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RESUMO 

 

O câncer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo. Na prática, câncer é um termo 
genérico que se refere a mais de 200 doenças em que as células se dividem de forma anormal. 
Apesar da capacidade de induzir imunidade antitumoral, as células tumorais são capazes de 
evitar o mecanismo efetor imune e progredir no hospedeiro. A imunoterapia contra o câncer 
tem ganhado destaque pois busca reverter a imunossupressão causada pelo câncer, já que 
envolve o uso do sistema imunológico para rejeitar tumores ou prevenir sua recorrência. O 
presente estudo buscou avaliar a influência de fatores solúveis, produzidos por linhagem de 
tumor de mama, sobre a função e fenótipo de linfócitos humanos obtidos de doadoras saudáveis. 
Para isso, foi coletado sangue periférico de seis voluntárias saudáveis, do qual foram isolados 
linfócitos, que foram cultivados com ou sem sobrenadante de linhagem de célula tumoral MCF-
7 e foram feitos o ensaio de linfoproliferação, fenotipagem e caracterização da morte celular. 
Os resultados mostraram que sobrenadante tumoral não afetou o fenótipo dos linfócitos 
significativamente e nem a capacidade proliferativa, mas foi capaz de reduzir a porcentagem de 
células mortas por apoptose e aumentar a porcentagem de células viáveis, indicando que os 
fatores solúveis de MCF-7 têm efeito anti-apoptótico.  
 
Palavras-chave: Sistema imune. Câncer. Microambiente tumoral. 
  



 
 

ABSTRACT 

 

Cancer is the second leading cause of death worldwide. In practice, cancer is a generic term 
that refers to more than 200 diseases in which cells divide abnormally. Despite the ability to 
induce anti-tumour immunity, tumoral cells are able to prevent the immune mechanism from 
progressing in the host. Immunotherapy against cancer has as main objective to revert the 
immunosuppression caused by cancer, since it involves the use of the immune system to reject 
tumours or prevent their recurrence. The present study sought to evaluate the influence of 
soluble factors, produced by breast tumor lineage, the function and phenotype of human 
lymphocytes obtained from healthy donors. For this, peripheral blood was collected from six 
healthy volunteers, from which isolated lymphocytes were cultured with or without MCF-7 
tumor cell lineage supernatant and the lymphoproliferation, phenotyping and characterization 
of cell death assays were performed. Results showed that tumor soluble factors did not affect 
the lymphocyte phenotype significantly or the proliferative capacity, but was able to reduce the 
percentage of dead cells by apoptosis and increase the percentage of viable cells, indicating that 
the soluble factors of MCF-7 have an anti-apoptotic effect. 
 
Key words: Immune system. Cancer. Tumour microenvironment. 
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 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é a segunda principal causa de morte em todo o mundo e estima-se que seja 

responsável por cerca de 9,6 milhões de mortes em 2018, sendo que cerca de 1 em 6 mortes é 

devido ao câncer. Câncer de pulmão, próstata, colorretal, estômago e fígado são os tipos mais 

comuns de câncer em homens, enquanto mama, colorretal, pulmão, colo do útero e tireoide são 

os mais comuns entre as mulheres (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018).  

Na prática, câncer é um termo genérico que se refere a mais de 200 doenças em que as 

células se dividem de forma anormal, descontrolada e conseguem invadir outros tecidos. Ao 

mesmo tempo que compartilham certas características, essas doenças são extremamente 

diferentes em termos de sua origem genética e histopatológica, progressão, agressividade, 

prognóstico, tratamento e também resposta ao tratamento (SAITO et al., 2015). 

Apesar da capacidade de induzir imunidade antitumoral, as células tumorais são capazes 

de evitar o mecanismo efetor imune e progredir no hospedeiro. Os tumores contêm um 

repertório de células recrutadas, aparentemente normais, que contribuem para a aquisição de 

características marcantes ao criar o microambiente tumoral, já que as células tumorais são 

capazes de promover interações celulares e liberação de fatores solúveis que levam à 

imunossupressão e subversão da resposta imune (DEEPAK e ACHARYA, 2010; PALUCKA 

e COUSSENS, 2016).  

A imunoterapia contra o câncer tem ganhado destaque pois busca reverter a 

imunossupressão causada pelo câncer, já que envolve o uso do sistema imunológico para 

rejeitar tumores ou prevenir sua recorrência. Resultados clínicos interessantes foram obtidos 

usando vacinas contra o câncer, terapias de células T adotivas e anticorpos que estimulam a 

atividade dos linfócitos T. Além disso, evidências crescentes sugerem que a imunidade 

adaptativa contribui para os benefícios clínicos de longo prazo de tratamentos anticâncer, como 

quimioterapia e radioterapia (COULIE et al., 2014). 

Um dos principais mecanismos de escape do tumor que limita o sucesso clínico da 

imunoterapia do câncer é a função inadequada do sistema imune do hospedeiro no contexto de 

um tumor em desenvolvimento. Portanto, a imunoterapia bem-sucedida do câncer, requer o 

entendimento da relação natural entre o sistema imune do hospedeiro e as células tumorais 

(DEEPAK e ACHARYA, 2010). Sendo assim, são importantes estudos para elucidar os 

mecanismos pelos quais as células tumorais são capazes de manipular o sistema imunológico 

para evadir a destruição. 
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O principal mecanismo de proteção imune adaptativa contra tumores é a eliminação das 

células tumorais por linfócitos T citotóxicos (CD8+). Os linfócitos T auxiliares (CD4+) podem 

desempenhar um papel nas respostas imunes antitumorais ao proporcionar citocinas para a 

diferenciação de células T CD8+ naive em efetoras. Além disso, as células T auxiliares 

específicas para antígenos tumorais são capazes de secretar citocinas, como fator de necrose 

tumoral e interferon-γ, que podem aumentar a capacidade de reconhecimento de células 

neoplásicas por células T CD8+ (ABBAS et al., 2015). 

O presente estudo buscou avaliar a influência de fatores solúveis, produzidos por 

linhagem de tumor de mama, sobre a função e fenótipo de linfócitos humanos obtidos de 

doadoras saudáveis.   
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 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

O sistema imune é considerado atualmente como responsável pela defesa do organismo 

e pela manutenção da homeostase, pois seus componentes são capazes não apenas de neutralizar 

e impedir a ação de patógenos, mas também de modular processos fisiológicos em 

desequilíbrio, buscando preservar o próprio (ABBAS et al., 2015). Esse conceito abrangente 

foi lapidado ao longo do desenvolvimento da imunologia. 

O termo "imunidade" é derivado da palavra latina "immunitas", que originalmente levava 

o conceito legal de isenção. Desde a Idade Antiga fora observado que alguns indivíduos que se 

recuperavam da doença estavam de algum modo “isentos” da recorrência. Assim, escrevendo 

sobre a praga de Atenas em 430 a.C., Tucídides relatara que o mesmo homem nunca fora 

atacado duas vezes pela doença, pelo menos não fatalmente. Logo, os primeiros conceitos de 

imunidade estavam intimamente relacionados com as teorias prevalecentes da doença (LI, 

2010). 

A origem da imunologia como ciência costuma ser atribuída a Edward Jenner, que 

observou, no fim do século XVIII, que a doença da varíola bovina, ou vaccínia, relativamente 

branda, parecia conferir proteção contra a doença da varíola humana, geralmente fatal. Em 

1796, ele demonstrou que a inoculação de um preparado obtido de pústulas da varíola bovina 

poderia proteger contra a varíola humana. Jenner deu a esse procedimento o nome de vacinação 

(MURPHY, 2014). 

Quando introduziu a vacinação, Jenner nada sabia a respeito dos agentes infecciosos que 

causam doenças. No final do século XIX as descobertas de Koch e de outros grandes 

microbiologistas estimularam a expansão da estratégia de vacinação de Jenner para outras 

doenças. Nos anos 1880, Louis Pasteur projetou vacina contra a cólera aviária, e desenvolveu 

uma vacina antirrábica. Tais triunfos levaram à busca dos mecanismos de proteção imunológica 

e ao desenvolvimento da ciência da imunologia. Assim, a imunologia desenvolveu-se como 

ramo da microbiologia, desenvolvendo-se a partir dos estudos das doenças infecciosas e das 

respostas do organismo a estas doenças (MURPHY, 2014). 

Durante grande parte do século XX, o ceticismo era alto em relação à existência de uma 

resposta imune ao câncer em humanos e existiam dúvidas quanto à aplicabilidade aos seres 

humanos de informações derivadas de estudos de tumores murinos transplantáveis. A revisão 

de Woglom et al. (1929) comentando sobre imunoterapia e câncer concluiu que: “Seria tão 

difícil rejeitar a orelha direita e deixar a orelha esquerda intacta quanto imunizar contra o 
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câncer”. Mais tarde, a revisão de Hewitt et al. (1976) não relatou nenhuma evidência de resposta 

imune a 27 diferentes tumores espontâneos em camundongos.  

A primeira indicação clara de que manipulações imunológicas poderiam causar a 

regressão de cânceres humanos invasivos estabelecidos veio de estudos sobre a administração 

de altas doses de IL-2 recombinante em humanos, sendo mostrada a regressão de tumores 

invasivos volumosos em pacientes com melanoma metastático, câncer renal e linfoma não-

Hodgkin (ROSENBERG et al., 1983).  

A IL-2, uma citocina produzida por linfócitos T auxiliares, possui efeitos estimuladores 

imunológicos, incluindo a expansão de linfócitos após ativação por antígeno específico. Uma 

vez que a IL-2 não tem impacto direto nas células cancerígenas, seu efeito in vivo nos cânceres 

resulta da sua capacidade de expandir os linfócitos com atividade antitumoral (ROSENBERG, 

2001). 

O desenvolvimento de métodos de propagação de células T humanas de pacientes com 

câncer possibilitou a identificação de um antígeno próprio do melanoma: MAGE-1, 

evidenciando que o sistema imune é capaz de responder aos antígenos tumorais (VAN DER 

BRUGGEN et al., 1991; TRAVERSARI et al., 1992).  

Esse achado impulsionou a descoberta de diversos antígenos tumorais conhecidos 

atualmente e a presença de antígenos tumor-específicos fornece uma justificativa para três 

abordagens para imunoterapia de câncer que estão atualmente em desenvolvimento: o uso de 

anticorpos estimuladores de células T, transferência adotiva de células T antitumorais e 

vacinação (COULIE et al., 2014). 

De acordo com conceito de vigilância imunológica, o sistema imune é capaz de 

reconhecer e destruir clones de células neoplásicas antes que se transformem em tumores e 

também é capaz de eliminar tumores depois de formados. Assim, indivíduos imunossuprimidos 

tem maior risco de desenvolver câncer, mas, mesmo em pessoas imunocompetentes, as células 

tumorais são capazes de evitar o sistema imune por vários mecanismos e resultar em câncer 

(KUMAR et al., 2015).  

São reconhecidas dez características principais do câncer, incluindo multiplicação 

ilimitada, evasão de supressores de crescimento, promoção de invasão e metástase, resistência 

à apoptose, estimulação da angiogênese, manutenção da sinalização proliferativa, desregulação 

do metabolismo energético celular, instabilidade genômica e mutação, inflamação associada ao 

tumor e evasão da destruição imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

A explicação sobre a capacidade das células tumorais de evadir os mecanismos de 

destruição do sistema imune é demonstrada pela teoria da imunoedição do câncer. Considera-
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se que o sistema imune do hospedeiro molda o destino do tumor em três fases: eliminação, 

equilíbrio e escape (ilustrado na Figura 1). Na primeira fase, denominada eliminação, as células 

transformadas são destruídas por um sistema imunológico competente. No entanto, células 

tumorais esporádicas podem conseguir sobreviver à destruição imune e então entrar em uma 

fase de equilíbrio, onde há coexistência entre as células imunes e as células tumorais, sendo 

estas controladas, mas não eliminadas. É possível que haja eliminação do tumor, contudo, outra 

possibilidade é que células imunes exerçam uma pressão seletiva sobre células neoplásicas e 

estas, imunologicamente esculpidas, entram na fase de escape da resposta imune e progridem 

com mecanismos de supressão ou subversão da resposta imune (DUNN et al., 2004; 

SCHREIBER et al., 2011; MITTAL et al., 2014). 

 

Figura 1 – Processo de imunoedição do câncer. 

 
Com o processo de carcinogênese asNa fase de eliminação, elementos inatos e adaptativos da imunidade trabalham 
em conjunto para destruir as células neoplásicas. Se essa fase for concluída, o hospedeiro permanecerá livre de 
câncer e a eliminação representará a extensão total do processo. Se, no entanto, eventuais células neoplásicas não 
forem destruídas na fase de eliminação, pode-se entrar na fase de equilíbrio, na qual seu crescimento é evitado por 
mecanismos imunológicos. Para isso células T, IL-12 e IFN-g são necessários manter as células tumorais em um 
estado de dormência funcional. A edição da imunogenicidade do tumor ocorre na fase de equilíbrio. O equilíbrio 
também pode representar um estágio final do processo de imunodeficiência do câncer e pode restringir o 
crescimento de cânceres que ficarão ocultos durante toda a vida do hospedeiro. Entretanto, como consequência da 
constante pressão de seleção imune constante em células tumorais geneticamente instáveis mantidas em equilíbrio, 
podem surgir variantes de células tumorais que (1) não são mais reconhecidas pela imunidade adaptativa (variantes 
de perda de antígenos ou células tumorais que desenvolvem defeitos no processamento de antígenos ou 
apresentação), (2) tornarem-se insensíveis aos mecanismos efetores imunes, ou (3) induzem um estado 
imunossupressor dentro do microambiente tumoral. Essas células tumorais podem então entrar na fase de escape, 
na qual seu crescimento não é mais bloqueado pelo sistema imune, e assim emergem para causar doença 
clinicamente aparente. 

Fonte: Schreiber et al. (2011) com modificações da autora. 
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As respostas imunes que são capazes de destruir as células tumorais são mediadas 

principalmente por células NK e linfócitos T citotóxicos. Os tumores evadem das respostas 

imunes através de vários mecanismos que incluem a redução da expressão de moléculas do 

MHC, crescimento seletivo de células que não expressam antígenos tumorais, produção de 

substâncias imunossupressoras solúveis, acoplamento dos receptores inibitórios nos linfócitos 

por seus ligantes expressos nas células tumorais, e a indução de células T regulatórias 

(SCHREIBER et al., 2011; GAJEWSKI; SCHREIBER; FU, 2013). 

O efeito da atividade das células tumorais sobre as células do sistema imune é múltiplo e 

pode incluir diversos mecanismos. A imunomodulação mediada pelo tumor possibilita que as 

células neoplásicas interferiram em cada passo da resposta inflamatória antitumoral. Não 

apenas a interação intercelular, mas também fatores solúveis tumorais dificultam a função 

efetora das células imunes envolvidas e as reprogramam como células caracterizadas por 

fenótipo regulatório e imunossupressor (ELINAV et al., 2013). 

A caracterização do microambiente tumoral em pacientes com câncer revela evidências 

de fenótipos imunológicos distintos com base na presença ou ausência de inflamação baseada 

em células T. Essas observações possibilitaram identificar biomarcadores preditivos para 

resposta a imunoterapias e estão orientando a identificação de novas intervenções 

imunoterapêuticas. Os tumores infiltrados de células T podem responder de forma ideal às 

terapias que visam interferir nos mecanismos inibitórios do sistema imunológico. Os tumores 

não infiltrados de células T podem requerer intervenções adicionais com o objetivo de 

promover uma inflamação ideal e ativação imune no microambiente tumoral (GAJEWSKI; 

SCHREIBER; FU, 2013).  

A literatura relata que a análise do microambiente tumoral de pacientes com diversos 

tumores sólidos, como carcinoma de células renais, melanoma, câncer de ovário e câncer de 

mama revela infiltrados de linfócitos T (ZHANG et al., 2003; KREIKE et al., 2007; 

MAHMOUD et al., 2011; RUSAKIEWICZ et al., 2013). É presumido que inclui linfócitos T 

antígeno-específicos para o tumor, que tenham sido espontaneamente ativados em resposta ao 

crescimento tumoral, talvez por mecanismos de vigilância imunológica (GAJEWSKI et al., 

2013).  

Em tumores com infiltrados de células T, as quimiocinas suportam o influxo de linfócitos 

T efetores CD8+, mas estas subsequentemente se tornam funcionalmente inibidas pelos efeitos 

das células tumorais. Em tumores não infiltrados de células T, há má expressão de quimiocinas 

e falta de infiltração de células T. Assim, os infiltrados tumorais de células T tem maior 
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capacidade de responder de forma ideal às terapias que visam reverter a imunossupressão 

(GAJEWSKI et al., 2013). 

Um mecanismo fundamental para o correto funcionamento do sistema imune é a 

apoptose. Durante os estágios iniciais da linfopoiese, a sinalização dos fatores de crescimento 

é um regulador essencial da homeostase, regulando a sobrevivência dos progenitores de 

linfócitos. Durante a diferenciação dos linfócitos, a apoptose assegura que os linfócitos 

expressem receptores funcionais de antígenos e é essencial para a eliminação de linfócitos 

autorreativos. Alterações na expressão ou função de moduladores de morte celular, podem 

resultar em condições patológicas, incluindo imunodeficiência, autoimunidade e câncer, tendo 

em vista que regulação da morte celular protege a responsividade dos linfócitos (OPFERMAN, 

2008). 

O Comitê de Nomenclatura em Morte Celular propôs que os pesquisadores deveriam 

definir uma célula como morta quando as seguintes características são observadas: (1) a célula 

perdeu a integridade da membrana plasmática; (2) a célula sofreu desintegração completa; (3) 

o que resta da célula foi fagocitada pelas células vizinhas in vivo (KROEMER et al. 2009). 

Desta forma, estudos que busquem aprofundar os efeitos no fenótipo, função e sobrevida 

dos linfócitos são importantes para entender a imunidade no contexto de câncer e possibilitar o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas. 
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 OBJETIVOS 

 

 Objetivo Geral 

 

Avaliar a influência de fatores solúveis liberados por linhagem de células tumorais sobre 

a proliferação, fenótipo e morte de linfócitos, para contribuir com estudos acerca do microambiente 

tumoral. 

 

 Objetivos específicos 

 

⎯ Isolar linfócitos de sangue periférico humano; 

⎯ Determinar o fenótipo dos linfócitos; 

⎯ Avaliar efeitos dos fatores solúveis de células tumorais sobre a proliferação de 

linfócitos; 

⎯ Caracterizar a morte celular dos linfócitos. 
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 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Grupo de estudo 

 

As seis voluntárias, com idade entre 22 e 40 anos, foram informadas sobre o intuito do 

estudo e assinaram o termo de consentimento livre e aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa 

da Universidade Federal do Maranhão. Foram critérios de inclusão sentir-se bem e com saúde, 

não possuir diagnóstico de doença crônica, concordar em participar da pesquisa e assinar o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da UFMA, conforme o projeto n. 1.308.275 (Anexo1). Foram critérios de exclusão 

pacientes que não se enquadrarem nos critérios de inclusão acima descritos e/ou não 

concordarem assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A cronologia do 

experimento está ilustrada na (Figura 2) 

 

Figura 2 – Cronologia do experimento 

Fonte: criada pela autora. 

 

 Obtenção de linfócitos do sangue periférico 

 

As amostras de sangue foram coletadas por punção venosa em tubos a vácuo contendo 

EDTA como anticoagulante, obtendo-se um volume final médio de 7mL de sangue. Para 

obtenção das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e isolamento dos linfócitos, 

em ambiente estéril (cabine de fluxo laminar), o sangue foi diluído com PBS (tampão de 

fosfato) na proporção de 1:1. Em um tubo cônico de 50mL, adicionou-se um volume de Ficoll® 

Paque Plus correspondente à quantidade de sangue coletada. O sangue diluído foi adicionado 

sobre a camada de Ficoll®.  

Dia 0

• Obtenção dos 
linfócitos

• Imunofenotipagem
• Marcação com 

CFSE
• Cultura

Dia 1

• Cultura

Dia 2

• Cultura

Dia 3

• Imunofenotipagem
• Leitura do CFSE 

(linfoproliferação)
• Avaliação da 

morte celular
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O material foi centrifugado a 900g por 30 minutos, a 18ºC. A camada de células 

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

PBS e centrifugada a 600g por 10 min. As células foram lavadas por mais duas vezes e 

centrifugadas a 300g e 200g, respectivamente, para eliminação das plaquetas. Entre a segunda 

e a terceira lavagem, retirou-se uma alíquota da suspensão de células para contagem e 

determinação da viabilidade celular em câmara de Neubauer com corante azul de tripan 

conforme o item 4.3.   

Após a terceira lavagem, o pellet foi ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado 

10% com soro fetal bovino (R-10) em quantidade suficiente para a concentração de 1x106 

células/mL. As PBMCs foram colocadas em placas de plástico específicas para cultura de 

células, em estufa a 5% CO2, a 37°C por 2h, para aderência.  

Passado esse tempo, as células não-aderentes foram retiradas e contadas. As células 

aderentes foram consideradas monócitos e as não aderentes linfócitos. Separou-se então parte 

das não aderentes para análise fenotípica como descrito no item 4.4. O restante dos linfócitos 

foi destinado a cultura conforme o item 4.6. Ressalta-se que todo o procedimento foi feito em 

ambiente estéril para que não houvesse contaminação microbiana nas amostras. 

 

 Viabilidade celular por azul de tripan 

 

Em 10μL da suspensão celular foram adicionados 10μL de azul de tripan a 0,4% para a 

observação e contagem em câmara de Neubauer por microscopia óptica. O corante azul de 

tripan permite detectar células inviáveis que, por apresentarem danos na membrana plasmática, 

permitem a incorporação do corante e coram-se em azul, diferentemente das células viáveis, 

com membrana plasmática íntegra, que bloqueia a passagem do corante, mantendo-se não-

corada (MCATEER, 1994).  

Para calcular a porcentagem de células viáveis (viabilidade) utilizou-se a equação abaixo. 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 (%) =  𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛ã𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑎𝑑𝑎𝑠𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 × 100 

 

 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 

 

Foram utilizadas alíquotas de 2x105 células e colocadas em microtubos plásticos de 

1,5mL que foram centrifugadas por 1min, a 10500g para obtenção de um pellet. O sobrenadante 

foi descartado e a amostra lavada duas vezes com PBSA 1%. Foram adicionados os anticorpos 
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monoclonais comerciais específicos para os marcadores de interesse: CD3 (marcador de 

linfócitos T), CD4 (molécula do complexo TCR de linfócitos T auxiliares), CD8 (molécula do 

complexo TCR de linfócitos T citotóxicos) e CD28 (proteína expressa nas células T que fornece 

sinais co-estimulatórios necessários para a ativação e sobrevivência das células T). 

Com o intuito de calibrar o equipamento antes da análise, também foram feitas monocatas 

marcadas cada um dos anticorpos e uma amostra foi deixada sem anticorpo algum (branco), 

mas passou por todas as outras etapas.  

As amostras foram incubadas por 20 min a 4ºC ao abrigo da luz. Após este período, o 

material foi lavado duas vezes com PBSA 1% e fixado com tampão contendo 4% de 

paraformaldeído, por 15 minutos. Após centrifugadas, as amostras foram ressuspendidas em 

200μL de PBSA 1% e armazenadas ao abrigo da luz em geladeira, a 4°C, por até sete dias, para 

que fosse feita a leitura por citometria de fluxo (Guava® easyCyte™ 8HT). 

Para a análise, foram considerados os seguintes perfis fenotípicos: 

• Linfócitos CD3+; 

• Linfócitos CD3+ CD4- CD8+; 

• Linfócitos CD3+ CD4- CD8+ CD28+; 

• Linfócitos CD3+ CD4+ CD8-; 

• Linfócitos CD3+ CD4+ CD8- CD28+. 

Para isso, utilizando o software FlowJo, foram definidos gates, e avaliaram-se as 

populações, conforme mostra a Figura 3. 
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 Obtenção de sobrenadante tumoral 

 

O sobrenadante foi obtido de células da linhagem MCF-7 (SOULE et al. 1973) 

provenientes do Laboratório de Imunologia Aplicada ao Câncer (UFMA), cultivadas até 

atingirem confluência de 80%. Para evitar restos celulares, o sobrenadante foi filtrado com filtro 

de seringa antes do uso. 

 

 Cultura de linfócitos 

 

Os linfócitos foram cultivados com 200μL de veículo por três dias em placa de 96 poços 

(2x105 células por poço). Parte das células foram marcadas com carboxifluoresceína 

succinimidil éster (CFSE) para o ensaio de linfoproliferação conforme o item 4.7. Os grupos 

foram os seguintes: 

• Linfócitos + Meio R-10 (Ly+meio) 

• Linfócitos + 70% Meio R-10 + 30% de sobrenadante de MCF7 (Ly+ST) 

• Linfócitos marcados com CFSE + Meio R-10 

• Linfócitos marcados com CFSE + 70% Meio R-10 + 30% de sobrenadante de MCF7 

• Linfócitos marcados com CFSE + Meio R-10 + fitohemaglutinina 

• Linfócitos marcados com CFSE + 70% Meio R-10 + 30% de sobrenadante de MCF7 

+ fitohemaglutinina 

 

 Ensaio de linfoproliferação 

 

As células foram marcadas antes da cultura com CFSE – (Invitrogen, CellTraceTM CFSE 

Cell Proliferation Kit), de acordo com as instruções do fabricante. Após o terceiro dia de cultura, 

as células marcadas com CFSE foram analisadas no citômetro de fluxo FACSCallibur (Becton 

Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, U.S.A.) Como controle positivo foi 

utilizado o mitógeno fitohemaglutinina.  

O CFSE é capaz de reagir com as aminas intracelulares, formando conjugados 

fluorescentes estáveis. A fluorescência das células marcadas se mantém durante o 

desenvolvimento celular. Quando ocorre divisão celular, a marcação é herdada pelas células-

filhas, sendo que não é transferida para células adjacentes em uma população, então diferentes 

intensidades de fluorescência indicam diferentes gerações de células (TARIO JR et al., 2012). 
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 O software FlowJo, utilizado para analisar a proliferação, vale-se da intensidade de 

fluorescência emitida por cada célula e então calculada as medidas de proliferação, como 

exemplificado na Figura 4.  

Figura 4 - Exemplo de análise da proliferação celular 

O gráfico mostra as gerações de células de acordo com a intensidade de fluorescência. Os parâmetros calculados 

são disponibilizados ao lado do gráfico 

Fonte: Dados da pesquisa avaliados pelo FlowJo 

 

O índice de proliferação calculado pelo FlowJo é o número total de divisões dividido pelo 

número de células que entraram em divisão. Assim, o índice de proliferação leva em conta 

apenas as células que sofreram pelo menos uma divisão, ou seja, apenas as células responsivas 

são refletidas no índice de proliferação (ROEDERER, 2011). 

 

 Avaliação de morte celular por citometria de fluxo 

 

Após a cultura, parte das células sem CFSE foram destinadas a avaliação de morte celular. 

A anexina V é uma proteína placentária humana que se liga especificamente à fosfatidilserina 

na presença de cálcio. A anexina V conjugada com fluorocromo é uma ferramenta comumente 

usada para detectar e quantificar a exposição de fosfatidilserina, característica da assimetria de 

membrana plasmática. A detecção da anexina V deve ser combinada com o uso de reagentes de 

viabilidade celular, como iodeto de propídio (PI), que não é capaz de penetrar na membrana 

plasmática íntegra, podendo ser usados em conjunto para diferenciar células apoptóticas e 

necróticas. (VERMES et al., 1995). 
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No presente estudo, foi utilizando o kit Annexin V FITC Apoptosis Detection Kit (BD 

Pharmingen™), seguindo as instruções do fabricante. Após aquisição das células em citômetro 

de fluxo FACSCallibur (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA, U.S.A.), 

as células foram selecionadas de acordo com seu tamanho e granulosidade. 

A seleção das células marcadas com Anexina V-FITC/PI permitiu a distinção de grupos 

celulares (Figura 5), que foram classificados como: 

• Anexina+ PI-: células em apoptose; 

• Anexina+ PI+: células inviáveis, mortas por apoptose; 

• Anexina- PI+: células inviáveis, mortas por necrose; 

• Anexina- PI-: células viáveis. 

 

Figura 5 – Marcação com Anexina V FITC e iodeto de propídio 

 

A figura mostra um exemplo de leitura da marcação com Anexina V FITC (AV) e iodeto de propídio (PI). Ao lado 
de cada quadrante está ilustrado o estado das respectivas células. Q1: células em apoptose; Q2: células inviáveis, 
mortas por apoptose; Q3: células inviáveis, mortas por necrose; Q4:  células viáveis. 

Fonte: dados da pesquisa. 
  



24 
 

 Análise dos dados 

 

As amostras para realizar os testes de imunofenotipagem, linfoproliferação e avaliação 

da morte celular foram feitas em duplicata, totalizando 12 amostras. Os dados obtidos por 

citometria de fluxo foram analisados com auxílio do software FlowJo® (versão 10.5.). Após 

processamento dos dados, utilizou-se o GraphPad Prism (versão 8.0.1) para realizar os testes 

estatísticos Anova seguido de teste Tukey para a fenotipagem e linfoproliferação e Anova 

seguido de Sidak para analisar os dados da morte celular. 

 

  



25 
 

 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 Imunofenotipagem por citometria de fluxo 

Quanto a frequência de linfócitos CD3+ aumentou no grupo cultivado com meio R-10 

(antes: 76,7±5,9% e depois: 88,1±4,4%, p=0,006). Não houve diferença entre o cultivo com 

meio R-10 e tratado com sobrenadante tumoral. 

Analisando a expressão de CD8, não houve diferenças na frequência de células positivas. 

No entanto, houve aumento da frequência de células CD8+ CD28+, o tempo de cultura 

provocou diferença na frequência de células no grupo cultivado com meio R-10 (antes: 

56,04±21,8%, depois: 74,8±8,7%), p<0,0001) e também no grupo cultivado com sobrenadante 

tumoral (antes: 56,04±21,8%, depois: 80,2±5,02% p<0,0001). Não houve diferença entre os 

grupos não-tratado (cultivado com meio R-10) e tratado com sobrenadante.  

Em relação a CD4, não houve diferença quando analisado sozinho, nas células T. Quando 

analisadas as células CD4+ CD28+, notou-se que houve redução na frequência com o tempo de 

cultura (antes: 93,8±4%, depois: 59,9±6,9%) sendo que o grupo tratado com sobrenadante 

também apresentou menor frequência em relação ao valor antes do tratamento (antes: 93,8±4%, 

depois: 57,8±8,5%). Não houve diferença entre o grupo tratado e o não tratado (Figura 6). 

 

Figura 6  – Fenótipo dos linfócitos  

 
Os dados estão expressos como média ± desvio padrão. N= 12 por grupo. Ly d0: linfócitos obtidos no dia 0; 
Ly+meio: linfócitos não tratados, cutivados com meio R-10 por três dias; Ly+ST: linfócitos tratados com 
sobrenadante tumoral por três dias.  

Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism. 
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Os linfócitos T requerem para ativação não somente o sinal específico de antígeno, que é 

liberado pelo receptor de antígeno após seu acoplamento com peptídeos antigênicos 

apresentados no contexto das moléculas do complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC), mas também requer sinais secundários ou coestimulatórios fornecidos pelas APCs 

(LINSLEY e LEDBETTER, 1993). 

A molécula CD28 de células T é um receptor para sinais coestimulatórios fornecidos pela 

molécula B7 na APC. O receptor CD28 é estimulado durante o contato de células T com células 

apresentadoras de antígeno – por meio da molécula B7. A inibição das interações B7-CD28 

bloqueia as respostas, tanto in vitro quanto in vivo. Durante as respostas das células T aos 

antígenos, a estimulação do receptor CD28 pode ser necessária para prevenir a inativação clonal 

ou anergia (LINSLEY e LEDBETTER, 1993). 

Usando modelos in vitro, Schwartz e colaboradores, já em 1987 mostraram que a 

apresentação de antígenos na ausência de co-estimulação de células T levou à inativação 

funcional ou à anergia clonal de células T. A estimulação de células T na ausência de 

coestimulação também pode levar à morte de células T induzida por ativação. Assim, as vias 

costimulatórias das células T determinam se o envolvimento do TCR resulta em ativação ou 

inativação imunológica. 

Diferentemente de outros membros da família das imunoglobulinas, cuja síntese e 

expressão de superfície são reguladas pela ativação celular, o CD28 é constitutivamente 

expresso tanto em células T CD4+ virgens quanto ativadas, mas sua expressão aumenta com a 

ativação. A expressão é influenciada pela taxa de síntese de proteínas, longevidade na superfície 

da célula, bem como mecanismos de endocitose que removem o receptor da superfície da célula 

(RIHA e RUDD, 2010).  

As diferenças observadas no presente estudo indicam que o fator determinante para a 

mudança foi o tempo de cultura, e não o tratamento. Como a cultura não continha APCs, como 

células dendríticas, capazes de co-estimular os linfócitos, é plausível o fato de não haver 

variações fenotípicas relevantes entre os linfócitos tratados e não tratados. 

 

 Proliferação  

 

A análise estatística dos dados mostrou que o índice de proliferação dos grupos 

estimulados com o controle positivo fitohemaglutinina, meio+phy (1,7±0,6%) e ST+phy 

1,5±0,8) foi maior que do grupo meio (0,9±0,3%). As outras comparações não indicaram 

diferença estatística (Figura 7) 
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Figura 7  – Índice de proliferação de linfócitos mantidos em cultura por 3 dias 

 

Os dados estão expressos como média ± desvio padrão. N= 12 por grupo. Análise feita utilizando o software 

GraphPad Prism por Anova seguida de teste Tukey. **p<0,0021. 

Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism. 
 

A fitohemaglutinina, é amplamente utilizada com fins de estimulação mitótica em 

linfócitos humanos (MOVAFAGH et al. 2011). O fato dos índices de proliferação das amostras 

com fitohemaglutinina terem sido maiores demonstra que o ensaio funcionou e de fato não há 

diferença entre os grupos não-tratado e tratado com sobrenadante tumoral. 

 

 Caracterização da morte celular  

 

Quando analisados os grupos meio e ST, observou-se que haviam mais células mortas 

por apoptose no grupo não tratado do que no grupo tratado com sobrenadante tumoral 

(respectivamente: 8,2±2,6% e 4,9±1,3%; p<0,0001). No grupo tratado com sobrenadante 

tumoral haviam mais células viáveis do que no grupo não tratado (respectivamente: 83,7±0,6% 

e 78,9±2,8%; p<0,0001) (Figura 8). 

A morte celular ocorre quando uma célula falha em manter funções vitais essenciais e 

pode ser não programada, no caso de lesão ou trauma, ou programada, como em processos 

como apoptose e autofagia. A morte celular pode ser classificada de acordo com sua aparência 

morfológica (como apoptótica ou necrótica), critérios enzimáticos (com ou sem envolvimento 

de proteases distintas), aspectos funcionais (programados ou não programados) ou 

características imunológicas (imunogênicas ou não imunogênicas) (GALLUZZI et al., 2012). 
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Figura 8 – Caracterização da morte celular 

 

Os dados estão expressos como média ± desvio padrão. N= 12 por grupo. Teste Anova seguido de teste Sidak. 
****p<0,0001. 

Fonte: Criada pela autora a partir de dados da pesquisa utilizando o software GraphPad Prism 

 

A apoptose é um tipo de morte celular programada que é crítica para numerosos processos 

fisiológicos normais. Um sinal precoce de apoptose é a perda de assimetria de membrana 

celular, em que resíduos de fosfatidilserina incorporados na membrana plasmática interna 

tornam-se exteriorizados e sinalizam fagocitose (VERMES et al., 1995). Em contraste com a 

necrose, a célula apoptótica não provoca uma resposta inflamatória e as células são afetadas 

pela apoptose individualmente in vivo (GALLUZZI et al., 2012). 

A menor quantidade de células apoptóticas no grupo tratado com sobrenadante tumoral, 

sugere que os fatores solúveis das células MCF7 teve efeito anti-apoptótico sobre os linfócitos, 

em concordância com a literatura que indica a produção de fatores anti-apoptóticos por células 

da linhagem MCF7, como proteínas da família Bcl-2 e survivina (SIDDIQA et al., 2008; 

HWANG et al. 2016). 
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 CONCLUSÃO 

 

O sobrenadante tumoral não teve efeito sobre o fenótipo dos linfócitos e nem sobre a 

capacidade proliferativa, mas foi capaz de reduzir a porcentagem de células mortas por apoptose 

e aumentar a porcentagem de células viáveis, indicando que os fatores solúveis de MCF7 têm 

efeito anti-apoptótico sobre os linfócitos.  

O estudo possibilitou esclarecer o efeito do sobrenadante tumoral da linhagem MCF7 

diretamente sobre os linfócitos, ajudando a esclarecer dados de pesquisas em andamento que 

buscam traçar estratégias para a imunoterapia do câncer. 
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