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RESUMO 

 

Os componentes do sistema imunológico têm a capacidade de interagir entre eles, para 

promover o desenvolvimento de uma resposta imune adequada. Algumas das suas células 

parecem sobrepor-se, em termos de funções e marcadores, como a população de células TDC, 

combinando as características de células T e células dendríticas. Objetivos: caracterizar as TDCs 

esplênicas obtidas de camundongos saudáveis e com tumores mamários induzidos por 4T1 

avaliando a expressão de moléculas apresentadora de antigénio, moléculas coestimulatórias e 

citocinas. Materiais e métodos: As células do baço de camundongos Balb/c saudáveis e com 

tumores foram avaliadas para a expressão de CD3, CD4, CD25, CD11c, CD11b, CD80, CD86, 

CHPII e também para a presença de citocinas IL-12 e TNF-α. Todas os experimentos realizados 

em triplicata biológica. Resultados e Discussão: A presença de células TDC em camundongos 

com tumores mamários induzidos por 4T1 (grupo experimental) diminuiu significativamente 

em moléculas de apresentação de antígeno (p=0,0002), células positivas para IL-12 (p = 0,0260) 

e também para o marcador de células proliferação (p=0,0001) em comparação com os 

camundongos saudáveis. Conclusão: observou-se que os marcadores pesquisados e as 

quantidades de TDCs em camundongos foram reduzidos na presença de tumores. Mais estudos 

são necessários para a compreensão dos efeitos destas células principalmente no microambiente 

do tumor, o que pode sugerir novas alternativas de terapias antitumorais. 

 

Palavras-chave: Câncer de mama, células TDC, linfócitos T, células dendríticas. 
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ABSTRACT 

 

The components of the immune system have the ability to interact between them, to 

promote the development of an appropriate immune response. Some of its cells seem to overlap 

in terms of functions and markers, as the population of TDC cells, combining characteristics of 

T cells and dendritic cells. Objectives: the characterization of splenic TDCs obtained from 

healthy or breast tumor-induced 4T1 mice, evaluating the expression of antigen presenting 

and/or costimulatory molecules, and cytokines. Materials and Methods: The spleen cells from 

healthy and with tumors Balb/c mice were evaluated for expression of CD3, CD4, CD25, 

CD11c, CD11b, CD80, CD86, MHCII and also for the presence of cytokines IL-12 and TNF-

alpha. All the experiments were made in biological triplicate. Results and discussion: the 

presence of TDC cells in mice with the tumor-induced 4T1 (experimental group) decreased 

significantly in antigen presentation molecules (p = 0.0002), cells positive for IL-12 (p = 

0.0260) and for marker of cell proliferation (p = 0.0001) in comparison with the healthy mice. 

Conclusion: we observed that markers and quantities of TDCs in mice were reduced in the 

presence of tumors. More studies are needed for the understand the effects of these cells mainly 

on the tumor microenvironment, which may suggest new alternatives of antitumor therapies. 

 

Keywords: Breast cancer, TDC cells, T cells, dendritic cells. 
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1 INTRODUÇÃO 1 

 2 

1.1 Câncer 3 

 4 

O Câncer é o termo abrangente utilizado para designar o crescimento celular 5 

descontrolado. Desenvolve-se, basicamente, quando há falha nos processos que induzem a 6 

divisão celular, defeitos no controle do ciclo de divisão celular e/ou desequilíbrio do controle 7 

de morte celular programada ou apoptose (ARRUDA et al., 2008). 8 

O câncer, ou neoplasia maligna é caracterizado pela transformação de células normais 9 

em malignas, podendo se estabelecer de forma espontânea ou induzida por agentes químicos, 10 

físicos ou biológicos. Quando há quebra da integridade celular, as transformações são 11 

evidenciadas, levando posteriormente a alterações moleculares e fenotípicas celulares (LOEB; 12 

HARRIS, 2007; DAROLT; FREITAS; FREITAS2, 2011).  13 

Estudos demonstram que uma única mutação não é suficiente para a formação do tumor 14 

e que é preciso ter duas ou mais modificações associadas que irão interferir nos mecanismos de 15 

proliferação e morte celular (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010). 16 

Segundo a World Health Organization (WHO), até o ano de 2030 são estimados 27 17 

milhões de novos casos incidentes de câncer no mundo, sendo 17 milhões de mortes por essa 18 

doença e milhares de pessoas vivas convivendo com essa doença (WHO, 2016).  19 

No Brasil é um problema que ganha relevância pelo perfil epidemiológico que essa 20 

doença vem apresentando com altos números de casos. É o que se tem mostrado, a estimativa 21 

realizada pelo Instituto Nacional de Câncer (INCA) para o ano de 2016, válida também para o 22 

ano de 2017, a ocorrência de cerca de 596 mil casos de câncer, sendo 295.000 casos entre os 23 

homens e 300.800 entre as mulheres (INCA, 2016). Ainda de acordo com o Instituto, o número 24 

de casos de câncer de mama para este ano de 2016 é de 57.960 (INCA, 2016).  25 

As células tumorais aglomeradas formam uma massa neoplásica que pode desenvolver 26 

a capacidade de realizar metástase, podendo assim comprometer a função de outros órgãos por 27 

apresentarem capacidade de invasão local e promoverem um microambiente favorável ao seu 28 

desenvolvimento (ONUCHI; CHAMMAS, 2010). 29 

 30 

 31 

1.2 Câncer de Mama 32 

 33 

O câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum entre o sexo feminino e a segunda 34 

principal causa de morte por câncer de mulheres em todo o mundo. O aumento do número de 35 
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casos deste tipo de câncer tem permitido elucidar o entendimento quanto aos mecanismos 36 

moleculares relacionados a esta doença e consequentemente ao desenvolvimento de novos 37 

agentes terapêuticos e estratégias que podem proporcionar importante diminuição na 38 

mortalidade (PEROU et al., 2000; SOTIRIOU; PUSZTAI, 2009).  39 

É uma das neoplasias mais temidas pelas mulheres, uma vez que a sua ocorrência causa 40 

grande impacto psicológico, funcional e social, atuando negativamente nas questões 41 

relacionadas à autoimagem e à percepção da sexualidade (ROUZIER et al., 2005). Seu 42 

desenvolvimento está relacionado à exposição prolongada aos hormônios femininos, à idade 43 

avançada para gestação, a não amamentação, ao excesso de peso, história familiar ou mutação 44 

genética, incluindo mutações nos genes BRCA1 e BRCA2. No entanto, há casos que a que a 45 

doença se desenvolve sem apresentar fatores de risco identificáveis (AMENDOLA; VIEIRA, 46 

2005). 47 

Em relação à mortalidade, essa neoplasia representou cerca de 13,7% do total de mortes 48 

por câncer no mundo no ano de 2008, com a exceção dos tumores de pele não melanomas. Na 49 

população norte-americana, houve redução de 12,3% nas taxas de mortalidade por câncer de 50 

mama entre os anos de 1991 a 2006, o que foi atribuído principalmente à ampliação do 51 

rastreamento mamográfico (CINTRA et al., 2012). 52 

No Brasil, estima-se aproximadamente 57.960 novos casos de câncer de mama em 2016 53 

válidos para 2017. Com base em dados dos registros de câncer de base populacional nacional, 54 

as incidências da doença são similares àquelas observadas em países desenvolvidos. Trata-se 55 

da principal causa de óbito por câncer feminino no país, principalmente nas regiões sudeste, 56 

sul, nordeste e centro-oeste e a segunda causa de neoplasia mais incidente na região norte.  A 57 

faixa etária de maior risco para este câncer, segundo dados da Secretária de Vigilância em 58 

Saúde, encontra-se entre 50 e 69, sendo relativamente rara antes dos 35 anos, acima dessa idade 59 

há um progressivo crescimento em sua incidência especialmente após os 50 anos (INCA, 2016). 60 

A classificação morfológica mais comum do câncer de mama é a preconizada pela 61 

Organização Mundial de Saúde (OMS) sendo 85% de carcinomas ductais e 15% de carcinomas 62 

lobulares (ANGULO et al., 2013). 63 

Somente a análise morfológica utilizada (anatomopatológica) é insuficiente para 64 

caracterizar os carcinomas de mama, uma vez que os tumores com o mesmo grau, estadio e tipo 65 

histológico podem apresentar diferentes prognósticos e respostas à terapia, sendo necessária a 66 

avaliação e classificação imunohistoquímica (ELSTON; ELLIS, 1991; REIS-FILHO; 67 

WESTBURY; PIERGA, 2006). 68 

A detecção precoce da neoplasia é a única forma de diminuir suas taxas de morbidade e 69 

de mortalidade. Programas de prevenção e diagnóstico precoce, tais como exames de palpação 70 
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das mamas, mamografia, ecografia, ressonância nuclear magnética, biópsia e estadiamento, 71 

justifica-se pela promoção da qualidade de vida (MOLINA; DALBEN; LUCA, 2003; 72 

ANGULO et al., 2013). Embora o prognóstico seja otimista para a maioria das mulheres 73 

diagnosticadas no estágio inicial da doença, o diagnóstico do câncer de mama ainda tem um 74 

profundo impacto psicossocial nos pacientes e seus familiares (BERGAMASCO; ANGELO, 75 

2001). 76 

 77 

1.3 Modelos Experimentais Câncer de Mama 78 

 79 

Para avaliar e compreender a biologia dos tumores de mama tem-se utilizado um modelo 80 

experimental conhecido como carcinoma mamário murino 4T1. Em 1983, Fred Miller isolou 81 

essa linhagem celular tumoral de camundongos da linhagem BALB/c (ASLAKSON; MILLER, 82 

1992; LELEKAKIS et al., 1999; YONEDA et al., 2000). 83 

Essa linhagem celular é altamente tumorigenica e invasiva, morfologicamente o tumor 84 

apresenta proliferação epitelial maligna e com elevado índice mitótico, apoptótico e vários 85 

vasos sanguíneos ligados diretamente a progressão tumoral. Há, ocorrência de metástases 86 

espontâneas a partir do tumor primário de uma glândula mamária para vários locais distantes, 87 

incluindo os nódulos linfáticos, sangue, fígado, pulmão, cérebro e ossos (PULASKI; 88 

OSTRAND-ROSENBERG, 2001). 89 

O tumor formado apresenta diversas características que permitem utilizar este modelo 90 

experimental para estudo do câncer de mama humano. Uma dessas características é de que essas 91 

células são facilmente transplantadas na glândula mamária, de modo que o tumor se desenvolva 92 

na própria glândula. Outra característica é que, semelhante ao que se observa no câncer de 93 

mama humano, a doença metastática de tumores 4T1 se desenvolve de forma espontânea a 94 

partir do tumor primário (PULASKI; OSTRAND-ROSENBERG, 2001). 95 

Sendo assim esse modelo se torna de grande valia para o estudo do câncer de mama por 96 

essas células tumorais apresentarem um comportamento similar ao desenvolvido por tumores 97 

mamários humanos (DUPRÉ et al., 2007). 98 

 99 

1.4 Resposta Imune a Tumores 100 

 101 

O sistema imunológico tem por finalidade manter a homeostase do organismo e 102 

combater as agressões de uma maneira geral. Ele é dividido em imunidade inata e imunidade 103 

adquirida que atuam em conjunto para a defesa do organismo (CRUVINEL et al., 2010). Na 104 

imunidade inata tem-se uma resposta rápida a vários estímulos. É representada pelas barreiras 105 
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físicas, químicas e biológicas, fagócitos (neutrófilos e macrófagos, células dendríticas (CDs)), 106 

células Natural Killer (NK), proteínas do sangue incluindo o sistema complemento e as 107 

citocinas (CRUVINEL et al., 2010). 108 

A imunidade adquirida utiliza mecanismos de reconhecimento específicos de antígenos 109 

mediados por receptores presentes nas membranas dos linfócitos T e B e é mais eficiente pela 110 

formação de células de memória (MIZOBE-ONO; ARAUJO; SANTOS, 2006; MENDONÇA 111 

et al., 2008). 112 

As células tumorais são capazes de estimular respostas imunológicas específicas, uma 113 

vez que são circundados por linfócitos T, células NK e macrófagos que provocam uma resposta 114 

imune contra essas células. O sistema imune pode ser ativado por estímulos externos, 115 

destruindo assim células tumorais, desde que estas células expressem antígenos que sejam 116 

reconhecidos como estranhos pelas células de defesa do organismo (SILVA; SERAKIDES; 117 

CASSALI, 2004).  118 

O sistema imune tem papel muito importante diante das células tumorais para que não 119 

haja crescimento do tumor, pois as células tumorais criam um ambiente imunossupressor como 120 

a liberação de citocinas, como o Fator de Crescimento Tumoral (TGF-β) afetando a resposta 121 

imune local, sendo que em pacientes com estágios de canceres avançados a resposta imune está 122 

em mau funcionamento, com diminuição das respostas de  linfócitos T auxiliares (T CD4+) e 123 

linfócitos T citotóxicos (T CD8+) e a deficiente expressão de moléculas do Complexo 124 

Histocompatibilidade Principal (CHP) nas células tumorais (PAZ et al., 2014). 125 

 126 

1.4.1 Células dendríticas e Resposta Antitumoral 127 

 128 

As CDs fazem a interligação entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa. Estas 129 

células são derivadas da medula óssea e residem em tecidos periféricos, pele, fígado e intestino 130 

onde capturam antígeno para processá-los e apresenta-los às células T virgens (CRUVINEL et 131 

al., 2010). 132 

Há dois subtipos de CD: as CD mielóides convencionais (mCD), caracterizadas pela 133 

expressão do marcador mieloide BDCA3+ ou BDCA1+as CD plasmocitóides (pCD), 134 

caracterizadas pela expressão do marcador celular CD11c+CD123+CD303+. As CDs mielóides 135 

são encontradas nos tecidos periféricos e no sangue e são precursoras das células de 136 

Langherans, CD da pele, e estão envolvidas na produção da citocinas pró-inflamatórias, como 137 

o fator de necrose tumoral (TNF) e a interleucina (IL-6) (OLIVEIRA; BORGES; CRUZ, 2013). 138 

As CDs plasmocitóides predominam no sangue periférico e secretam grandes quantidades de 139 

interferon tipo I (IFN-α/β) em resposta a infecções virais (CRUVINEL et al., 2010). 140 
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As CD, por se posicionarem em locais estratégicos reconhecem antígenos, a partir de 141 

seus receptores de reconhecimento, realizam sua internalização a partir da fagocitose, 142 

processam este antígeno, expressam moléculas de adesão e de CHP e coestimuladores B7-1 143 

(CD80) e B7-2 (CD86) para ativar linfócitos T virgens, realizando assim a sua função de forte 144 

apresentadora de antígeno (STEIMANN; BANCHEREAU, 2007). 145 

As CDs apresentam antígenos para as células T CD4+ e T CD8+ pelo CHP-II e CHP-I, 146 

respectivamente, expresso na superfície dessas células. Esta apresentação resulta na 147 

diferenciação dos linfócitos T CD4+ virgens em células efetoras Th1, Th2, TH17 ou Treg, 148 

enquanto que os linfócitos T CD8+ se diferenciam em citotóxicos (CTL). Devido aos sinais 149 

fornecidos pelas CDs, o reconhecimento de antígeno via CHP, a interação entre as moléculas 150 

coestimuladoras expressas na superfície das CDs e dos linfócitos T, ocorre uma resposta 151 

imunogênica ou tolerância imunológica, e a secreção de citocinas. As CDs podem induzir 152 

indiretamente a ativação de linfócitos B através da indução da expressão de moléculas de 153 

CD40/CD40L e de IL-12 nos linfócitos T, além de interagir com células da imunidade inata 154 

(BOUDREAU et al., 2011). 155 

Além disso, as CDs também são capazes de ativar células da resposta imune inata 156 

através da secreção de IL-12, que ativa as células NK, e da ativação de linfócitos do perfil Th1 157 

secretores de IFN-γ, que é capaz de ativar tanto as células NK quanto os macrófagos (DE 158 

VISSER; EICHTEN; COUSSENS, 2006). As células NK são as mais eficientes para o combate 159 

às células tumorais. A ativação dessas células depende do equilíbrio entre os seus receptores de 160 

ativação e inibição. Quando ativadas, as células NK induzem a morte da célula alvo através da 161 

liberação de grânulos tóxicos de perforina e granzima (TORREZINI; ATHANÁZIO, 2008). Os 162 

macrófagos são capazes de realizar a destruição das células tumorais, quando ativados na sua 163 

forma clássica, liberando enzimas tóxicas, como as enzimas lisossomais, espécies reativas de 164 

oxigênio e oxido nítrico, e pela produção do estimulador da toxidade tumoral, o TNF-α, e das 165 

citocinas que estimulam a resposta do sistema imune (IL-2, IL-12 e IL-18). (COUSSENS; 166 

WERB, 2002). 167 

 168 

1.4.2 Células T e Resposta Antitumoral 169 

 170 

Durante a resposta imune adquirida contra tumores as principais células participantes 171 

desta resposta são os linfócitos T. A maioria das células T humanas expressam, como receptor 172 

de reconhecimento de antígeno, o TCR α/β e moléculas de CD4 ou CD8. Essas moléculas 173 

interagem com moléculas de CHP realizando uma sinalização intracelular para que ocorra a 174 

ativação das células T (BROOKS et al., 1993). Quando ativadas durante o processo de 175 
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apresentação de antígenos anteriormente descrito, os linfócitos T CD4+ podem se diferenciar 176 

em subpopulações Th1, Th2, Th17 ou Treg, ao passo que os linfócitos T CD8+ se diferenciam 177 

em CTL (BOUDREAU et al., 2011). 178 

O principal mecanismo utilizado pelo sistema adaptativo celular para a morte das células 179 

tumorais é dependente dos linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTL), que reconhecem antígenos 180 

tumorais específicos apresentados por moléculas de CHPI. Por esta razão um dos mecanismos 181 

potentes de evasão tumoral envolve a expressão imperfeita ou não das moléculas de CHPI 182 

(TORREZINI, ATHANAZIO, 2008), ao passo que as células T CD4+ com a liberação de 183 

citocinas no início das respostas imunológicas, como a IL-12, promove a diferenciação na 184 

subpopulação de Th1 (MURPHY; STOCKINGER, 2010). 185 

  186 

 187 

1.5 Células TDCs 188 

 189 

Para que se tenha uma resposta imune eficaz faz se necessário a interação entre o sistema 190 

imune inato e o adaptativo (MOSER; LEO, 2010). E para que se inicie essa resposta é 191 

fundamental que se tenha a comunicação entre as CD e as células T (BANCHEREAU; 192 

STEINMAN, 1998). 193 

Tanto as CD quanto as células T se originam a partir de progenitores comuns da medula 194 

óssea e se diferenciam durante seu desenvolvimento, no entanto, estudos estão sendo realizados 195 

quanto às suas funções, que podem ser que não sejam tão distintas (LIU; NUSSENZWEINE, 196 

2010).  197 

As CD convencionais, ou mielóides, se diferenciam a partir de um progenitor comum 198 

da medula óssea e migram para os órgãos linfoides periféricos. Utiliza, para o seu 199 

desenvolvimento, os fatores de transcrição PU. 1, Ikaros, IRF8 e o Batf 3 e, como marcadores 200 

de diferenciação, o Flt3 e o seu ligante Flt3L. Estudos recentes mostram que o fator de 201 

transcrição Zbtb46, também é expresso no decorrer da diferenciação das CD convencionais 202 

(MEREDITH et al., 2012; SATPATHY et al., 2012). 203 

As células T, ou linfócitos T, também se originam na medula óssea e completam sua 204 

maturação no timo. Estas células podem se diferenciar, após sua ativação, em populações 205 

distintas de resposta, como linfócitos Th1, Th2, Th9, Th17, Treg e o T CD8+ (MOSMANN et 206 

al., 1986; PODGAEC et al., 2007; BETTELLI et al., 2008; LI; ROSTAMI, 2010).  207 

O sistema imune inato e adaptativo atuam através de diferentes células, sendo que 208 

algumas células parecem sobrepor-se, como é o caso de uma população celular recentemente 209 
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descoberta, denominada células TDC, que combinam características moleculares e funcionais 210 

dessas de ambas as respostas imunológicas (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).  211 

As células TDC apresentam características tanto de células T quanto de CDs, sendo, 212 

portanto, intermediárias entre as respostas imunes inata e adaptativa. Estas células também 213 

necessitam do timo para o seu desenvolvimento, sendo semelhantes às células T em sua origem 214 

e desenvolvimento, apresentando, ainda, propriedades funcionais características dos linfócitos 215 

T (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).  216 

As células TDC são caracterizadas pela expressão de altos níveis do marcador de CDs 217 

mielóides CD11c, de moléculas de MHC-II e do receptor de células T, TCR αβ. Também 218 

expressam CD11b, F4/80 e FcRγ. Estas células possuem tamanho e morfologia semelhantes às 219 

células T, sugerindo que as células TDC possam ser um novo subconjunto de linfócitos T 220 

(KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).    221 

Células T (por exemplo, Lck, subunidades de CD3 e IL-7Rα) e DCs (CD83, MHC II, 222 

Flt3 e Zbtb46) (RECHAVI; GOLDSTEIN; KLOOG, 2009) apresentam características da 223 

resposta imune inata comuns com a expressão de genes codificadores de proteínas normalmente 224 

encontradas nas células TDC. 225 

Estas células podem ainda, hipoteticamente, serem capazes de fornecer funções 226 

necessárias para autorregulação, indicando que elas não precisam da ajuda de uma célula 227 

apresentadora de antígenos (APC) convencional por serem autossuficientes para apresentação 228 

de antígenos. É regulada positivamente por moléculas coestimulatórias assim como as CD 229 

convencionais (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).  230 

 Além disso, estudos mostram que, quando as células TDC são estimuladas com agonistas 231 

de Receptores Semelhantes a Toll (TLR), elas são capazes de sintetizar IL-12, uma citocina 232 

produzida por CDs e importante para polarização de linfócitos do perfil Th1. A produção de 233 

IL-12 por TDC pode ser ainda mais evidente quando estimuladas com o IFN-γ recombinante 234 

(rIFN-γ) (KUKA; MUNITIC; ASHWELL, 2012).  235 

No entanto, ainda não está bem esclarecido qual o papel das células TDC na resposta 236 

imunológica antitumoral. Dessa forma, faz-se necessário avaliar o comportamento dessas 237 

células em uma resposta imune normal ou frente a estímulos como o desenvolvimento do tumor, 238 

sugerindo alternativas de terapias antitumorais. 239 

 240 

 241 

 242 

 243 

 244 
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2 JUSTIFICATIVA 266 

 267 

Não é de hoje que a saúde pública enfrenta uma das doenças mais desafiadoras para os 268 

imunologistas e outros especialistas: o câncer. O câncer e seu tratamento estão associados com 269 

numerosos efeitos adversos, sintomas físicos e psicológicos. 270 

O sistema imune é extremamente complexo, sendo que suas células têm a capacidade 271 

de interagir entre si, sendo esta interação entre o sistema imune inato e o adaptativo de grande 272 

importância para o desenvolvimento de uma resposta imune adequada. Algumas destas células 273 

parecem sobrepor-se em termos de marcadores e funções, como é o caso de uma população 274 

celular recentemente descoberta, denominada células TDC. 275 

Sendo essas células recém-descobertas, não se sabe ainda informações suficientes sobre 276 

seu fenótipo e função, principalmente em um ambiente em que há presença de células tumorais. 277 

Desta forma, nosso estudo justifica-se por caracterizar as células TDC localizadas no baço de 278 

camundongos saudáveis e em camundongos com câncer de mama induzidos por 4T1 para 279 

avaliar se este último promove uma alteração deste perfil, visto que ainda não está bem 280 

esclarecido qual o papel das células TDC na resposta imunológica e muito menos na resposta 281 

imune antitumoral e a partir disso poder sugerir novas alternativas de terapias antitumorais. 282 

 283 

 284 
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 299 

 300 
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3 OBJETIVOS 330 

3.1 Objetivo Geral 331 

Este estudo objetiva melhor caracterizar as TDC esplênicas, em termos morfológicos e 332 

funcionais, de camundongos na ausência e presença de tumores de mama induzidos por 4T1 333 

em camundongos. 334 

 335 

3.2 Objetivos Específicos  336 

3.2.1 Avaliar por citometria de fluxo a expressão de marcadores de superfície de células TDC – 337 

CD3+, CD4+, CD11b+, CD11c+ e CD25+ (receptor de IL-2) – em células obtidas do baço de 338 

camundongos saudáveis e com câncer de mama induzidos por 4T1.  339 

3.2.2 Avaliar por citometria de fluxo a expressão de moléculas coestimulatórias em células TDC 340 

– CD80+, CD86+ – em células obtidas do baço de camundongos saudáveis e com câncer de 341 

mama induzidos por 4T1. 342 

3.2.3 Avaliar por citometria de fluxo a expressão de moléculas de apresentação de antígenos 343 

em células TDC – CHP-II (Ia) – em células obtidas do baço de camundongos saudáveis e com 344 

câncer de mama induzidos por 4T1.  345 

3.2.4 Avaliar por citometria de fluxo a expressão de citocinas em células TDC – TNF-αα e IL-346 

12 – em células obtidas do baço de camundongos saudáveis e com câncer de mama induzidos 347 

por 4T1.  348 

3.2.5 Comparar se ocorrem alterações das características fenotípicas das TDCs na presença de 349 

tumores de mama induzidos por 4T1. 350 

 351 

 352 

 353 

 354 

 355 

 356 

 357 

 358 

 359 
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4 HIPÓTESE 389 

 390 

 Células TDC (linfócitos T com características de células dendríticas) expressam maior 391 

quantidade de moléculas coestimuladoras, de apresentação de antígeno e sintetiza citocinas 392 

TNF- α e IL-12 na presença de câncer de mama induzido por 4T1. 393 

 394 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 450 

 451 

5.1 Animais 452 

 453 

Neste estudo, foram utilizados um total de 20 camundongos da linhagem Balb/c fêmeas, 454 

com 8 semanas de idade, provenientes do Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON), Uberaba, 455 

Minas Gerais. Os animais foram separados em grupos, mantidos em 4 gaiolas de plástico, sendo 456 

5 camundongos em cada gaiola, com acomodação adequada, em ambiente claro/escuro de 12h, 457 

em temperatura controlada (21 ± 3°C), com alimentação e água disponíveis ad libitum. Depois 458 

do período experimental, os animais foram eutanasiados com uma overdose de Ketamina (75 459 

mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg). Seus restos mortais foram descartados, juntamente com o lixo 460 

biológico, para incineração.  461 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA), da 462 

Universidade Federal do Triângulo Mineiro, sob o número de registro 317 (ANEXO A). Todos 463 

os experimentos foram realizados em triplicata biológica. 464 

 465 

5.2 Grupos Experimentais  466 

 467 

Os animais foram divididos em dois grupos experimentais (Tabela 1) da seguinte forma: 
468 

Grupo controle, constituído por animais que não sofreram a indução do tumor e Grupo 
469 

experimental constituído por animais que foram inoculados com células tumorais da linhagem 
470 

4T1. Esses animais foram observados no decorrer dos 30 dias de experimento. 
471 

 472 

Tabela 1 - Divisão dos grupos experimentais de acordo com a administração de 4T1.  473 

 474 

Grupos Administração de 

4T1 (2x105) 

Nº animais 

   

Grupo Controle Não 10 

Grupo Experimental Sim 10 

Total - 20 

        Fonte: Autores (2015). 475 

 476 

 477 

 478 
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5.3 Indução de Tumor com Células 4T1 
479 

 
480 

As células da linhagem tumoral 4T1 foram mantidas em cultura em meio RPMI 
481 

completo, em estufa humidificada (Water Jacket Incubator 3110, Thermo-Fisher Scientific, 
482 

Marietta, OH) à 37°C e 5% de CO2. Para a indução do tumor, as células foram lavadas com 
483 

solução fisiológica 0,9% a 290xg, 4°C por 10 minutos e, posteriormente, foram injetadas 2x105 
484 

células 4T1 na glândula mamária dos animais dos grupos tumor (figura 1) e o crescimento 
485 

tumoral monitorado por 30 dias.  
486 

 487 

Figura 1 – Representação do desenho do estudo, que mostra a indução de tumores com linhagem celular 4T1 e 488 
período de observação.  489 

 490 

 491 

 492 

 493 

 494 

 495 

 496 

 497 

 498 

 499 

Fonte: Adaptado de Abdalla e colaboradores, 2014. 500 

 501 

 502 

5.4 Coleta de células esplênicas 503 

 504 

Os animais foram eutanasiados (como descrito acima), e os baços foram removidos 505 

(figura 2) e submetidos a um processo de ruptura mecânica com o auxílio de pinças. As células 506 

obtidas foram homogeneizadas imediatamente em solução fisiológica 0,9%, e lavadas três 507 

vezes por centrifugação a 290 xg durante 10 min a 4°C em solução fisiológica 0,9%. Após 508 

centrifugação, as células foram ressuspensas e distribuídas a uma concentração de 1x106 509 

células/tubo para utilização em protocolo de citometria de fluxo. 510 

  511 

 512 

 513 

 514 

 515 
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Figura 2 – Retira de baço de camundongo 516 
 517 
 518 
 519 
 520 
 521 
 522 
 523 
 524 
 525 
 526 
 527 
 528 
 529 
 530 
 531 
 532 
 533 

 534 
 535 
                                                        Fonte: do Autores (2015). 536 
 537 
 538 

  539 

5.5 Citometria de fluxo 540 

 541 

As células esplênicas foram colocadas em solução de lise (BD Biosciences - FACSTM 542 

Lysing Solution) a uma proporção de 1 ml de amostra em 20 ml de solução de lise. Após 10 543 

min de incubação à temperatura ambiente, a solução de lise celular foi removida por 544 

centrifugação durante 10 min a uma temperatura de 4°C e 290 xg, por três vezes em solução 545 

salina tamponada com fosfato (PBS). A cada amostra, foi adicionado 1 ml de PBS 546 

suplementado com 2 ul da proteína transportadora inibitória (BD GolgistopTM) por 3 ml de 547 

solução de células e, em seguida, incubadas durante 20 min a 4°C. As células foram então 548 

lavadas com PBS por centrifugação, tal como descrito acima, para remover o excesso de 549 

proteínas. 550 

Após centrifugação, as células foram ressuspensas, contadas e submetidas à 551 

imunomarcação extracelular com anticorpos BD PharmigenTM®. As células foram incubadas 552 

com cada um dos anticorpos a 4°C durante 30 min no escuro e depois lavadas com PBS para 553 

remover o excesso de anticorpos. A permeabilização e a fixação foram realizados (BD 554 

Cytofix/CytopermTM solution) a 4°C durante 20 min no escuro. As células foram igualmente 555 

submetidas à imunomarcação intracelular, alguns tubos foram reservados para isotipos de 556 

controle. Após marcação intracelular, as células foram mais uma vez incubadas a 4°C durante 557 

30 min no escuro e lavadas em solução tampão (BD Perm/WashTM Buffer) para remover o 558 

excesso anticorpos. Finalmente, as células foram ressuspensas em 500µl de PBS para análise 559 

por citometria de fluxo num citômetro BD FACS Calibur™. 560 
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As células foram ressuspensas, contadas e submetidas à imunomarcação extracelular 561 

com anticorpos anti-CD11b PerCP-Cy5.5 (molécula de adesão), anti-CD11c APC (quando 562 

positivo esse marcador celular indica células dendríticas mielóides), anti-80 FITC, anti-CD86 563 

APC (moléculas coestimulatórias), anti-Ia PE (CHP-II – molécula apresentadora de antígeno), 564 

anti-CD3 FITC (linfócitos T totais linfócitos), anti-CD25 PE (receptor de IL-2) (BD 565 

PharmigenTM®) por 30 min a 4°C e lavadas com PBS. A permeabilização e a fixação foram 566 

realizadas (BD Cytofix/CytopermTM solution) a 4°C durante 20 min. As células foram 567 

igualmente submetidas à imunomarcação intracelular de citocinas anti-IL-12 PE e anti-TNF-α 568 

PE (BD PharmigenTM®). 569 

Após marcação intracelular, as células foram mais uma vez incubadas a 4°C durante 30 570 

min no escuro e lavadas em solução tampão (BD Perm/WashTM Buffer) para remover o excesso 571 

anticorpos. Finalmente, as células foram ressuspensas em 500µl de PBS para análise por 572 

citometria de fluxo num citômetro BD FACS Calibur™. 573 

 574 

4.6 Análise Estatística  575 

 576 

Os dados obtidos neste trabalho foram analisados através do aplicativo GraphPad 577 

Prism® 5.00. As variáveis cuja distribuição não foi normal foram analisadas utilizando-se testes 578 

não paramétricos, Mann-Whitney para comparações entre dois grupos. Foram consideradas 579 

estatisticamente significantes as diferenças em que p foi menor que 5% (p < 0.05). 580 

 581 

 582 

 583 

 584 

 585 

 586 

 587 

 588 

 589 

 590 

 591 

 592 

 593 

 594 
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Resultados 618 
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 619 

6 RESULTADOS 620 

 621 

6.1 Células TDC em camundongos saudáveis e com câncer de mama 622 

 623 

  Para avaliar a presença de células TDC em camundongos saudáveis e com câncer de 624 

mama, foi realizada citometria de fluxo, para análise da expressão de marcadores de superfície 625 

CD3, CD11c, CD11b, CD80, CD86 e CHP de classe II, característicos destas células. Na figura 626 

3, observamos a porcentagem de células (% GATE) e a média de intensidade de fluorescência 627 

(MFI) para os marcadores de células dendríticas e moléculas coestimulatórias em células CD3+  628 

expressos em mediana. Nota-se, nesta figura, uma diminuição significativa da porcentagem de 629 

células CD3+/CD11b+ no grupo de células esplênicas do grupo experimental (0%) em relação 630 

ao grupo controle (1,61%) (p=0,0175) e também na média de intensidade de fluorescência no 631 

grupo de células esplênicas do grupo experimental (0) em relação ao grupo controle (865,96) 632 

(p=0,0175). Quanto à porcentagem de células CD3+/CHPII+ houve uma diminuição 633 

significativa no grupo experimental (47,40%) em relação ao grupo controle (81,71%) 634 

(p=0,0002) assim como a média de intensidade de fluorescência no grupo de células esplênicas 635 

do grupo experimental (657,78) em relação ao grupo controle (1518,6) (p=0,0002). Em relação 636 

as demais marcações, CD11c, CD80 e CD86, não foram observadas alterações significativas 637 

(p>0,05). Estes resultados sugerem que há uma redução de células TDC em camundongos com 638 

câncer de mama comparado a camundongos saudáveis. 639 

 640 

 641 

 642 
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 649 
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 657 

    658 

  659 

 660 

 661 

 662 

 663 

 664 

 665 

 666 

 667 
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 669 

 670 

 671 

 672 

 673 

 674 

 675 

 676 

 677 

 678 

 679 

 680 

 681 

 682 

 683 

 684 

Figura 3: Porcentagem de células (A) e Média de Intensidade de Fluorescência (B) de células CD3+ positivas 

para marcadores de células dendríticas e moléculas coestimulatórias. Resultados expressos em mediana (Teste 

Mann Whitney). *p<0,05; ***p<0,0001.  Grupo Controle e Grupo Experimental. %GATE: Porcentagem de 

células. MFI: Média de Intensidade de Fluorescência. 

 

B 

Controle 

Experimental 

CHP II 

0

50

100

150

CD11c     CD11b     CD86      CD80     CHPII

Controle

Experimental

*

***
C

é
lu

la
s
 T

 C
D

3
+
 (

%
 G

A
T

E
)

0

1000

2000

3000

4000

CD11c     CD11b     CD86      CD80     CHPII

Controle

Experimental*

***

 C
é
lu

la
s
 T

 C
D

3
+

 (
M

F
I)



37 

 

6.2 Redução de células TDC em camundongos com tumor 685 

 686 

Para avaliar a influência do tumor sobre as células TDC, foi avaliado a porcentagem de 687 

células e a média de intensidade de fluorescência de TNF-α+, IL-12+ e CD4+/CD25+ em células 688 

CD3+/CD11b+ ou CD3+/CD11c+.  689 

Na figura 4, observamos a expressão de marcadores CD3+/TNF-α+, CD3+/IL-12+ e 690 

CD4+/CD25+ positivas para CD11c+ expressos em mediana. Em relação à porcentagem de 691 

células CD3+/TNF-α+/CD11c+ não foram observadas alterações significativas quando 692 

comparados o grupo de células esplênicas do grupo experimental (75%) ao grupo controle 693 

(30,39%) (p>0,05) ao passo que a intensidade média de fluorescência dessa marcação reduziu 694 

significativamente no grupo de células esplênicas do grupo experimental (692,27) em relação 695 

ao grupo controle (1308,61) (p<0,0002).   696 

Em relação à porcentagem de células CD3+/IL-12+/CD11c+ observou-se uma diminuição 697 

significativa tanto da porcentagem dessas células no grupo de células esplênicas do grupo 698 

experimental (75,00%) em relação ao grupo controle (81,82%) (p=0,0260) assim como na 699 

média de intensidade de fluorescência dessas células no grupo de células esplênicas do grupo 700 

experimental (600,23) em relação ao grupo controle (1302,7) (p<0,0001). 701 

Em se tratando da porcentagem de células CD4+/CD25+/CD11c+ não foram observadas 702 

alterações significativas quando comparados o grupo de células esplênicas do grupo 703 

experimental (66,67%) ao grupo controle (72,73%) (p>0,05) ao passo que se observou uma 704 

diminuição significativa da média de intensidade de fluorescência dessa população celular no 705 

grupo de células esplênicas do grupo experimental (624,09) (p<0,0001) em relação ao grupo 706 

controle (1304,6). 707 
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 720 
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 731 

 732 

 733 

 734 
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 748 

Figura 4: Expressão em células linfocitárias que expressam moléculas de CD3+/TNF-α+, CD3+/IL-12+ e 

CD4+/CD25 do marcador CD11c+. Porcentagem de células (A) e Média de Intensidade de Fluorescência (B). Foram 

obtidas células esplênicas de camundongos saudáveis e camundongos induzidos com 2x105 células da linhagem de 

células tumorais 4T1 e analisadas através da técnica de citometria de fluxo. Os resultados obtidos foram expressos 

em mediana (Teste Mann Whitney). *p<0,05; ***p<0,0001. Grupo Controle e Grupo Experimental. %GATE: 

Porcentagem de células. MFI: Média de Intensidade de Fluorescência. 
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Em relação à expressão de células CD3+/TNF-α+, CD3+/IL-12+ e CD4+/CD25+ positivas 749 

para CD11b+, expressos em mediana, (figura 4) observarmos os seguintes resultados: notamos 750 

um aumento significativo da porcentagem de células CD3+/TNF-α+/CD11b+ no grupo de 751 

células esplênicas do grupo experimental   (75%) em relação ao grupo controle (26,97%) 752 

(p=0,0260) enquanto que a sua média de intensidade de fluorescência diminuiu de forma 753 

significativa no grupo de células esplênicas do grupo experimental  (1049,14) em relação ao 754 

grupo controle (4114,43) (p<0,0002).  755 

Nas células CD3+ positivas para a citocina IL-12+ notamos que não foram observadas 756 

alterações significativas em relação à porcentagem de células CD3+/IL-12+/CD11b+ quando 757 

comparados ao grupo de células esplênicas do grupo experimental (75,00%) ao grupo controle 758 

(27,27%) (p>0,05). Em relação à média de intensidade de fluorescência das células da mesma 759 

população celular se observou uma diminuição significativa no grupo de células esplênicas do 760 

grupo experimental (1049,14) em relação ao grupo controle (2510,38) (p<0,0001).  761 

Na expressão de marcadores de CD11b em células linfocitárias CD4+ positivas para a 762 

citocina CD25+ notamos um aumento significativo da porcentagem de células 763 

CD4+/CD25+/CD11b+ no grupo de células esplênicas do grupo experimental (100%) em relação 764 

ao grupo controle (44,64%) (p<0,0001). Quanto à média de intensidade de fluorescência se 765 

observa uma diminuição significativa dessas mesmas células no grupo de células esplênicas do 766 

grupo experimental (1552,29) em relação ao grupo controle (3831,19) (p<0,0001). Estes 767 

resultados sugerem que há uma redução de células TDC produtoras de IL-12, TNF-α e que 768 

possuem o marcador de proliferação para IL-2 (CD25) em camundongos com câncer de mama 769 

comparado a camundongos saudáveis. 770 
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Figura 5: Expressão em células linfocitárias que expressam moléculas de CD3+/TNF-α+, CD3+/IL-12+ e 

CD4+/CD25 do marcador CD11b+. Porcentagem de células (A) e Média de Intensidade de Fluorescência (B). 

Foram obtidas células esplênicas de camundongos saudáveis e camundongos induzidos com 2x105 células da 

linhagem de células tumorais 4T1 e analisadas através da técnica de citometria de fluxo. Os resultados obtidos 

foram expressos em mediana (Teste Mann Whitney). *p<0,05; ***p<0,0001.  

Grupo Controle e Grupo Experimental. %GATE: Porcentagem de células. MFI: Média de Intensidade de 

Fluorescência. 
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Tabela 2 – Valor de p da porcentagem de células (% GATE). 814 

 815 

Marcação Controle  Experimental Valor de p 

CD3+/CD11c+ 14,52 13,89 >0,05 NS 

CD3+/CD11b+ 1,61 0 0,0175* 

CD3+/CD86+ 13,41 1,56 >0,05 NS 

CD3+/CD80+ 45,8 35,94 >0,05 NS 

CD3+/CHPII+ 81,71 47,4 0,0002*** 

CD11c+/CD3+/TNF-α+ 30,39 75 >0,05 NS 

CD11c+/CD3+/IL-12+ 81,82 75 0,026 

CD11c+/CD4+/CD25+ 72,73 66,67 >0,05 NS 

CD11b+/CD3+/TNF-α+ 26,97 75 0,0260* 

CD11b+/CD3+/IL-12+ 27,27 75 >0,05 NS 

CD11b+/CD4+/CD25+ 44,64 100 <0,0001*** 

         Fonte: Autores (2015). 816 
NS: Não Significativa; *p<0,05; ***p<0,001 817 

 818 

 819 

Tabela 3 – Valor de p da Média de Intensidade de Fluorescência (MFI). 820 

 821 

Marcação Controle  Experimental Valor de p 

CD3+/CD11c+ 14,52 13,89 >0,05 NS 

CD3+/CD11b+ 1,61 0 0,0175* 

CD3+/CD86+ 13,41 1,56 >0,05 NS 

CD3+/CD80+ 45,8 35,94 >0,05 NS 

CD3+/CHPII+ 81,71 47,4 0,0002*** 

CD11c+/CD3+/TNF-α+ 30,39 75 >0,05 NS 

CD11c+/CD3+/IL-12+ 81,82 75 0,026 

CD11c+/CD4+/CD25+ 72,73 66,67 >0,05 NS 

CD11b+/CD3+/TNF-α+ 26,97 75 0,0260* 

CD11b+/CD3+/IL-12+ 27,27 75 >0,05 NS 

CD11b+/CD4+/CD25+ 44,64 100 <0,0001*** 

         Fonte: Autores (2015). 822 
NS: Não Significativa; *p<0,05; ***p<0,001. 823 
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7 DISCUSSÃO 853 

 854 

Recentemente descritas, as células TDC são um subtipo de células com propriedades 855 

comuns a células T policlonais e a células dendríticas (REIZIS et al., 2011). Essas células, raras, 856 

possuem similaridade morfológica a das células dendríticas com expressão de níveis 857 

intermediários de CD11c e de moléculas de apresentação antigênica CHP de classe II. Além 858 

disso, essas células também são caracterizadas pela expressão de moléculas coestimulatórias 859 

(CD80, CD86) e marcadores de superfície linfocitários (CD3, CD4 e TCR α/β) (KUKA; 860 

MUNITIC; ASWELL, 2012). 861 

Em nosso estudo observamos a redução do número e funcionalidade dos linfócitos T 862 

totais (CD3+) positivos para CD11b e para a molécula de apresentação antigênica CHP de II 863 

presentes nas células TDCs, sugerindo que essa diminuição aconteça devido a mecanismos que 864 

os tumores utilizam para escapar do sistema imune. 865 

Os linfócitos T totais (CD3+) são representados pela população de linfócitos T auxiliares 866 

(CD3+CD4+CD8-), T citotóxicos (CD3+CD4-CD8+) e linfócitos duplos-positivos 867 

(CD3+CD4+CD8+). São sem dúvidas as principais células de um mecanismo de defesa para o 868 

organismo. A atuação dessas células ativa componentes do sistema imune para que haja uma 869 

resposta eficaz (OSTRAND-ROSENBERG, 2008). 870 

A falha ou a falta de uma resposta satisfatória dos linfócitos T a antígenos associados a 871 

tumores pode ser explicado pelo mecanismo de tolerância imunológica associado ao escape 872 

tumoral. Como a ativação dessas células requer dois sinais de ativação, complexo CHP-873 

peptídeo e receptor de células T (TCR) para a ligação de moléculas coestimulatórias (B7-1 – 874 

CD80 e B7-2 - CD86) para seus ligantes (CD28) na superfície da célula T, as células tumorais 875 

utilizam meios de não expressar tais moléculas para que não tenha o reconhecimento e ativação 876 

desses linfócitos (OSTRAND-ROSENBERG, 2008). 877 

Com o mecanismo de escape tumoral esses linfócitos totais podem estar diminuídos 878 

devido as células tumorais não expressarem moléculas coestimulatórias e assim produzir 879 

anergia em linfócitos antitumorais evadindo-se da resposta imune. Estudos em modelos 880 

experimentais demonstrou que a perda de função imunitária, pode afetar a produção de vários 881 

mediadores desses linfócitos entre ele a produção de citocinas e de mecanismos efetores das 882 

células NK contribuindo de forma favorável ao desenvolvimento tumoral (JOYCE; POLLARD, 883 

2009).  884 
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Estudos realizados por Gabrilovich e colaboradores demonstram que a diminuição da 885 

função das células T CD4+ e TCD8+ podem estar ligadas também as células supressoras 886 

derivadas mielóides (MDSC) por suprimirem a resposta imune adaptativa através do bloqueio 887 

das funções dessas células (GABRILOVICH et al., 2007). Os seus níveis elevados na medula 888 

óssea, sangue e baço de camundongos com câncer está associado a um crescimento tumoral de 889 

progressão maligna (OSTRAND-ROSENBERG, 2008). 890 

Uma resposta imune eficiente requer coordenação entre imunidade inata e adaptativa. 891 

Em particular, a interferência entre as células dendríticas (CD) e células T é a chave para a 892 

iniciação da imunidade adaptativa (BANCHEREAU; STEIMANN, 1998).  893 

As CDs são potentes na captura e processamento antigênico, encontradas tanto na 894 

circulação quanto em tecidos, com grande eficácia no processo de apresentação cruzada e 895 

também na apresentação de antígenos via CHP classe II (GUERMONPREZ et al., 2002).O 896 

sistema de subtipos de células dendríticas é basicamente constituído por quatro: CD derivadas 897 

de monócitos (CD4lowCD11c+) (SEGURA;AMIGORENA 2013); células de Langerhans 898 

(CD1a+langerina+) (TOEBAK et al, 2009); CDs Plasmocitoides (CD11c+CD123+CD303+) 899 

(REIZIS et al., 2011) e CD mielóide convencional (BDCA3+ ou BDCA1+) (SATPATHY et al., 900 

2012). 901 

As moléculas CD11c e CD11b são expressas em uma variedade de células, como os 902 

macrófagos, monócitos, células dendríticas e células Natural Killer (NK) (FAN; 903 

EDGINGTON, 1991; EVANS et al., 2009). Em nosso estudo procuramos caracterizar as 904 

células TDC localizadas no baço de camundongos saudáveis e avaliar se o câncer de mama 905 

poderia induzir uma alteração deste perfil. De forma geral, observamos que ocorre uma redução 906 

significativa das células TDC nos camundongos com tumores, principalmente em relação aos 907 

marcadores celulares CD11b e molécula de apresentação de antígeno CHP de classe II, 908 

sugerindo que a presença de neoplasias pode influenciar na diferenciação desse perfil celular. 909 

Em uma resposta antitumoral essas moléculas são importantes, por estarem presentes na 910 

superfície de células apresentadoras de antígeno como as células dendríticas. Essas células por 911 

sua vez são responsáveis pela apresentação antigênica para ativação de linfócitos T e 912 

consequente destruição tumoral (LIU; CAO, 2015).  913 

Em contrapartida a esses dados, o microambiente tumoral contém uma rede de fatores 914 

imunossupressores, com a capacidade de reprogramar esse ambiente e limitar a capacidade de 915 

alguns tipos celulares, incluindo a inibição da função e capacidade das células T na erradicação 916 

do tumor (WU et al., 2015). Os componentes celulares do tumor, a matriz extracelular e o fluido 917 

intersticial constituem esse microambiente juntamente com as células do sistema imunológico. 918 
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Por sua vez as células tumorais e não tumorais expressam em sua superfície diversas moléculas 919 

e fatores que podem afetar a eficácia de uma resposta imune influenciando principalmente na 920 

apresentação antigênica e na resposta das células T (PARDOLL, 2012).  921 

Apesar de termos avaliado as células esplênicas dos camundongos com tumores e não o 922 

tecido tumoral, acreditamos que o microambiente tumoral e seus mediadores poderiam estar 923 

regulando a produção e funcionalidade das células TDC, visto que em estudo realizado por Okita 924 

e colaboradores (2014) foi observado uma forte correlação entre o aumento das células no 925 

ambiente tumoral com marcadores CD11b+ e CD11c+ representados pelas APCs e o mau 926 

prognóstico em pacientes com câncer gástrico, sugerindo que a presença dessas células 927 

caracterizam uma população de células DC imaturas, o que consequentemente correlacionaram 928 

positivamente as células que expressavam CD11b+ com as células T regulatórias, indicando que 929 

essas células poderiam ter o potencial para induzir uma ambiente regulatório em pacientes com 930 

câncer gástrico (OKITA et al., 2014). 931 

Estudos relacionados com a atuação da molécula de apresentação de antígeno, CHP, 932 

demonstraram que a maioria dos tumores são capazes de apresentar antígenos, no entanto como 933 

mecanismo de escape a falta dessas moléculas em células tumorais promovem uma tolerância 934 

exercendo efeitos prejudiciais (MORTARA et al, 2009). Estudos com tumores sólidos mostram 935 

que, os mesmos, não expressam moléculas de CHP de classe II e o seu envolvimento com as 936 

células T CD4+ é dependente de células apresentadoras de antígenos (APCs) e citocinas 937 

envolvidas (SCHIETINGER et al., 2010).  938 

No estudo de Kuka e colaboradores (2012), foi demonstrado a capacidade das células 939 

TDC em não precisar de uma APC para apresentação de antígeno e consequentemente a sua 940 

ativação. As células esplênicas de camundongos Balb/c foram estimuladas com anti-CD3+, 941 

tanto as células T, TDC e a co-cultura de células T com CD e observaram que as células TDC 942 

expandiram em maior proporção que as outras, sugerindo que as células TDC são capazes de 943 

fornecer funções para elas mesma, principalmente por terem a presença de moléculas 944 

coestimulatórias e de apresentação antigênica presentes nas CD (CD80, CD86 e MHC de II) 945 

não sendo necessário assim, a ajuda de uma APC para sua ativação (KUKA; MUNITIC; 946 

ASWELL, 2012)..  947 

Nossos dados demonstraram que ocorre uma diminuição das moléculas coestimulatórias 948 

avaliadas e também da molécula de apresentação de antígeno (CHP de classe II) na presença 949 

de um ambiente modificado pelo tumor. Estes dados corroboram para a ideia de que o tumor 950 

influência negativamente o surgimento destas células como mecanismo de escape para não ser 951 

eliminado. 952 
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Diante da modulação negativa do tumor nas moléculas de membrana acima reportadas, 953 

investigamos a presença de citocinas intracelulares importantes na estimulação da resposta 954 

imune antitumoral produzidas pelas TDCs. 955 

As TDCs, além de ter a habilidade de supra regularem as moléculas coestimulatórias, 956 

podendo processar e apresentar antígenos por moléculas de CHP de classe II de forma 957 

independente, bem como se proliferar nas respostas imunes, sugerindo que sua dualidade 958 

genética é refletida em suas propriedades funcionais de linfócitos T e de células dendríticas 959 

(KUKA; ASHWELL, 2013), elas ainda são capazes produzirem citocinas como a IL-12, TNF-960 

α e IL-2 quando estimulados por agonista de receptores semelhantes a toll (TLR). A IL-12 é 961 

uma citocina produzida por CD e macrófagos envolvida principalmente na diferenciação do 962 

fenótipo das células T CD4+ para o perfil Th1, importante para a imunidade antitumoral 963 

(MURPHY; STOCKINGER, 2010; WANG et al., 2013).  964 

Em um estudo publicado por nosso grupo, Michelin e colaboradores (2015) observaram 965 

um perfil de células T CD3+CD4+ no sangue periférico de pacientes com câncer, através da 966 

técnica de citometria de fluxo, que expressaram altos níveis de IL-12 importantes para uma 967 

resposta eficaz contra o tumor (MICHELIN et al., 2015). 968 

 Estes linfócitos auxiliares que produzem IL-12 também já haviam sido descritos em 969 

camundongos com tumores em um trabalho anterior (MICHELIN et al., 2013).  970 

No estudo investigativo sobre as características inatas das células TDC, Kuka e 971 

colaboradores estimularam esplenócitos totais de camundongos com LPS e outro com agonista 972 

de TLR. E observaram que as TDC estimuladas com agonista de TLR foram capazes de produzir 973 

a IL-12 (KUKA; MUNITIC; ASWELL, 2012).  974 

Em nosso estudo observamos que as células TDC produtoras de IL-12 quando em 975 

presença do tumor diminuíram tanto em sua quantidade quanto em funcionalidade. 976 

Acreditamos que com essa diminuição o perfil de células será desviado para um perfil 977 

imunossupressor caracterizado pela presença de células Th2, favorecendo assim a progressão 978 

tumoral. 979 

Em nossos estudos, verificamos também, a ação dos linfócitos T que expressam TNF-α 980 

obtidos de baço de animais com tumores e observamos que também apresentaram uma redução 981 

nessa população celular tanto em sua quantidade quanto em sua funcionalidade principalmente 982 

na presença das células tumorais.  983 

Um estudo realizado por Katanov e colaboradores (2015) observou que a progressão do 984 

câncer de mama promovida por células do estroma associados a fibroblastos e células 985 

mesenquimais resultaram em um microambiente tumoral inflamatório incluindo altos níveis de 986 
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TNF-α e também IL-1, citocinas pró-tumorigenica, o que levou a um recrutamento leucocitário 987 

pró-tumor de mama (KATANOV et al. 2015).  988 

Os dados do estudo acima contradizem com os nossos achados de que na presença das 989 

células tumorais há diminuição das células TDCs que expressam TNF-α tanto em sua quantidade 990 

quanto em sua funcionalidade, possivelmente por estas células serem muito peculiares, esta 991 

citocina possa exercer uma função diferente no baço destes animais, comparada com a citocina 992 

no microambiente tumoral. 993 

Assim sendo, decidimos investigar se estas células possuíam também a molécula de 994 

CD4+ e o receptor para a IL-2 (CD25), responsável pela proliferação dos linfócitos. Nossos 995 

resultados demonstraram que ocorre a expressão destas moléculas de membrana nas células 996 

esplênicas de camundongos saudáveis, contudo, as células TDC apresentam uma redução destes 997 

marcadores na presença do tumor. Avaliando a memória imunológica das células TDC, que 998 

possuem níveis intermediários da molécula CD25+, Kuka e colaboradores (2012) infectaram 999 

camundongos com o Vírus da Coriomeningite Linfocítica (LCMV) e verificou a expansão 1000 

dessas células após 8 dias de pico de resposta. In vitro verificou a proliferação desse tipo células 1001 

com o mesmo vírus e observou após dois meses que possuía ainda seus aspectos moleculares e 1002 

funcionais, indicando assim uma persistência imunológica desse tipo celular (KUKA; 1003 

MUNITIC; ASWELL, 2012).  1004 

Em nosso estudo observamos que houve um aumento células TDCs CD11b+ para 1005 

CD3+TNF-α+ e CD4+CD25+, sugerindo que seja um mecanismo que organismo utiliza na 1006 

tentativa do combate tumoral, sem muita efetividade enquanto que as TDCs CD11c+ houve 1007 

diminuição no seu marcador de proliferação alterando o seu perfil proliferativo.   1008 

Esses estudos vão ao encontro aos nossos achados no que diz respeito a memória e a 1009 

capacidade de proliferação das células TDC, onde observamos um aumento dessas células mais 1010 

a sua funcionalidade diminuída quando avaliadas o seu comportamento sobre a presença do 1011 

tumor.  1012 

 Diante dessa análise, podemos sugerir que as TDCs possam atuar em favor da resposta 1013 

imune antitumoral, sendo essas de suma importância, pela razão de estarem diminuídas em um 1014 

ambiente sobre a influência de células tumorais.  1015 

 1016 

 1017 

 1018 

 1019 

 1020 
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8 CONCLUSÃO 1054 

 1055 

Podemos concluir que:  1056 

1. Estes novos subtipos de linfócitos T possuem em sua membrana moléculas 1057 

características de células dendríticas mielóides (CD11c) e moléculas de adesão (CD11b) 1058 

necessárias para a funcionalidade dessas células TDC; 1059 

2. A presença das moléculas coestimulatórias presentes nas células TDC, encontravam 1060 

diminuídas na presença do tumor, tanto em sua quantidade e funcionalidade; 1061 

3. A molécula de apresentação de antígenos CHPII representada nos camundongos pelo 1062 

Ia, se apresentou diminuída na presença de células tumorais;  1063 

4. Além disto, esse subtipo de linfócitos T, possuem a capacidade de produzir TNF-α e IL-1064 

12 citocinas importantes para uma resposta antitumoral, só que expressas em menores 1065 

quantidades; 1066 

5. Possuem marcadores de linfócitos T auxiliares (CD4+) e receptor para IL-2 (CD25) 1067 

representante de um perfil proliferativo; 1068 

6. Contudo, todos estes marcadores, tanto em sua quantidade e funcionalidade presentes 1069 

nas células TDC no baço de camundongos se encontraram reduzidas quando na presença de 1070 

células tumorais. 1071 

 1072 

 1073 

 1074 

 1075 

 1076 
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