracterizado pelas suas funções que são desencadeadas por citocinas 

específicas que ativam fatores de transcrição (FT) específicos. (GUTCHER, BECHER, 2007; 

KENNEDY, CELIS, 2008; SWAIN, MCKINSTRY, STRUTT, 2012; YAMANE, PAUL, 

2013). 

 

1.3.Imunoterapias de Tumores 

 

As imunoterapias têm como objetivo realizar o tratamento contra determinada doença 

através de componentes do sistema imunológico, podendo ser uma imunoterapia ativa ou 

passiva. Na imunoterapia ativa são administradas determinadas substâncias que potencializam 

a fraca resposta imunológica, já na imunoterapia passiva são administradas determinadas 

substâncias que estão prontas para o combate imunológico (ABBAS, 2015; LESTERHUIS, 

HAANEN, PUNT, 2011). 

As imunoterapias no combate tumoral já vêm sendo muito exploradas. Estudos 

apresentam imunoterapias ativas contra o câncer que utilizam antígenos tumorais atenuados, 

citocinas e coestimuladores, bloqueadores de vias inibitórias, entre outros; em imunoterapias 

passivas apresentam a utilização de anticorpos monoclonais e linfócitos específicos ativados 

(ABBAS, 2015; LESTERHUIS, HAANEN, PUNT, 2011; ZHOU, 2014). 

Pesquisas envolvendo o sistema imune já desenvolveram diversas imunoterapias com 

imunoestimulantes, anticorpos, citocinas ou terapias celulares (DOUNGAN; DRANOFF, 

2009; RODRIGUES, et al. 2011), outras alternativas terapêuticas produziram vacinas 

baseadas em DNA, células tumorais modificadas, proteínas recombinantes, peptídeos 

sintéticos, além de vetores virais, bacterianos e vírus semelhantes a partículas (VLPs) 

quiméricos (MATIAS, et al., 2013). 

 

1.3.1. Imunoterapias com Células Dendríticas  

 

A imunoterapia com células dendríticas tem sido muito estudada contra o câncer, em 

modelos experimentais e em humanos, por ser uma técnica promissora (ALEIXO; 

MICHELIN, MURTA, 2013; FIGDOR, et al., 2004). Não obstante, vários estudos ainda estão 
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sendo realizados com o objetivo de aperfeiçoar essa técnica. No combate tumoral, a técnica 

tem o objetivo de induzir respostas de células T específicas contra o tumor e a produção de 

memória imunológica para o combate em casos de reincidência tumoral (PALUCKA; 

BANCHEREAU, 2012; OLIVEIRA, MURTA, MICHELIN, 2014).  

Trabalhos com CDs revelaram alterações positivas no número dessas células no sangue 

de pacientes com câncer de cabeça e pescoço (tipo carcinoma de células escamosas), e outros 

tumores metastáticos de mama, colorretal, gástrico, pulmão, cérvice, endométrio e renal, e em 

alguns tumores primários (ANGUILLE et al. 2014, OLIVEIRA, MURTA, MICHELIN, 

2011;PALUCKA, BANCHEREAU, 2012). 

No ambiente tumoral, as CDs podem não desempenhar as suas funções de maneira 

eficaz, devido à presença de citocinas imunossupressoras (TGF-β, IL-10, IL-6), macrófagos 

imunossupressores e células Treg, por isso a imunoterapia deve ser feita com precursores de 

CDs e monócitos do sangue periférico de pacientes com câncer para estimular respostas 

imunes mais eficazes e específicas (BRUSSEL; BERNEMAN; COOLS, 2012; OLIVEIRA, 

MURTA, MICHELIN, 2014).   

Conforme o estudo de Aleixo, Michelin e Murta (2014), a diferenciação dessas células 

pode ocorrer de diversas formas, mas principalmente pela indução da citocina interleucina 4 

(IL-4), fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e citocinas pró-

inflamatórias de CD imaturas.  

Ainda de acordo com os pesquisadores, em cultura elas sofrem maturação de 3 a 5 dias 

após a indução, em seguida as CDs maturadas são carregadas com antígenos associados ao 

tumor e injetadas no paciente. Após injetadas, essas células migram para linfonodos onde 

causam a ativação dos linfócitos T CD4
+
 e CD8

+
 que migram para o tecido tumoral inibindo o 

seu crescimento. 

Para obter um bom resultado através das vacinas com CDs, alguns fatores devem ser 

observados, como as condições da cultura de CDs, a escolha das CDs (subpopulações), o 

estágio de maturação do preparado de CDs, os meios de cultura de antígenos, a via de 

administração das CDs (tecido periférico ou no sistema linfático) (VERDIJK et al., 2008), a 

dose e a frequência da vacinação, dentre outras variáveis (ZHONG et al., 2007).  

 Portanto, vê-se a importância de estudar melhor como essa imunoterapia com CDs 

pode ativar as células do sistema imunológico contra o câncer, principalmente os novos tipos 
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celulares, como os linfócitos T auxiliares Th12 e a indução da produção de outras citocinas, 

como IL-2, IFN-ɣ, fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e IL-10, por esse novo subtipo celular 

de linfócitos T auxiliares. 

Frente aos dados encontrados até hoje na literatura acreditamos que a imunoterapia 

com CDs melhora a desempenho do paciente no combate ao câncer, ao mesmo tempo 

acreditamos que a IL-12 pode estar atuando com um papel antitumoral.  
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2. Objetivos  

 

Através do sangue periférico avaliar a presença de linfócitos T CD4
+
/IL-12

+
 e avaliar se 

as citocinas IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-10, estão sendo produzidas junto com os linfócito T 

produtores de IL-12, em pacientes com câncer em fase avançada antes e durante as duas 

primeiras imunoterapias com células dendríticas. 
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3. Materiais e métodos 

 
 

3.1. Pacientes 

 

O projeto destinado à imunoterapia com células dendríticas em pacientes com câncer foi 

aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Universidade Federal do Triângulo Mineiro 

(UFTM), protocolo número 683-2006 (ANEXO A). Foram estudados 15 pacientes, conforme 

acessibilidade, onde a maioria foi diagnosticada com  câncer invasivo, selecionados no 

Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) do Hospital das Clínicas da UFTM, de junho de 

2008 a dezembro de 2016 (Tabela 1). Todos os pacientes selecionados assinaram o termo de 

consentimento livre após esclarecimento (APÊNDICE A). 

O grupo controle foi constituído por 19 mulheres acima de 18 anos, também conforme 

acessibilidade, saudáveis, sem histórico pessoal de câncer e voluntárias na doação de sangue 

para participar do estudo. Todas as participantes do projeto assinaram o termo de 

consentimento livre após esclarecimento. 

3.1.1. Critérios de Inclusão  

 

- Pacientes com qualquer tipo de neoplasia, com tumores sólidos passíveis de biópsia; 

- Pacientes de qualquer sexo; 

- Pacientes acima de 18 anos 

  

3.1.2. Critérios de Exclusão  

 

- Pacientes com doenças imunossupressoras, à exceção do câncer, como SIDA 

(Síndrome da Imunodeficiência Adquirida) e doenças auto-imunes severas; 

- Pacientes que fazem qualquer outra terapia adicional, seja ela a quimioterapia, a 

radioterapia, ou até o uso de drogas antitumorais; 

- Pacientes com menos de dois meses de término de tratamento por quimioterapia ou 

radioterapia 
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Tabela 1 - Descrição do grupo estudado 

 Idade Paridade Diagnostico Estadiamento Falecimento 

1 33 G5 P4 (N4) A1 
Neoplasia Maligna 

do Colo do Útero 

II A 

 

Sim 

 

2 81 G0 P0 A0 
Neoplasia Maligna 

do Colo do Útero 
III 

Sim 

 

3 77 G8 P8 (N8) A0 
Melanoma Maligno 

de Vagina 
III 

Sim 

 

4 50 G1 P1 (C1) A0 
Neoplasia Maligna 

do colo do Útero  
III Não 

5 40 G0 P0 A0 

Transformação 

Sarcomatosa de 

Ameloblastoma 

IV Sim 

6 65 G3 P1 (C1) A2 
Neoplasia Maligna 

da Mama 
IV Não 

7 27 G4 P3 (C3) A1 
Neoplasia Maligna 

da Mama 
II B 

Sim 

 

8 80 G3 P2 (N2) A1 
Neoplasia Maligna 

da Mama 
III C Sim 

9 50 G3 P1 (N1) A2 
Neoplasia Maligna 

do Ovário 
III C Sim 

10 76 G1 P1 (C1) A0 
Neoplasia Maligna 

do Endométrio 
III A 

Sim 

 

11 72 G3 P2 (N2) A1 
LeiomiossarcomaSi

mplastico de Útero 
IV Sim 

12 57 G11 P11 (N11) A0 
Neoplasia Maligna 

de Ovário 
I A Não 

13 41 G1 P1 (C1) A0 
Neoplasia Maligna 

da Mama 

III A 

 

Sim 

 

14 59 G1 P1 (N1) A0 
Neoplasia Maligna 

do Colo do Útero  
III Sim 

15 54 G2 P2 (N2) A0 
Neoplasia Maligna 

do Endométrio 
III C 

Sim 
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3.2. Amostras Obtidas para Produção da Vacina e Análise da Resposta Imunológica 

 

Cada paciente envolvido no estudo foi submetido à coleta de amostra de biópsia para 

extração de proteínas tumorais e produção da vacina de CDs. Também foram colhidas 

amostras de sangue periférico antes da primeira vacina, o que permitiu a obtenção de 

leucócitos e a realização da avaliação da resposta imunológica antes e durante o tratamento 

com vacina de CDs e obtenção de células mononucleares para produção da vacina de CDs. 

 

3.3. Obtenção das Células Mononucleares 

 

A obtenção das CDs iniciou-se na coleta de 20mL de sangue periférico do paciente em 

tubos  esterilizados e descartáveis que continham heparina (100UI/ml). O sangue coletado foi 

transferido para tubos plásticos cônicos contendo 15mL da solução de Ficoll-Paque
TM

 PLUS 

(GE Healthcare). Através de uma centrifugação dos tubos a 600xg por 30 minutos à 

temperatura de 18°C, em centrífuga refrigerada, obteve-se um anel de células mononucleares 

na interface entre a solução de Ficoll e os outros tipos celulares, depositados no fundo do 

tubo.  

As células mononucleares foram cuidadosamente coletadas e transferidas para um tubo 

cônico de 50mL (FALCON). Após, uma nova centrifugação foi realizada para remoção do 

excesso de Ficoll, lavando-se as células por 3 vezes com 30mL de meio IMDM (Iscove's 

Modified Dulbecco's Medium - Sigma®), a 4°C e à velocidade de 805xg por 10 minutos. 

Após esses procedimentos, as células foram ressuspensas em 5mL de IMDM contendo 10% 

de soro bovino fetal, 1,6% de L-glutamina, 3% de coquetel dos antibióticos penicilina e 

estreptomicina, e 0,05mg de gentamicina (todos da Sigma®).  

Através da contagem em câmara de Neubauer, a quantidade de células obtidas foi 

determinada. Em relação à viabilidade celular, ela foi determinada utilizando-se o teste do 

azul de tripan, sendo empregues amostras com mais de 95% de viabilidade. 

Todos procedimentos descritos nesta seção foram realizados em ambientes devidamente 

esterilizados. Além disso, em quase todos, utilizou-se de capela de fluxo laminar, com 

exceção da contagem das células.  
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3.4. Preparação da Vacina de Células Dendríticas Autólogas 

 

As células mononucleares isoladas foram cultivadas durante 8 dias em estufas com 5% 

de CO2 e à 37°C, em garrafas de cultura com meio IMDM completo (7,5ml), contendo 

32,5x10
6 

células. Um dia após o plaqueamento, as células foram estimuladas com 3200pg/mL 

de fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e 3200pg/mL IL-4 

para obtenção de células dendríticas imaturas e, no 6° dia de cultura, com 3200pg/mL do 

TNF-α e antígeno tumoral para ativação destas células.  

As células tumorais retiradas da biópsia de cada paciente foram lisadas por ciclos de 

congelamento e para isso foi usado a uma concentração de 100 ug/ml. Posteriormente, foram 

colocadas em contato com as CDs imaturas e submetidas à eletroporação. Após este processo, 

as CDs foram conservadas por mais 48 horas em cultura para o processo de maturação.  

 

3.5. Protocolo de vacinação  

 

A infusão foi realizada com aproximadamente 5 a 10 x 10
6
cels/mL de CDs autólogas 

ativadas com os antígenos tumorais por via subcutânea no antebraço e com intervalo médio de 

15 dias entre as aplicações durante as duas primeiras vacinas (Tabela 2). 

 

Tabela 2: Protocolo de Vacinação 

 Pré-terapia Pós-terapia 1 Pós-terapia 2 

Dia 0 15 30 

 

 

3.6. Análise Celular por Citometria de Fluxo 

 

As células totais do sangue periférico de cada paciente, foram coletadas antes de se 

iniciar a terapia com CDs (análise pré-terapia), e durante a primeira e segunda imunoterapia 

com CDs (análise pós-terapia) para que se pudesse acompanhar a evolução da terapia em cada 

paciente (conforme Tabela 2). A cada análise, foram coletados dois tubos de sangue total com 

anticoagulante EDTA (ácido etileno tetra-acético), equivalente a aproximadamente 10 mL por 

paciente. O grupo controle foi submetido uma única vez à coleta de sangue periférico em dois 

tubos de sangue total com anticoagulante EDTA. 
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Para a obtenção dos leucócitos, o sangue coletado foi transferido para tubos cônicos de 

50mL, adicionando-se uma solução de lise (BD Biosciences®- FACSTM LysingSolution®) 

na proporção de 1:20mL. Após a incubação à temperatura ambiente pelo tempo de 20 

minutos, o material foi centrifugado por 10 minutos, à temperatura de 4°C, em uma rotação de 

805xg. Após a centrifugação, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado, conservando o 

precipitado de células. O excesso da solução de lise foi removido por centrifugação lavando-

se as células por 3 vezes com 30ml de PBS (Solução salina tamponada com fosfato). Cada 

uma dessas lavagens foram feitas a 4°C e a velocidade de 805xg por 10 minutos.  

No precipitado de células foi adicionado 1mL de PBS, acrescentando-se 0,5μL da 

proteína transportadora inibitória (BD GolgistopTM®) para cada 1mL de sangue inicialmente 

colhidos em EDTA. Após esse processo, o precipitado foi incubado por 20 minutos a 4°C e, 

posteriormente, as células foram lavadas por centrifugação com 30mL PBS para retirar o 

excesso de proteína. Após a centrifugação, foi retirado o sobrenadante preservando-se apenas 

o precipitado e, então, as células foram ressuspendidas em 1mL de PBS. Em seguida, a 

quantidade de células obtidas foi determinada por contagem em câmara de Neubauer.  

A suspensão de células foi transferida para tubos de ensaio sendo, primeiramente, 

realizada a marcação com 0,25μL de anticorpos extracelulares BD® (Tabela 3) e sendo 

deixado em repouso a 4°C por 30 minutos ao abrigo da luz. Após esse procedimento, foram 

realizadas duas lavagens com 1mL de PBS para se retirar o excesso de anticorpo extracelular, 

para então ser colocado 100mL de Citofix BD®, o que permite que poros sejam feitos na 

membrana das células para ser realizada a marcação com 0,25μL de anticorpos intracelulares 

BD® (Tabela 3).  

Posteriormente, a suspensão de células com os anticorpos, foram deixadas em repouso a 

4°C por mais 30 minutos ao abrigo da luz. Feito isso, precedeu-se a mais duas lavagens com a 

solução de Perm Wash BD® para se retirar o excesso de anticorpo intracelular. Também foi 

adicionado mais 1mL de PBS para ser realizada a leitura da amostra no Citômetro FACS 

CaliburTM BD®. 

Após a realização da técnica de citometria de fluxo, foram avaliadas as marcações de 

interesse por % GATE, que indica a quantidade de células com uma determinada molécula na 

amostra que está sendo estudada. Nessa avaliação, também foi utilizada a média de 

intensidade de fluorescência (MFI), que indica a média de expressão da molécula de interesse 

nas células em que elas se mostraram positivas. 
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Tabela 3: Protocolo de marcação citometria 

Tubo Anticorpo Extracelular Anticorpo Intracelular 

Controle Mouse IgG1 PE Mouse IgG1 FITC 

1 CD3 PE - 

2 CD4 FITC IL-12 PE 

3 CD4 PE IFN-γ FITC 

4 CD4 FITC IL-2 PE 

5 CD4 PE TNF-α FITC 

6 CD4 FITC IL-10 PE 

 

  

3.7. Análise estatística 

 

Os dados foram analisados comparando os resultados de cada paciente entre pré-terapia, 

pós-terapia 1 e 2, e entre os dois grupos, controle e pré-terapia. 

Em relação aos dados pareados para se comparar três grupos, quando paramétricos, 

utilizou-se o teste de ANOVA de medidas repetidas e quando não paramétricos, o teste 

utilizado foi o de Friedman. Já em relação aos dados não pareados para se comparar dois 

grupos, quando paramétricos, utilizou-se o teste Unpaired t; quando não paramétricos, o teste 

utilizado foi o de Mann Whitney. Foram consideradas as diferenças estatisticamente 

significantes quando p<0,05. 
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4. Resultados 

 

4.1. Identificação da população células de interesse 

 

O grupo de estudo foi composto por 15 mulheres com câncer invasivo, onde se pode 

observar sete tipos diferentes de neoplasias. Do grupo estudado somente 03 não foram á óbito 

e 01 apresentava o tumor em fase inicial de estadiamento (Tabela 1). 

Através do citômetro FACSCaliburTM BD®, foram realizadas as análises das células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC). Primeiramente, foi separada a população de 

linfócitos por tamanho e granulosidade e, depois, a população CD3
+
 (Linfócitos T totais). 

Dessa população foram separadas as células CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
 (Linfócitos T auxiliares IL-

12
+
). Desta população foi avaliada a produção das citocinas IL-2 (CD3

+/
CD4

+
/IL-12

+
/IL-2

+
 - 

Linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-2), IFN-γ (CD3

+
/CD4

+
/IL-12

+
/IFN-γ

+
 - 

Linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IFN-γ), TNF-α (CD3

+
/CD4

+
/IL-12

+
/TNF-α

+
 - 

Linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de TNF-α) e IL-10 (CD3

+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-10

+
 - 

Linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-10) (Figura 3 e Tabela 4). 

A presença dos tipos celulares e das citocinas de interesse no grupo controle, pré-

terapia, pós-terapia 1 e 2, foi realizada através da avaliação da % GATE e MFI em cada 

marcação realizada. 

 

4.2. Análise das populações de células por citometria de fluxo 

 

 4.2.1. Linfócitos T totais 

 

As análises dos linfócitos T totais representada pelo marcador CD3
+
 são demonstradas 

nos gráficos 1 e 2, em que é possível observar, no gráfico 1, a marcação dessas células nos 

grupos de pacientes controles e na pré-terapia, sendo que a MFI (Gráfico 1B) se apresentou 

maior (*** p=0,0005) na pré-terapia (mediana 751,3; mínima 140,1; máxima 1348) em 

relação ao grupo controle (mediana 253,8; mínima 114,2; máxima 998,6). No gráfico 2 é 
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demonstrada a marcação de CD3
+
 nas fases da imunoterapia, em que não se observou 

nenhuma alteração significativa. 

 

 

 

 

 

Gráfico 2: Representação da marcação de linfócitos T totais nas fases da imunoterapia. Marcação de 

CD3
+
 por (A) %GATE e (B) MFI. Resultados expressos em mediana, min. e max., teste de ANOVA 

medidas repetidas. 

Gráfico 1: Representação da marcação de linfócitos T totais entre os grupos controle e pré-terapia. 

Marcação de CD3
+
 por (A) %GATE e (B) MFI, *** p=0,0005. Resultados expressos em mediana, 

min. e max., teste de Mann Whitney. 
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Figura 3: Identificação da população de células de interesse. Gráfico representativo de citometria de fluxo. (A) Gate R1 para identificação de linfócitos. (B e C) Controles 

isotipos. (D) Gate R2 para a identificação de células CD3
+
. (E) Gate R3 para a identificação de células CD3

+
/CD4

+
/IL-12

+
. (F, G, H e I) Células CD3

+
/CD4

+
/IL-12

+
/IFN-γ

+
, 

CD3
+
/CD4

+
/IL-12/IL-2

+
, CD3

+
/CD4

+
/IL-12

+
/TNF-α

+
 e CD3

+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-10

+
, respectivamente. 
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Tabela 4: Distribuição por %GATE e MFI das marcações avaliadas por citometria de fluxo dos pacientes tratados com vacina de CDs. 

A: %GATE 

Marcação 
Controle 

Mediana (Min.-Max.) 

Pré Terapia 

Mediana (Min.-Max.) 

Pós Terapia 1 

Mediana (Min.-Max.) 

Pós Terapia 2 

Mediana (Min.-Max.) 

CD3 68,58(4,440-92,92) 75,34 (14,96-96,50) 82,48 (53,69-98,03) 78,93 (56,28-98,29)
 

CD3/CD4/IL-12 0,9800 (0,1400-16,67) 33,33 (1,040-95,78) 
A
 19,91 (1,190-99,86) 16,78 (0,0-98,22)

B
 

CD3/CD4/IL-12/IFN-ɣ 100,0 (64,36-100,0) 97,74 (25,58-100,0) 91,67 (45,95-100,0) 95,00 (23,56-100,0) 

CD3/CD4/IL-12/IL-2 100,0 (50,00-100,0) 93,33 (14,55-100,0)  93,71 (40,47-100,0) 99,10 (28,12-100,0) 

CD3/CD4/IL-12/TNF-α 100,0 (0,0-100,0) 84,29 (25,64-100,0) 95,37 (42,45-100,0) 98,69 (0,0-100,0) 

CD3/CD4/IL-12/IL-10 100,0 (0,0-100,0) 96,11 (16,75-100,0) 97,37 (45,04-100,0) 98,29 (0,0-100,0) 

B: MFI 

Marcação 
Controle 

Mediana (Min.-Max.) 

Pré Terapia 

Mediana (Min.-Max.) 

Pós Terapia 1 

Mediana (Min.-Max.) 

Pós Terapia 2 

Mediana (Min.-Max.) 

CD3 253,8 (114,2-998,6) 751,3 (140,1-1348) 
C
 615,0 (74,43-1248) 573,1 (160,6-1352) 

CD3/CD4/IL-12 991,1 (220,3-2240) 221,1 (37,07-1014) 
D
 227,9 (37,72-1312) 230,2 (0,0-866,0) 

CD3/CD4/IL-12/IFN-ɣ 3571 (379,6-8337) 822,5 (83,48-7891) 
E
 852,7 (83,84-1917) 802,6 (72,17-6878) 

CD3/CD4/IL-12/IL-2 1731 (299,0-9910) 501,9 (39,57-1395) 
F
 564,4 (42,32-2827) 496,7 (32,33-3368) 

CD3/CD4/IL-12/TNF-α 1202 (0,0-9647) 477,8 (74,50-3786)  790,5 (73,37-1550) 518,8 (0,0-3912) 

CD3/CD4/IL-12/IL-10 693,5 (0,0-9910) 502,4 (37,10-2027) 583,2 (40,01-3095) 398,6 (0,0-1227) 

Min.: Mínimo. Max.: Máximo. MFI: Média de intensidade de fluorescência. CDs: Células dendríticas. 
A
:***p<0.0001 ; 

B
:*p=0,0312; 

C
:***p=0,0005; 

D
:***p=0,0002; 

E
:**p=0,0093; 

F
:***p=0,0010. 
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4.2.2. Linfócitos T auxiliares IL-12 

 

As análises dos linfócitos T auxiliares IL-12
+
 representada pelo marcador 

CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
 é demonstrada nos gráficos 3 e 4, em que é possível observar no gráfico 3 

a marcação dessas células nos grupos de pacientes controles e na pré-terapia. No gráfico 3A 

observa-se que a %GATE se apresentou maior (***p<0.0001) no grupo pré-terapia (mediana 

33,33; mínima 1,040; máxima 95,78) em relação ao grupo controle (mediana 0,9800; mínima 

0,1400; máxima 16,67). Já em relação ao MFI (Gráfico 3B) é possível observar que se 

apresentou menor (***p=0,0002) no grupo pré-terapia (mediana 221,1; mínima 37,07; 

máxima 1014) em relação ao controle (mediana 991,1; mínima 220,3; máxima 2240).  

Durante as fases da imunoterapia foi observado uma diminuição significativa 

(*p=0,0312) na %GATE da pós-terapia 2 (mediana 16,78; mínima 0,0; máxima 98,22) em 

relação à pré-terapia (mediana 33,33; mínima 1,040; máxima 95,78) (Gráfico 4A). 

 

 

 

 

Gráfico 3:Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 entre os grupos controle e pré-

terapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
 por (A) %GATE, ***p<0.0001 e (B) MFI, ***p=0,0002. 

Resultados expressos em mediana, min. e max., teste de Mann Whitney. 
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4.2.3. Linfócitos T auxiliares IL-12 produtores de IFN-γ 

 

As análises dos linfócitos auxiliares IL-12
+
 produtores de IFN-γ representada pelo 

marcador CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IFN-γ

+ 
são demonstradas nos gráficos 5 e 6. No gráfico 5B, 

observa-se que a MFI se apresentou menor (**p=0,0093) no grupo pré-terapia (mediana 

822,5; mínima 83,48; máxima 7891) em relação ao grupo controle (mediana 3571; mínima 

379,6; máxima 8337). Durante as fases da imunoterapia não foram observadas alterações 

significativas (Gráfico 6). 

 

 

Gráfico 5: Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IFN-γ entre os 

grupos controle e pré-terapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IFN-γ

+
 por (A) %GATE e (B) MFI, 

**p=0,0093. Resultados expressos em mediana, min. e max., teste de Mann Whitney. 

Gráfico 4:Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 nas fases da imunoterapia. 

Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
 por (A) %GATE, *p=0,0312 e (B) MFI. Resultados expressos em 

mediana, min. e max., teste de Friedman. 
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4.2.4. Linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-2 

 

As análises dos linfócitos auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-2 representada pelo 

marcador CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-2

+
 são demonstradas nos gráficos 7 e 8. É possível observar, 

no gráfico 7, a marcação dessas células nos grupos controle e pré-terapia, sendo que a MFI 

(Gráfico 7B) se apresentou menor (***p=0,0010) no grupo pré-terapia (mediana 501,9; 

mínima 39,57; máxima 1395) em relação ao grupo controle (mediana 1731; mínima 299,0; 

máxima 9910). Durante as fases da imunoterapia não foi observada nenhuma alteração 

significativa desta marcação (Gráfico 8). 

 

 

Gráfico 7: Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-2 entre os 

grupos controle e pré-terapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-2

+
 por (A) %GATE e (B) MFI, 

***p=0,0010. Resultados expressos em mediana, min. e max., teste de Mann Whitney. 

Gráfico 6: Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IFN-γ nas fases 

da imunoterapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IFN-γ

+
 por (A) %GATE e (B) MFI. Resultados 

expressos em mediana, min. e max., teste de Friedman. 
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4.2.5. Linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de TNF-α 

 

As análises dos linfócitos auxiliares IL-12
+
 com produção de TNF-α representada pelo 

marcador CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/TNF-α

+
 são demonstradas nos gráficos 9 e 10, em que é 

possível observar que não tiverem alterações significativas na marcação dessas citocinas nos 

grupos controles e na pré-terapia (Gráfico 9) e durante as fases da imunoterapia (Gráfico 10). 

 

 

 

Gráfico 9:Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de TNF-α entre os 

grupos controle e pré-terapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/TNF-α

+
 por (A) %GATE e (B) MFI. 

Resultados expressos em mediana, min. e max., teste de Mann Whitney. 

 

Gráfico 8: Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-2 nas fases 

da imunoterapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-2

+
 por (A) %GATE e (B) MFI. Resultados 

expressos em mediana, min. e max., teste de Friedman. 
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4.2.6. Linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-10 

 

As análises dos linfócitos auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-10 representada pelo 

marcador CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-10

+
 são demonstradas nos gráficos 11 e 12, em que não se 

observam alterações significativas na marcação desta citocina nos grupos controle e na pré-

terapia (gráfico 11) e durante as fases da imunoterapia (gráfico 12). 

 

 

 

Gráfico 11:Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de IL-10 entre os 

grupos controle e pré-terapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-10

+
 por (A) %GATE e (B) MFI. 

Resultados expressos em mediana, min. e max., teste de Mann Whitney. 

 

Gráfico 10:Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 produtores de TNF-α nas 

fases da imunoterapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/TNF-α

+
 por (A) %GATE e (B) MFI. 

Resultados expressos em mediana, min. e max., teste de Friedman. 
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Gráfico 12: Representação da marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 com produção de IL-10 nas 

fases da imunoterapia. Marcação de CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IL-10

+
 por (A) %GATE e (B) MFI. 

Resultados expressos em mediana, min. e max. Para %GATE teste de Friedman. Para MFI ANOVA 

medidas repetidas.  
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5. Discussão 

 

 O grupo estudado apresenta uma variedade de tipos de tumor que se apresentam em 

diferentes idades e estadiamento, sendo assim pode-se avaliar uma diferença na resposta 

imunológica, inclusive do novo subtipo Th12, devido a uma senescência normal do 

organismo (GRUVER, HUDSON, SEMPOWSKI, 2007) e ás características específicas que 

cada tumor apresenta (HANAHAN, WEINBER, 2011). 

A identificação correta de um tipo celular de interesse em um estudo é de extrema 

importância para se obter um resultado fidedigno e nesta pesquisa conseguimos fazer a 

marcação para a realização de citometria de fluxo para linfócitos T auxiliares IL-12
+
 e as 

respectivas citocinas de interesse IL-2, IFN-γ, TNF-α e IL-10, conforme a literatura e diversas 

pesquisas desenvolvidas (VAHEDI, et al., 2013; WONG, et al. 2016). 

Atualmente, sabe-se que o linfócito T auxiliar do subtipo Th1 responde principalmente 

a patógenos intracelulares e em doenças que causam danos associados a infecções crônicas. A 

diferenciação desse subtipo celular é induzida por IL-18 e, principalmente, IL-12 e IFN-γ. 

Além disso, a IL-2 é capaz de potencializar a ativação do subtipo Th1 (ATHIE-MORALES, 

et al. 2004).  

A ativação das citocinas associadas a esse perfil induzem a produção dos FT T-bet, 

STAT1 e STAT2, que, por sua vez, induzem a produção de mais IFN-γ que amplifica a 

ativação do subtipo Th1, realizando suas funções efetoras (ativação de macrófagos, produção 

de IgG e aumento da expressão de MHC de classe I e II), e inibindo ao mesmo tempo a 

ativação dos subtipos Th2 e Th17 (BRUNO, et al., 2014; KENNEDY, CELIS, 2008; SWAIN, 

MCKINSTRY, STRUTT, 2012; YAMANE, PAUL, 2013).  

Estudos demonstram que a geração de uma resposta eficiente Th1 parece ser a ideal na 

ação antitumoral, pois ela auxilia na ativação de linfócitos T CD8
+
 e ativam citocinas do seu 

perfil que são de combate tumoral (IFN-γ, IL-12, TNF-α) (WHITESIDE, 2013). Além disso, 

são capazes de inibir, ao mesmo tempo, a geração de resposta Th2 e a secreção de citocinas 

produzidas por esse perfil que auxiliam no crescimento tumoral (IL-4, IL-10, TGF-β) 

(WHITESIDE, 2013) que, consequentemente, inibem o desenvolvimento da resposta Th1.  

O Treg é um subtipo de T CD4
+
 que possui a função de imunossupressão da resposta 

imune, realizando autotolerância imunológica, prevenção de doenças autoimunes e de 
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respostas exacerbadas contra patógenos, através da ação da IL-10, do fator de crescimento 

tumoral β (TGF-β), sendo o FOXP3
+
 o FT responsável por tal função. Frente a essas 

características, a Treg, pode induzir o crescimento tumoral quando ativada antes da 

eliminação do tumor, devido a uma imunossupressão (ABDALLA, MURTA, MICHELIN, 

2013; KENNEDY, CELIS, 2008). 

Estudos também demonstram que as células Treg atuam a favor da progressão tumoral 

devido à supressão da resposta imune ao inibir a função efetora de células NK, linfócitos T 

citotóxicos e CDs (BEYER, SCHULTZE, 2006; VAN DER VEEKEN, ARVEY, 

RUDENSKY, 2013). 

A CD é caracterizada como APC mais eficaz, pois ela é a única capaz de ativar 

linfócitos T auxiliares virgens. Além da função de APC, as CDs podem realizar a 

apresentação cruzada, apresentando o antígeno em questão ao mesmo tempo para linfócitos T 

CD8
+
 (atividade antiviral) (KENNEDY, CELIS, 2008; MA, 2016). Sendo assim, através da 

apresentação dos antígenos tumorais para os linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
, as CDs estão 

altamente ligadas à resposta imune contra os antígenos tumorais (ALVAREZ, VOLLMANN, 

VON ANDRIAN, et al., 2008; BRUNO, et al., 2014; DEN HAAN, ARENS, VAN ZELM, 

2014; WALLET, SEN, TISCH, 2005). 

Não obstante, estudos com a vacina de CDs demonstram que ela é capaz de ativar 

linfócitos T CD4
+
 e T CD8

+
 e inibir a ativação de T reg (RODRIGUES, et al. 2011). Além 

disso, induz o aumento de macrófagos, de células NK, de linfócitos B e reduz TGF-β, o que 

permite constatar que as vacinas com CDs são capazes de estabilizar o desenvolvimento 

tumoral (MATIAS, et al. 2013).  

Para poder avaliar a marcação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 inicialmente foi 

separado a população de linfócitos T totais, em que é possível observar que na presença do 

câncer há aumento significativo da expressão de CD3
+
. 

Sabe-se que na resposta do organismo frente a uma patologia, como o câncer, há um 

aumento da produção de células imunológicas com o intuito de aumentar a defesa contra a 

patologia em questão (WHITESIDE, 2013). Com base nisso, podemos inferir que a expressão 

do CD3
+
 apresentou-se aumentada em pacientes com câncer devido a essa ativação 

potencializada do sistema imunológico, podendo induzir dessa forma a ativação tanto de 
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linfócitos T citotóxicos (CD8+), quanto de T auxiliares (CD4+) contra o antígeno tumoral 

(BIRNBAUM et al., 2014; TAN et al., 2017). 

No decorrer das aplicações da vacina é possível observar que da pré-terapia para a 

pós-terapia 1 há um discreto aumento na quantidade dessa marcação; da pós-terapia 1 para a 

pós-terapia 2 há uma discreta diminuição da quantidade dessa marcação, porém não 

significativa.  

Esse resultado, sobre a síntese de CD3
+
 nas fases da imunoterapia, vai de encontro 

com o estudo de RODRIGUES, et al. (2011), que verificaram que pacientes que realizavam a 

imunoterapia com CDs tiveram um aumento da síntese de CD3
+
 na primeira imunoterapia e 

depois uma diminuição no decorrer das outras imunoterapias, até manter uma produção 

estável em níveis elevados de CD3
+
. 

 Na avaliação de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 foi possível observar que na presença do 

câncer há uma quantidade maior significativa dessas células, porém as mesmas apresentavam 

uma expressão diminuída em relação ao grupo controle.  

Os resultados sobre os linfócitos T CD4
+
/IL-12

+
 vão de encontro aos de Michelin, et al. 

(2013; 2015), sendo que nos dois estudos foi observado uma maior marcação destas células 

em pacientes com câncer, em que no primeiro estudo foi identificada essa população pelo 

método de citometria de fluxo, e no segundo estudo pelo método de citometria de fluxo com 

visualização por imunofluorescência e por reação em cadeia da polimerase da transcrição 

reversa (RT-PCR), sendo observada a presença da IL-12 intracelular mais próxima ao núcleo. 

Ainda não se sabe exatamente qual o papel desse tipo celular em pacientes com esse perfil. 

No decorrer das duas primeiras aplicações da vacina, foi possível observar uma 

diminuição significativa da quantidade total e um discreto aumento não significativo da 

expressão de linfócitos T CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
. O estudo de Rodrigues, et al. (2011), 

demonstrou que na primeira imunoterapia com CDs há uma diminuição da quantidade de 

linfócitos T CD4
+
/IL-12

+
. No entanto, após essa diminuição, ocorre uma discreta alternância 

dessa porcentagem, até diminuir o nível a quase zero, o que corrobora os resultados que se 

obteve com este estudo.  

Embora isso pareça demonstrar uma regularidade em função dos estudos levantados e 

este que ora se discute, é importante, ainda, que se realizem outras pesquisas, para que se 
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possa avaliar o comportamento desse tipo celular no decorrer de mais imunoterapias com 

CDs. 

Uma análise comparativa com a literatura sobre a média de intensidade de fluorescência 

de linfócitos T auxiliares com produção de IL-12 em pacientes com câncer não foi possível 

ser realizada, pois nos levantamentos a que se procedeu, não se encontrou dados a ser 

comparados suficientemente. Uma explicação de a média apresentar-se mais alta no controle 

pode ser devido a uma autofluorescência causada por elementos próprios das células, como 

produtos do metabolismo celular (BARTOLOMÉ, ABRAMOV, 2015; BONUCCELLI, et al. 

2017).  

Uma segunda hipótese que podemos levantar em relação à menor expressão de 

linfócitos T com produção de IL-12 em pacientes com câncer, diz respeito ao fato de essas 

células poderem estar sendo ativadas de uma forma “ineficaz”, apresentando uma 

porcentagem alta de células (%GATE), mas ao mesmo tempo com expressão baixa (MFI). No 

decorrer da aplicação das vacinas, é possível observar que há uma inversão dessa marcação, o 

que permite constatar que a quantidade diminui e a expressão aumenta, traçando, dessa forma, 

um perfil mais próximo ao de pessoas saudáveis.  

Tomando essa hipótese como mirante de partida, é importante que novas pesquisas se 

debrucem sobre a questão, a fim de desenvolverem outras técnicas laboratoriais mais 

específicas que avaliem a efetividade celular. 

Em relação à citocina IL-12, diversos estudos demonstram que a mesma quando 

ativada de forma efetiva auxilia no combate tumoral, como na inibição do crescimento 

tumoral e da metástase, prolongamento da sobrevivência e até mesmo na regressão tumoral 

(DENIES, et al. 2014; PAN, et al.2012; XU, et al. 2011). Além disso, o estudo de Zitvogel e 

Kroemer (2014) demonstrou que CDs são capazes de produzir IL-12, auxiliando, dessa forma, 

na imunovigilância contra tumores. 

A IL-12 também vem sendo estudada como um alvo imunoterápico devido as suas 

funções auxiliadoras no combate tumoral. Exemplo disso são os estudos em humanos e em 

modelos experimentais, que demonstram ser um tratamento altamente eficaz quando utilizada 

em dosagens corretas (KLINKE, 2015; VO, 2014;YUZHALIN, KUTIKHIN, 2012). Além 

disso, o estudo de Katiyar (2007) indica que a IL-12 pode ser utilizada até mesmo como alvo 

para prevenção e tratamento da fotocarcinogênese. 
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 Pesquisas relacionadas ao novo subtipo de linfócito T auxiliar IL-12 já foram 

desenvolvidas para avaliar se existe a presença desse tipo de células em pacientes com câncer, 

como citado anteriormente. No presente estudo, no entanto, além de avaliar a presença desse 

tipo celular, sua quantidade e expressão, também se investigou a relação desse novo tipo 

celular com a produção de outras citocinas, como o IFN-γ, IL-2, TNF-α e IL-10, o que 

permite fortemente afirmar que os dados assumidos nesta pesquisa são pioneiros para a área. 

 A citocina IFN-γ apresentou a sua expressão diminuída em pacientes com câncer. O 

estudo de Rodrigues, et al. (2011) demonstra que nas fases iniciais da imunoterapia com CDs 

há um aumento da produção de linfócitos T CD4
+
/IFN-γ

+
, sem relacionar com produção de 

IL-12. Igualmente, o estudo de Matias, et al. (2013) demonstrou que pacientes que realizavam 

imunoterapia com CDs apresentaram um aumento no nível sérico de IFN-γ. 

Atualmente, sabe-se que há uma forte influência da citocina IL-12 para ativar os 

linfócitos T CD4
+
 do subtipo Th1 a produzirem a sua principal citocina, que é o IFN-γ 

(BERNINK, MJÖSBERG, SPITS, 2013; VAHEDI, et al. 2011; WONG, et al. 2016), 

apresentando um papel importante no combate tumoral (BRANDACHER, MARGREITER, 

FUCHS, 2007).  

O estudo de Ngiow, Teng e Smyth (2013) assume que diversas pesquisas têm 

demonstrando que a citocina IL-12 pode agir sobre o combate tumoral (início, crescimento e 

metástase), independentemente do da produção de IFN-γ. Na esteira das afirmações de 

Ngiow, Teng e Smyth(2013) e Trinchieri (2003), apresenta dados para refutar a ideia de que a 

que a IL-12 não é específica para ativar apenas o subtipo Th1 e consequentemente a produção 

de IFN-γ. 

Com base nesses dados, podemos levantar a hipótese de que as células T 

CD3
+
/CD4

+
/IL-12

+
/IFN-γ

+
 avaliadas em nosso estudo, que se apresentou com sua expressão 

diminuída em pacientes com câncer, pode ser um subtipo celular de linfócitos T diferente do 

Th1, conforme a hipótese de Michelin, et al. (2013 e 2015), que tentam demonstrar a possível 

existência de um novo subtipo de linfócito Th12. 

 A citocina IL-2 apresentou a sua expressão diminuída em pacientes com câncer. A 

proliferação e regulação dos linfócitos T é influenciada positivamente pela IL-2 (SMIGIEL, et 

al. 2014; VISAN, 2014) e pacientes com câncer se apresentam em um estado 

imunossupressor (SCHREIBER, OLD, SMYTH, 2011).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ngiow%20SF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23954142
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smyth%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23954142
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Em relação a essas afirmações, podemos levantar a hipótese de que a IL-2 apresenta 

uma diminuição da sua expressão em pacientes com câncer devido a essa imunossupressão, 

influenciando consequentemente em uma baixa diferenciação de células T. 

É possível observar, também, um discreto aumento na quantidade e expressão de IL-2 

durante as fases da imunoterapia, porém não significativo. O estudo de Rodrigues, et al. 

(2011) avaliou a presença de linfócitos T CD4
+
 totais com produção de IL-2

+
 em pacientes 

que realizavam imunoterapia com CDs. Nesse estudo, os autores verificaram que os pacientes 

apresentaram, no início do tratamento, um aumento da produção dessa citocina. No entanto, 

Rodrigues, et. al. não a relacionaram com a produção de IL-12.  

O TNF-α é uma citocina com diversas funções, podendo apresentar ações promotoras 

ou supressoras de tumores dependendo dos estímulos recebidos pelas células. Quando 

produzido no microambiente tumoral por indução das próprias células tumorais o TNF-α 

induz proliferação e metástase, porém essa citocina também pode influenciar na destruição 

das células tumorais quando sua produção é induzida por células imunológicas, como por 

linfócitos T citotóxicos e células NK (SETHI, SUNG, AGGARWAL, 2008; 

HUNDSBERGER, H. et al. 2007). 

Rodrigues, et al. (2011) demonstraram um aumento da produção de TNF-α por 

linfócitos T CD4
+
 no início da imunoterapia com CDs, sem relacionar com a produção de IL-

12. Assim podemos inferir que a citocina TNF-α avaliada em nosso estudo, não está sendo 

produzida pelos linfócitos T auxiliares produtores de IL-12.  

Em relação aos dados referentes à análise da citocina IL-10, é possível também 

observar que não tiveram alterações significativas em pacientes com câncer e durante as duas 

primeiras imunoterapias com CDs. Estudos demonstram que essa citocina está relacionada a 

alguns subtipos celulares de linfócitos T auxiliares (CHANG, H. et al. 2007; SARAIVA, 

O'GARRA, 2010; TRINCHIERI, 2007). 

A IL-10 é uma citocina com propriedades anti-inflamatórias, sendo conhecida como 

uma citocina do perfil de linfócito T auxiliar Th2, apresentando um papel imunorregulador, 

igualmente quando é produzida por linfócitos T reg (SARAIVA, O'GARRA, 2010).Porém, 

outros estudos demonstram que essa citocina pode ser produzida também pelo perfil de 

linfócito T auxiliar Th1 (CHANG, H. et al. 2007), induzindo uma diminuição dos efeitos 

colaterais imunológicos (TRINCHIERI, 2007).  
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Ainda em relação a IL-10, salienta-se o estudo de Rodrigues, et al. (2011), que 

demonstrou um aumento na produção dela por linfócitos T CD4
+
 em pacientes que realizavam 

a imunoterapia com CDs. No entanto, nesse estudo, os autores não demonstraram por qual 

subtipo ela estava sendo produzida devido a atividade pleiotrópica dessa citocina.  

Estudos sobre os linfócitos T CD4
+
/IL-12

+
 são recentes e ainda não há relatos na literatura 

relacionando esse tipo celular com as citocinas analisadas neste estudo. Assim sendo, 

podemos levantar a hipótese de que outras citocinas podem estar sendo produzidas pelos 

linfócitos T CD4
+
/IL-12

+
 em pacientes com câncer e durante o tratamento com imunoterapia 

de CDs, o que possivelmente seria um objeto interessante de ser investigado em outras 

pesquisas sobre o assunto. 

De todo modo, para poder relacionar de forma mais concreta a produção de citocinas 

com os linfócitos T CD4
+
/IL-12

+
 é necessário avaliar a presença dos marcadores de interesse 

por outras técnicas, principalmente as de biologia molecular, tanto em modelos humanos 

como em modelos experimentais, em outros protocolos de imunoterapias e até mesmo em 

outros problemas de saúde. 

Sendo assim, observa-se a necessidade de que mais estudos relacionados a esse novo tipo 

celular de linfócitos T auxiliar IL-12
+
 sejam realizados, para entender melhor quando ocorre a 

sua produção e sobre quais citocinas ela pode exercer sua influência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusão 



56 

 

6. Conclusão 
 

O presente estudo concluiu, que pacientes com câncer invasivo apresentam níveis 

aumentados de linfócitos T auxiliares IL-12
+
 e que após as duas primeiras imunoterapias com 

CDs houve diminuição deste tipo celular, levando o paciente com câncer a um perfil de 

linfócitos T auxiliares com produção de IL-12 mais próximos ao de uma pessoa não portadora 

de câncer. 

As células T auxiliares com produção de IL-12 não apresentaram uma alteração das 

citocinas IFN-γ, IL-2, TNF-α e IL-10 em pacientes com câncer e durante as duas primeiras 

imunoterapias com CDs. 
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APÊNDICE A – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS 

ESCLARECIMENTO 

 

TERMO DE ESCLARESCIMENTO 

Você está sendo convidado a participar do estudo “Imunoterapia com células 

dendríticas no tratamento do câncer”. Os avanços na área da saúde ocorrem através de estudos 

como este, por isso sua participação é importante. O objetivo deste estudo é:  

 

- Estudar possíveis alterações imunológicas e patológicas de tumores.  

- Avaliar o tratamento imunoterapêutico. Sintomas como dor muscular e aumento da 

temperatura podem ocorrer. Estas alterações podem ser tratadas e os pesquisadores orientarão 

sobre a medicação.  

- Caso você participe, será necessário coletar amostra de sangue e do tumor (biópsia) para o 

estudo que estamos propondo e que normalmente é coletado para seus exames ou tratamentos, 

e que não lhe trazem risco de vida.  

 

Você poderá obter todas as informações que quiser e poderá não participar da pesquisa 

ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuízo no seu atendimento. Pela sua 

participação no estudo, você não receberá qualquer valor em dinheiro, mas terá a garantia de 

que todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa não serão de sua 

responsabilidade. Seu nome não aparecerá em qualquer momento do estudo, pois você será 

identificado com um número. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS ESCLARECIMENTO 

Eu,__________________________________________________, li e/ou ouvi o 

esclarecimento acima e compreendi a utilidade do estudo e qual procedimento a que serei 

submetido. A explicação que recebi esclarece os riscos e benefícios do estudo. Eu entendi que 

sou livre para interromper minha participação a qualquer momento, sem justificar minha 

decisão e que isso não afetará meu tratamento. Sei que meu nome não será divulgado, que não 

terei despesas e não receberei dinheiro por participar do estudo.  Eu concordo em participar 

do estudo.  

 

 

Uberaba,   ............./ ................../................ 

 

__________________________________            _________________________________ 

  Assinatura do voluntário/Responsável legal                   Documento de identidade 

 

_________________________________                      

      Assinatura do pesquisador responsável 

    Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta                                     

 

Telefone de contato dos pesquisadores:  

Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON): (34)3318-5595 

Em caso de dúvida em relação a esse documento, você pode entrar em contato com o Comitê 

Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Triângulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854. 
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ANEXO A – PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA 

 




