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RESUMO 

 

No contexto tumoral, o sistema imunológico desempenha papeis que podem prevenir o 

desenvolvimento ou a progressão tumoral. Assim, a produção de citocinas, principalmente por 

linfócitos T CD4+, representa um fenômeno crucial na resposta imune, uma vez que variações 

nesta regulação podem resultar em uma resposta inadequada. Anteriormente, esse grupo de 

pesquisa demonstrou que linfócitos T CD4+ de pacientes com estádios avançados de câncer 

expressavam interleucina-12, o mesmo se aplicando a camundongos induzidos a câncer de 

mama com DMBA (7, 12 – Dimetilbenzantraceno). Então, o objetivo do presente estudo foi 

avaliar a síntese de IL-12 em linfócitos T CD4+ do sangue periférico de pacientes com câncer, 

correlacionando com a expressão dos fatores de transcrição T-bet, GATA-3, RORγt e FoxP3, 

utilizando citometria de fluxo e abordagens moleculares. As células T CD3+CD4+IL-12+ foram 

isoladas a partir do sangue periférico obtido de pacientes com câncer, utilizando técnica de 

citometria de fluxo com princípio de cell sorting (triagem de células) e submetidas a análise do 

perfil transcricional. Os resultados demonstram uma porcentagem significativamente maior de 

linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ no sangue periférico de pacientes com câncer (p<0,0001). E estas 

expressam o fator de transcrição RORγt, podendo ainda algumas coexpressarem o fator T-bet. 

Ainda foi observado que algum fator (s) sérico (s) presente no soro dos pacientes com câncer 

são capazes ainda de induzir a diferenciação de linfócitos T CD3+CD4+IL-12+, sendo notável o 

aumento na porcentagem destas células em culturas estimuladas com o soro (p=0,0020). 

Entretanto novas investigações são necessárias, para compreender esse fenótipo de linfócito.  

 

 

Palavras chave: linfócitos T auxiliares, interleucina 12, RORγt, T-bet, resposta antitumoral 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

In the tumor context, the immune system plays roles that can prevent development or 

progression of  tumor. Thus, the production of cytokines by CD4+ T lymphocytes represents a 

crucial phenomenon in the immune response, because the variations in this regulation may 

result in an inadequate response. Previously, our research group demonstrated that CD4+ T 

lymphocytes from advanced cancer patients expressed interleukin-12 and the same was applied 

to mice induced breast cancer with DMBA (7,12-Dimethylbenzanthracene). The aim of the 

present study was to evaluate the synthesis of IL-12 in CD4+ T lymphocytes from the peripheral 

blood of cancer patients, correlating with the expression of T-bet, GATA-3, RORγt and FoxP3 

transcription factors. The CD3+CD4+IL-12+ T cells were isolated from the peripheral blood 

obtained from cancer patients, using flow cytometry technique with cell sorting principle and 

submitted to transcriptional profile analysis. The results demonstrate a significantly higher 

percentage of CD3+CD4+IL-12+ T lymphocytes in the peripheral blood of cancer patients (p 

<0.0001). In addition, these express the transcription factor RORγt, and some may coexpress 

the T-bet factor. It has been observed that some serum factor (s) present in the serum of cancer 

patients are still capable of inducing the differentiation of CD3+CD4+IL-12+ T lymphocytes, 

being remarkable the increase in the percentage of these cells in stimulated cultures with serum 

(p = 0.0020). However new investigations are needed to understand this lymphocyte phenotype. 

 

 

Key words: peripheral helper T lymphocytes, interleukin-12, RORγt, T-bet, antitumor response 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer  

 

 As neoplasias são transformações anormais de células que podem ocorrer de forma 

induzida ou espontânea. Geralmente entende-se que neoplasia é uma lesão composta por 

proliferação celular anormal, instável, autônoma, que leva a perda ou redução da diferenciação 

devido a alterações em genes e proteínas (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2015; LOEB; 

HARRIS, 2008).  

 As alterações que podem induzir a formação de neoplasias podem ser intrínsecas e 

extrínsecas. No primeiro caso seriam por mutações genéticas ou erros aleatórios no processo de 

replicação do DNA. No segundo, por danos e/ou instabilidade genética, como por exemplo, 

induzida por exposição à radiação (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).  

 Assim, as formas induzidas de neoplasias podem ser estimuladas por agentes 

carcinogênicos físicos, químicos e biológicos. Dentre os físicos, pode-se mencionar a energia 

radiante (radiação UV e raio-X, que geram danos diretos a estrutura do DNA) e energia térmica, 

gerada pelas exposições constantes ao calor; os agentes químicos, como os corantes e o fumo; 

e os agentes biológicos, como vírus e bactérias. As formas espontâneas podem ser geradas por 

quebra da integridade funcional da atividade celular (ciclo celular), como consequência de 

alterações moleculares, fenotípicas e de estímulos diversos, podendo ainda serem herdadas 

geneticamente (TLSTY; COUSSENS, 2006; ARRUDA et al., 2008; LOEB; HARRIS, 2008).  

 Alguns autores descrevem que apenas uma mutação dificilmente induz a uma quebra da 

integridade funcional do processamento do ciclo celular. Para a formação da massa tumoral são 

necessárias de duas a seis alterações genéticas progressivas para interferir nos mecanismos de 

proliferação, diferenciação e morte celular. E são essas alterações que levam as células a 

possuírem características fenotípicas de uma neoplasia, com uma homeostasia tecidual 

distorcida e com complexo mecanismo fisiológico (INOUE; AMAR; CERVANTES, 2005; 

ONUCHIC, CHAMMAS, 2010). Porém é interessante mencionar que apesar de os termos 

tumor, neoplasia e câncer serem utilizados como sinônimos, eles podem abranger significados 

bem distintos.  

 Neoplasia vem das palavras gregas neo, de novo e plasis, de crescimento, enquanto que 

câncer vem do grego karkínos, que quer dizer caranguejo (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 

2015). Enquanto neoplasia refere-se a uma transformação das células que geram uma 

proliferação anormal, o câncer é um nome dado a um conjunto de mais de 100 tipos de doenças 
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que possuem em comum o crescimento anormal e desordenado, associado a um potencial 

invasivo (INCA, 2016), sendo que os fatores que promovem o câncer podem agir em conjunto 

e/ou em uma sequência de eventos. O termo tumor caracteriza o aumento de um tecido, por 

exemplo, devido ao crescimento (número) de células, oriundos do fenômeno da neoplasia 

(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2015). Considerando que fenômeno é um fato ou evento que 

pode ser descrito e explicado pela ciência em conceitos, logo nem todo tumor é câncer, assim 

como nem toda neoplasia é câncer.  

 Nos últimos anos, o câncer vem sendo considerado um problema de saúde pública, tanto 

pela ausência de tratamentos eficazes que proporcionem sua cura, quanto aos seus altos índices 

de mortalidade e a magnitude que essa doença alcança a cada ano. De acordo com a World 

Health Organization (WHO, 2013), em 2012 cerca de 8,2 milhões de pessoas ao redor do 

mundo morreram de câncer. Na figura 1 é possível visualizar estimativas para as 10 principais 

prevalências de tipos de câncer em todo o mundo, no ano de 2012. Calcula-se que em 2030 a 

carga global de novos casos de câncer será de 21,4 milhões e de 13,2 milhões de mortes, em 

decorrência principalmente ao crescimento e envelhecimento da população (GLOBOCAN, 

2012). 

 

 

Figura 1: número estimado de casos de prevalência (5 anos), em ambos os sexos, em todo o mundo, para os 

10 principais tipos de câncer, no ano de 2012. Adaptado de GLOBOCAN, 2012. 
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 No Brasil, país onde a população passa por uma mudança no perfil demográfico, 

principalmente devido aos novos estilos de vida associados aos recentes processos de 

urbanização, ao crescimento industrial e aos avanços na ciência e tecnologia, houve uma 

alteração do perfil de morbimortalidade da população. Segundo as estimativas, no biênio 2016-

2017, ocorrerão cerca de 600 mil novos casos de câncer no país (Tabelas 1 e 2) (INCA, 2016). 

 

Tabela 1: distribuição dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil em 2016 – sexo 

masculino 

Localização Primária Casos Novos % 

Próstata 61.200 28,6 

Traqueia, brônquio, pulmão 17.300 8,1 

Cólon e reto 16.660 7,8 

Estômago 12.920 6,0 

Cavidade oral 11.140 5,2 

Esôfago 7.950 3,7 

Bexiga 7.200 3,4 

Laringe 6.360 3,0 

Leucemias 5.540 2,6 

SNC* 5.440 2,5 

Adaptado de INCA, 2015 – Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2016 

por sexo, exceto não-melanoma. *Sistema Nervoso Central 

 

 

Tabela 2: distribuição dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil em 2016 – sexo 

feminino 

Localização Primária Casos Novos % 

Mama 57.960 28,1 

Cólon e reto 17.620 8,6 

Colo uterino 16.340 7,9 

Traqueia, brônquio, pulmão 10.890 5,3 

Estômago 7.600 3,7 

Corpo do útero 6.950 3,4 

Ovário 6.150 3,0 

Glândula Tireoide 5.870 2,9 
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Linfoma não-Hodgkin 5.030 2,4 

SNC* 4.830 2,3 

Adaptado de INCA, 2015 – Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2016 

por sexo, exceto não-melanoma. *Sistema Nervoso Central 

 

 

 Todavia, os mecanismos de desenvolvimento do câncer não são totalmente 

compreendidos. Os fundamentos das teorias da carcinogênese consideram, em linhas gerais, 

duas etapas para o seu limiar: transformação do material genético, seguida por uma divisão 

celular alterada, com transmissão do material genético modificado para as próximas linhagens 

(SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 2004).  

 Weinberg, em 1996, descreveu que o câncer seria uma permutação de uma célula normal 

para uma modificada, com crescimento progressivo e lenta taxa da mortalidade, com 

capacidade de sofrerem metástases. Assim sendo, quando presentes em uma massa tumoral, 

estas células transferem-se do sítio de origem, difundindo-se pela circulação e formam sítios de 

células neoplásicas em outros locais do organismo. As massas tumorais de origem metastática 

podem comprometer a função dos órgãos, resultando em morte (WEINBERG, 1996). Mas além 

de capacidade metastática, as células cancerígenas ainda apresentam capacidade de invasão 

local e de se sustentarem com alterações no microambiente tumoral (ONUCHI; CHAMMAS, 

2010). 

 Sendo o câncer uma doença de cunho genético, as caracterizações dos genes envolvidos 

nas transformações das proteínas envolvidas nas atividades do ciclo celular são essenciais na 

compreensão da fisiopatologia do câncer. Esses genes são importantes parâmetros da presença 

de células tumorais, sendo caracterizados em proto-oncogenes (genes promotores do 

crescimento celular) e genes supressores (JOHUNG; GOODWIN; DIMAIO, 2007; ARRUDA 

et al., 2008; GUEMBAROVSKI; CÓLUS, 2009). 

 Os proto-oncogenes são genes que, em atividade normal, controlam as atividades de 

diferenciação e divisão mitótica das células. Mas quando alterados geram crescimento celular 

anormal, sendo então denominados de oncogenes (SILVA; SERAKIDES; CASSALI, 2004). 

Os genes supressores são genes que, dentro do padrão da normalidade, previnem a expansão 

descontrolada de células. Quando mutados se tornam responsáveis pela alteração das proteínas 

constituintes do ciclo celular (ALMEIDA et al., 2007; GUEMBAROVSKI; CÓLUS, 2009).

 Dentre algumas proteínas codificadas por esses genes, pode-se citar a pRb que, 

juntamente com a p53, monitora a integridade dos cromossomos e promove o seguimento 
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adequado do ciclo celular. Outros exemplos são os genes de codificação para as ciclinas, 

proteínas chaves na regulação do ciclo celular, que estimulam as células para a divisão celular 

(PELUZIO et al., 2006). Destacam-se ainda, os genes BRCA1 e 2, envolvidos com alguns casos 

de câncer de mama e de ovário; o gene APC, associado ao câncer colorretal; o WT1, ligado 

com o tumor de Wilms; o p16ink4 do melanoma familiar; os NF1 e 2, envolvidos com a 

neurofibromatose, entre outros (HUSSAIN; HARRIS, 2000; SHIH et al., 2000). 

 Logo, neste cenário, considera-se papel fundamental os mecanismos de defesa 

desempenhados pelo sistema imune contra as neoplasias, devido a sua habilidade de reconhecer 

os fatores “estranhos” ao organismo. No caso da célula neoplásica, não seria propriamente um 

fator estranho, mas uma alteração ocorrida em um fator próprio do hospedeiro. E o mais 

intrigante é a capacidade do câncer em exercer influências sobre o sistema imune, que 

provocam, por exemplo, a imunossupressão (TRICHOPOULOS; LI; HUNTER, 1996). 

Entretanto, muitos destes aspectos de como os mecanismos se processam para o 

estabelecimento do câncer ainda não são conhecidos em sua integridade. 

 

1.2 Resposta imunológica aos tumores 

 

 O sistema imunológico tem se ajustado e evoluído na tentativa de identificar, neutralizar 

e/ou eliminar patógenos que gerem algum dano ao hospedeiro. Assim, ele desempenha um 

papel relevante na prevenção do desenvolvimento e progressão tumoral. As interações 

estabelecidas entre células tumorais e mecanismos do sistema imunológico são complexas e 

reagem de maneiras distintas em cada indivíduo, podendo inibir o crescimento tumoral, levando 

à atenuação “espontânea” ou dar subsídios que promovam a progressão tumoral e a angiogênese 

(DOUGAN; DRANOFF, 2009). 

 Em 1909 foi proposto por Paul Ehrlich a teoria da vigilância imunológica que predizia 

que o sistema imune é o responsável pelo monitoramento e controle das células tumorais, uma 

vez que as células imunes são capazes de identificar e eliminar clones de células mutadas antes 

mesmo que elas originem tumores. Esse conceito ficou conhecido como immunosurveillance e 

sua existência foi confirmada em 1957 pelos pesquisadores Sir MacFarlane Burnet e Lewis 

Thomas (BURNET, 1970; SCHAROVSKY, 2006).  

 Considera-se que os mecanismos de eliminação tumoral envolvam a imunidade inata e 

a adquirida, gerando um sistema integrado de defesa no hospedeiro, no qual diversas células e 

componentes moleculares agem de forma recíproca. Deste modo, a imunidade inata atua como 

linha de defesa inicial contra as células tumorais, atuando principalmente com mecanismos que 
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incluem as células natural killer (NK), as células dendríticas (CDs) e os macrófagos. Ao passo 

que a imunidade adaptativa atua principalmente com os linfócitos T (T CD4+ e T CD8+), tipos 

celulares que apresentam maior especificidade contra os antígenos tumorais (LEHRNBECHER 

et al., 2008; LOOSE; VAN DE WIELE, 2009).  

 Resumidamente, o controle tumoral na imunidade inata é realizado pelas células NK, 

CDs e macrófagos, tipos celulares responsáveis pela fagocitose e eliminação das células 

tumorais e por moléculas solúveis, como o interferon (IFN), as interleucinas (IL), o fator de 

necrose tumoral (TNF) e demais citocinas (SHI; EVANS; ROCK, 2003; CRUVINEL et al., 

2010).  

Os macrófagos são tipos celulares capazes de impedir a progressão do câncer ou 

favorecer o seu crescimento, de acordo com o seu perfil de diferenciação. Quando diferenciados 

em macrófagos tipo 1 (M1), liberam enzimas tóxicas (enzimas lisossomais), espécies reativas 

de oxigênio e óxido nítrico, sendo estas as substâncias que promovem a destruição das células 

tumorais. São ainda os maiores produtores de TNF-α e de outras citocinas estimuladoras dos 

demais mecanismos imunológicos, como a IL-2, IL-12 e IL-18. Entretanto, quando 

diferenciados em macrófagos tipo 2 (M2), podem atuar em favor do crescimento tumoral, 

devido ao seu poder de secretar o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de 

transformação do crescimento do tipo beta (TGF-β), ambos promovedores da angiogênese 

tumoral (COUSSENS; WERB, 2002). 

 As células NK iniciam o processo de destruição das células tumorais através da 

liberação de seus grânulos de perforinas e granzimas, acarretando em lise destas. São ativadas 

por citocinas como a IL-12 e o IFN-γ. A IL-12 produzida, por exemplo, pelos macrófagos e 

demais células apresentadoras de antígenos (APCs) colaboram na ativação das NKs. Mas elas 

dependem ainda do equilíbrio entre seus receptores de ativação e de inibição. Esse equilíbrio é 

proveniente das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), em que, 

comumente, as células normais não são alvos das células NK por possuírem sinais inibitórios 

provenientes do MHC I, enquanto que nas células tumorais estes sinais são interrompidos 

devido a alterações na expressão do mesmo (TORREZINI; ATHANÁZIO, 2008; CRUVINEL 

et al., 2010). 

 A produção de IFNs do tipo I ativa as APCs, em especial as CDs, as células iniciadoras 

das respostas imunes adquiridas. Mas outras citocinas são brevemente produzidas em resposta 

aos sinais emitidos pelo reconhecimento antigênico e podem alterar significativamente a 

atividade das CDs, por induzir a diferenciação, ativação, migração e a maturação destas células. 

Entre as citocinas pode-se mencionar o fator estimulador de colônia de granulócito-macrófago 
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(GM-CSF), IFN-α, IL-4, IL-5, IL-12 e TNF-α (KAPLAN et al., 1998; LANGENKAMP et al., 

2000; SERAFINI et al., 2004). 

 Diferente dos mecanismos da imunidade inata, na imunidade adquirida há um maior 

direcionamento e especificidade das respostas contra o antígeno alvo. Durante a resposta 

imunológica inata, o ambiente é organizado para propiciar a atuação de uma resposta mais 

específica, em que as interações entre as APCs maduras e as citocinas produzidas gerem uma 

resposta mais eficiente (DE VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006). As principais células 

que agem nesta etapa da resposta imunológica são os linfócitos T, que reconhecem os antígenos 

de uma célula tumoral pelo receptor de célula T (TCR) (IGNEY; KRAMMER, 2002). 

 Estudos tem apontado que a resposta através dos linfócitos T é o principal mecanismo 

de defesa contra as células tumorais. As células T CD8+ podem eliminar as células tumorais 

por citotoxicidade direta, mediando a eliminação das células alvo pela produção de IFN-γ, 

perforinas e granzimas, além da indução de apoptose pela ligação entre os receptores Fas e FasL 

(receptores de morte celular programada) (DOUGAN; DRANOFF, 2009). Através da secreção 

de citocinas (IL-2, IL-12, IFN-γ e IFN tipo I) as células T CD4+ do subgrupo Th1 podem 

participar da ativação dos linfócitos T CD8+, auxiliando estes nas suas funções citotóxicas 

(HUNG et al., 1998; STEINMAN; BANCHEREAU, 2007). 

 Os antígenos tumorais a serem reconhecidos pelo TCR são apresentados via MHC, 

expresso na superfície das CDs. O MHC I e II apresentam os antígenos para os linfócitos, 

respectivamente aos linfócitos T CD8+ e T CD4+, resultando na diferenciação destes em formas 

efetoras. O reconhecimento antigênico via MHC é considerado o primeiro sinal no processo de 

ativação; a interação entre as moléculas coestimulatórias expressas nas superfícies das CDs e 

dos linfócitos T são o segundo sinal; e um possível terceiro sinal é fornecido pela secreção das 

citocinas (DOUGAN; DRANOFF, 2009; BOUDREAU et al., 2011).  

  De acordo com o estímulo de ativação das CDs, as células T CD4+ podem se diferenciar 

em subpopulações, as Th1, Th2, Th17 e T regulatórias (Treg). Os linfócitos Th1 são 

caracterizados pela síntese de IL-2 e IFN-γ, sendo sua principal função a regulação de outros 

tipos de células, como, por exemplo, os linfócitos T CD8+, NK e macrófagos, células 

primordiais no combate às células tumorais (RADFORD; TULLET; LAHOUD, 2014).  

 Os linfócitos Th2 são capazes de estimular as respostas imunes humorais e suprimirem 

o desenvolvimento de células do fenótipo Th1. No câncer, em específico, as respostas mediadas 

por células Th2 podem favorecer a carcinogênese, principalmente por inibir a resposta 

antitumoral e desencadear respostas que promovem o desenvolvimento do tumor (Xie et al., 

2015). Este perfil de célula ainda pode ativar macrófagos M2, contribuindo assim para o 
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aumento da agressividade das células tumorais, induzindo os macrófagos M2 a adquirirem o 

fenótipo de células tronco do câncer, as Cancer Stem Cells (CSC) (DING et al., 2012). 

 No câncer, os mecanismos de respostas gerados por Treg atuam como um componente 

pró-tumoral, pois as atividades imunossupressoras destas células impedem que o sistema imune 

reconheça e inicie respostas contra o tumor (WANG et al., 2015). 

 As Treg são associadas aos processos de inibição dos linfócitos T CD8+, NK e 

macrófagos, favorecendo o crescimento tumoral. Estão vinculadas às situações de 

imunossupressão, podendo as Tregs serem divididas em naturais e adaptativas (nTregs e 

aTregs), de acordo com as vias de desenvolvimento e com seus mecanismos de supressão 

distintos (WING; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2006), mediante a produção de citocinas como 

o TGF-β (Treg) e IL-4 e IL-10 pelos linfócitos Th2 (SEGURA et al., 2013). 

 Já os linfócitos Th17 ainda não possuem um papel bem descrito na imunidade 

antitumoral. A literatura pontua apenas que estes estão associados à promoção de respostas 

imunes contra microrganismos extracelulares, através da produção de IL-17, promovendo o 

recrutamento de monócitos e neutrófilos, além de estarem associados ao desenvolvimento de 

algumas doenças autoimunes (SEGURA et al., 2013).  

 Considerando a resposta da imunidade adaptativa humoral, a participação dos linfócitos 

B na resposta antitumoral ocorre através da produção de anticorpos específicos para os tumores. 

Os anticorpos se ligam aos antígenos, favorecendo o reconhecimento e fagocitose, com 

consequente destruição pelas células NK. Ativam, ainda, o sistema complemento, que culmina 

em lise das células tumorais (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). 

 Desta forma, o sistema imune apresenta um papel muito importante diante da atividade 

tumoral, auxiliando para que não ocorra o crescimento do tumor. Entretanto, as células tumorais 

“elaboram” um ambiente imunossupressor que afeta a resposta imunológica local. Em pacientes 

com estadiamentos tumorais mais avançados, autores têm demonstrado que o mau 

funcionamento se apresenta maior nos diversos mecanismos da reposta imunológica (GARCIA 

PAZ et al., 2014). 

 Assim, em algumas condições, os tumores podem anular as funções de CDs, por 

exemplo, na tentativa de evasão da reposta imunológica, revertendo os mecanismos de ataque 

ao seu favor. A natureza certa deste tipo de interação ainda não está elucidada em sua 

completude. Por isso alguns estudos buscaram e buscam identificar os mecanismos de escape 

associados ao crescimento tumoral, tanto os que envolvem as células tumorais quanto os que 

envolvem os antígenos associados ao tumor e, ainda, o próprio sistema imunológico do 

hospedeiro (ROTH et al., 2001; SOMBROEK et al., 2002; GABRILOVICH, 2004).  
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1.3 Fatores de transcrição T-bet, GATA-3, RORγt, FoxP3 e o câncer 

 

 Dentre as propriedades das células T CD4+ virgens, talvez a mais característica e uma 

das mais intrigante seja a sua predisposição, de acordo com o estímulo recebido, de se 

diferenciar em subtipos de células. Estes subtipos agem de formas diferentes contra os agentes 

patogênicos (ZHU; PAUL, 2008).  

 Desta forma, elas são capazes de desempenhar diversos papeis nas atividades imunes. 

Pode ser através da sua capacidade de auxiliar as células B em seus processos de produção de 

anticorpos, na indução da atividade de macrófagos para desenvolver sua atividade de forma 

aumentada, no recrutamento de neutrófilos, eosinófilos e basófilos aos locais de infecção e 

inflamação, ou através da produção de citocinas, que orquestram as mais diversas respostas 

imunes (ZHU; PAUL, 2008). 

 Em 1986, Mosmann e colaboradores reconheceram os fenótipos Th1 e Th2 como clones 

de células T CD4+, mostrando a distinção destes subgrupos através das citocinas produzidas e 

secretadas durante o estímulo dado por uma APC. Assim, foi definido em Th1, o subgrupo que 

secreta IL-2 e IFN-γ, induzindo a imunidade celular e função tumoricida de macrófagos 

induzindo a liberação de substâncias tóxicas, e Th2, o subgrupo que libera IL-4, IL-5, IL-10 e 

IL-13, relacionados com a imunidade humoral (MOSMANN et al., 1986; MOSMANN; 

COFFMAN, 1989; MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009). Posteriormente foram descritas as 

Treg e Th17. 

 Mais recentemente, a distinção entre os subtipos basea-se na descrição de fatores de 

transcrição em cada uma destas subpopulações. Os fatores de transcrição são classes de 

proteínas encarregadas dos processos de regulação da expressão de determinados genes. E essa 

transcrição é realizada pela ação da RNA polimerase. Ou seja, elas se ligam a uma região do 

material genético agindo sobre a expressão ou a inibição do gene em questão (ABBAS; 

LICHTMAN; PILLAI, 2015). 

 Desta forma, o T-bet é considerado o principal fator de transcrição acionado na 

diferenciação das células T CD4+ no perfil Th1, que passam a sintetizá-lo após a estimulação 

por IFN-γ. Quando ativado ele promove a síntese de IFN-γ, IL-2 e TNF-α e a inibição do perfil 

Th2, regulando a atividade do fator de transcrição GATA-3 negativamente. Vale ressaltar que 

além do T-bet, a expressão intracelular de STAT1 e STAT4 participam da diferenciação de Th1 

(HWANG et al., 2005; MIOSSEC; KORN; KUCHROO, 2009; RODRIGUES-GALAN et al., 

2009; LAZAREVIC; GLIMCHER; LORD, 2013).  
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 As citocinas secretadas pelas células Th1 tem se mostrado capazes de inibir a 

angiogênese, as metástases e o crescimento tumoral, sendo por isso denominada por alguns 

autores como perfil de resposta ideal antitumoral. As citocinas secretadas pelo perfil Th1 ainda 

são capazes de ativar os linfócitos T CD8+, como já mencionado (TRINCHIERI, 2003; 

RODRIGUES-GALAN et al., 2009). 

 O fator de transcrição GATA-3 é expresso em células T CD4+ quando estimuladas por 

IL-4, diferenciando-as no perfil Th2. Além do GATA-3, o fator STAT6 também propicia a 

diferenciação de Th2. Esse fenótipo é capaz de secretar as citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, 

que são características desse perfil de resposta e são capazes de promover a ativação alternativa 

de outras células, como por exemplo em macrófagos do tipo M2 (MIOSSEC; KORN; 

KUCHROO, 2009; ABBAS; LITCHTMAN; PILLAI, 2015). O GATA-3 além de induzir a 

diferenciação das células T CD4+ em Th2, ainda é capaz de inibir o fator de transcrição T-bet, 

característico do perfil de células Th1 (ZHU et al., 2012).  

 O fator de transcrição RORγt está presente nos mecanismos de diferenciação dos 

linfócitos do subtipo Th17. Estas células são conhecidas por apresentarem um perfil pró-

inflamatório, secretando as citocinas IL-17A, IL-17F, IL-23, IL-21, IL-22 e TNF-α, 

responsáveis pela ativação de células do sistema imune inato (KORN et al., 2009). O mRNA 

de RORγt demonstra-se ainda superexpresso em resposta ao estímulo de IL-23 (CUA; 

KASTELEIN, 2006; ZHENG, 2013). 

 O fator de transcrição FoxP3 é crucial para o desenvolvimento de células Treg 

(CD3+CD4+CD25+) (RICCIARDELI et al., 2008). Esta população celular expressa altos níveis 

do receptor CTLA-4 e secreta citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 e a citocina 

imunossupressora TGF-β (CUA; KASTELEIN, 2006). 

 Hoje, além destes subtipos mencionados, são conhecidas outras populações, como Th22 

e Th9, mas que necessitam de mais estudos para a caracterização dos seus fatores de transcrição 

(ELYAMAN et al., 2009; JOSEFOWICZ; RUDENSKY, 2009; LI; ROSTAMI, 2010).  

 

1.4 Linfócitos T CD4+IL-12+ 

 

 A IL-12, descoberta em 1989, é uma proteína heterodimérica composta por duas cadeias 

ligadas por dissulfeto glicosídico. Produzida principalmente por macrófagos ativados e CDs em 

resposta a agentes patogênicos, desempenha um importante papel na regulação de respostas 

imunológicas inatas e determinação do tipo e duração das respostas imunológicas adquiridas. 

É um fator chave para a indução da ativação de células T dependente e independente de 
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macrófagos, NK, geração de Th1 (sendo um importante regulador da imunidade adaptativa 

mediada por esse subgrupo – ação antitumoral, antimetastática e antiangiogênica) e T CD8+, 

aumentando sua atividade citotóxica, indução opsônica e resistência a infecções intracelulares 

(TRINCHIERI, 1995; TATSUMI et al., 2003).  

 Sendo a IL-12 uma citocina heterodimérica, ela possui as cadeias p40 e p35 codificadas 

em cromossomos diferentes. A expressão coordenada dos dois genes constituintes é crucial para 

respostas imunes adequadas em tempo, localização e magnitude. Juntas, as cadeias p40 e p35 

formam a IL-12 biologicamente ativa (p70). A expressão altamente coordenada de p40 e p35 é 

essencial para a iniciação de uma resposta imune eficaz (SNIJDERS et al., 1996).  

 Trabalhos que buscaram traçar um perfil imunológico associado com a progressão 

tumoral, demonstraram que a relação progressão-regressão tumoral está diretamente associada 

com o padrão de células ativadas e das citocinas e demais moléculas que polarizam as respostas 

das células efetoras. Peghini e colaboradores (2012) demonstraram a necessidade de um 

mecanismo de supressão da imunidade celular para que ocorra a progressão tumoral. Então, 

quando se considera o perfil Th1 como antitumoral é possível depreender que o fenótipo efetor 

Th1 diferenciado de T CD4+, proporciona essa atividade de regressão tumoral. 

 Considerando que o perfil de células Th1, juntamente com as células T CD8+ são os 

ideais no desenrolar dos mecanismos antitumorais, a IL-12, nesse contexto, se apresenta como 

um importante regulador na imunidade adaptativa mediada por células. Importante por 

proporcionar mecanismo de imunidade contra as neoplasias através da potencialização das 

células T CD8+ e na diferenciação das células T CD4+ em células Th1 (PEGHINI et al., 2012). 

 Entretanto, as evidências demonstram a capacidade da IL-12, secretada principalmente 

por macrófagos e CDs, em estimular essas respostas, mas não o oposto. Ou seja, as evidências 

são escassas em relação à capacidade dos linfócitos T CD4+ em sintetizar IL-12. Estudos de 

Rodrigues e colaboradores (2011), sobre o papel dos linfócitos T na imunoterapia com CDs 

autólogas, demonstraram que linfócitos T CD4+ possuíam uma tendência para aumento da 

produção de IL-12 na fase inicial do tratamento. Este achado inédito constatou que ocorre uma 

ligeira estimulação na expressão de IL-12 por células T CD4+ após a terapia com CDs 

(RODRIGUES et al., 2011). 

 Michelin e colaboradores (2013) também descreveram que pacientes com câncer 

expressam IL-12 nestes tipos celulares (T CD4+), o que não é observado em pacientes controles 

saudáveis. A literatura sugere que IL-12 pode ser secretada por APCs, com efeitos significativos 

na regressão tumoral. A imunoterapia com CDs em diferentes tipos tumorais leva ao aumento 

sistêmico da síntese de IL-12.  Além disso, foi demonstrado que a produção de IL-12 no local 
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do tumor induz a rejeição de células neoplásicas por linfócitos T CD8+ em associação com a 

infiltração de macrófagos (COLOMBO; TRINCHIERI, 2002; RODRIGUES et al., 2011; 

MICHELIN et al., 2013).  

 Os efeitos da IL-12 também foram observados sobre a ação em T CD4+ e NK na 

produção de IFN-γ, em termos de atuação como sinal para a diferenciação de T CD8+ e na sua 

capacidade de atuar como um fator na reativação e sobrevivência de T CD4+ de memória. Isso 

é interessante para a repolarização das T CD4+ nas atividades antitumorais, considerando a 

conversão do subgrupo Th2 em Th1 (CAVALLO et al., 1997; COLOMBO; TRINCHIERI, 

2002; KERKAR et al., 2010). 
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2 HIPÓTESE E JUSTIFICATIVA  

 

 Sendo o câncer uma doença bastante desafiadora para as diferentes áreas das ciências 

da saúde e uma importante questão de saúde pública, faz-se necessário compreender os 

diferentes mecanismos de resposta das células imunes frente às células tumorais. Essa busca se 

deve a própria fisiopatologia do câncer, que se desenrola a partir de mecanismos de supressão 

e falhas das respostas imunes, uma vez que no microambiente tumoral, muitos mecanismos 

imunológicos envolvidos na manutenção da homeostasia, apresentam um papel 

imunossupressor durante as respostas antitumorais.  

 Nesse contexto, a IL-12 é considerada uma molécula chave de ativação de respostas 

imunes eficazes, secretada principalmente por células apresentadoras de antígenos (macrófagos 

e células dendríticas). Assim, nosso trabalho se fundamenta na hipótese de que pacientes com 

câncer avançado possuem no sangue periférico células T CD3+CD4+ produtoras de IL-12 e que 

o soro desses pacientes possui elementos capazes de induzir a diferenciação desse fenótipo. 

Entretanto, a real função dessa citocina ainda não foi identificada, assim como se algum dos 

fatores de transcrição chaves dos subtipos já descritos de linfócitos T CD4+, T-bet, GATA-3, 

RORγt e FoxP3, podem ser correlacionados com esse fenótipo esse indício de plasticidade. 

 Portanto, este trabalho justifica-se em buscar a compreensão dos mecanismos que 

envolvem a ativação de células imunes nas respostas imunes contra o câncer e como este pode, 

em algum nível, alterar as funções imunes a seu favor. 
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3 OBJETIVOS 

 

 Avaliar a produção de IL-12 em linfócitos T CD4+, correlacionando com os fatores de 

transcrição descritos até o momento para a distinção dos subtipos de linfócitos T auxiliares. 

Além do mais, avaliaremos se a presença de fatores séricos presentes no soro das pacientes com 

câncer poderia contribuir para o surgimento destes clones celulares. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

 Avaliar e comparar a produção de IL-12 em linfócitos T CD4+, por citometria de fluxo, 

de pacientes com câncer avançado e controles saudáveis; 

 Quantificar por qPCR os fatores de transcrição RORγt, T-bet, GATA-3 e FoxP3 em 

linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ isolados de pacientes com câncer avançado; 

 Incubar o soro destes pacientes (pacientes com câncer avançado) com células de 

doadores saudáveis para verificar se possíveis fatores séricos são capazes de induzir a 

diferenciação de linfócitos auxiliares em linfócitos T CD3+CD4+IL-12+. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização da amostra e delineamento experimental 

 

 Foram selecionadas pacientes com câncer avançado na Clínica de Ginecologia e 

Obstetrícia do Hospital de Clínicas da UFTM – Universidade Federal do Triângulo Mineiro, 

Uberaba-MG e amostras de controles saudáveis, sem histórico de neoplasia e/ou doença 

infectocontagiosa, em bom estado geral de saúde (últimos 60 dias) oriundos do IPON – Instituto 

de Pesquisa em Oncologia e comunidade da UFTM. Foram coletadas amostras de sangue 

periférico para realização das análises. Todos os sujeitos envolvidos foram informados a 

respeito das intenções da pesquisa, confirmando a adesão por meio de termo de consentimento 

livre e esclarecido (Anexo 1). 

 O projeto prevendo a terapia com células dendríticas para pacientes com câncer 

avançado se encontra aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UFTM, protocolo número 

683-2006 (Anexo 2) e financiado pela Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), Fundação 

de Amparo à Pesquisa do estado de Minas Gerais (FAPEMIG), Fundação de Ensino e Pesquisa 

de Uberaba (FUNEPU) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq). Vale ressaltar que o projeto em questão visa não apenas avaliar as condições dos 

pacientes que recebem o tratamento pela vacina de células dendríticas, mas ainda aspectos 

gerais de pacientes com câncer, visando melhor análise e compreensão dos mecanismos que 

envolvem as respostas imunes, para possível desenvolvimento de alvos imunoterápicos. 

 Sendo assim, foram estudadas 50 pacientes com diagnóstico de câncer avançado e/ou 

recidivado, das quais 35 foram incluídas nesse estudo, com faixa etária de 26 anos a 83 anos 

(média de 55 anos), com diferentes sítios primários de tumores (Anexo 3). Estas tiveram 

amostras coletadas para a realização de citometria de fluxo com princípio cell sorting. Este 

princípio separa em específico as células de interesse para o estudo, neste caso as células 

CD3+CD4+IL-12+.  

Além disso, 23 indivíduos, incluídos no grupo controle saudável (Anexo 4), faixa etária 

de 23 anos a 70 anos (média de 41,6 anos), também tiveram amostras coletadas para a realização 

da análise por citometria de fluxo, para comparação com as amostras das pacientes com câncer, 

e 11 sujeitos, tiveram amostras coletadas para realização de ensaio in vitro (Anexo 5). O 

delineamento experimental pode ser visualizado na figura 2. 

 Os critérios de inclusão das pacientes na pesquisa foram:  

 - Pacientes do sexo feminino com qualquer idade;  
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 - Pacientes com recidiva e/ou com tumores em fase avançada. 

Os critérios de exclusão dos sujeitos na pesquisa foram: 

- Pacientes imunodeprimidos e/ou submetidos a procedimento cirúrgico, tratamento 

quimioterápico, radioterápico ou imunoterápico nos últimos 60 dias.  

 

 

Figura 2: Delineamento experimental. Representação esquemática do desenho experimental. 

 

 

4.2 Análise da presença linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ por citometria de fluxo  

 

 As amostras de sangue periférico foram coletadas dos controles saudáveis e pacientes 

oncológicos, para análise da presença de linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ por meio da técnica de 

citometria de fluxo. As 35 amostras oriundas de pacientes oncológicos, que tiveram análise por 

citometria de fluxo sofreram ainda a separação das células CD3+CD4+IL-12+ por princípio de 

cell sorting. As amostras foram analisadas em citômetro FACSAria IIITM BD com princípio de 

“sorter” (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA). A técnica de citometria de fluxo foi realizada 

de acordo com o protocolo de citometria sugerido no kit Fixation/Permeabilization BD 

Cytofix/CitopermTM, com utilização de anticorpos BD PharmigenTM e adaptada de acordo com 

parâmetros do laboratório IPON. 
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 Logo após a coleta, foi realizada a lise de hemácias utilizando solução de lise BD 

FACSTM LysingSolution, na concentração de 1 mL de sangue para 10 mL de solução de lise. A 

mistura da solução de lise com o sangue foi mantida sob incubação por 20 minutos, à 

temperatura ambiente. Em seguida foi submetida à centrifugação, a 4°C, 805xg, por 10 minutos, 

seguindo com duas lavagens das células em 20 mL de solução salina tamponada com fosfato 

(PBS), uma vez concentrado (1x).  

O excesso de solução foi desprezado cuidadosamente após centrifugação a 4°C, 805xg, 

por 10 minutos, conservando o precipitado de células em 1 mL de PBS. As células foram então 

ressuspendidas e a elas adicionado 2,5 µL de BD GolgiStopTM, seguido com incubação a 4°C 

por 20 minutos. Terminada a incubação, foi adicionado 20 mL de PBS 1x e submetido a nova 

centrifugação, utilizando os mesmos parâmetros mencionados anteriormente.  

 Após a centrifugação, o sobrenadante foi desprezado, mantendo 2 mL de PBS e as 

células ressuspendidas. Em seguida, a quantidade de 106 células, contadas em câmara de 

Neubauer, foram separadas em tubos de ensaio, e marcadas com quantidade apropriada de 

anticorpos BD PharmigenTMde marcação de membrana (Tabela 3), incubando-as por 30 

minutos, a 4ºC e ao abrigo da luz. Após a incubação, as amostras foram submetidas a mais duas 

lavagens com 1 mL de PBS 1x.  

 Em seguida, as células foram permeabilizadas adicionando 1000 µL por tubo da solução 

de Fixation/Permeabilization BD (BD Cytofix™) e incubadas por 20 min, a 4ºC. Então, as 

células foram lavadas duas vezes com 1 mL do tampão Perm/washTM 1x (500 µL em cada 

tubo/lavagem). As células foram então ressuspendidas e adicionado o anticorpo intracelular 

(Tabela 3), incubando a 4ºC, por 30 min. Em seguida lavou-se duas vezes (500 µL/tubo) com 

tampão Perm/washTM. Após a última lavagem ressuspendeu-se as amostras em 500 µL em PBS 

para ser realizada a análise. 

 

Tabela 3: Marcações extracelulares e intracelulares para células do sangue periférico 

Tubos Marcação extracelular Marcação intracelular 

1 Controle permeabilizado Sem marcação 

2 CD3 FITC 

CD4 PerCP.Cy 5.5 ou APC 
IL-12 PE 

3 Mouse IgG2a FITC 

Mouse IgG1k PerCP.Cy 5.5 
Mouse IgG1 PE 
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4.3 Isolamento de RNA 

 

 O isolamento de RNA foi realizado nas 35 amostras de sangue periférico das pacientes 

com diagnóstico de câncer, que foram previamente separadas de uma amostra heterogênea pelo 

princípio de cell sorting (citômetro FACSAria IIITM BD com princípio de “sorter”), como 

mencionado anteriormente.  

 Após a separação, para cada 5x106 células, foram adicionados 1,0 mL de TRIzol® 

(Thermo Fisher Scientific®). Em seguida as amostras foram homogeneizadas e mantidas por 5 

min, a 15-30°C. Em seguida, foi adicionado 0,2 mL de clorofórmio para cada 1 mL de TRIzol®. 

Agitou-se as amostras vigorosamente por 15s, incubando as mesmas à temperatura ambiente 

por 3 min. Na sequência, as amostras foram centrifugadas a 12.000xg, por 15 min, a 4°C.  

 Finalizada a centrifugação, a mistura apresentou três fases, uma inferior, uma mediana 

e uma superior, sendo a fase inferior de coloração avermelhada, correspondendo ao fenol-

clorofórmio, rica em DNA; a interfase, de coloração mais clara, rica em proteína; e a fase 

superior, aquosa, rica em RNA. Esta última foi transferida para um tubo limpo, e as demais 

fases, fenólica e a interfase, foram armazenadas para subsequentes extrações de DNA e 

proteína.  

 Isolada a fase aquosa, rica em RNA, foi adicionado álcool isopropílico, na proporção de 

0,5 mL de álcool para cada 1 mL de TRIzol®, incubando a temperatura ambiente por 10 min. 

Em seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min, a 4°C por 10.000xg. 

 Então o sobrenadante foi removido, seguido de adição de álcool 75%. A amostra foi 

homogeneizada e centrifugada por 5 min, a 4°C e 7.000xg. Após a centrifugação, removeu-se 

o sobrenadante com cuidado e colocou-se o tubo para secar. Por fim, adicionou-se 20 µL de 

água livre de RNase. 

 

4.4 Transcrição reversa de RNA para DNA complementar (cDNA) 

 

 O RNA extraído das amostras foi submetido à síntese de DNA complementar (cDNA) 

de acordo com protocolo do kit Reverse Transcriptase (Invritrogen®), adaptado a estas 

amostras pelo laboratório IPON, realizada em termociclador com gradiente Veriti® 96-well, 

Applied BiosystemsTM (Termo Fisher Scientific). A reação ocorre em duas etapas, sendo a 

solução inicial para primeira etapa da transcrição reversa, com volume final de 23 µL (Tabela 

4). 
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Tabela 4: Reagentes da primeira etapa do RT-PCR* 

Reagente Volume para 1 amostra 

OligodT 1 µL 

Dntp 2 µL 

RNA 20 µL 

Volume parcial 23 µL 

* Protocolo proposto pelo fabricante (kit Reverse Transcriptase Invritrogen®), com adaptações feitas pelo IPON.  

 

 

 Essa primeira parte da solução para transcrição reversa, contendo o RNA, foi 

desnaturada a 65°C por 5 minutos, seguida de incubação em gelo por 1 min. Após, foi 

adicionado ao tubo 6,0 µL de uma solução (Tabela 5) contendo a enzima (SuperscripIIIrt® 

First-Standart Synthesis para RT-PCR), responsável pela transformação do RNA em cDNA.  

 

Tabela 5: Reagentes da segunda etapa do RT-PCR* 

Reagente Volume para 1 amostra 

Tampão kit 5x 8 µL 

DTT 0,1M 2 µL 

Enzima SuperscripIIIrt® 2 µL 

Água DEPC 26 µL 

Volume final 61µL 

* Protocolo proposto pelo fabricante (kit Reverse Transcriptase Invritrogen®), com adaptações feitas pelo IPON. 

 

 

 As amostras foram então incubadas por 5 minutos a 25°C, seguida de nova incubação 

por 60 minutos a 50°C. A reação foi inativada a 70°C por 15 minutos. Em seguida, a 

concentração de cDNA das amostras foi dosada utilizando Quibit® Fluorometer 2.0 

(Invitrogen®) 

 

4.5 qPCR (quantitativePCR) 

 

 O protocolo de realização do qPCR foi realizado de acordo com instruções do fabricante 

GoTaq qPCR Master Mix (Promega®) (Tabela 6). Os iniciadores específicos, com suas 

sequências e concentrações, encontram-se na tabela 7. A análise da expressão dos genes dos 
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fatores de transcrição RORγt, T-bet, GATA-3 e FoxP3, foi realizada no 7900HT Fast Real-Time 

PCR (Life Technologies®) e os resultados analisados pelo software SDS 2.4, Inc.  

 

Tabela 6: Protocolo para reação qPCR* 

Reagentes Volumes 

Água livre de RNase 8,25µL 

SYBR MasterMix 4x 12,5 µL 

Dyereference 0,25 µL 

Iniciador F 1 µL 

Iniciador R 1 µL 

cDNA 2 µL 

Volume final 25 µL 

* Protocolo proposto pelo fabricante (GoTaq qPCR Master MixPromega®). 

 

 

Tabela 7: sequências e concentrações dos iniciadores 

Gene Iniciador Concentração 

Β-actina 
(F): GTGGGGCGCCCCAGGCACCA 

(R): CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC 
10µM 

T-bet* 
(F): CGGCTGCATATCGTTGAGGT 

(R): GTCCCCATTGGCATTCCTC 
10µM 

GATA-3* 
(F): TCATTAAGCCCAAGCGAAGG 

(R): GTCCCCATTGGCATTCCTC 
10µM 

RORγt* 
(F): GCAGCGCTCCAACATCTTCT 

(R): ACGTACTGAATGGCCTCGGT 
10µM 

FoxP3* 
(F): CACCTGGCTGGGAAAATGG 

(R): GGAGCCCTTGTCGGATGA 
10µM 

R – reverse; F – foward; * LIN et al., 2015. 

 

 

 As condições de realização do qPCR estão dispostas na tabela 8. A especificidade de 

cada reação foi confirmada por análise das curvas de dissociação ao final de cada corrida. O 

cálculo da expressão gênica foi feito usando o ∆Ct: 
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∆Ct = Ctgene alvo – Ctgene controle endógeno (β-actina) 

 

Tabela 8: Condições realizações qPCR* 

Fase Ciclos Programação 

Ativação da enzima TaqDNA polimerase 1 95°C por 2 min 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

 

45 

95°C por 20 seg 

60°C** por 1 min 

Curva de dissociação 1 60°C 

* Condições propostas pelo fabricante (GoTaq qPCR Master Mix Promega®). **As temperaturas específicas para 

cada iniciador estão especificadas na tabela 9.  

 

 

Tabela 9: Temperaturas de anelamento de cada gene alvo (iniciadores) 

Gene Temperatura de anelamento 

Β-actina 60°C 

T-bet 58°C 

GATA-3 57,5°C 

RORγt 61°C 

FoxP3 58 °C 

 

 

4.6 Ensaios in vitro 

 

 Para o ensaio in vitro foram selecionados 11 voluntários saudáveis, conforme 

mencionado no item “sujeitos da pesquisa”. Os voluntários tiveram ciência dos objetivos da 

pesquisa, que foi confirmado e consentido mediante termo consentimento livre e esclarecido de 

participação no estudo. Dos mesmos foram coletados 10 mL de sangue periférico, em tubos 

decartáveis, esterilizados, contendo heparina (100UI/mL). 

 O sangue foi disposto em tubo plástico cônico contendo 15 mL de solução Ficoll-

Paque™ Plus (GE Healthcare®). Então, os tubos foram centrifugados a 600xg, por 30 min, a 

18°C. Ao término da centrifugação, os leucócitos foram removidos e tranferidos a outro tubo 

cônico. O excesso de solução de Ficoll® foi removido por centrifugação com 2 lavagens em 

solução RPMI incompleto (Sigma-Aldrich®), a 805xg, 4°C, por 10 min. 
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 Ao término da segunda lavagem as células foram ressuspendidas em 5 mL de meio 

RPMI completo (Sigma-Aldrich®), contendo 0,24% de HEPES, 10% de SBF, 1% de L-

glutamina, 1% de gentamicina/estreptomicina, 0,1% de 2-mercaptoetanol, 0,22% de 

bicarbonato e piruvato de sódio a 0,1%. As células foram então contadas e incubadas em 

garrafas de cultura (32,5x106 células em um volume de 7,5 mL), em meio RPMI completo, 

sendo mantidas em estufas a 5% de CO2, a 37°C. 

 Após 4h de incubação, parte das garrafas foram estimuladas com soro de controles 

saudáveis e outra parte com soro dos pacientes oncológicos em fase avançada (300 µL) e 

cultivadas por 48h, para investigar a existência de possíveis estímulos que induzem a 

diferenciação de linfócitos T CD3+CD4+IL-12+, através da técnica de citometria de fluxo. O 

dados foram comparadas entre garrafas estimuladas (controle positivo e estímulo) e não 

estimuladas com o soro (controle negativo). 

 

4.7 Análise dos resultados 

 

 Os resultados foram analisados, utilizando o software GraphPad Prism Versão 5.0 

(GraphPad Software, Inc.). Quando os dados apresentaram distribuição normal, foi utilizado 

teste ANOVA de medidas repetidas - pós-teste Bonferroni, com resultados expressos em média 

± desvio padrão, e quando apresentaram distribuição não Gaussiana, foi utilizado teste não 

paramétrico (Mann-Whitney), com os valores expressos em medianas e valores mínimo e 

máximo. As diferenças observadas foram consideradas significativas quando o valor de p 

(probabilidade) foi menor que 0,05.  
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5 RESULTADOS  

 

5.1 Linfócitos T auxiliares de pacientes com câncer avançado expressam IL-12 

intracelularmente 

 

 No presente estudo, buscamos avaliar a presença de células T CD3+CD4+IL-12+ em 

pacientes com câncer avançado comparando a porcentagem destas com os controles saudáveis. 

 Assim, na figura 3 estão representados os resultados obtidos na análise da porcentagem 

de células T CD3+CD4+IL-12+. Pode-se observar aumento significativo na porcentagem de 

células T CD3+CD4+IL-12+ em pacientes com câncer avançado, denominado de grupo câncer, 

17,30% (1,5-58,80), em relação ao grupo controle (controles saudáveis) 0,100% (0-6,6), em 

que p<0,0001. 

 A figura 4 exemplifica o perfil característico do fenótipo de estudo, observado pela 

técnica de citometria de fluxo, através de uma análise de “dotplot” das características de 

tamanho e granulosidade das células. A área delineada por R2 e Q2, usualmente denominado 

de “gate” é definida como a população de estudo. Foram utilizadas marcações de isotipos, para 

confirmação da especificidade de ligação do anticorpo de interesse, eliminando assim, ligações 

inespecíficas.  

 

 

Figura 3: Porcentagem de células T CD4+IL-12+ nas amostras de controle saudáveis versus pacientes com 

câncer avançado. Representação do percentual de células T CD3+CD4+IL-12+ em amostras de sangue periférico 

de controles saudáveis (n=23) e pacientes com câncer avançado e/ou recidivado (n=35). Resultados representados 

em mediana e min-max (linhas horizontais). Teste estatístico utilizado Mann-Whitney. *** p<0,0001. 
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Figura 4: Perfil de células T CD4+IL-12+. Representação da identificação do perfil de linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ por 

citometria de fluxo de um paciente com câncer e um controle saudável. (A, D) Disposição dos leucócitos totais obtidos de 

amostras de sangue periférico a serem analisadas, demonstrando no eixo das abscissas a granulosidade (SSC) e no eixo das 

ordenadas o tamanho (FSC), de controle saudável (A) e paciente com câncer (D). As populações a serem avaliadas estão 

indicadas pelas setas. (B, E) Dupla marcação para CD3+ e CD4+ de controle saudável (B) e paciente com câncer (E), 

demonstrada no quadrante superior direito. (C, F) Dupla marcação para CD4+ e IL-12+ de controle saudável (C) e paciente com 

câncer (F), demonstrada no quadrante superior direito. A população de células delineadas pela área denominada de R2 e Q2 

(“gate”), representa os fenótipos a serem considerados em nosso estudo. 

 

 

5.2 Linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ de pacientes com câncer avançado expressam RORγt 

 

 As células T CD3+CD4+IL-12+ identificadas pela citometria de fluxo nos pacientes com 

câncer foram separadas por sorting e submetidas a qPCR para β-actina (ACTB), utilizada como 

controle endógeno (“housekeeping”). Os controles endógenos da expressão gênica são genes 

constantes, habitualmente utilizados para correção da expressão gênica. Além do gene β-actina, 

as amostras ainda foram submetidas a qPCR para os fatores de transcrição T-bet, GATA-3, 

FoxP3 e RORγt.  

 Todas as amostras analisadas expressaram o controle endógeno β-actina e o fator de 

transcrição RORγt (∆Ct mínimo 1,033, ∆Ct máximo 9,928, mediana ∆Ct 4,280). Apenas 3 

amostras, das 35, expressaram o fator T-bet. Nenhuma amostra apresentou expressão gênica 

para os fatores de transcrição GATA-3 e FoxP3 (Figura 5). Os apêndices A, B e C mostram a 

representação da expressão gênica para β-actina, RORγt e T-bet, através das curvas de 

amplificação e curva de dissociação.  
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Figura 5: Expressão gênica dos fatores de transcrição T-bet, FoxP3, GATA-3 e RORγt.  Representação gráfica 

dos níveis de expressão gênica dos fatores de transcrição T-bet, FoxP3, GATA-3 e RORγt nas amostras de linfócitos 

T CD3+CD4+IL-12+ separadas por sorting, oriundas de sangue periférico dos pacientes com câncer. Ct: Cycle 

Threshold (Ciclo limiar ou de início); ∆Ct = Ctgene alvo – Ctgene controle endógeno. 

 

 

5.3 Fatores séricos presentes no soro dos pacientes com câncer avançado são capazes de 

induzir a diferenciação de linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ 

 

 Para avaliar a existência de algum fator sérico capaz de induzir a diferenciação de 

linfócitos T CD3+CD4+IL-12+, realizamos ensaios in vitro com células de doadores saudáveis 

e soro dos pacientes com câncer avançado participantes desse estudo. Assim, as culturas foram 

subdivididas em controle negativo, aquelas não estimuladas, controle positivo, aquelas 

estimuladas com soro de pacientes saudáveis e em grupo estimulado, estimuladas com soro dos 

pacientes com câncer avançado. Posteriormente as células foram avaliadas por citometria de 

fluxo para os marcadores CD3, CD4 e IL-12 (Figura 6). 

 Observamos aumento significativo da porcentagem de células T CD3+CD4+IL-12+ no 

grupo estimulado (média 2,448 ± 2,060) em relação ao controle negativo (média 0,7283 ± 

0,6691) e ao controle positivo (média 0,5400 ± 0,3406), em que p=0,0020. Estes resultados 

sugerem a presença de possíveis fatores séricos contidos no sangue dos pacientes com câncer 

capazes de induzirem a diferenciação de linfócitos T CD3+CD4+IL-12+. Na análise da 

intensidade média de fluorescência (MFI) dos marcadores CD4 (p=0,3034) e IL-12 (p=0,7056) 

não foram encontradas alterações significativas, como pode ser observado nas figuras 6B e 6C. 
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Figura 6: Coexpressão de CD4 e IL-12 em culturas de amostras de sangue periférico de doadores saudáveis 

não incubadas (controle negativo), incubadas com soro de controles saudáveis (controle positivo) e com soro 

de pacientes com câncer avançado e ou/recidivado (estimulado), participantes desse estudo. (A) 

representação da porcentagem de linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ nas amostras; **p=0,0020. (B) MFI de CD4 em 

linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ nas amostras; p=0,3034. (C) MFI de IL-12 em linfócitos T CD3+CD4+IL-12+ nas 

amostras; p=0,7056. Resultados representados em média ± desvio padrão. Teste estatístico utilizado ANOVA de 

medidas repetidas, com pós-teste Bonferroni. Controle -: Controle negativo, sem nenhuma estimulação; Controle 

+: Controle positivo, com estimulação de soro de pacientes saudáveis; Estimulado: cultura estimulada com soro 

de pacientes oncológicos; MFI: Intensidade Média de Fluorescência. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Em nosso estudo foi possível observar que a porcentagem de linfócitos T CD3+ CD4+IL-

12+ foi significativamente maior em pacientes com câncer avançado e/ou recidivado, quando 

comparado aos indivíduos saudáveis.  

 Entretanto, ainda não foi possível encontrar informações na literatura sobre a expressão 

de IL-12 em linfócitos T CD4+, seja em condições in vivo e in vitro, que vão de encontro aos 

nossos dados.  

 As principais evidências que norteiam a IL-12 são que esta pode ser secretada por APCs, 

como CDs e macrófagos, atuando na estimulação da diferenciação de linfócitos T CD4+ no 

perfil Th1, além de manter a estimulação em direção a esse fenótipo, inibindo o fenótipo Th2. 

Nessa ativação, a IL-12 atua de forma indireta na produção de IFN-γ (citocina chave na 

atividade antitumoral) (WESA, 2007). 

 Mas a IL-12 não atua somente sobre a diferenciação de T CD4+ em Th1. Evidências 

também têm pontuado a IL-12 como uma citocina necessária para geração de um sinal de 

diferenciação e potencialização da atividade de células T CD8+ na atividade antitumoral 

(WESA, 2007).  

 E não é de agora que pesquisadores descrevem a atuação da IL-12 em mecanismos de 

respostas antitumorais. Nesta linha, alguns trabalhos demonstraram a atividade antitumoral e 

antimetastática de IL-12 em modelos animais para melanoma, carcinoma de mama, carcinoma 

renal, através do uso de células modificadas para a liberação de IL-12 intratumoral (CAVALLO 

et al., 1997; COLOMBO, 2002). Kerkar e colaboradores (2010) demonstraram ainda que 

linfócitos T citotóxicos, previamente modificados para a produção de IL-12 se mostraram 

capazes de infiltrar nos tumores e reduzir o tamanho dos mesmos (KERKAR et al., 2010). 

 Na imunidade antitumoral, a IL-12 se mostra como importante mediador dos 

mecanismos imunes. Trabalho de Rodrigues e colaboradores, em que pacientes com câncer 

avançado foram submetidos ao tratamento imunoterápico com vacina de células dendríticas, 

demonstrou um aumento dos níveis de IL-12 durante o tratamento (RODRIGUES et al., 2011). 

A mesma situação pode ser observada em pacientes com NIC II e NIC III tratados com 

interferon, em trabalho de Misson e colaboradores (MISSON et al., 2011). 

 Entretanto, apesar de parte das respostas imunes antitumorais serem mediadas por IL-

12, devido a sua capacidade de fazer uma “ponte” entre a imunidade inata e adaptativa, o seu 

uso como imunoterápico é bastante restrito, por gerar significativa citotoxidade (JONES et al., 
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2012; LASEK; ZAGOZDZON; JAKOBISIAK, 2014). Por isso trabalhos buscam abordar 

novos paradigmas com imunoterapias que envolvem o gene da IL-12 e vetores.  

 Um deles, por exemplo, utiliza o gene da IL-12 mediado por adenovírus oncolítico em 

modelo de câncer de próstata, que inclui ensaios toxicológicos. Nesse trabalho, o potencial 

biológico da IL-12, tanto em camundongos quanto em humanos se apresentou semelhante, em 

que foi observado aumento da expressão de IL-12, assim como de IFN-γ, mediador primordial 

da atividade antitumoral (FREYTAG; ZHANG; SIDDIQUI, 2015). Outro, sugere uma 

abordagem com o uso de plasmídeos para a construção de IL-12 ligada à membrana, também 

como forma de reduzir a citotoxidade sistêmica gerada por essa citocina e potencializar as 

respostas mediadas por células T CD8+ (PAN et al., 2008). 

 Todavia, não há evidências na literatura indicando a possibilidade de linfócitos T CD4+ 

produzir IL-12 de forma espontânea. Em outros resultados obtidos pelo IPON, observou-se que 

linfócitos T CD4+ de sangue periférico de pacientes com câncer produziam mRNA de IL-12 

(verificado por RT-PCR), estando esta citocina presente no citoplasma das células (MICHELIN 

et al., 2015).  

 Desta forma não seriam as T CD3+CD4+IL-12+ um exemplo da plasticidade que as 

células do sistema imune apresentam frente ao câncer, numa alternativa de manipular as 

respostas antitumorais? Ou a IL-12 produzida por esta célula não teria uma função diferente da 

que conhecemos? E se por ventura a IL-12 e IL-23, que possuem cadeias semelhantes, não 

possuíssem, talvez, mais membros que utilizam as mesmas cadeias e ainda não foram 

identificados? Pois o compartilhamento de cadeias provavelmente apresenta um impacto dos 

mecanismos das respostas imunológicas, que ainda não é conhecido. Não seria um mecanismo 

pleiotrópico das citocinas frente aos diferentes impactos fisiológicos gerados pelo câncer? 

 Em trabalho anterior desenvolvido pelo grupo, observou-se que a presença da IL-12 

intracitoplasmática, quando analisada por microscopia de fluorescência para CD3 FITC, CD4 

APC e IL-12 PE, a IL-12 parecia estar associada ao núcleo, sugerindo que a mesma poderia ter 

um efeito intracelular (MICHELIN et al., 2015).  

 Outra observação em nosso trabalho, é que as células positivas para CD4 e IL-12, 

separadas por sorting, após análise por citometria, ao serem verificadas quanto a expressão dos 

fatores de transcrição, expressou apenas o fator RORγt, exceto em três amostras que 

expressaram ainda o fator T-bet.  

 Como mencionado, quando ativadas por APCs, as células T virgens sofrem expansão 

clonal e diferenciação funcional em células efetoras capazes de secretar citocinas e direcionar 

respostas distintas. O ambiente de citocinas durante a ativação/diferenciação de T virgens é que 
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determinam a sua forma efetora, por meio de transdutores de transcrição específicos (DONG, 

2006). Então, o que se observa é que a diferenciação funcional das células T não é regulada 

apenas pelas citocinas do ambiente, mas também por uma rede de programas intrínsecos.  

 O fator RORγt está relacionado ao desenvolvimento das linhagens de células T CD4+ 

denominadas de Th17. Logo, fatores e circunstâncias que mostram levar à indução da expressão 

de RORγt em linfócitos, articulam citocinas e redes de fatores de transcrição que delimitam uma 

direção ao desenvolvimento desse fenótipo. Contudo, os mecanismos aos quais levam a essa 

diferenciação e a essa expressão ainda não são bem definidos (STEINMAN, 2007).  

 Dados descritos até o momento, mostram que a diferenciação de Th17 é iniciada por 

TGF-β e IL-6 em camundongos, possivelmente através da regulação da remodelação da 

cromatina da IL-17, reforçada pela IL-23 (YANG et al., 2007). Quando diferenciadas, as células 

Th17 produzem IL-17, IL-17F e IL-22, os quais habitualmente regulam a resposta inflamatória 

(ZHENG et al., 2007). 

 Nessa vertente, diversos estudos vêm demonstrando que fatores tanto positivos quanto 

negativos são capazes de regular a expressão de RORγt: citocinas como IL-6, IL-23, IL-21, IL-

12, IL-27 e TGF-β; outros fatores de transcrição como STAT1, STAT2, STAT4, IRF4, C-Rel, 

Runx1, USF, T-bet, Eomes, entre outros (YANG et al., 2007; BRUSTLE et al., 2007; ZHANG; 

MENG; STROBER, 2008; RATAJEWSKI et al., 2012). 

 Mesmo assim, não existem evidências do fator RORγt e das já descritas Th17, que são 

tipos celulares reconhecidos por expressar esse fator, em participar de processos de produção 

de IL-12. Pelo contrário: a IL-12 tende a regular de forma negativa a expressão de RORγt. Por 

isso, as células T CD4+ virgens diferenciadas sob condições de polarização para células Th17, 

expressam baixos níveis de componente do receptor de IL-12 (IL-12Rβ2), após a reestimulação 

na presença de IL-12 e ausência de TGF-β (LEXBERG et al., 2008). 

 Mukasa e colaboradores demonstraram que células Th17, quando reestimuladas com 

IL-12 apresentavam um declínio substancial na expressão de RORγt. E mais, quando estas 

células eram provenientes de camundongos deficientes para os fatores STAT4 e Tbx21 e eram 

reestimuladas com IL-12, também apresentaram diminuição na expressão de RORγt. Assim, 

pontuaram que STAT4 e Tbet desempenhavam um papel na supressão deste fator em Th17, 

quando induzida por IL-12 (MUKASAet al., 2010).  

 Apesar de RORγt ser descrito como o fator específico para Th17, foi demonstrado que 

a sua isoforma específica se trata de um fator expresso em Th17 regulado por STAT3 

(IVANOV et al., 2006). O trabalho de Yang e colaboradores demonstrou que células Th17 

também expressam outro fator nuclear, o RORα, que é induzido por TGF-β e IL-6 de uma 
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maneira dependente de STAT3, expresso seletivamente em Th17. A super expressão de RORα 

promove a expressão de IL-17 e IL-17F, mas não de IL-22 e sua deficiência prejudica 

seletivamente a expressão de IL-17, mas não de IL-17F. Assim eles demonstraram que parece 

ser o RORα importante para a expressão de citocinas de células Th17, o que não é apenas 

determinado por reguladores mestres, mas também por outros fatores de transcrição específicos 

de linhagens que sintetizam a expressão gênica específica (YANG et al., 2008).  

Uma homologia a esse mecanismo é o observado em Th1, em que hlx interage com T-

bet para gerar a resposta de Th1 (MULLEN et al., 2002). Logo, é pontuado que a geração de 

Th17 é controlada pelos fatores de transcrição RORγt, RORα, AHR e IRF4 (IVANOV et al., 

2006; CIOFANI et al., 2012). 

 Entretanto, mesmo que vários trabalhos demonstrem a plasticidade das células T 

auxiliares, e também no que tange especificamente às Th17 e seu fator de transcrição chave 

RORγt, não há dados que correlacionem estes com a síntese de IL-12. Pelo contrário, os dados 

demonstram que esta citocina inibe a atividade desde fator e a diferenciação deste fenótipo de 

células. Isso torna nossos resultados mais intrigantes. Vale ressaltar que o câncer altera 

sistemicamente o hospedeiro, desencadeando mecanismos que ainda não são pontuados pela 

literatura. 

 Quando analisamos as células Th17 especificamente no contexto da imunidade tumoral, 

estas possuem um papel de natureza controversa, pois elas podem promover ou suprimir o 

crescimento tumoral dependendo da malignidade e do ambiente que o tumor proporciona ao 

hospedeiro. Os trabalhos caracterizam estas células com uma atividade dinâmica na modulação 

da inflamação e do câncer, estabelecendo relações questionáveis entre a inflamação e o câncer, 

em que a inflamação interage no tecido tumoral regulando as células imunes, ora dissipando a 

imunidade antitumoral e contribuindo para a sobrevivência das células tumorais (intensificando 

o crescimento tumoral e as metástases), ora iniciando, aumentando e mantendo a imunidade 

antitumoral (revisado por BAILEY et al., 2014). 

 Ainda quanto a plasticidade das células Th17, Lee e colaboradores demonstraram que 

estas podem se converter em células Th1, ganhando assim a capacidade de secretar IFN-γ e 

perdendo a capacidade de secretar IL-17 (LEE et al., 2009). Afinal, quando se considera essa 

plasticidade, discriminar e determinar sua função no hospedeiro portador de câncer se torna 

algo mais complexo, considerando ainda mais a instabilidade e plasticidade dos mecanismos 

imunes e citocinas observadas nesse tipo de paciente.  

 Quando Th17 são convertidas em Th1, é possível distinguir essas células? A distinção 

das células Th17 e as células Th17 convertidas em Th1 é realizada pelo marcador CD161. 
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Assim, juntamente com o CD161, os precursores Th17 expressam IL-23R. Quando expostos a 

IL-1β e IL-23, os precursores diferenciam-se em células Th17 maduras com capacidade de 

produzir IL-17A. Mas quando estas células Th17 encontram-se com IL-12, convertem-se em 

um fenótipo Th17/Th1 que coexpressam RORγt, T-bet, CXCR3, CCR6, CD161 e IL-23R. A 

presença contínua de IL-12 (ou sinais comparáveis) converte as Th17/Th1 em um fenótipo Th1 

(semelhante a Th1). Entretanto esse mecanismo ainda não está descrito em sua totalidade 

(COSMI et al., 2008; LEE et al., 2009; WANG et al., 2014). 

 Logo, estas células “ex-Th17” são denominadas de Th1 não clássicas e expressam 

CD161. Em contrapartida, as Th1 clássicas não se originam de precursores de Th17 e não 

expressam CD161. Ainda em relação a essas células é descrito que os fatores de transcrição 

Runx 1 e 3, associados ao T-bet são talvez cruciais para a geração de IFN-γ oriundo de Th17 

(COSMI et al., 2008; WANG et al., 2014). Em nosso estudo observamos que apenas 3 das 35 

amostras T CD3+CD4+IL-12+ coexpressavam RORγt e T-bet, o que não nos permite ainda 

associar nossos dados com estas informações.  

 Além do mais, quando estimulamos culturas de leucócitos totais de doadores saudáveis 

com o soro dos pacientes oncológicos, foi notória a diferenciação destas no fenótipo de nosso 

estudo. O mesmo não era verificado com as culturas de pacientes saudáveis que eram 

estimuladas com soro de controles saudáveis. Esses dados indicam a presença de algum fator 

sérico no soro dos pacientes oncológicos capazes de propiciar a diferenciação do fenótipo T 

CD3+CD4+IL-12+ in vitro. Fator que necessita de maiores análises na tentativa de sua 

identificação. 

 Trabalho de Kuka e colaboradores demonstrou que células TCRαβ+ de baço de 

camundongos e de sangue periférico humano (expressando CD11c e MHC II) expressavam IL-

12 quando estimuladas com ativadores policlonais (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012). 

Assim como em nosso estudo essas células também passaram a expressar IL-12. Entretanto, 

vale considerar que nossas culturas foram realizadas com leucócitos totais e não apenas 

linfócitos, o que pode indicar que algum outro mecanismo possa ter propiciado a geração desse 

fenótipo.  

 Estas constatações nos levam a questionar se nossos dados demonstram uma forma que 

o sistema imune busca de se adaptar para reduzir a atividade tumoral. Entretanto mais estudos 

sobre a síntese de IL-12 por células T CD4+ são necessários, para traçar os meios que estas 

expressam essa citocina, quais as vias de sinalização que induzem a esta produção e se esta 

condição está presente apenas no câncer. São necessárias mais análises em amostras de seres 
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humanos e também em animais, pacientes com câncer em vários estadiamentos e diferentes 

tipos de câncer. 

 Outra questão que devemos considerar é a possibilidade da partilha da subunidade p40 

entre a IL-12 e a IL-23. A IL-12 e IL-23 são citocinas pertencentes à mesma família, que 

incluem ainda a IL-27 e IL-35. Tratam-se de citocinas heterodiméricas, que ao contrário das 

citocinas típicas, são secretadas isoladamente (OPPMANN et al., 2000; VIGNALI; 

KUCHROO, 2011). 

 Consistem em uma cadeia α p19, p28 ou p35, com estrutura em feixe de 4 hélices e uma 

cadeia β p40 ou Ebi3, que partilham homologia com cadeias de receptores de citocinas solúveis 

como IL-6Rα. Desta forma, a cadeia p40 se emparelha com p35 ou p19 para formar IL-12 ou 

IL-23, respectivamente, ao passo que Ebi3 pode se emparelhar com p28 ou p35 para formar IL-

27 ou IL-35, respectivamente. Assim, em essência, a IL-12 e a IL-23 representam citocinas 

constitutivamente associadas a uma subunidade de receptor solúvel, que são segregadas como 

complexos binários (OPPMANN et al., 2000; KASTELEIN; HUNTER; CUA, 2007; JONES; 

VIGNALI, 2011). 

 Lupardur e Garcia (2008) demonstraram em análise comparativa dos complexos que 

formam a IL-12 e a IL-23, que eles possuem semelhanças na rede de interações na constituição 

da arginina central. Mesmo assim eles propuseram que apesar de p19 e p35 possuírem 

determinada homologia, representada através de uma sequência limitada, elas mantinham 

direcionamentos de respostas imunes distintos (LUPARDUR; GARCIA, 2008). 

 Porém, ainda são vários os questionamentos a cerca desse assunto. Por isso, a 

continuação das análises se fazem necessárias. Análises estas que devem abranger outros 

processos patológicos, para propiciar melhor compreensão da função da IL-12 em linfócitos T 

auxiliares e determinar em que condições a IL-12 é produzida por linfócitos T CD4+, além de 

compreender se ela é realmente secretada por essas células, ou possui alguma outra função 

ainda não descrita. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 Nosso estudo demonstrou que há quantidade significativamente maior de linfócitos T 

CD3+CD4+IL-12+ no sangue periférico de pacientes com câncer avançado e/ou recidivado, e 

que estas células expressam o fator de transcrição RORγt. Algumas amostras ainda 

coexpressaram o fator T-bet. Além disso, demonstramos que há possíveis fatores no soro dos 

pacientes oncológicos capazes de induzir a diferenciação de células T CD3+CD4+IL-12+.  

 Entretanto, são necessárias novas investigações em outros processos patológicos, como 

em doenças agudas e crônicas para determinar as reais condições em que a IL-12 é produzida, 

compreender a sua função ao ser produzida por linfócitos T CD4+ e identificar quais seriam os 

possíveis fatores séricos capazes de modular a plasticidade desse fenótipo celular.  
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APÊNDICE A 

 

 

Representação da expressão gênica do controle endógeno β-actina (ACTB) nas amostras 

obtidas por sorting dos pacientes oncológicos. (A) Representação da curva de amplificação da 

β-actina. (B) Representação da curva de dissociação da β-actina. ∆Rn:  fluorescência; Derivate: 

derivativa; Temperature (°C): temperatura em graus Celsius; Cycle: número de ciclos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

APÊNDICE B 

 

 

Representação da expressão gênica do fator de transcrição RORγt nas amostras obtidas por 

sorting dos pacientes oncológicos. (A) Representação da curva de amplificação de RORγt. (B) 

Representação da curva de dissociação de RORγt. ∆Rn:  fluorescência; Derivate: derivativa; 

Temperature (°C): temperatura em graus Celsius; Cycle: número de ciclos.  
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APÊNDICE C 

 

 

Representação da expressão gênica do fator de transcrição T-bet nas amostras obtidas por 

sorting dos pacientes oncológicos. (A) Representação da curva de amplificação de T-bet. (B) 

Representação da curva de dissociação de T-bet. ∆Rn:  fluorescência; Derivate: derivativa; 

Temperature (°C): temperatura em graus Celsius; Cycle: número de ciclos.  
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ANEXO 1 – Termo de esclarecimento  

 

TERMO DE ESCLARECIMENTO 

 

 Está sendo convidado a participar do projeto “IMUNOTERAPIA COM CÉLULAS 

DENDRÍTICAS NO TRATAMENTO DE NEOPLASIA”. Os avanços na área da saúde ocorrem 

através de estudos como este, por isso a sua participação é importante. O objetivo deste estudo é: 

 Estudar possíveis alterações imunológicas e patológicas dos tumores. 

 Avaliar o tratamento imunoterápico. Sintomas como dor muscular e aumento de temperatura podem 

ocorrer. Estas alterações podem ser tratadas e os pesquisadores orientarão sobre a medicação. 

 E caso você participe, será necessário coletar material para o estudo que estamos propondo, e que 

normalmente já é coletado para os seus exames de rotina, e que não lhe trazem nenhum desconforto 

ou risco de vida.  

 

Você poderá ter 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.  

 

Telefone de contato dos pesquisadores: 3318.5326 (GO), 3318.5595 (IPON) 

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

Pesquisa da Faculdade de Medicina do Triângulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APÓS ESCLARECIMENTO. 

 

Eu, ____________________________________________________________________ ,                                        

li e/ou ouvi o esclarecimento acima e compreendi para que serve o 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 ou seu responsável legal                        Documento de identidade 

 

______________________________                      

Assinatura do pesquisador responsável             

Prof. Dr. Eddie Fernando Candido Murta.        

 

Telefone de contato dos pesquisadores: 3318.5326 

 

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

Pesquisa da Faculdade de Medicina do Triângulo Mineiro, pelo telefone 3318-5854. 
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ANEXO 2 - Cópia aceite do Comitê de Ética em Pesquisa da UFTM (683-2006/CEP) 
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ANEXO 3 – Caracterização da amostra 

 

Caracterização da amostra  

Amostra Sujeito Sítio primário Fase no momento da coleta* Idade 

P8 CFSS Vulva Avançado 66 

P9 VMCL Endométrio Recidiva metastática 67 

P10 ERS Colo uterino Avançado 49 

P11 MTIJ Mama Avançado 71 

P12 SFLL Endométrio Recidiva metastática 79 

P13 MAB Ovário Avançado 57 

P14 JDMR Mama  Avançado 54 

P15 ACN Endométrio Avançado 38 

P16 MJCP Colo uterino Avançado 39 

P17 MRS Colo uterino Recidiva metastática 50 

P18 TBFM Endométrio Avançado 53 

P19 MCA Ovário Recidiva metastática 62 

P20 AAM Mama Avançado 30 

P21 MMS Mama Avançado 57 

P23 NLSB Mama Avançado 44 

P24 MAO Mama Avançado 66 

P25 MID Ovário Recidiva metastática 62 

P26 AJFC Colo uterino Recidiva metastática 53 

P27 OTS Colo uterino Recidiva local 58 

P28 MJLS Ovário Recidiva metastática 60 

P29 HMP Mama Recidiva metastática 55 

P30 RS Mama Recidiva local 0 

P31 AT Colo uterino Avançado 26 
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P32 IAG Ovário Avançado 50 

P33 HAF Colo uterino Recidiva metastática 71 

P34 MFB Mama Recidiva local 77 

P35 MALS Colo uterino Recidiva local 83 

P36 DOA Endométrio Recidiva local 71 

P37 RBMP Mama Recidiva metastática 41 

P38 RTM Colo uterino Avançado 47 

P39 TAR Endométrio Recidiva metastática 52 

P41 SFS Vulva Recidiva metastática 83 

P42 ZPC Vulva Avançado 72 

P43 MCS Mama Recidiva local  0 

P46 MJD Mama Recidiva local 72 

*Todos os pacientes participantes desse estudo tinham diagnóstico de câncer avançado, ou seja, estadiamentos avançados. Então o termo avançado foi 

utilizado para as pacientes com diagnóstico inicial com estadiamento avançado no momento da coleta; o termo recidiva metastática foi utilizado para 

pacientes com tinham prévio diagnóstico de câncer e que apresentaram recidiva com metástase no momento da coleta; e o termo recidiva local para as 

pacientes com prévio diagnóstico de câncer e que apresentaram recidiva local.  
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ANEXO 4 – Dados controles 

 

Amostra Sujeito Idade 

C1 PBS 29 

C2 JFV 25 

C3 NR 23 

C4 CEMJ 49 

C5 MPJ 38 

C6 MAM 48 

C7 ATCS 33 

C8 LMOB 31 

C9 MR 37 

C10 DFF 52 

C11 LFF 70 

C12 VFFV 49 

C13 JOL 33 

C14 LMP 24 

C15 ERB 50 

C16 AMSA 33 

C17 ECS 48 

C18 AMML 28 

C19 CGC 30 

C20 EBO 65 

C21 CAD 60 

C22 DHGC 51 

C23 MASA 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


