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Resumo 
  

  As vacinas de híbridos de células dendríticas com células tumorais são uma 

importante  ferramenta  imunoterapêutica,  já que os híbridos  formados possuem o 

conjunto total de antígenos tumorais e a capacidade de apresentação de antígeno 

da célula dendrítica, o que favorece a ativação policlonal de células TCD4 e TCD8 

específicas para os antígenos tumorais. No entanto, a eficácia dessas vacinas nos 

ensaios  clínicos  foi  menos  robusta  do  que  nos  modelos  experimentais,  o  que 

direcionou  os  pesquisadores  a  tentarem  melhorar  a  imunogenicidade  dessas 

vacinas  pela  associação  de  adjuvantes,  principalmente  os  de  natureza  biológica 

como  produtos  bacterianos  ou  bactérias  propriamente  ditas,  em  forma  de 

suspensão. No presente trabalho, estudamos os efeitos adjuvantes da suspensão 

de  Propionibacterium  acnes  (P.  acnes)  morta  pelo  calor  quando  associada  a 

vacina  de  células  híbridas  em  um  modelo  murino.  Dentre  os  diferentes  efeitos 

imunomoduladores  da  P.  acnes  podese  destacar  a  indução  da  síntese  de 

citocinas  próinflamatórias,  a  maturação  de  células  dendríticas,  o  aumento  da 

atividade  fagocítica  e  tumoricida  de  macrófagos,  o  aumento  da  atividade 

tumoricida  de  células  NKT,  bem  como  o  aumento  da  resposta  de  anticorpo  a 

diferentes  antígenos.  Assim,  o  objetivo  desse  trabalho  foi  avaliar  o  efeito  da  P. 

acnes  na  resposta  imune específica antitumoral elicitada pela  vacina de híbridos 

de células dendríticas com células B16F10 utilizando como modelo experimental o 

melanoma murino. Verificamos que a administração de duas doses da vacina de 

híbridos  associada  à  P.  acnes  aumentou  os  títulos  de  IgG  total,  IgG1  e  IgG2c 

específicos para os antígenos da B16F10, polarizando a resposta humoral para o 

padrão Th1. Ao avaliar a resposta imune celular, observamos que as células TCD4 

do  grupo  Híbrido+P.  acnes,  quando  cultivadas  com  antígenos  tumorais, 

produziram  menos  IL4  e  mais  IFN;  enquanto  as  células  TCD8  sintetizaram 

níveis mais  altos de  IL17 e de  IFN  do que as  células do grupo  Híbrido. Além 

disso,  verificamos  aumento  do  número  absoluto  de  células  TCD4  e  TCD8  de 

memória no grupo Híbrido+P. acnes. Coerentemente com os resultados anteriores, 

a  adição  da  P.  acnes  à  vacina  de  híbridos  aumentou  a  atividade  citotóxica  dos 

esplenócitos  contra  a  B16F10  in  vitro  e  evitou  a  progressão  tardia  do  tumor  no 

modelo de colonização pulmonar. Esses resultados demonstram o efeito adjuvante 

da suspensão de P. acnes morta pelo calor na resposta  imune humoral e celular 

elicitada pela vacina de híbridos de células dendríticas com células tumorais. 
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Abstract 
 

Hybrid  vaccines, which are vaccine models of  total antigens expressed 

by  a  tumor  cell  combined  with  the  ability  of  a  dendritic  cell  (DC)  to  stimulate 

immune responses, have been investigated in clinical and experimental studies. 

However, the response triggered by these vaccines is often weak, requiring the 

use of adjuvants to  increase vaccine immunogenicity. Killed Propionibacterium 

acnes (P. acnes) exerts immunomodulatory effects by increasing the phagocytic 

and  tumoricidal activities of macrophages, promoting DC maturation,  inducing 

proinflammatory cytokines production and increasing the humoral response to 

different  antigens.  Here,  we  evaluated  the  effect  of  P.  acnes  on  a  specific 

antitumor  immune  response  elicited  by  a  hybrid  vaccine  in  a  C57Bl/6  mouse 

model of melanoma. Two subcutaneous doses of a hybrid vaccine associated 

with  P.  acnes  increased  total  IgG,  IgG1  and  IgG2cspecific  titers  to B16F10 

antigens,  polarizing  the  humoral  response  to  a  T  helper  1  (Th1)  pattern. 

Concerning the cellular immune response, the absolute number of memory CD4 

and  CD8 T  cells  was  increased.  Moreover,  cells  cultured  with  tumor antigens 

exhibited  increased  IFNγ secretion and reduced IL4  expression  by  CD4  T 

cells, and CD8 T cells secreted larger amounts of IL17 and IFNγ. Furthermore, 

the addition of P. acnes  to a hybrid vaccine  increased  the cytotoxic activity of 

splenocytes  toward  B16F10  in  vitro  and  avoided  late  tumor  progression  in  a 

pulmonary colonization model. These  results  revealed  the adjuvant effect of a 

killed P. acnes suspension, as it improved specific humoral and cellular immune 

responses elicited by DCtumor cell hybrid vaccines. 
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1  INTRODUÇÃO 
 
1.1  Melanoma 
 
  O  câncer  de  pele  é  divido  em  duas  categorias:  nãomelanoma  e 

melanoma.  No  Brasil,  o  câncer  de  pele  do  tipo  nãomelanoma  é  o  mais 

frequente,  correspondendo a 30% dos  tumores malignos  registrados no país, 

sendo os mais frequentes o carcinoma basocelular e o carcinoma epidermoide. 

Contrariamente,  o  câncer  de  pele  do  tipo  melanoma  apresenta  baixa 

incidência,  representa  apenas  3%  das  neoplasias  malignas  do  órgão,  porém 

possui altas taxas de mortalidade (INCA 2016). 

  O melanoma se origina de mutações gênicas nos melanócitos,  tipo de 

célula localizada predominantemente na pele, folículos capilares e na íris, mas 

também  presente  em outras  regiões  como ouvido  interno,  coração  e  sistema 

nervoso.  Os  melanócitos  produzem  melanina,  pigmento  responsável  pela 

coloração  da  pele,  do  cabelo  e  da  íris.  Na  pele,  os  melanócitos  residem  na 

camada  basal  da  epiderme  onde  formam  as  unidades  epidérmicomelânicas 

como  resultado  da  associação  com  queratinócitos  (Figura  1).  Moléculas  de 

adesão como Ecaderinas e Pcaderinas participam das estruturas de contato 

célulacélula,  necessárias  para  a  transferência  da  melanina  para  os 

queratinócitos,  processo  que  é  essencial  para  a  proteção  contra  radiações 

ultravioleta (UV), uma vez que os grânulos de melanina são acumulados acima 

do  núcleo  dos  queratinócitos  e  são  responsáveis  por  absorver  e  dissipar  a 

energia  da  radiação  UV.  Esse  tipo  de  radiação  pode  provocar  alterações 

genéticas  na  pele,  prejudicar  o  sistema  imunológico  cutâneo,  aumentar  a 

produção  local  de  fatores  de  crescimento  e  induzir  a  formação  de  espécies 

reativas de oxigênio que causam danos ao DNA afetando os queratinócitos e 

melanócitos (Miller & Mihm, 2006; Cichorek et al., 2013).  

  Os queratinócitos controlam o crescimento e atividade dos melanócitos 

por meio de fatores de crescimento parácrinos e moléculas de adesão celular. 

Após exposição à radiação UV, os queratinócitos secretam fatores que regulam 

a  sobrevivência,  diferenciação,  proliferação  e  produção  de  melanina  pelos 

melanócitos. A subversão de vias envolvidas no desenvolvimento e proliferação 



I n t r o d u ç ã o  | 2 

 

 
 

dos  melanócitos,  como  mutações  em  genes  críticos  reguladores  do 

crescimento, alteração na produção de  fatores de crescimento autócrinos e a 

perda  de  receptores  de  adesão  contribuem  para  a  alteração  da  sinalização 

intracelular  nos  melanócitos,  permitindo  que  eles  escapem  da  regulação  fina 

realizada  pelos  queratinócitos.  Consequentemente,  os  melanócitos  podem 

proliferar  descontroladamente,  dando  início  à  formação  do  melanoma,  e  se 

espalhar,  originando  metástases  locais  ou  distantes  (Cichorek  et  al.,  2013; 

GraySchopfer et al., 2007). 

  Os  fatores  de  risco  para  o  desenvolvimento  do  melanoma  incluem 

predisposição genética e estressores ambientais como, por exemplo, histórico 

familiar de melanoma, presença de múltiplos nevos melanocíticos benignos ou 

atípicos, melanoma prévio, imunossupressão, sensibilidade ao sol e exposição 

à radiação UV (Miller & Mihm, 2006). 

  O tratamento do melanoma depende do estágio do câncer. Nos estágios 

iniciais do melanoma (estágios I e II) o tumor está altamente localizado e pode 

ser  tratado  por  excisão  cirúrgica  e  terapia  adjuvante.  No  entanto,  quando  o 

tumor atinge a forma metastática, com metástase regional ou distante, estágios 

III e IV, respectivamente, o tratamento se torna difícil e a taxa de sobrevivência 

diminui drasticamente. Nos estágios III e IV, o tratamento inclui quimioterapia, 

terapia direcionada e imunoterapia (Millet et al., 2017; Dany et al., 2016). 

  O  melanoma  metastático  é  conhecido  por  sua  resistência  à 

quimioterapia  e  à  radioterapia  convencional  (Rotte  et  al.,  2015).  Além  disso, 

essas  terapias  por  não  serem  específicas  para  as  células  tumorais  causam 

dano às células e tecidos normais, aumentando a morbidade dos pacientes.  
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Figura 1. Esquema da estrutura da epiderme. Os melanócitos residem na camada basal da 
epiderme  e  seus  dendritos  se  comunicam  com  3040  queratinócitos  formando  a  unidade 
epidérmicomelânica.  Os  melanócitos  sintetizam  e  depositam  a  melanina  em  organelas 
denominadas melanossomos, as quais são transferidas para os queratinócitos. Cichorek et al., 
2013 (Adaptado)  
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1.2  Tumor e Sistema Imune 
 
  Os  antígenos  tumorais  são  classificados  em  antígenos  específicos  do 

tumor  e  antígenos  associados  ao  tumor.  Os  antígenos  específicos  do  tumor 

são  aqueles  expressos  em  células  tumorais,  mas  não  em  células  normais; 

podem ser produtos de genes mutados ou antígenos de vírus oncogênicos. Já 

os  antígenos  associados  ao  tumor,  que  são  antígenos  expressos  por  células 

normais  e  tumorais,  podem  ser  proteínas  e  glicolipídeos  celulares  não 

mutados, mas hiperexpressos pelas células tumorais, antígenos oncofetais ou 

antígenos de diferenciação tecidoespecífico (Munhoz & Postow, 2016). 

  Assim, o sistema imune pode ser ativado por antígenos tumorais e, uma 

vez primado, pode elicitar a resposta antitumoral que em alguns casos resulta 

na destruição do tumor, processo conhecido como vigilância imune. Portanto, o 

sistema  imune  inato  e  adaptativo  trabalham  juntos  para  eliminar  o  tumor  em 

desenvolvimento  antes  que  ele  se  torne  clinicamente  aparente  (fase  de 

eliminação). No entanto, se o tumor não é completamente destruído, seguese 

uma fase de equilíbrio em que as células tumorais podem acumular diferentes 

mutações  e  o  sistema  imune  acaba  eliminando  as  células  tumorais 

imunogênicas  e  selecionando  as  variantes  que  apresentam  imunogenicidade 

reduzida, processo denominado imunoedição tumoral e que torna essas células 

capazes de escapar da  imunovigilância. Após a evasão do sistema  imune, as 

células  tumorais  proliferam  descontroladamente  e  se  tornam  clinicamente 

detectáveis  (fase  de  escape)  (Figura  2)  (Schreiber  et  al.,  2011;  Munhoz  & 

Postow, 2016; Rothschild et al., 2015). 
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Figura  2.  Processo  de  imunoedição  do  câncer.    O  processo  de  imunoedição  do  câncer 
possui  três  fases:  eliminação,  equilíbrio  e  escape.  A  fase  de  eliminação  envolve  a  função 
efetora das células imunes para combater e eliminar as células tumorais. Na fase de equilíbrio 
é alcançado um balanço entre a progressão do câncer e a eliminação das células tumorais pelo 
sistema  imune.  Se  o  tumor persiste, atingese a  fase de escape,  em que ele  se sobrepõe  à 
imunidade e pode metastatizar para outros órgãos. Pandya et al., 2016 (Adaptado).  
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 Alterações  genéticas  e  epigenéticas  resultam  em  modificações  nos 

marcadores  expressos  na  membrana  celular,  bem  como  no  padrão  de 

expressão  destes  na  superfície  da  célula  tumoral.  Algumas  células  tumorais 

apresentam expressão alterada ou  reduzida do MHC (major histocompatibility 

complex  ou  complexo  principal  de  histocompatibilidade)  classe  I  e  assim  se 

tornam alvos das células NK, uma vez que o reconhecimento dessa molécula 

fornece sinais inibitórios para as células NK, impedindo a sua ativação. Outros 

tumores  expressam  glicoproteínas  de  membrana  que  se  ligam  ao  receptor 

ativador NKG2D expresso na superfície da célula NK. A atividade das células 

NK é regulada pelo fino balanço entre os sinais provenientes dessas diferentes 

famílias  de  receptores  ativadores  e  de  receptores  inibidores.  Ao  serem 

ativadas, as células NK secretam grânulos citoplasmáticos contendo perforina 

e  granzimas  na  sinapse  imunológica  com  a  célulaalvo.  A  perforina  induz  a 

formação  de  poros  que  permitem a  entrada  das  granzimas  no  citoplasma  da 

célulaalvo,  as  quais  causam  ativação  de  caspases  iniciando  o  processo  de 

apoptose (Pandya et al., 2016; Shevtsov & Multhoff, 2016; Abbas et al., 2012).  

As  células  NK  também  podem  induzir  a  morte  de  células  tumorais 

opsonizadas por anticorpos da classe  IgG por meio do processo denominado 

citotoxicidade  celular  dependente  de  anticorpo,  uma  vez  que  expressam  os 

receptores  FcRIIC/CD32c  e  FcRIIIA/CD16a.  A  ativação  desses  receptores 

induz a exocitose dos grânulos contendo granzimas e perforina, bem como a 

síntese e secreção de IFN, que medeiam a morte da célulaalvo. Além disso, 

as  células  NK  podem  induzir  a  apoptose  das  células  tumorais  por  meio  da 

secreção de TNFα ou pela ligação do ligante de Fas (FasL ou CD178) e TRAIL 

(CD253),  expressos  na  membrana  plasmática  das  células  NK,  aos  seus 

respectivos receptores de morte expressos na célulaalvo (Pandya et al., 2016; 

Shevtsov & Multhoff, 2016).  

  Além  da  atividade  tumoricida  das  células  NK,  alguns  trabalhos  tem 

avaliado  a  importância  de  outras  células  da  imunidade  inata  na  rejeição  do 

tumor, como as células  iNKT. Essas células podem ser ativadas diretamente, 

pelo  reconhecimento  de  glicolipídeos  apresentados  pela  molécula  CD1d,  ou 

indiretamente, por fatores solúveis como IFN do tipo I, IL12 e IL18. As células 

iNKT expressam granzima e perforina, assim como FasL (CD178). No entanto, 
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estudos  sugerem  que  o  principal  papel  da  célula  iNKT  na  imunidade 

antitumoral  não  é  pela  ação  direta  sobre  as  células  tumorais,  ou  seja,  não 

agem primariamente como efetoras, mas recrutam e promovem a resposta por 

outras  células  efetoras  de  modo  dependente  de  IFN.  Essa  citocina  pode 

induzir proliferação das células NK, bem como estimular a secreção de  IFN 

por  estas.  A  ativação  das  células  iNKT  aumenta  a  expressão  do  ligante  de 

CD40  (CD40L  ou  CD154)  promovendo  ativação  e  maturação  das  APCs 

(células apresentadoras de antígenos) e a produção de IL12, que por sua vez, 

mantém  a  síntese  de  IFN  pelas  células  iNKT  aumentando  a  imunidade 

antitumoral.  Além  disso,  a  maturação  das  células  dendríticas  favorece  a 

ativação  de  linfócitos  TCD8+  naϊve  culminando  com  a  indução  de  células 

efetoras e de memória; e o conjunto de citocinas provenientes da ativação das 

células  iNKT  pode  promover  aumento  da  expressão  de  ligantes  indutores  de 

morte (CD178 e CD253) nas células NK e TCD8+. Assim, as células iNKT não 

somente  conectam  a  ativação  da  imunidade  inata  com  a  da  adaptativa,  mas 

também potencializam a atividade antitumoral de ambas (Godfrey et al., 2004; 

Altman et al., 2015; McEwenSmith et al., 2015). 

  Outra  importante população celular envolvida na resposta antitumoral é 

a  de  macrófagos,  os  quais  respondem  ao  estímulo  ambiental  apresentando 

polarização  funcional.  Os  macrófagos  polarizados  são  categorizados  como 

classicamente  ativados  (M1)  e  alternativamente  ativados  (M2).  O  IFN, 

sozinho  ou  na  presença  de  produtos  bacterianos  (LPS)  ou  citocinas  (TNF), 

induz ativação clássica dos macrófagos, enquanto a IL4 e a IL13 induzem a 

ativação alternativa. Os macrófagos M2 também são induzidos por IL10, TGF

β e glicocorticoides (Mantovani et al. 2004; Takeya & Komohara, 2016). 

Os macrófagos M1 induzem inflamação pela produção de citocinas pró

inflamatórias como IL12, IL1β, TNFα, IL6 e IL23, possuem alta capacidade 

de apresentação de antígeno, polarizam a resposta  imune para o perfil Th1 e 

expressam  CD16  (FcRIII).  Os  macrófagos  M1  podem  destruir  as  células 

tumorais  pela  liberação  de  enzimas  lisossômicas  e  pela  alta  produção  de 

espécies  reativas de oxigênio e de óxido nítrico. Além disso, são capazes de 

produzir  TNF  que  age,  principalmente,  pela  indução  de  trombose  em  vasos 
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sanguíneos  do  tumor  (Mantovani  et  al.  2004;  Abbas  et  al.,  2012;  Takeya  & 

Komohara, 2016). 

Em  contraste,  macrófagos  M2  suprimem  a  inflamação  produzindo 

citocinas  antiinflamatórias  como  IL10  e TGFβ, bem como outras moléculas 

como o antagonista do  receptor de  IL1 e a prostaglandina E2  (PGE2). Essa 

subpopulação  também  pode  participar  do  reparo  tecidual  induzindo 

angiogênese e ativando células do estroma a produzirem proteínas da matriz 

extracelular.  Os  macrófagos  M2  promovem  progressão  do  tumor  por  vários 

mecanismos:  induzem  angiogênese  que  permite  o  aporte  de  oxigênio  e 

nutrientes  para  as  células  tumorais;  produzem  moléculas  imunossupressoras 

como PGE2, TGFβ e IL10, que suprimem a  imunidade antitumoral mediada 

pelas  células  T;  favorecem  o  processo  de  invasão  da  célula  tumoral  e 

metástase por meio da produção de metaloproteinases  (MMP2 e MMP9) que 

degradam a matriz extracelular (Hu et al., 2015; Takeya & Komohara, 2016).  

A heterogeneidade dos macrófagos associados ao tumor pode depender 

do  tipo  de  tumor  e  das  alterações  do  microambiente  tumoral,  que  também 

determina  a  conversão  mútua  entre  macrófagos  M1  e  M2.  No  entanto,  na 

maioria  das  neoplasias  em  seres  humanos,  os  macrófagos  do  tipo  M2 

predominam entre os macrófagos associados ao tumor (Hu et al., 2015; Takeya 

& Komohara, 2016). Estudos indicam que na fase inicial do desenvolvimento do 

tumor,  os  macrófagos  contribuem  para  a  eliminação  das  células  tumorais. 

Subsequentemente,  ocorre  a  progressão  do  tumor,  que  foi  associada  com  o 

desvio e a subversão da função dos macrófagos durante as fases de equilíbrio 

e de escape da imunoedição do câncer (Mantovani et al., 2017).   

 A  especificidade  do  reconhecimento  antigênico  e  a  capacidade  de 

formação de memória imunológica são de fundamental importância na resposta 

antitumoral  e  na  imunoterapia  do  câncer,  características  conferidas  pela 

participação das células da imunidade adaptativa na resposta contra o tumor. O 

papel central das células TCD4 no desenvolvimento da  resposta  imune,  tanto 

no auxílio das células B para induzir maturação de afinidade e troca de isotipo 

melhorando  a  eficiência  da  resposta  de  anticorpo,  bem  como  na  indução  e 

manutenção  da  resposta  das  células  TCD8  citotóxicas  está  bem  claro.  No 

entanto,  já  foi descrito que as células TCD4  também são capazes de exercer 

atividade  citotóxica  direta  em  célulasalvo.  Os  mecanismos  citotóxicos 
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envolvidos na morte celular  induzida pelas células TCD4 citotóxicas envolvem 

tanto  o  reconhecimento  antígenoespecífico,  com  consequente  indução  de 

apoptose  pela  liberação  de  grânulos  citoplasmáticos  contendo  granzimas  e 

perforina,  como  a  expressão  de  FasL  e  TRAIL  pelas  células  TCD4  que 

induzem  ativação  dos  receptores  de  morte  nas  célulasalvo  (Stalder  et  al., 

1994; Williams & Engelhard, 1996; Thomas & Hersey, 1998 a e b).  

As células TCD4 apresentam alto grau de plasticidade e habilidade de 

se  diferenciar em  vários  subtipos  de  células  efetoras participando  ativamente 

da formação da resposta antitumoral. As células Th1 e Th2 foram os primeiros 

subtipos de células T auxiliares a serem descritos, sendo atribuído as células 

Th1  funções  antitumorais  devido  à  alta  secreção  de  IFN,  citocina  que:  1) 

aumenta a imunogenicidade do tumor, aumentando a expressão das moléculas 

de  MHCI  por  essas  células;  2)  ativa  células  NK  e  TCD8  e  3)  aumenta  a 

atividade antitumoral de macrófagos. As células Th2 secretam as citocinas IL4, 

IL5  e  IL13  e  na  maioria  dos  estudos  são  associadas  com  a  promoção  do 

crescimento  tumoral. No entanto, alguns poucos  trabalhos demonstraram que 

as  células  Th2  podem  ser  eficientes  na  erradicação  do  tumor  após 

transferência celular adotiva (Lorvik et al., 2016; Vargas et al., 2017).  

Essa dicotomia inicial falhou em explicar a complexidade das respostas 

das  células  TCD4  e  novos  subtipos  de  células  T  auxiliares,  como  as  células 

Th17  e  Th9,  foram  descritos.  O  papel  das  células  Th17  na  imunidade 

antitumoral  ainda  é  controverso.  Alguns  trabalhos  demonstram  que  a  IL17A 

secretada por essas células favorece a neoangiogênese e induz a produção de 

IL6, cuja sinalização na célula tumoral causa ativação de STAT3, favorecendo 

o  crescimento  do  tumor.  No  entanto,  em  modelos  animais  de  melanoma  foi 

verificado  que  a  transferência  celular  adotiva  de  células  Th17  foi  capaz  de 

restringir a progressão do tumor. Essa complexa relação entre as células Th17 

e  o  crescimento  do  tumor  foi  ilustrada  por  observações  em  humanos  que 

demonstraram  que  a  infiltração  de  células  Th17  é  prejudicial  no  câncer  de 

cólon, mas benéfica no câncer de ovário (Vargas et al., 2017).   

As  células  Th9  são  células  TCD4  que  secretam  altos  níveis  de  IL9  e 

alguns  estudos  tem  demonstrado  que  essas  células  possuem  propriedades 

antitumorais  em  tumores  sólidos,  como  adenocarcinoma  pulmonar  e 

melanoma.  As  células  Th9  já  foram  identificadas  nas  lesões  cutâneas  de 
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melanoma  humano  sugerindo  que  elas  devem  contribuir  na  resposta 

antitumoral.  Já foi demonstrado que a transferência celular adotiva de células 

Th9  inibiu  o  crescimento  do  melanoma  de  forma  mais  eficiente  do  que  as 

células  Th1  ou  Th17,  efeito  que  foi  dependente  da  secreção  de  IL9,  que 

aumentou a atividade dos mastócitos resultando na prevenção do crescimento 

tumoral. Outros  trabalhos demonstram que os efeitos antitumorais das células 

Th9 transferidas adotivamente são dependentes das células TCD8. As células 

Th9  também  secretam  IL21,  citocina  que  tem  papel  importante  nos  efeitos 

antitumorais das células NK e TCD8 aumentando a atividade citotóxica dessas 

células. Assim, os diferentes subtipos de células T auxiliares podem  interferir 

de modo determinante na resposta imune contra o tumor (Vargas et al., 2017). 

  Como  exemplo  pode  ser  citado  o  auxílio  das  células  TCD4  na 

diferenciação  das  células  TCD8  naϊve  em  linfócitos  T  citotóxicos.  As  células 

TCD8  são  capazes  de  reconhecer  peptídeos  derivados  da  célula  tumoral 

apresentados no contexto da molécula de MHCI, que é expressa por todas as 

células  nucleadas.  No  entanto,  para  as  células  TCD8  naϊve  se  diferenciarem 

em células T efetoras é necessário que haja um segundo sinal proveniente das 

moléculas  coestimuladoras,  as  quais  são  expressas  apenas  em  APCs 

profissionais  como  células  dendríticas,  macrófagos  e  linfócitos  B,  bem  como 

um  terceiro  sinal  que  provém  das  citocinas  secretadas  pelas  células  TCD4 

ativadas por esses antígenos tumorais (Abbas et al., 2012). 

 Assim, como a maioria dos tumores não deriva de APCs, portanto não 

expressam  moléculas  coestimuladoras,  a  indução  da  resposta  das  células 

TCD8  contra  antígenos  tumorais  exige  a  apresentação  cruzada  desses 

antígenos por células dendríticas. Essas células capturam as células tumorais 

e a maior parte dos antígenos endocitados entram na via de apresentação do 

MHC  de  classe  II,  permitindo  a  ativação  dos  linfócitos  TCD4  específicos,  os 

quais produzirão as citocinas que participarão da ativação dos linfócitos TCD8 

(Abbas  et  al.,  2012).  A  apresentação  cruzada  pode  ocorrer  por  dois 

mecanismos principais: 1) pela via canônica endossomocitosol que envolve o 

transporte de antígenos exógenos das vesículas endossômicas para o citosol, 

onde eles são processados no proteassomo e subsequentemente carregados 

em moléculas de MHC de classe I no retículo endoplasmático; 2) por uma via 

independente  do  proteassomo  em  que  proteases  endossomais  das  células 
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dendríticas  processam  e  carregam  os  antígenos  capturados  diretamente  nas 

moléculas de MHC de classe I em compartimentos endossômicos (Nierkens et 

al., 2013).  

A presença dos  três sinais permite a diferenciação dos  linfócitos TCD8 

em  linfócitos  T  citotóxicos  (CTL).  Uma  vez  gerados,  os  CTL  são  capazes  de 

reconhecer e destruir as células tumorais sem que haja coestimulação (Figura 

3).  Os  linfócitos  TCD8  efetores  são  altamente  citotóxicos  e  expressam  altos 

níveis  de  IFN,  TNFα, granzimas  e  perforina  após  ativação.  O  principal 

mecanismo de morte da célulaalvo mediado pelos CTL envolve a entrega de 

proteínas  citotóxicas,  granzimas  e  perforina,  armazenadas  em  grânulos 

citoplasmáticos,  que  induzem  a  apoptose  da  célulaalvo,  conforme  explicado 

anteriormente.  A  ativação  dos  CTL  induz  expressão  de  FasL  e  TRAIL  na 

membrana celular dessas células, os quais podem se  ligar nos  receptores de 

morte  Fas  e  TRAILR,  expressos  em  algumas  células  tumorais,  e  induzir 

apoptose. Além disso, o TNFα secretado pelos CTL pode se ligar no receptor 

TNFR1, presente em algumas células  tumorais, e  induzir apoptose da célula

alvo (Mariani et al., 1998; Gonzalvez & Ashkenase, 2010; Abbas et al., 2012). 

  Diante  desses  diferentes  mecanismos  importantes  na  resposta  imune 

antitumoral, utilizar o sistema imunológico para combater o câncer tem sido um 

dos maiores avanços na oncologia, gerando benefícios clínicos a longo prazo e 

prolongando  a  sobrevivência  dos  pacientes.  Diferentes  estratégias 

imunoterapêuticas tem sido utilizadas incluindo o uso de citocinas de forma não 

específica,  o  desenvolvimento  de  vacinas  e  de  anticorpos  monoclonais  e  a 

terapia celular adotiva (Munhoz & Postow, 2016). 
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Figura  3.  Indução  de  resposta  de  células  T  a  tumores.  Respostas  de  células  TCD8+  a 
tumores podem ser  induzidas por apresentação cruzada, onde células  tumorais ou antígenos 
tumorais são capturados, processados e apresentados às células T por células apresentadoras 
de antígeno (APCs) profissionais. Moléculas coestimuladoras expressas pelas APCs fornecem 
os  sinais  secundários  para  a  diferenciação  das  células  TCD8+.  As  APCs  também  podem 
estimular as células TCD4 auxiliares, que fornecem o terceiro sinal para o desenvolvimento dos 
CTL. Os CTL diferenciados matam as células  tumorais sem a necessidade de coestimulação 
ou ajuda das células T. Abbas et al., 2012. 
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1.3  Vacinas de células dendríticas 
 

Um  dos  objetivos  da  imunoterapia  do  câncer  consiste  no 

desenvolvimento  de  vacinas  contra  o  tumor  que  sejam  capazes  de  instruir  o 

sistema  imune a seletivamente  induzir a destruição e erradicação das células 

malignas, minimizando a lesão aos tecidos normais.  As células dendríticas são 

poderosas  células  apresentadoras  de  antígenos  capazes  de  interligar  a 

resposta  imune  inata à  adaptativa  e  uma  eficiente  apresentação de  antígeno 

por  essas  células  é  essencial  para  a  indução  de  imunidade  antitumoral,  por 

isso  as  células  dendríticas  se  tornaram  uma  importante  ferramenta 

imunoterapêutica (Avigan et al., 2012). 

Diferentes  modelos  vacinais  baseados  em  células  dendríticas  vêm 

sendo  estudados  e  uma  das  abordagens  visa  o  uso  de  antígenos  tumorais 

individuais  para  criar  uma  resposta  imune  antitumoral  centrada  e  seletiva. 

Algumas  dessas  estratégias  são  as  vacinas  baseadas  em  (1)  peptídeos 

tumorais  administrados  com  adjuvantes  imunológicos,  (2)  em  RNA  ou  DNA 

codificando  determinado  antígeno  tumoral  e  (3)  em  vetores  virais 

recombinantes  que  expressam  um  antígeno  tumoral  e  moléculas 

coestimuladoras. Essas vacinas antígeno específicas têm demonstrado elicitar 

respostas imunológicas e otimizam a especificidade antitumoral. Entretanto, as 

limitações incluem a perda do potencial imunogênico dos antígenos escolhidos, 

uma vez que pode ocorrer evasão da resposta imune através da diminuição ou 

perda  da  expressão  do  antígeno  alvo,  e  nas  abordagens  baseadas  em 

peptídeos  ainda  há  a  questão  da  restrição  ao  antígeno  leucocitário  humano 

(HLA) apropriado (Avigan et al., 2012). 

 Outra  estratégia  utilizada  para  desenvolver  uma  vacina  antitumoral 

eficiente consiste no uso de células tumorais  inteiras como fonte de antígeno. 

Desse modo múltiplos antígenos se  tornam alvo da  resposta  imune  incluindo 

aqueles  ainda  não  identificados  ou  aquele antígeno  talvez  expresso  somente 

pelas células malignas de determinado paciente.  As estratégias que utilizam a 

célula  tumoral  inteira  como  fonte  de  antígeno  incluem  o  uso  de  lisados 

tumorais,  corpos  apoptóticos,  DNA  ou  RNA  total  da  célula  tumoral,  células 

tumorais  manipuladas  para  expressar  citocinas  como  GMCSF  (fator 



I n t r o d u ç ã o  | 14 

 

 
 

estimulante de colônias de macrófagos e granulócitos), que recruta as células 

dendríticas  para  internalizar  e  apresentar  os  antígenos  derivados  da  célula 

tumoral,  e  as  vacinas  baseadas  na  fusão  de  células  dendríticas  com  células 

tumorais formando as células híbridas (Avigan et al., 2012). 

O  conceito  da  vacina  de  híbridos  de  células  dendríticas  com  células 

tumorais é  relativamente simples. A célula  tumoral expressa antígenos que a 

distinguem das células normais, mas não apresentam esses antígenos para o 

sistema  imune  de  modo  a  estimular  uma  resposta  imune  específica  efetiva 

contra o  tumor. Já as células dendríticas são potentes  indutoras de respostas 

de  células T antígeno  específica devido  à  expressão  constitutiva de  MHC  de 

classe I e de classe II, alta capacidade de processamento e apresentação de 

antígenos e expressão de moléculas coestimuladoras. Ao realizar a fusão das 

células dendríticas com as células tumorais geramse as células híbridas, que 

expressam os antígenos associados ao tumor e que possuem a capacidade de 

processar  e  apresentar  esses  antígenos  para  o  sistema  imune  de  modo  a 

induzir imunidade tumoral específica e eficaz (Figura 4). Assim, os híbridos de 

células  dendríticas  com  células  tumorais  são  atrativos  candidatos  a 

imunoterapia  do  câncer,  uma  vez  que  eles  expressam  múltiplos  antígenos 

tumorais,  processam e apresentam esses antígenos  tanto na via do MHC de 

classe  I quanto na via do MHC de classe  II na presença de coestimulação, a 

qual é necessária para iniciar as respostas das células T (Browning, 2013).  
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Figura  4.  Representação  esquemática  dos  híbridos  de  células  apresentadoras  de 
antígeno com células tumorais. As células tumorais expressam os antígenos associados ao 
tumor  e  as  células  apresentadoras  de  antígeno  expressam  moléculas  coestimuladoras  e 
moléculas  de  MHC  de  classe  I  e  de  classe  II.  Após  a  fusão,  as  células  híbridas  contêm  os 
antígenos  associados  ao  tumor  e  todas  as  moléculas  necessárias  para  apresentar  os 
antígenos  tumorais  às  células  TCD4  e  TCD8  e  iniciar  respostas  imunes  efetivas.  Browning, 
2013 (Adaptado). 
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As células TCD4 e TCD8  são estimuladas a  responder contra o  tumor 

pelos  híbridos,  o  que  é  crítico  para  a  indução  de  uma  resposta  imune 

duradoura. Além disso, vale  ressaltar que nos híbridos os antígenos  tumorais 

tem livre acesso à via endógena de processamento de antígeno, enquanto as 

células  dendríticas  pulsadas  com  células  tumorais  apoptóticas  ou  lisado 

tumoral dependem da apresentação cruzada sendo, portanto, menos eficientes 

(Gong et al., 2008; Avigan et al., 2012).  

Nos híbridos, o citoplasma de ambas as células são integrados sem que 

haja  fusão  nuclear.  Essa  característica  morfológica  permite  a  retenção  das 

funções  de  ambos  os  tipos  celulares  originais,  incluindo  a  coexpressão  de 

todos  antígenos  tumorais  associados  ao  tumor  e  das  moléculas 

coestimuladoras,  MHCI  e  MHCII  provenientes  das  células  dendríticas  (Koido, 

2016).  

Os híbridos processam os múltiplos peptídeos antigênicos provenientes 

da célula tumoral e carregam esses antígenos em moléculas de MHC de classe 

I no retículo endoplasmático. Os complexos peptídeoMHCI são expressos na 

superfície dos híbridos e apresentados aos linfócitos TCD8. Dessa forma, a via 

endógena  de  processamento  e  apresentação  de  antígeno  nos  híbridos  é 

preservada.  Os  híbridos  podem  sintetizar  peptídeos  da  célula  tumoral  no 

retículo endoplasmático, os quais podem convergir para a  rota das moléculas 

de  MHCII  derivadas  das  células  dendríticas,  possibilitando  a  formação  de 

complexos peptídeoMHCII que serão expressos na superfície dos híbridos e 

apresentados aos  linfócitos TCD4  (Figura 5). Assim, os híbridos são capazes 

de migrar para os linfonodos drenantes e induzir ativação policlonal de células 

TCD4 e TCD8 específicas para os antígenos tumorais (Koido, 2016).  
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Figura  5.  Modelo  do  processamento  e  apresentação  de  antígenos  pelos  híbridos  de 
células dendríticas com células tumorais. Nos híbridos, o citoplasma de ambas as células 
são integrados sem que haja fusão nuclear, o que permite a retenção das funções de ambos os 
tipos  celulares.  Dessa  forma,  os  híbridos  gerados  a  partir  de  células  dendríticas  e  células 
tumorais expressam moléculas de MHC de classe I e de classe II, moléculas coestimuladoras e 
múltiplos antígenos associados ao  tumor  (identificados e não  identificados).  Isso permite que 
os antígenos sejam apresentados no contexto de moléculas MHC de classe  I  e de classe  II, 
levando a ativação policlonal de células TCD4 e TCD8 específicas para o tumor. Koido et al., 
2011 (Adaptado). 
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Essa abordagem da vacinação com híbridos  foi primeiramente descrita 

por Guo e colaboradores (1994), que demonstraram que ratos vacinados com 

híbridos  de  células  B  ativadas  e  células  de  carcinoma  hepatocelular  foram 

resistentes ao desafio tumoral e os animais com tumor estabelecido rejeitaram

no  de  modo  dependente  de  células  TCD4  e  TCD8.  Dando  continuidade  aos 

estudos em modelos animais, Gong et al. (1997) observaram que a vacinação 

de camundongos com híbridos de células dendríticas e células de carcinoma 

de cólon murino (MC38) induzia linfócitos T citotóxicos in vivo e proteção contra 

o desafio com MC38 (Browning, 2013).  

  Diversos estudos subsequentes, em modelo animal, confirmaram que os 

híbridos são capazes de induzir resposta imune específica contra uma grande 

variedade  de  tipos  de  câncer  como  o  renal,  de  cólon,  de  pulmão,  de  mama, 

carcinoma hepático e cervical, melanoma, sarcoma e  tumores hematológicos. 

De acordo com esses estudos, a capacidade das vacinas de híbridos de elicitar 

imunidade protetora parece depender da indução da resposta tanto das células 

TCD4 quanto das TCD8 específicas para o  tumor. Também foi verificado que 

híbridos  contendo  células  dendríticas  alogênicas  são  eficazes  na  indução  de 

resposta imune específica e de proteção após desafio com o tumor (Browning, 

2013). 

  A  eficácia  da  vacina  de  híbridos  em  modelos  animais  instigou  os 

pesquisadores a avaliarem os efeitos dessa vacina em seres humanos. Alguns 

trabalhos  demonstraram,  in  vitro,  a  indução  de  linfócitos  T  citotóxicos 

específicos  para  o  tumor  pelos  híbridos  de  células  dendríticas  com  células 

tumorais  humanas.  Ensaios  clínicos  de  fase  I  e  fase  II  foram  reportados  em 

pacientes com diferentes tipos de tumor incluindo melanoma, câncer renal e de 

mama  e  mieloma  múltiplo.  Como  frequentemente  ocorre,  os  resultados  das 

vacinas de híbridos em ensaios clínicos foram menos satisfatórios do que nos 

estudos  animais.  No  entanto,  respostas  imunológicas  foram  relatadas  em 

muitos  pacientes,  sendo  observada  resposta  clínica  em  alguns  deles.  Além 

disso,  esse  modelo  vacinal  se  mostrou  seguro  e  com  toxicidade  mínima 

(Browning, 2013).  

Trefzer  et  al.  (2004)  relataram  uma  remissão  clínica  completa,  uma 

resposta parcial e seis casos de estabilização da doença em um estudo com 17 
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pacientes  com  melanoma  em  estágio  III/IV,  imunizados  com  a  vacina  de 

híbridos contendo células tumorais autólogas e células dendríticas alogênicas.      

Em  um  estudo  contendo  21  pacientes  com  câncer  renal,  vacinados  com 

híbridos  de  células  dendríticas  alogênicas  e  células  tumorais  autólogas,  foi 

verificada resposta clínica parcial em dois pacientes e estabilização da doença 

em oito indivíduos. Dez dos 21 pacientes desse estudo apresentaram resposta 

imune antitumoral após a imunização, sendo observado aumento da expressão 

de IFN por células TCD4 e TCD8, ex vivo, após estímulo com lisado tumoral 

(Browning, 2013). 

  Também  foi  realizado  um  estudo  envolvendo  35  pacientes  com 

melanoma metastático ou carcinoma de célula  renal progressivo,  refratários a 

outras  abordagens  terapêuticas,  em  estado  avançado  da  doença  e 

apresentando  resultados  negativos  em  testes  cutâneos  de  hipersensibilidade 

do tipo tardio para antígenos comuns. Após imunização com os híbridos, 71% 

dos pacientes apresentaram estabilização da doença por períodos variando de 

4 meses a mais de 20 meses. Dentre os pacientes com carcinoma de célula 

renal (22 indivíduos) 14% apresentaram resposta clínica objetiva. Além disso, a 

resposta  imunológica  apresentou  clara  tendência  de  ser  melhorada  nos 

pacientes vacinados, ao ser avaliada por testes cutâneos de hipersensibilidade 

do  tipo  tardio  a  antígenos  recorrentes  ou  pela  capacidade  proliferativa  das 

células  do  sangue  periférico  em  resposta  a  antígenos  tumorais  ou  estímulos 

inespecíficos (Barbuto et al., 2004).  

  Diante  de  todos  esses  resultados,  as  vacinas  de  híbridos  de  células 

dendríticas com células tumorais se mostraram uma importante ferramenta da 

imunoterapia do câncer, no entanto mais estudos são necessários para tentar 

tornar a resposta  imunológica elicitada por essas vacinas mais robusta como, 

por exemplo, a associação de tais vacinas com adjuvantes.  
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1.4  Propionibacterium acnes (P. acnes) 

 
A  P.  acnes  é  um  bacilo  anaeróbio  e  Grampositivo  pertencente  à 

microbiota cutânea humana que possui como habitat o folículo sebáceo e está 

relacionada  à  patogenia  da  acne  (Leyden  et  al.,  1975;  Kligman  et  al.,  1976; 

Leyden et al., 1998). Quando morta, sob a forma de suspensão, a P. acnes é 

capaz  de  modular  ou  restaurar  várias  funções  da  resposta  imune  inata  e 

adaptativa.  

Um dos primeiros efeitos moduladores descritos dessa bactéria  foi sua 

capacidade de ativar o sistema fagocitário mononuclear (Halpern et al., 1964). 

Já  foi demonstrado que o  tratamento de camundongos com  P. acnes por via 

intraperitoneal  ou  subcutânea  induz  aumento  da  atividade  fagocítica  de 

macrófagos (Braga, 1998). Esse efeito pode explicar, em parte, o aumento da 

resistência de animais prétratados com a bactéria e desafiados com diversos 

patógenos,  tais  como:  Trypanosoma  cruzi,  Mycobacterium  lepraemurium, 

Leishmania major e Klebsiella pneumoniae (Brener & Cardoso, 1976; Ha et al., 

1986;  Hill,  1987;  Abath  et  al.,  1988;  Squaiella  et  al.,  2001),  o  que  foi 

correlacionado com o aumento da sobrevida e diminuição da parasitemia nos 

animais tratados em relação aos grupos controles. 

Também  foi  verificado  que  essa  bactéria  é  capaz  de  induzir  atividade 

citotóxica em macrófagos frente a diferentes linhagens tumorais, demonstrada 

in vivo pela diminuição do crescimento tumoral e aumento da sobrevida, tanto 

em estudos experimentais (Halpern et al.,1966; Kennedy et al., 1989; Woodruff 

et  al.,  1974),  como  clínicos,  em  associação  com  quimioterapia  e  radioterapia 

(Fisher  et  al.,  1990;  Lipton  et  al.,  1991;  Salomaa  et  al.,  1995).  A  atividade 

tumoricida  também  foi  demonstrada,  in  vitro,  com  macrófagos  oriundos  de 

animais tratados ou previamente incubados com a bactéria e cocultivados com 

diferentes  linhagens  tumorais.  Keller  e  colaboradores  (1991)  demonstraram 

que macrófagos da medula óssea de  ratos,  incubados com  P. acnes  in vitro, 

apresentaram  atividade  citotóxica  contra  células  de  mastocitoma.  Em  nosso 

laboratório, foi verificado que macrófagos peritoneais de camundongos tratados 

por via intraperitoneal, com três doses de P. acnes em dias alternados, quando 

cocultivados  com  células  de  melanoma  murino  apresentaram  maior  atividade 
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citotóxica  contra  as  células  tumorais  em  relação  aos  macrófagos  de  animais 

não tratados (Keller et al., 1991; Ananias et al., 2007). 

Além  de  modular  a  imunidade  inata,  a  P. acnes  também  atua  sobre  a 

imunidade  adaptativa.  Já  foi  demonstrado  efeito  adjuvante  da  P.  acnes  na 

resposta  imune  humoral  de  camundongos  para  antígenos  presentes  em 

patógenos  como  Streptococcus  pneumoniae,  Trypanosoma  cruzi  e  Klebsiella 

pneumoniae, bem como para  toxóide  tetânico e para ovoalbumina  (Hebert et 

al., 1985; Squaiella et al., 2001; Mussalem et al., 2006; Squaiella et al., 2008).  

Esses dados que demonstram a capacidade da P. acnes de modular o 

sistema  imune, principalmente os  resultados observados em estudos clínicos, 

possibilitaram o uso dessa bactéria em imunoterapia ativa inespecífica, assim a 

P. acnes  já foi comercializada em nosso meio (Parvulan® e Imunoparvum®) e 

empregada  no  tratamento  de  pacientes  com  patologias  associadas  à 

depressão da resposta imune. 

  A  atividade  imunomoduladora  da  P.  acnes  está  relacionada  com  a 

indução de citocinas próinflamatórias, uma vez que foi observado aumento dos 

níveis  de  IFN,  IL1,  IL6,  TNF,  IL12  e  IL18  em  camundongos  tratados 

com a bactéria (Green et al., 1977; Smith et al.,1993; Matsui et al., 1997).  

  No entanto, os mecanismos pelos quais a bactéria modula, ativando ou 

aumentando  diferentes  populações  celulares  e  induzindo  a  síntese  de 

citocinas,  precisam  ser  mais  elucidados.  Nesse  sentido,  tem  sido  objeto  de 

estudo  de  nosso  laboratório  a  avaliação  de  populações  celulares  e, 

principalmente,  a  expressão  de  receptores  de  superfície  celular  modulados 

pelo  tratamento  de  animais  com  a  P.  acnes,  bem  como  identificar  e  purificar 

componentes  bacterianos  envolvidos  na  modulação  da  resposta  imune 

induzida pela bactéria. 

Dessa  forma,  foi  realizada  a  purificação  e  caracterização  do 

polissacarídeo  solúvel  (PS)  obtido  da  membrana  da  P.  acnes  por  extração 

fenólica  (Longhini,  2002;  Squaiella  et  al.,  2008),  uma  vez  que  na  suspensão 

bacteriana  comercial  utilizada  em  pacientes,  a  bactéria  é  morta  pelo  fenol, 

portanto  preserva,  principalmente,  os  complexos  peptideoglicanos

polissacarídeos e os ácidos teicóicos e lipoteicóicos, constituintes de superfície 

de bactérias Grampositivas. 
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Foi demonstrado que a suspensão de P. acnes morta pelo calor e seu 

componente  polissacarídico  solúvel  purificado  aumentam  a  resposta  imune 

celular  murina  do  tipo  Th1,  após  imunização  com  vacina  DNA  para 

Trypanosoma cruzi.  Isso foi verificado pelo aumento da síntese de IFN e de 

anticorpos da classe IgG2a específicos para transsialidase, proteína codificada 

por  um  gene  contido  no  plasmídeo,  e  correlacionado  com  a  diminuição  da 

parasitemia, após desafio dos animais com T. cruzi (Mussalem et al.,2006). 

Em um modelo murino de hipersensibilidade imediata à ovoalbumina foi 

verificado  que  a  suspensão  bacteriana  e  o  PS  são  capazes  de  aumentar  ou 

diminuir a resposta celular a um antígeno tipicamente indutor de resposta Th2 

(ovoalbumina), dependendo do protocolo de administração desses adjuvantes. 

Os animais foram sensibilizados com o implante de clara solidificada de ovo de 

galinha  no  tecido  subcutâneo  e  desafiados  após  14  dias  com  ovoalbumina 

agregada  na  pata,  onde  se  desenvolve  uma  reação  eosinofílica  tipicamente 

Th2. O prétratamento dos animais com P. acnes, por via subcutânea, mudou o 

perfil  Th2  em  resposta  a  ovoalbumina  para  Th1,  quando  a  última  injeção  da 

bactéria ocorreu uma semana antes da sensibilização. Por outro lado, quando 

a  última  injeção  de  P.  acnes  foi  administrada  no  dia  da  sensibilização,  foi 

observada exacerbação da resposta Th2, elevando a síntese de IgE específica 

e  de  esplenócitos  produtores  de  IL4,  bem  como  o  infiltrado  eosinofílico  nas 

patas  dos  animais,  24  horas  após  o  desafio,  compatível  com  a  fase  tardia 

observada  na  asma  alérgica  humana  (Braga  et  al.,  2003;  Squaiella  et  al., 

2008).  Esses  diferentes  efeitos  da  P.  acnes  sobre  a  resposta  imune  celular 

pode estar relacionado à capacidade dessa bactéria de induzir secreção de IL

18. Xu et al.  (2000) demonstraram que a  IL18, na presença de  IL12, possui 

efeito sinérgico na indução de células Th1, mas na ausência de IL12, a IL18 

induz  resposta  Th2.  Esse  modelo  permitiu  concluir  que  a  modulação  da 

resposta  imune celular, provavelmente, ocorre por ação direta da P. acnes ou 

do  polissacarídeo  sobre  as  APCs,  uma  vez  que  a  indução  de  diferentes 

respostas celulares está relacionada com o estado de ativação dessas células 

e  com  o  ambiente  de  citocinas  gerado  por  estas  frente  a  um  determinado 

antígeno.  

Já foi demonstrado que a P. acnes é capaz de agir sobre precursores de 

células  dendríticas  presentes  na  medula  óssea  de  camundongos,  induzindo 
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recrutamento, ativação e maturação dessas células. A adição dessa bactéria a 

culturas  de  células  da  medula  óssea  de  camundongos  induz  maturação  de 

células dendríticas com aumento da expressão de CD11c, MHCII e moléculas 

coestimuladoras  (MacDonald et al., 2001). Além disso, o aumento no número 

de precursores dessas células foi observado na circulação de animais tratados 

endovenosamente com a P. acnes (Yoneyama et al., 2001). 

Em  nosso  laboratório,  foi  verificado  o  aumento  no  número  de  células 

dendríticas no peritôneo de camundongos tratados com P. acnes ou PS por via 

intraperitoneal  (Ananias  et  al.,  2007).  Observouse  também,  aumento  da 

porcentagem de células tronco (CD34+) e de precursores de células dendríticas 

in  vivo  na  medula  óssea  de  camundongos  tratados  com  a  bactéria  ou  seu 

componente.  Essas  células  da  medula  óssea  dos  animais  tratados  se 

diferenciavam mais em células dendríticas  in vitro, o que foi demonstrado pelo 

aumento  do  número  de  células  CD11c+MHCII+.  Também  foi  observado 

aumento da maturação  dessas  células devido  a maior  expressão  de  CD80 e 

CD86,  maior  síntese  de  citocinas  como  IL4  e  IL12,  diminuição  da  atividade 

fagocítica  e  aumento  da  capacidade  de  apresentação  de  antígenos  para 

linfócitos T (Squaiella et al., 2006). 

O mecanismo pelo qual a P. acnes age sobre as células apresentadoras 

de  antígenos  precisa  ser  melhor  estudado,  porém  já  foi  observada  a 

participação  de  receptores  Tolllike  (TLRs).  Tais  receptores  são  proteínas 

transmembranas,  que  reconhecem  padrões  moleculares  associados  a 

patógenos  (PAMP)  presentes  em  bactérias,  vírus,  fungos  e  protozoários.  A 

ativação  desses  receptores  regula  tanto  a  resposta  imune  inata  como  a 

adaptativa (Takeda et al., 2003; Kopp et al., 2003).  

Kim et al. (2002) estudando o papel dos receptores tolllike na patogenia 

da acne demonstraram que a transfecção do TLR2, em uma  linhagem celular 

não  responsiva,  foi  suficiente  para  ativar  a  sinalização  celular  via  NFB  em 

resposta  à  P.  acnes.  Esses  autores  comprovaram  que  a  P.  acnes  induz 

ativação do promotor da IL12p40 por mecanismo dependente de TLR2 e que a 

quantidade  de  macrófagos  TLR2+  presentes  nas  lesões  de  acne  aumentou 

durante a evolução da doença, sugerindo que essa bactéria  induz  inflamação 

na  acne  pela  ativação  de  TLR2  e  subsequente  liberação  de  citocinas  que 

regulam a  resposta  imune  local.  A P. acnes  também é capaz de aumentar a 
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expressão  de  TLR2  e  TLR4  em  queratinócitos,  mecanismo  importante  para 

desencadear o processo inflamatório da acne (Jugeau et al., 2005). 

Em um modelo de  insuficiência hepática;  foi  verificado que a  P. acnes 

aumenta  a  expressão  de  TLR4  em  células  do  fígado  de  animais  tratados. 

Como  o  TLR4  ligase  ao  lipopolissacarídeo  presente  em  bactérias  Gram

negativas,  acreditase  que  a  potencialização  do  choque  endotóxico  induzida 

pela P. acnes frente ao LPS devase ao aumento da expressão desse receptor 

(Romics et al., 2004). 

Kalis et al. (2005) verificaram que o TLR9 é essencial para a indução de 

IFN  pela  P.  acnes,  sendo  esse  receptor  necessário  para  que  os  efeitos 

imunomoduladores  desse  adjuvante  biológico  sejam  induzidos,  como  por 

exemplo,  a  esplenomegalia,  a  hematopoiese  extramedular,  alterações 

histológicas  do  fígado,  indução  de  hipersensibilidade  a  componentes 

bacterianos e aumento da resistência a infecções (Kalis et al., 2005). 

O TLR9 é um receptor intracelular presente no retículo endoplasmático e 

nas  membranas  endossômicas,  que  reconhece  ilhas  CpG  não  metiladas 

comuns  em  DNA  de  procariotos  (Abbas  et  al.,  2012).  A  expressão  desse 

receptor  também  foi  observada  na  membrana  plasmática  de  linfócitos  B  de 

sangue  periférico  humano  e  na  superfície  de  linfócitos  B1  de  camundongos 

(Dasari et al., 2005; Mussalem et al., 2012). O tratamento  intraperitoneal com 

P.  acnes  é  capaz  de  aumentar  o  número  de  linfócitos  B1b  expressando  não 

somente TLR9 extra e  intracelular, mas  também TLR2 e TLR4  (Mussalem  et 

al.,  2012).  Também  foi  demonstrado  que  a  sinalização  via  TLR2  pode  estar 

envolvida no aumento do número de células B1b induzida pela P. acnes e que 

a  diferenciação  das  células  B1  em  fagócitos  também  é  dependente  dessa 

sinalização (Gambero et al., 2016). 

No  modelo  murino  que  mimetiza  a  reação  tardia  observada  na  asma 

alérgica  humana,  estudado  por  nosso  grupo,  foi  observado  que  a  P.  acnes 

aumentou  o  número  de  APCs  expressando  TLR2,  TLR4  e  TLR9  intra  e 

extracelular  (SquaiellaBaptistão  et  al.,  2015).  Assim,  a  P.  acnes  parece 

exercer  seus  efeitos  tanto  pela  ligação  a  TLRs,  quanto  pela  indução  da  sua 

expressão.  
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Fica claro, portanto, a capacidade da P. acnes de modular a função de 

células  apresentadoras  de  antígenos  como  células  dendríticas,  macrófagos, 

linfócitos B clássicos e B1.  

As  vacinas  de  células  dendríticas  são  uma  importante  ferramenta  na 

imunoterapia contra o câncer, uma vez que essas células são responsáveis por 

direcionar o padrão da resposta imune e por ativar linfócitos naϊve específicos 

contra os antígenos tumorais. No entanto, a resposta imune desencadeada por 

essas vacinas muitas vezes é fraca e incapaz de combater as células tumorais, 

assim outras estratégias capazes de aumentar a imunidade antitumoral devem 

ser estudadas e empregadas. 

Diversos  estudos  têm  avaliado  o  uso  de  adjuvantes  para  modular  e 

potencializar a  resposta  imune protetora,  uma vez que  tem sido observada a 

eficácia dessas substâncias tanto em imunoprofilaxia quanto em imunoterapia. 

Entre  as  substâncias  adjuvantes  estudadas,  destacamse  os  adjuvantes 

biológicos, que são bactérias ou constituintes bacterianos que fazem parte da 

microbiota,  o  que  favorece  o  uso  dessas  substâncias  como  constituintes  de 

vacinas  para  humanos.  Como  exemplo,  podem  ser  citados  o  bacilo  de 

CalmetteGuérin (BCG) (Hu et al., 2016), a Bordetela pertussis e suas toxinas 

(Chen  et  al.,  2006;  Denkinger  et  al.,  2007)  e  a  Propionibacterium  acnes  (P. 

acnes), objeto do presente estudo. 

A P. acnes é capaz de modular a função de células apresentadoras de 

antígenos  como  as  células  dendríticas,  as  quais  tem  papel  fundamental  na 

indução de resposta imune protetora e eficaz no momento da apresentação de 

antígeno, o que depende do padrão de expressão de moléculas de superfície 

destas células, vias de ativação e do ambiente de citocinas. Assim, o objetivo 

do presente trabalho é avaliar o efeito da Propionibacterium acnes na resposta 

imune  específica  antitumoral  induzida  pela  vacina  de  híbridos  de  células 

dendríticas  com  células  B16F10  utilizando  como  modelo  experimental  o 

melanoma murino. 
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2 OBJETIVOS  
 

2.1 Geral 
Avaliar  o  efeito  da  Propionibacterium  acnes  na  imunogenicidade  da 

vacina  de  híbridos  de  células  dendríticas  com  células  B16F10  em  modelo 

murino de melanoma. 

 

2.2 Específicos 
2.2.1  Avaliação  da  resposta  imune  específica  de  animais  vacinados  com  os 

híbridos associados ou não a P. acnes; a saber: 

 

 Detecção de imunoglobulinas específicas (isotipos) para antígenos tumorais; 

 

 Capacidade de induzir formação de células TCD4 e TCD8 de memória;  

 

  Perfil  de  citocinas  no  sobrenadante  de  cultura  de  linfócitos  TCD4  e  TCD8 

cultivados na presença de antígenos tumorais; 

 

 Citotoxicidade in vitro mediada por esplenócitos totais. 

 

2.2.2  Avaliação  do  efeito  profilático  das  vacinas  por  contagem  de  nódulos 

pulmonares  em  animais  imunizados  ou  não  e  desafiados  com  células  de 

melanoma.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Animais 
 

Foram utilizados camundongos C57Bl/6, adultos jovens (6 a 8 semanas 

de idade) fêmeas. Essa linhagem foi adquirida do Centro de Desenvolvimento 

de  Modelos  Experimentais  para  Medicina  e  Biologia  (CEDEME    UNIFESP). 

Todos  os  animais  foram mantidos  no  biotério  da  Disciplina  de  Imunologia  da 

Universidade Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina de acordo 

com  as  normas  estabelecidas  pelo  Conselho  Nacional  de  Controle  de 

Experimentação  Animal  (CONCEA).  Os  protocolos  experimentais  foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP (CEP 0120/12). 

 

3.2 Material 
 
• Ácido cítrico (Dinâmica) 

• Ácido etilenodiamino tetraacético (EDTA) (Nuclear) 

• Ácido sulfúrico (Dinamica) 

• Albumina Sérica Bovina (BSA) (Sigma) 

• Aminoácidos nãoessenciais (Gibco) 

•  antiCD3  de  camundongo  conjugado  a  aloficocianina  (APC)  (eBioscience  – 

Número de Catálogo: 17003183) 

• antiCD3 de camundongo conjugado a fluoresceína isotiocianato (FITC) (BD – 

Número de Catálogo: 553062) 

•  antiCD4  de  camundongo  conjugado  a  aloficocianina  (APC)  (eBioscience  – 

Número de Catálogo: 17004283 ) 

•  antiCD4 de camundongo  conjugado a proteína peridinina clorofila    cianina 

(PerCPCy5.5) (eBioscience – Número de Catálogo: 45004282) 

• antiCD44 de camundongo conjugado a proteína peridinina clorofila  cianina 

(PerCPCy5.5) (eBioscience – Número de Catálogo: 45044182) 

•  antiCD62L  de  camundongo  conjugado  a  Rficoeritrina  (PE)  (eBioscience  – 

Número de Catálogo: 12062182)  
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•  antiCD69  de  camundongo  biotinilado  (Invitrogen  –  Número  de  Catálogo: 

HM40153) 

•  antiCD8  de  camundongo  conjugado  a  aloficocianina  (APC)  (eBioscience  – 

Número de Catálogo: 17008183) 

•  antiCD8  de  camundongo  conjugado  a  Rficoeritrina  (PE)  (eBioscience  – 

Número de Catálogo: 12008183) 

•  antiIgG  de  camundongo  conjugado  a  peroxidase  (Sigma  –  Número  de 

Catálogo: A5906) 

•  antiIgG1  de  camundongo  conjugado  a  peroxidase  (Southern  Biotech  – 

Número de Catálogo: 107005) 

•  antiIgG2c  de  camundongo  conjugado  a  peroxidase  (Southern  Biotech  – 

Número de Catálogo: 107905) 

• Azul de Trypan (Gibco) 

• Bicarbonato de Sódio (Nuclear)  

• Carbonato de Sódio (Dinâmica) 

• CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit (Life Technologies)  

•CFSE (5,6carboxifluoresceína diacetato succinimidil éster) (Life Technologies)  

• Cloreto de amônia (Dinâmica) 

• Cloreto de potássio (Merck) 

• Cloreto de sódio (Dinâmica) 

• Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma)  

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose (DMEM) (Gibco) 

• Estreptoavidina conjugada a Pacific Orange (Invitrogen) 

• Fosfato de potássio monobásico (Synth) 

• Fosfato de sódio dibásico (Dinâmica) 

• Fosfato de sódio dibásico anidro (Dinâmica) 

• GMCSF recombinante (Gibco) 

• Hemobac adulto (Probac) 

• Hepes (Gibco) 

• Lglutamina (Gibco) 

• Líquido de cintilação (Perkin Elmer) 

• 2mercaptoetanol (Gibco) 

• Ofenilenodiamina (OPD) (Sigma) 

• Paraformaldeído (Sigma) 
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• PenicilinaEstreptomicina (Gibco) 

• Peróxido de hidrogênio 30 % (ADV) 

• Piruvato de Sódio (Gibco) 

• Polietilenoglicol 50% PM= 1450 (Sigma) 

• Propionibacterium acnes (P. acnes) obtida de cultura 

• RPMI 1640 (Gibco) 

• Solução de vitamina (Gibco) 

• Solução fisiológica 0,9 % (ADV) 

• Soro fetal bovino (SFB) (Gibco) 

• Soro normal de camundongo 

• Timidina Tritiada (Amersham Biosciences) 

• Tween 20 (Synth) 

 

 

3.3 Soluções 
 
• Meio RPMI: 10,4 g de RPMI 1640, 2 g de bicarbonato de sódio e 5,69 g de 

hepes  foram diluídos em 1 L de água bidestilada e deionizada, sob agitação. 

Foram  retirados 51 mL de meio e acrescentados 10 mL de Lglutamina  (200 

mM),  10  mL  de  piruvato  de  sódio  (100  mM),  10  mL  de  solução  de  vitamina 

(100x),  10  mL  de  aminoácidos  não  essenciais  (100x),  10  mL  de  penicilina

estreptomicina (10.000 unidades/mL) e 1 mL de 2mercaptoethanol (55 mM). A 

solução foi filtrada (0,22 µm) e armazenada a 4ºC. 

 

• Meio R10: meio RPMI suplementado com 10 % de SFB. 

 

• Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucose (DMEM): 13,4 g de DMEM 

e 3,7 g de bicarbonato de sódio  foram diluídos em 1 L de água bidestilada e 

deionizada, sob agitação. Foram retirados 41 mL de meio e acrescentados 10 

mL de piruvato de sódio  (100 mM), 10 mL de solução de vitamina  (100x), 10 

mL de aminoácidos não essenciais (100x), 10 mL de penicilinaestreptomicina 

(10.000  unidades/mL)  e  1  mL  de  2mercaptoethanol  (55  mM).  A  solução  foi 

filtrada (0,22 µm), suplementada com 10% de SFB e armazenada a 4ºC. 
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• Solução de PBS – 160 g de cloreto de sódio, 4 g de cloreto de potássio, 4 g 

de fosfato de potássio monobásico e 18,47 g de fosfato de sódio dibásico foram 

dissolvidos em 1 L de água destilada. Após filtragem, a solução foi armazenada 

a 4ºC e diluída 20x em água destilada no momento do uso. O pH foi ajustado 

para valores entre 7,2 e 7,4.  

 

• Solução de PBSBSA 1 %: solução de PBS foi acrescida de 1 % de BSA e 

armazenada a 4ºC. 

 

• Solução de PBSTween: solução de PBS foi acrescida de 0,05 % de Tween 

20 e armazenada a 4ºC. 

 

• Solução fixadora para citometria de fluxo: solução de PBS foi acrescida de 1 

% de paraformaldeído e armazenada a 4ºC. 

 

• Tampão Citrato: 25,7 mL de solução de fosfato de sódio dibásico 0,4M, 15,15 

mL  de  ácido  cítrico  0,4M  e  300  µL  de  peróxido  de  hidrogênio  30%  foram 

diluídos em água bidestilada até completar um volume final de 200 mL. O pH 

foi ajustado para 5,3 e a solução foi armazenada a 4ºC. 

   

•  Solução  de  substratoOPD:  50  mg  de  OPD  foram  diluídos  em  50  mL  de 

tampão citrato. Após homogeneização a solução foi utilizada imediatamente. 

 

• Solução stop: solução de ácido sulfúrico 4 N armazenada a 4ºC. 

 

• Tampão Hemolítico: 8,024 g de cloreto de amônia, 0,84 g de bicarbonato de 

sódio e 0,04 g de EDTA dissódico  foram diluídos em 1 L água. A solução foi 

autoclavada e armazenada a 4ºC. 

 

• Tampão carbonato 0,05M:  0,795  g  de  carbonato  de  sódio  e  1,465  g  de 

bicarbonato de sódio foram diluídos em 500 mL de água bidestilada. O pH foi 

ajustado para 9,6 e a solução foi armazenada a 4ºC. 
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• PBSEDTA 0,02%: 0,2 g de EDTA foram diluídos em 1L de solução de PBS. 

A solução foi autoclavada e armazenada a 4ºC. 

 

3.4 Métodos 
 
3.4.1 Obtenção da suspensão de P. acnes morta pelo calor 

 

A  cultura  “stock” de  Propionibacterium  acnes  é  mantida  em  garrafas 

contendo 40 mL de meio de cultura para anaerobiose Hemobac à temperatura 

ambiente.  Foi  coletado  assepticamente  1  mL  dessa  cultura  e  semeado  em 

garrafas de meio Hemobac mantidas em estufa a 37ºC por 3 dias. Após este 

período  de  crescimento,  as  bactérias  foram  centrifugadas  por  30  minutos  a 

2.000g em centrífuga refrigerada e então ressuspensas em solução fisiológica 

0,9%  obtida  comercialmente.  Esse  procedimento  de  lavagem  foi  repetido  por 

mais  duas  vezes.  A  suspensão  foi  então  autoclavada  durante  20  minutos  a 

120ºC  e  submetida  à  dosagem  proteica  pelo  método  de  Bradford  (Bradford, 

1976),  sendo  a  concentração  proteica  obtida  utilizada  como  parâmetro  para 

determinar a dose de suspensão a ser inoculada nos animais. 

 

3.4.2 Cultivo de células B16F10 
   

As  células  da  linhagem  de  melanoma  murino  B16F10,  singeneicas  a 

camundongos C57Bl/6,  foram cultivadas em meio R10 a 37°C e 5% de CO2. 

Após atingirem confluência de 80%, as células  foram  desaderidas da garrafa 

de  cultura  com  PBSEDTA  0,02%  incubandoas  por  5  minutos  a  37ºC.  Em 

seguida, a suspensão celular foi coletada e centrifugada a 320g por 5 minutos.  

 

3.4.3 Congelamento de células B16F10 
   

As células B16F10 expandidas, conforme descrito  no  item 3.4.2.  foram 

ressuspensas em meio de congelamento, contendo 90% de soro fetal bovino e 

10% de DMSO, e armazenadas em tubos criogênicos a 70°C.  

 



M a t e r i a l  e  M é t o d o s  | 32 

 

 
 

3.4.4 Obtenção dos antígenos tumorais totais 
 

Para a  sensibilização das placas de  ELISA,  foram utilizados  antígenos 

tumorais provenientes da  lise da célula B16F10 expandida em cultura. Então, 

após  atingirem  confluência  de  80%,  as  células  tumorais  foram  desaderidas, 

contadas  e  submetidas  a  cinco  ciclos  de  congelamento/descongelamento, 

alternando a incubação em nitrogênio líquido e em banho a 37ºC. O lisado foi 

utilizado imediatamente após o último ciclo de congelamento/descongelamento 

para a sensibilização das placas de ELISA.  

 Para  a  avaliação  do  perfil  de  citocinas  secretadas  pelas  células  T, 

quando  estimuladas  com  antígenos  tumorais,  foram  utilizados  antígenos 

obtidos da lise de células B16F10 recém isoladas do pulmão de camundongos 

inoculados com o  tumor. As células  tumorais  foram  lisadas conforme descrito 

anteriormente,  e,  em  seguida,  o  lisado  total  foi  aliquotado  e  armazenado  a  

20ºC até ser utilizado. 

Em  ambos  os  casos,  a  concentração  total  de  proteína  nos  lisados  foi 

determinada  pelo  método  de  Bradford  (Bradford,  1976)  e  foi  utilizada  para 

calcular a quantidade de antígeno necessária para cada experimento. 

 

3.4.5 Obtenção de culturas enriquecidas em células dendríticas  
 

A  medula  óssea  da  tíbia  e  do  fêmur  de  camundongos  C57Bl/6  foi 

extraída  e  contada.  Em  seguida,  a  concentração  da  suspensão  celular  foi 

ajustada para 2,5x105 células/mL e as células foram cultivadas em placas de 6 

orifícios, contendo 2 mL de suspensão celular em meio DMEM suplementado 

com 20 ng de GMCSF/mL. As placas foram mantidas em estufa a 37ºC e 5% 

de CO2 e após quatro dias em cultura, em cada orifício, foi adicionado 1 mL de 

meio  DMEM  suplementado  com  a  mesma  concentração  de  GMCSF.  No 

sétimo dia de cultura,  foram  retirados 500 µL de meio de cada orifício e,  em 

seguida, foi adicionado 1 mL de meio sem GMCSF. No nono dia de cultura, as 

placas  de  cultura  foram  mantidas  em  gelo  por  15  minutos.  As  células  do 

sobrenadante  foram coletadas,  foi adicionado 2 mL de RPMI gelado e com a 

pipeta  foi  realizada  a  lavagem  do  orifício.    Em  seguida,  as  células  que 
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desaderiram com essa  lavagem  também foram coletadas e o  total de células 

coletado  foi  centrifugado  a  160g  por  8  minutos  a  4ºC.  A  concentração  e  a 

viabilidade  celular  foram  determinadas  por meio da  contagem  em  câmara de 

Neubauer na presença de Azul de Trypan.  

 

3.4.6 Fusão de células dendríticas com células B16F10 

 

As  células  B16F10  foram  desaderidas,  irradiadas  (200Gy)  e  contadas, 

então 1x107 células tumorais foram misturadas com 1x107 células dendríticas. 

Em  seguida,  essas  células  foram  centrifugadas  por  5  minutos  a  160g.  O 

sobrenadante  foi  descartado  de  modo  que  o  pellet  ficasse  completamente 

seco.  Após  soltar  o  pellet,  lentamente,  foi  adicionado  sobre  este  500µL  de 

Polietilenoglicol (PEG), mantendose o tubo que continha as células em banho 

a  37ºC.  Em  seguida,  a  suspensão  celular  foi  mantida  por  90  segundos  em 

repouso no banho a 37ºC. Ao final desse período, lentamente foi adicionado 40 

mL  de  RPMI  ao  tubo  contendo  as  células  fusionadas,  adicionandose 

aproximadamente 1 mL de meio a cada 15 segundos. Ao completar a diluição 

em RPMI, a suspensão celular foi mantida por 5 minutos em banho a 37ºC. Ao 

final  da  incubação,  as  células  foram  centrifugadas  por  5  minutos  a  160g, 

ressuspensas em 20 mL de RPMI e mantidas por 1 hora em estufa a 37ºC e 

5% de CO2. Então, as células foram coletadas e contadas para a determinação 

da concentração celular e preparo das vacinas. 

 

3.4.7  Avaliação  da  eficácia  de  fusão  das  células  dendríticas  com 
células B16F10 

 

No  nono  dia  de  cultura,  as  células  dendríticas  foram  desaderidas, 

contadas  e  marcadas  com  Cell  Trace  Violet.  Para  marcar  1x107  células 

dendríticas  foi  utilizado  1µL  de  Cell  Trace  Violet  diluído  em  2  mL  de  PBS 

aquecido.  A  suspensão  celular  permaneceu  por 20 minutos  a 37ºC  e  após a 

incubação  foram  realizadas  duas  lavagens  com  10  mL  de  R10.  Ao  final  da 

última lavagem, as células dendríticas foram ressuspensas em 1 mL de RPMI 

para determinação da concentração celular. 
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Em  paralelo,  as  células  B16F10  foram  desaderidas,  contadas  e 

marcadas com CFSE 1,25 μM por 10 minutos, em estufa a 37°C. O volume de 

CFSE utilizado foi determinado de acordo com a seguinte proporção: 1 mL de 

CFSE 1,25 µM para cada 5x106 células. Ao final dessa  incubação, as células 

foram  lavadas  três  vezes  com  meio  R10  por  5  minutos  a  160g.  Por  fim,  as 

células  B16F10  foram  ressuspensas  em  1  mL  de  RPMI  e  foi  determinada  a 

concentração celular. 

Após  as  contagens,  foi  realizada  a  fusão  celular  conforme  descrito  no 

item  3.4.6.  e  as  células  foram  avaliadas  por  citometria  de  fluxo  (AttuneTM 

Acoustic Focusing Flow Cytometer  InvitrogenTM). 

 
3.4.8 Imunização de camundongos com a vacina de híbridos  
 
  Cada camundongo recebeu duas doses da vacina de células dendríticas 

fusionadas  com  as  células  B16F10,  por  via  subcutânea,  na  região  dorsal 

próximo a base da cauda. O  intervalo entre as doses  foi de duas semanas e 

cada  vacina  continha  5x105  híbridos  viáveis  associados ou não a 140 μg  de 

proteína  da  P.  acnes.  Os  animais  dos  grupos  controles  receberam  apenas  o 

veículo (PBS) ou o adjuvante (140μg proteína da P. acnes).  

 

3.4.9 Avaliação da resposta de anticorpo específica para antígenos 
tumorais induzida pela vacina de híbridos  
 
  O  soro  dos  animais  imunizados  e  controles  foram  coletados  sete  dias 

após  a  segunda  dose  da  vacina  e  armazenados  em  pool  a  20ºC  até  a 

dosagem de anticorpos específicos para antígenos da B16F10 (IgGtotal, IgG1 e 

IgG2c). 

A  sensibilização  das  placas  de  ELISA  foi  realizada  com  o  lisado  da 

B16F10, produzido conforme descrito no item 3.4.4.. Foram utilizados 50 µg de 

proteína  do  lisado/orifício  em  volume  final  de  200  µL  de  tampão  carbonato 

0,05M,  seguindose  incubação  overnight  a  4ºC.  Após  esse  período,  foram 

realizadas  3  lavagens  com  PBSTween  0,05%  e,  posteriormente,  o  bloqueio 

dos  sítios  inespecíficos  com  200  µL  PBSTween  0,05%  acrescido  de  5%  de 
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leite em pó desnatado (Molico) e 1% de albumina sérica bovina/orifício, por 1 

hora  à  temperatura  ambiente.  Em  seguida,  foram  realizadas  3  etapas  de 

lavagem  com  PBSTween  0,05%,  e,  então,  foram adicionados  100 L/orifício 

das amostras de soro, diluídas na solução de bloqueio de 1/200 até 1/25.600 

para IgG total e de 1/50 até 1/6.400 para IgG1 e IgG2c. Após incubação por 2 

horas  à  temperatura  ambiente,  as  placas  foram  lavadas  5  vezes  com  PBS

Tween  0,05%  e  acrescidas  de  100  L/orifício  dos  seguintes  anticorpos 

monoclonais diluídos na solução de bloqueio: antiIgG conjugado a peroxidase 

(1/1.000), antiIgG1 e antiIgG2c conjugados a peroxidase (1/4.000). As placas 

permaneceram à  temperatura  ambiente  por  mais  1  hora,  e  os  orifícios  foram 

novamente  lavados  5  vezes  com  PBSTween  0,05%.  As  reações  foram 

reveladas pela adição de 100 L/orifício de tampão citratoOPD, incubandose 

por 15 minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz. 

  As  reações  foram  então  interrompidas  com  50  L/orifício  de  ácido 

sulfúrico  4N  e  as  absorbâncias  foram  determinadas  pelo  aparelho  EnSpire® 

Multimode Plate Reader (PerkinElmer) a 492 nm. 

  O  primeiro  ponto da  curva  da  diluição  do  soro  com absorbância maior 

que  0,100  foi  considerado  o  título  do  anticorpo  em  questão.  Para  avaliar  o 

balanço  entre  o  padrão  Th1  e  Th2,  a  razão  dos  isotipos  foi  calculada  pela 

divisão do título de IgG1 pelo de IgG2c.  

 

3.4.10  Avaliação  das  populações  de  células  T  de  memória  nos 
linfonodos drenantes de camundongos vacinados com os híbridos 
associados ou não a P. acnes  
 
  Os linfonodos inguinais dos animais vacinados foram coletados 24 horas 

após a segunda dose da vacina. Esses órgãos linfoides foram macerados e foi 

determinado  o  número  absoluto  de  células.  Em  seguida,  foi  realizado  o 

bloqueio  do  receptor Fc  incubandose  as  células  com  5%  de  soro  normal  de 

camundongo  por  30  minutos  a  4ºC.  Após  uma  lavagem,  as  células  foram 

marcadas,  sob  as  mesmas  condições,  com  os  seguintes  anticorpos 

monoclonais conjugados a fluorocromos: antiCD3 FITC, antiCD4 ou antiCD8 

APC,  antiCD44  PerCPCy5.5  e  antiCD62L  PE.  As  células  também  foram 
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marcadas  com  anticorpo  monoclonal  antiCD69  biotinilado.  Após  essa 

incubação,  foi  realizada  uma  etapa  de  lavagem  e,  então,  foi  adicionado  às 

células estreptoavidina conjugada a Pacific Orange, por 30 minutos a 4ºC. Em 

seguida, foi realizada mais uma etapa de lavagem e as células foram avaliadas 

por citometria de fluxo (BD FACSCantoTMII) para avaliação das populações de 

células  TCD4  e  TCD8  naïve  (CD44lowCD62Lhigh),  de  memória  central 

(CD44highCD62Lhigh)  e  de  memória  efetora  (CD44highCD62Llow).  Também  foi 

avaliada  a  porcentagem  e  grau  de  ativação  das  células  TCD4  e  TCD8  de 

acordo com a expressão de CD69. O número absoluto de cada população foi 

calculado multiplicandose o número total de células obtido dos linfonodos pela 

porcentagem de cada subpopulação.   

 

3.4.11 Avaliação do perfil de citocinas no sobrenadante das culturas 
de células TCD4 e TCD8 estimuladas com os antígenos tumorais 

 

O baço dos camundongos foi extraído e macerado, 14 dias após a última 

dose da vacina. A suspensão de células  foi  incubada com  tampão hemolítico 

(2mL/baço  por  2  minutos)  e  lavada  duas  vezes  com  RPMI.  Em  seguida,  foi 

determinada a concentração celular e realizado o bloqueio do receptor Fc, com 

5% de soro normal de camundongo, por 30 minutos a 4ºC. Sob essas mesmas 

condições,  as  células  foram  marcadas  com  os  anticorpos  monoclonais 

conjugados a fluorocromos antiCD3 APC, antiCD4 PerCP e antiCD8 PE. Ao 

término  da  incubação,  as  células  TCD4  e  TCD8  foram  purificadas  pelo 

citômetro FACSAriaTMII  Cell Sorter (BD).  

Então, 1x105 células TCD4 ou TCD8 foram plaqueadas juntamente com 

2,5x104  células dendríticas e antígenos  tumorais  (23,6 µg de proteína/mL em 

volume  final  de  200µL),  obtidos  por  meio  da  lise  da  B16F10  recém  isolada, 

conforme descrito no item 3.4.4.. 

Após  cinco  dias  em  cultura,  a  37ºC  e  5%  CO2,  o  sobrenadante  foi 

coletado  e  armazenado  a  20ºC.  Para  a  avaliação  do  perfil  de  citocinas  no 

sobrenadante  de  cultura,  foi  utilizado  o  Cytometric  Bead  Array  (CBA)  mouse 

Th1/Th2/Th17 Cytokine kit (BD) de acordo com as instruções do fabricante. 
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3.4.12 Ensaio de citotoxicidade in vitro 
   

As  células  B16F10  (2x105  células/mL)  foram  cultivadas  em  meio 

contendo timidina tritiada (5 μCi/mL) por 24 horas, a 37ºC e 5% de CO2. Após 

esse  período  as  células  foram  desaderidas,  lavadas  e  foi  determinada  a 

concentração  celular.  Em  seguida,  foram  plaqueadas  1x104  células 

B16F10/orifício, em placas de cultura de 96 orifícios (fundo U), juntamente com 

os  esplenócitos  totais  dos  animais  dos  grupos  vacinados  ou  controles.  Foi 

utilizada a proporção de 1 célulaalvo para 50 células efetoras para determinar 

a citotoxicidade contra o melanoma (C). A lise espontânea (E) foi determinada 

cultivandose a célulaalvo  (B16F10) somente com R10. As placas de cultura 

foram mantidas por 3,5 horas em estufa a 37ºC e 5% CO2. Após esse período 

as  células  foram  colhidas  em  CellHarvester  (PerkinElmer)  e  a  radioatividade 

foi quantificada em contador β (MicroBeta2 LumiJETPerkinElmer), na presença 

de líquido de cintilação. A porcentagem de lise foi determinada de acordo com 

a seguinte fórmula: %Lise = [(E cpm – C cpm)/E cpm] x 100. 

 

3.4.13 Indução da colonização pulmonar por células B16F10  
   

Para  a  indução  da  colonização  pulmonar,  as  células  B16F10  foram 

ressuspensas  em  PBS  e  a  concentração  celular  foi  determinada.  Os 

camundongos foram desafiados com 3x105 B16F10, por via endovenosa, sete 

dias  após  a  segunda  imunização.  Os  animais  foram  eutanasiados  14  ou  20 

dias depois do desafio para a determinação do número de nódulos pulmonares.  

 

3.4.14 Análise estatística 
 

Os  dados  foram  submetidos  ao  teste  estatístico  ANOVA  de  uma  via, 

seguido  do  pósteste Tukey’s  Multiple  Comparison  Test,  no  programa 

GraphPad  Prism  5  (GraphPad  Software,  CA,  USA),  e  as  diferenças  foram 

consideradas significantes quando os valores de p foram menores do que 0,05 

(p < 0,05). 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Fusão das células dendríticas com células B16F10 
   

Foi  realizada  a  padronização  de  uma  metodologia  para  a  fusão  de 

células  dendríticas  com  as  células  B16F10  utilizando  polietilenoglicol  (PEG). 

Para  avaliar  a  porcentagem  de  híbridos  formados  com  PEG,  as  células 

dendríticas  foram marcadas com CellTraceTM Violet e as células B16F10 com 

CFSE, previamente ao processo de fusão.  

Na análise por citometria de fluxo, as células foram selecionadas (Figura 

6A)  e  avaliadas  quanto  a  fluorescência  do  CFSE  e  do  CellTraceTM  Violet 

(Figura 6B e 6C).  

Inicialmente, foi avaliada a eficácia de fusão na proporção de uma célula 

dendrítica  para  cinco  células  B16F10.  Foi  verificado  que  do  total  de  células 

cerca de 5,7% correspondiam às células dendríticas, ou seja, células marcadas 

com  Cell  Trace  Violet  e  57,7%  do  total  de  células  correspondiam  às  células 

tumorais.  Apenas  13,3%  do  total  de  células  eram  duplopositivas  para  Cell 

Trace  Violet  e  CFSE,  ou  seja,  células  dendríticas  fusionadas  com  células 

B16F10 (Figura 6B).  

Uma vez que a porcentagem de híbridos formados estava baixa (13,3%) 

e  havia  uma  alta  porcentagem  de  células  tumorais  não  fusionadas  (57,7%) 

(Figura  6B),  foi  avaliada  a  porcentagem  de  híbridos  formados  realizando  a 

fusão  das  células  dendríticas  com  as  células  tumorais  na  proporção  1:1.  A 

análise  por  citometria  de  fluxo  permitiu  verificar  que  diminuir  a  proporção  de 

célula  tumoral  para  cada  célula  dendrítica  de  5:1  para  1:1  aumentou  a 

eficiência  de  fusão,  uma  vez  que  foi  obtido  22,2%  de  células  duplopositivas 

para  CellTraceTM  Violet  e  CFSE,  ou  seja,  células  dendríticas  fusionadas  com 

células B16F10 (Figura 6C). Além disso, foi possível reduzir a porcentagem de 

células tumorais não fusionadas para 16,0% do total de células. 
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Figura  6.  Avaliação  da  porcentagem  de  células  dendríticas  fusionadas  com  células 
B16F10.  No  nono  dia  de  cultura,  as  células  dendríticas  foram  coletadas  e  marcadas  com 
CellTraceTM Violet. Em paralelo, as células B16F10 foram marcadas com CFSE 1,25 μM. Após 
as  marcações,  as  células  dendríticas  foram misturadas  com  células  B16F10  nas  proporções 
1:5 e 1:1, respectivamente, para realização da fusão celular utilizando polietilenoglicol. Após a 
fusão,  as  células  permaneceram  por  1  hora  em  estufa  a  37ºC  e  5%  CO2.  Em  seguida,  as 
células foram coletadas e avaliadas por citometria de fluxo. As células foram selecionadas (A) e 
avaliadas quanto à porcentagem de híbridos formados após fusão nas proporções 1:5 (B) e 1:1 
(C). 



R e s u l t a d o s  | 40 

 

 
 

4.2 Avaliação da resposta de anticorpo específica para antígenos da 
B16F10 induzida pela vacina de híbridos 
   

Para verificar se a vacina de híbridos seria capaz de induzir resposta de 

anticorpo  contra  antígenos  do  melanoma  e  se  a  P.  acnes  modularia  essa 

resposta,  foi  padronizado  um  ELISA,  conforme  descrito  no  item  3.4.9..  Foi 

observado que a vacina de híbridos induziu a síntese de baixos níveis de IgG 

específicos para os antígenos da B16F10, inclusive dos isotipos IgG1 e IgG2c. 

A  associação  da  P.  acnes  à  vacina  de  híbridos  induziu  aumento 

estatisticamente  significante  (p  <  0,05)  dos  títulos  de  IgGtotal,  IgG1  e  IgG2c 

específicos  para  os  antígenos  tumorais  em  relação  ao  grupo  Híbrido.  Como 

esperado,  não  foram  detectados  anticorpos  específicos  para  B16F10  nos 

grupos controles (PBS e P. acnes) (Figura 7). 

  Para  avaliar  o  balanço  entre  os  padrões  Th1  e  Th2,  a  razão  entre  as 

subclasses  IgG1  e  IgG2c  foi  analisada.  Altos  valores  da  razão  IgG1/IgG2c 

indicam um padrão de resposta imune do tipo Th2, enquanto valores menores 

indicam  o  predomínio  da  resposta  Th1.  No  grupo  Híbrido+P.  acnes,  a  razão 

IgG1/IgG2c foi igual a 4,0 (Tabela 1), já no grupo Híbrido esse valor foi igual a 

14,0  (Tabela  1).  Isso  demonstra  que  o  adjuvante  foi  capaz  de  polarizar  a 

resposta imune para o padrão Th1.  
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Figura  7.  Efeito  adjuvante  da  P.  acnes  na  resposta  de  anticorpo  específica  para 
antígenos  da  B16F10  induzida  pela  vacina  de  híbridos.  Foram  administradas  2  doses  da 
vacina,  por  via  subcutânea,  com  intervalo  de  14  dias  entre  elas.  Cada  dose  continha  5x105 
híbridos viáveis associados ou não a 140 μg de proteína da P. acnes. Sete dias após a última 
dose,  o  soro  dos  animais  foi  coletado  e  os  títulos  de  IgGtotal,  IgG1  e  IgG2c  específicos  para 
antígenos da B16F10 foram determinados por ELISA. O título corresponde a primeira diluição 
do  soro  com  absorbância  maior  que  0,1.  Os  gráficos  representam  a  média  de  três 
experimentos independentes. * p < 0,05  
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Tabela  1.  Polarização  da  resposta  de  anticorpo  para  o  padrão  Th1  pela 
associação da P. acnes à vacina de híbridos  
 

 

Grupo 
Título das subclasses de IgG Razão 

IgG1/IgG2c  IgG1 IgG2c 

Híbrido 1866 133 14,0 

Híbrido + P. acnes 5333 1333 4,0 
 
O soro dos animais imunizados com a vacina de híbridos foi avaliado por ELISA para detectar 
os isotipos de IgG específicos para os antígenos da B16F10. As médias dos títulos de IgG1 e 
IgG2c  foram  calculadas  com  dados  de  três  experimentos  independentes.  A  razão  das 
subclasses de IgG foi calculada para cada grupo dividindose a média do título do isotipo IgG1 
pela média do título de IgG2c. 
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4.3 Análise do perfil de citocinas secretadas pelas células T quando 
estimuladas com antígenos tumorais 
   

Para  avaliar  o  padrão  de  citocinas  induzido  pela  resposta  imune 

específica,  14  dias  após  a  segunda  imunização,  os  linfócitos  TCD4  e  TCD8 

isolados dos esplenócitos totais foram cultivados com antígenos tumorais por 5 

dias.  

  Foi  verificado  que  as  células  TCD4  do  grupo  Híbrido+P.  acnes 

secretaram maior quantidade de IFN quando estimuladas com antígenos da 

B16F10 do que as células dos grupos Híbrido, P. acnes  e PBS. A vacina de 

híbridos associada ou não à P. acnes aumentou a secreção de IL10, IL17, IL

6 e  IL4 pelas células TCD4 em relação ao grupo PBS, enquanto a produção 

de TNF e IL2 foi similar entre esses grupos. Por outro lado, a associação da P. 

acnes  à  vacina  de  híbridos  reduziu  a  secreção  de  IL10,  IL17  e  IL4  em 

relação ao grupo Híbrido, polarizando a resposta para o perfil Th1. O padrão de 

citocinas secretadas pelas células TCD4 do grupo P. acnes não foi diferente do 

observado no grupo PBS (Figura 8A).   

  No  sobrenadante  de  cultura  dos  linfócitos  TCD8  do  grupo  Híbrido+P. 

acnes, foi observada maior concentração de IL17 e IFN quando comparado 

aos  grupos  Híbrido,  P.  acnes  e  PBS.  As  células  TCD8  de  todos  os  grupos 

secretaram quantidades similares de TNF e IL6 e os níveis de IL2, IL4 e IL

10 foram praticamente indetectáveis (Figura 8B). 
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Figura  8.  Presença  da  P.  acnes  na  vacina  de  híbridos  induz  polarização  da  resposta 
imune aos antígenos tumorais para o perfil Th1. Duas semanas após a segunda dose da 
vacina,  os  linfócitos  TCD4  (A)  e  TCD8  (B)  foram  purificados  a  partir  dos  esplenócitos  totais 
(FACS  ARIAII  –  Cell  Sorter)  e  cultivados  com  células  dendríticas  e  antígenos  tumorais.  O 
sobrenadante dessas culturas foi coletado após 5 dias e armazenado a 20°C. Para a avaliação 
do perfil de citocinas no sobrenadante de cultura, foi utilizado o Cytometric Bead Array (CBA) 
com  anticorpos  de  detecção  para  IL10,  IL17,  TNF,  IFN,  IL6,  IL4  e  IL2,  conforme  as 
instruções do fabricante. * p < 0,05 
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4.4 Avaliação, in vitro, da atividade citotóxica de esplenócitos totais 
de  camundongos  vacinados  com  híbridos  associados  ou  não  à  P. 
acnes 
   

Para  investigar  a  capacidade  dos  esplenócitos  de  induzirem  lise  das 

células  tumorais,  vinte  e  quatro  horas  após  a  última  dose  da  vacina,  os 

esplenócitos  foram  obtidos  e  cocultivados  com  células  B16F10,  previamente 

incubadas com timidina tritiada. 

As células do grupo Híbrido+P. acnes foram mais citotóxicas do que os 

esplenócitos  dos  demais  grupos,  uma  vez  que  a  porcentagem  de  lise  das 

células  B16F10  nesse  grupo  foi  igual  a  40,2  ±  2,2%,  enquanto  nos  demais 

grupos foi apenas de 27,2 ± 0,7% (Híbrido), 29,4 ± 1,8% (PBS) e 26,3 ± 1,9% 

(P. acnes) (Figura 9). 
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Figura 9. Adição de P. acnes à vacina de híbridos aumenta a capacidade citotóxica dos 
esplenócitos  contra  células  de  melanoma  murino.  Vinte  e  quatro  horas  após  a  segunda 
dose da vacina, os esplenócitos foram obtidos e cultivados com B16F10, previamente incubada 
com timidina tritiada. As células foram mantidas na proporção de 1 célulaalvo para 50 células 
efetoras por 3,5 horas, a  37ºC  e 5% CO2.   Após a  incubação, as células  foram colhidas em 
CellHarvester, a radioatividade foi mensurada em contador β e convertida em porcentagem de 
lise . * p < 0,05   
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4.5  Avaliação  das  populações  de  células  T  de  memória  nos 
linfonodos drenantes de camundongos vacinados com os híbridos 
associados ou não a P. acnes  

   
Os  linfonodos  inguinais  foram  extraídos  dos  animais,  vinte  e  quatro 

horas após  a  segunda  imunização, para  a avaliação  do  fenótipo de memória 

dos linfócitos T. As células foram selecionadas num gráfico do tipo dot plot de 

tamanho  por  complexidade  (FSC  x  SSC)  (Figura  10A),  em  seguida,  foi 

realizada a exclusão de doublets (Figura 10B) e as células TCD4 (Figura 10C) 

ou TCD8 (Figura 10D) foram avaliadas quanto à expressão de CD44 e CD62L 

(Figura 10E e 10F) ou CD69 (Figura 10G e 10H).  

  Todos  os  tratamentos  aumentaram  o  número  total  de  células  TCD4  e 

TCD8  em  relação  ao  grupo  PBS  (Figura  11A).  Ao  avaliar  a  população  de 

células T naïve, foi verificado aumento dessa subpopulação de células TCD4 e 

TCD8  no  grupo  P.  acnes  e  de  células  TCD8  no  grupo  Híbrido+P.  acnes  em 

relação ao PBS (Figura 11B). 

  No entanto, foi verificado que a vacina de híbridos associada a P. acnes 

aumentou  significativamente  o  número  absoluto  de  células TCD4 e  TCD8 de 

memória efetora e central quando comparado aos demais grupos (Figura 11C e 

11D). Apesar da vacina de híbridos  induzir  células TCD4  (2,10x105 ± 0,10) e 

TCD8  (4,20x105  ±  0,20)  de  memória  central,  no  grupo  Híbrido+P.  acnes  o 

número  absoluto  desse  fenótipo  celular  foi  estatisticamente  maior  (TCD4= 

5,25x105 ± 0,25 e TCD8= 15,75x105 ± 0,75) (Figura 11C). 

  Além  disso,  a  adição  da  P.  acnes  à  vacina  de  híbridos  aumentou  o 

número  absoluto  de  células  TCD4  de  memória  efetora  (6,30x105  ±  0,30)  em 

relação aos demais grupos (Híbrido= 2,10x105 ± 0,10; PBS= 0,90x105 ± 0,10; 

P. acnes= 3,90x105 ± 0,10) (Figura 11D) e somente a associação do adjuvante 

à  vacina  de  híbridos  foi  capaz  de  induzir  a  formação  de  células  TCD8  de 

memória efetora (Figura 11D). 

  Também  foi  verificado  que  o  grupo  Híbrido+P.  acnes  foi  capaz  de 

aumentar  o  número  absoluto  de  células  TCD4  e  TCD8  ativadas  quando 

comparado ao grupo Híbrido (Figura 11E). Porém não foi observada diferença 

quanto ao grau de ativação dessas células (Figura 11F). 
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Quando a proporção de cada fenótipo celular foi calculada em relação a 

porcentagem  total  de  células  TCD4  ou  TCD8  de  memória  efetora,  memória 

central e naïve, foi verificado que no grupo Híbrido+P. acnes a porcentagem de 

células  TCD4  de  memória  central  foi  2,9x,  2,1x  e  1,5x  maior  do  que  o 

observado  nos  grupos  PBS,  Híbrido  e  P.  acnes,  respectivamente.  Para  as 

células TCD8, esse valor foi 3,0x maior no grupo Híbrido+P. acnes do que no 

PBS e 2,2x maior do que nos grupos Híbrido e P. acnes (Figura 12A e 12B).  

A proporção de células TCD4 efetoras de memória estava aumentada no 

grupo Híbrido+P. acnes 2,8x, 1,8x e 1,5x em relação aos grupos PBS, Híbrido 

e  P.  acnes,  respectivamente.  Ao  comparar  a  frequência  de  células  TCD8  de 

memória  efetora  dentre  os  três  fenótipos  avaliados,  a  porcentagem  do  grupo 

Híbrido+P. acnes aumentou 2,0x,  1,7x e 1,4x quando comparado aos grupos 

PBS, Híbrido e P. acnes, respectivamente (Figura 12A e 12B). 
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Figura  10.  Representação  esquemática  da  estratégia  de  análise  para  determinar  o 
fenótipo de memória das populações de células TCD4 e TCD8 por citometria de fluxo. As 
células dos linfonodos inguinais dos camundongos imunizados com os híbridos associados ou 
não a P. acnes foram marcadas com os anticorpos monoclonais CD3 FITC, CD4 ou CD8 APC, 
CD44 PerCP, CD62L PE e CD69 biotinilado + estreptoavidina PO e analisadas por citometria 
de  fluxo.  As  células  foram  selecionadas  em  um  gráfico  do  tipo  dot  plot  (A),  foi  realizada  a 
exclusão de doublets  (B) e as células CD3+CD4+  (C) ou CD3+CD8+  (D)  foram selecionadas e 
avaliadas  quanto  à  expressão  de  CD44  e  CD62L  (E  e  F)  ou  CD69  (G  e  H).  As  células 
CD44highCD62Lhigh correspondem à população de células de memória central (MC em E e F), já 
as células de memória efetora são  CD44highCD62Llow  (ME  em E e F) e  as células  naïve  são 
CD44lowCD62Lhigh (N em E e F). 
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Figura 11. Associação da P. acnes à vacina de híbridos aumenta o número absoluto de 
células TCD4 e TCD8 de memória no  linfonodo drenante de camundongos  imunizados. 
Vinte  e  quatro  horas  após  a  última  dose  da  vacina,  foi  determinado  o  número  absoluto  de 
células  nos  linfonodos  inguinais  e,  então,  as  células  foram  marcadas  com  anticorpos 
monoclonais e avaliadas por citometria de fluxo. O número absoluto de cada subpopulação foi 
calculado multiplicandose  o número  total  de células pela  frequência  de cada  fenótipo  obtida 
por citometria de fluxo. Os gráficos representam o número absoluto de linfócitos TCD4 e TCD8 
(A)  e  suas  subpopulações  de  células  naïve  (CD44lowCD62Lhigh)  (B),  memória  central 
(CD44highCD62Lhigh) (C), memória efetora (CD44highCD62Llow) (D), bem como o número total de 
células TCD4 e TCD8 ativadas (CD69+) (E) e o grau de ativação dessas células (intensidade 
média de fluorescência do CD69+) (F). * p < 0,05  
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Figura 12. Adição da P. acnes à vacina de híbridos eleva a proporção de células TCD4 e 
TCD8 de memória efetora e central. As células dos linfonodos inguinais foram coletadas 24h 
após  a  segunda  dose  da  vacina,  então  foram  marcadas  com  anticorpos  monoclonais 
conjugados  a  fluorocromos  e  analisadas  por  citometria  de  fluxo.  A  proporção  de  cada 
subpopulação de células TCD4 (A) e TCD8 (B) foi calculada em relação à porcentagem total de 
células  naïve  (barra  cinza),  de  memória  central  (barra  branca)  e  de  memória  efetora  (barra 
preta). 
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4.6  Efeito  da  vacina  de  híbridos  associada  ou  não  à  P.  acnes  na 
progressão do tumor 
   

O  próximo  passo  foi  verificar  in  vivo  a  capacidade  dessas  vacinas 

protegerem  contra  a  colonização  pulmonar.  Então,  sete  dias  depois  da 

segunda  imunização,  os  camundongos  foram  desafiados  endovenosamente 

com células B16F10 e o número de nódulos pulmonares foi determinado após 

14 (Figura 13A) ou 20 (Figura 13B) dias. 

  Quatorze  dias  após  o  desafio,  foi  observado  que  a  vacina  de  híbridos 

associada  ou  não  a  P.  acnes  protegeu  igualmente  contra  a  colonização 

pulmonar, uma vez que as médias de nódulos pulmonares foi de 73,5 no grupo 

Híbrido+P. acnes e de 66,2 no grupo Híbrido, enquanto nos grupos PBS e P. 

acnes os pulmões estavam altamente colonizados (500 nódulos) (Figura 13A). 

Entretanto,  20  dias  após  o  desafio,  somente  o  grupo  Híbrido+P.  acnes 

apresentou redução do número de nódulos pulmonares (média = 91,4 nódulos) 

em relação aos grupos Híbrido (média = 346,8 nódulos), PBS (500 nódulos) e 

P. acnes (500 nódulos) (Figura 13B). Foi possível verificar que 20 dias após o 

desafio, o grupo Híbrido+P. acnes manteve o número de nódulos pulmonares 

similar ao observado 14 dias após o desafio (Figura 13A e 13B). Por outro lado, 

o grupo Híbrido progrediu de 66,2 nódulos, em média, para 346,8 nódulos e, 

como esperado, os grupos PBS e P. acnes continuaram apresentando intensa 

colonização pulmonar. Ou seja, o grupo Híbrido+P. acnes foi o único capaz de 

impedir a progressão tardia do tumor. 

  As  imagens  dos  pulmões  demonstram  claramente  as  diferenças  na 

colonização  tardia  do  tumor  entre  esses  grupos,  uma  vez  que  somente  no 

grupo  Híbrido+P.  acnes  quase  não  havia  nódulos  tumorais  no  pulmão  dos 

camundongos  e  os  existentes  eram  muito  menores  do  que  os  nódulos 

observados nos outros três grupos (Figura 14). 
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Figura 13. Associação da P. acnes à vacina de híbridos controla a progressão tardia do 
tumor. Os camundongos receberam as duas doses da vacina de híbridos associada ou não a 
P. acnes. Os animais dos grupos controle foram tratados somente com PBS ou P. acnes. Sete 
dias após a  segunda dose,  os animais  foram desafiados com 3x105  células  B16F10,  por  via 
endovenosa.  O  número  de  nódulos  pulmonares  foi  avaliado  14  (A)  ou  20  (B)  dias  após  o 
desafio. * p < 0,05  
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Figura 14. Redução da progressão do tumor e do tamanho dos nódulos pulmonares nos 
animais que  receberam a vacina de híbridos com P. acnes. Os camundongos  receberam 
duas  doses  da  vacina  de  híbridos  associados  ou  não  a  P.  acnes.  Os  animais  dos  grupos 
controle  receberam  apenas  PBS  ou  P.  acnes.  Sete  dias  após  a  última  dose,  foi  realizado  o 
desafio com 3x105 células B16F10, por via endovenosa. Vinte dias após o desafio os animais 
foram  eutanaziados,  o  pulmão  foi  retirado  e  a  imagem  desse  órgão  foi  adquirida  em  um 
microscópio com câmera fotográfica acoplada (Nikon).  
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4.7 Longevidade da resposta imune específica induzida pela vacina 
de híbridos associados ou não à P. acnes 
   

Para  avaliar  a  longevidade  da  resposta  imunológica  induzida  pelos 

híbridos,  os  camundongos  receberam  2  doses  da  vacina  de  híbridos 

associados  ou  não  a  P.  acnes  e,  trinta  e  seis  dias  após  a  última  dose,  os 

camundongos  foram  desafiados  com  B16F10,  por  via  endovenosa.  Após  14 

dias,  os  animais  foram  eutanaziados e  foi  realizada  a  contagem  dos nódulos 

pulmonares. 

Foi observado que a vacina de híbridos associada ou não ao adjuvante 

induziu  igualmente  proteção  contra  a  colonização  pulmonar  (p  <  0,05),  em 

relação ao grupo controle (PBS) (Figura 15). Conforme esperado, nos animais 

que  receberam  somente  o  adjuvante,  não  foi  observada  proteção  contra  o 

crescimento do tumor (Figura 15). 
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Figura 15. Indução de resposta imune longeva, específica aos antígenos tumorais, pela 
vacina de híbridos associada ou não à P. acnes. Foram administradas 2 doses da vacina, 
por  via  subcutânea,  com  intervalo  de  14  dias  entre  elas.  Cada  dose  continha  5x105  híbridos 
viáveis associados ou não a P. acnes. Trinta e seis dias após a última dose, os camundongos 
foram  desafiados  com  3x105  B16F10,  por  via  endovenosa.  Após  14  dias,  os  animais  foram 
eutanaziados e foi realizada a contagem dos nódulos pulmonares. * p < 0,05  
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5 DISCUSSÃO 
 
  A  P.  acnes  é  um  adjuvante  biológico,  já  utilizado  em  seres  humanos, 

capaz  de  modular  tanto  a  imunidade  inata  como  a  adaptativa.  Os  efeitos 

antitumorais dessa suspensão bacteriana  já  foram demonstrados em diversos 

trabalhos clínicos e experimentais, tanto  in vitro quanto  in vivo  (Halpern et al., 

1966; Woodruff et al., 1974; Ghaffar et al., 1975; Lipton et al., 1991; Kennedy et 

al., 1989; Fisher et al., 1990; Keller et al., 1991; Ananias et al., 2007). Assim, 

tivemos por objetivo no presente estudo  associar esse adjuvante à vacina de 

híbridos de células dendríticas com células B16F10 e investigar se a P. acnes 

modularia  a  resposta  imune  específica  aos  antígenos  tumorais  elicitada  por 

essa vacina, cuja imunogenicidade em geral é baixa e precisa ser melhorada. 

  Inicialmente, padronizamos a produção da vacina de híbridos fusionando 

células  dendríticas  (DC),  diferenciadas  a  partir  de  progenitores  da  medula 

óssea, com células B16F10 utilizando PEG. Na proporção de 1 DC:5 B16F10, 

a eficácia de fusão foi baixa (13,3%) e a porcentagem de células tumorais não 

fusionadas com células dendríticas estava alta (57,7%). Assim, a proporção de 

B16F10  para  cada  célula  dendrítica  foi  reduzida  para  1:1,  o  que  possibilitou 

aumentar a eficácia de  fusão para 22,2% e  reduzir a porcentagem de células 

tumorais não fusionadas para 16% (Figura 6). Como o total de células após a 

fusão  é  utilizado  no  preparo  da  vacina,  mesmo  as  células  dendríticas  não 

fusionadas  contidas  na  suspensão  (37,4%)  também  eram  inoculadas  pois  

podem  exercer  um  papel  importante  ao  iniciar  a  resposta  imune  específica, 

após  fagocitar  as  células  tumorais  e  apresentar  os  antígenos  no contexto  da 

molécula de MHC, na presença de moléculas coestimuladoras.  

Wang et al. (1998) demonstraram que a eficácia de fusão utilizando PEG 

ficou entre 15 – 25% ao usar a proporção de três células dendríticas para cada 

célula  de  melanoma  murino  e  cultiválas  por  24h  após  a  fusão.  Assim,  o 

protocolo para obtenção de híbridos, descrito no presente  trabalho,  foi  capaz 

de  induzir  uma  porcentagem  de  híbridos  similar  ao  descrito  por  Wang  e 

colaboradores sem a necessidade de manter as células em cultura por um dia.  

 Em  outro  trabalho,  células  de  carcinoma  de  mama  isoladas  dos 

pacientes foram fusionadas com células dendríticas autólogas, diferenciadas a 
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partir de células mononucleares de sangue periférico, na proporção de 1: 10, 

respectivamente.  Nesse  estudo,  após  a  fusão  com  PEG  as  células  foram 

cultivadas  por  7  dias,  em  meio  R10  suplementado  com  GMCSF,  e 

considerando as amostras de 6 pacientes, obtevese entre 3050% de híbridos 

(Gong  et  al.,  2000).  Avigan  et  al.  (2004)  realizaram  a  fusão  de  células 

dendríticas com células de carcinoma de mama, na proporção de 1:3 até 1:10, 

de acordo com a disponibilidade de célula de cada paciente. Após a fusão, as 

células  foram  mantidas  por  3  dias  em  cultura,  na  presença  de  GMCSF,  e  a 

porcentagem  de  híbridos  formados  variou  entre  1871%,  apresentando  uma 

média  de  45%  de  híbridos.  Desse  modo,  na  literatura  são  encontrados 

diferentes  protocolos  de  fusão  ao  se  comparar  a  proporção  de  células 

dendríticas e tumorais utilizadas, bem como o tempo em que essas células são 

mantidas em cultura após a fusão. No entanto, os diferentes protocolos foram 

capazes de estimular a resposta imune específica aos antígenos tumorais e se 

mostraram seguros devido à baixa toxicidade.  

    No presente trabalho, a vacina de híbridos foi capaz de induzir resposta 

de  anticorpo  específica  para  os  antígenos  da  B16F10.  No  entanto,  a 

associação da P. acnes à vacina aumentou o título de IgG total, bem como dos 

isotipos  IgG1  e  IgG2c  (Figura  7).  Além  de  aumentar  os  títulos  dessas 

subclasses  de  IgG,  a  P.  acnes  reduziu  a  razão  IgG1/IgG2c,  polarizando  a 

resposta  imune  para  o  perfil  Th1  (Tabela  1).  Já  foi  demonstrado  que  a 

administração  de  P.  acnes  por  via  intraperitoneal  é  capaz  de  aumentar  a 

magnitude da resposta de anticorpo específica para Streptococcus pneumoniae 

e para o toxóide tetânico (Hebert et al., 1985). O efeito da P. acnes na resposta 

de  anticorpo  induzida  por  uma  vacina  DNA,  contendo  o  gene  que  codifica  a 

proteína transsialidase expressa pelo Trypanosoma cruzi, também foi avaliado 

em nosso  laboratório. Foi  verificado que a administração  prévia de P. acnes, 

por via subcutânea, seguida de três imunizações intramusculares com a vacina 

DNA,  concomitantemente  à  administração  de  P.  acnes  por  via  subcutânea, 

aumentou  o  título  de  IgG2a  específico  para  transsialidase  e  polarizou  a 

resposta  imune para o perfil Th1 em camundongos BALB/c  (Mussalem et al., 

2006).  

  Não  investigamos  a  participação  desses  anticorpos  induzidos  pela 

vacina de híbridos na resposta antitumoral, no entanto essas moléculas podem 
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participar de mecanismos efetores importantes no combate às células tumorais, 

como  citotoxicidade  dependente  de  complemento  e  citotoxicidade  celular 

dependente de anticorpo (Scott et al., 2012; Pio et al., 2014).  

  Em  seres  humanos,  a  presença  de  células  B  infiltrantes  do  tumor  e 

anticorpos  reativos  ao  tumor  foram  correlacionados  com  o  aumento  da 

sobrevida  dos  pacientes,  em  diferentes  tipos  de  câncer.  Análises  por 

imunohistoquímica correlacionaram a densidade de células B no tumor e/ou em 

linfonodos  metastáticos  com  um  melhor  prognóstico  dos  pacientes  com 

melanoma,  câncer  de  cabeça  e  pescoço  e  câncer  de  ovário.  A  presença  de 

anticorpos  específicos  para  o  tumor  tem  sido  reportada  em  pacientes  com 

câncer.  No  entanto,  poucos  estudos  tem  procurado  correlacionar  essas 

respostas de anticorpo espontâneas, específicas para os antígenos  tumorais, 

com  a  sobrevida  dos  pacientes.  Em  um  estudo  com  pacientes  com  câncer 

pancreático, o aumento do título sérico de anticorpos específicos para MUC1, 

glicoproteína  associada  à  membrana  celular  cuja  glicosilação  frequentemente 

está alterada em células  tumorais,  foi associado ao aumento da sobrevida do 

paciente (Guy et al., 2016).  

No melanoma, com relação ao prognóstico, não foi observada diferença 

estatística entre os pacientes que produziram anticorpos, contra algum dos 29 

antígenos  associados  ao  tumor  avaliados,  e  aqueles  que  não  produziram 

anticorpos.  No  entanto,  a  presença  de  anticorpos  séricos  contra  alguns 

antígenos associados ao tumor foram associados com pior prognóstico clínico 

(Zornig  et  al.,  2015).    Zornig  e  colaboradores  não  avaliaram  a  influência  do 

isotipo  dos  anticorpos  encontrados  no  soro  dos  pacientes  com  melanoma,  o 

que deve ser considerado uma vez que porções Fc diferentes exercem funções 

efetoras distintas. Em um modelo animal, a administração terapêutica de TA99, 

um  anticorpo  monoclonal  de  isotipo  IgG2a  específico  para  um  antígeno  do 

melanoma  (gp75),  apresentou  efeitos  positivos  contra  tumor  subcutâneo  e 

metastático  da  B16F10  em  camundongos.  Um  estudo  subsequente 

comparando  o  efeito  de  anticorpos  de  mesma  especificidade,  mas  de 

diferentes  isotipos,  verificou que  IgG2a e, em menor grau,  IgG2b protegeram 

os  camundongos da  colonização  pulmonar após  inoculação do  tumor por  via 

endovenosa, efeito que não foi verificado com os isotipos IgG1 e IgG3 (Guy et 

al., 2016). Dessa forma, a polarização da resposta imune para o perfil Th1 e o 



D i s c u s s ã o  | 60 

 

 
 

aumento do título de IgG2c (alelo expresso em C57Bl/6 equivalente ao IgG2a) 

verificados  no  grupo Híbrido+P.  acnes  reforçam  a  importância da  associação 

desse  adjuvante  à  vacina  de  híbridos,  uma  vez  que  essa  modulação  da 

resposta imune pode conferir maior proteção contra a B16F10. 

  A polarização da resposta imune para o padrão Th1 foi confirmada pelo 

perfil  de  citocinas  no  sobrenadante  de  cultura  de  células  TCD4  e  TCD8, 

purificadas dos esplenócitos totais dos animais imunizados, após estímulo com 

antígenos  tumorais  in vitro. Verificamos que a vacina de híbridos aumentou a 

secreção de IL4 e IL17, mas não modificou a síntese de IFN pelas células 

TCD4 estimuladas com os antígenos da B16F10. A associação da P. acnes a 

essa vacina, além de induzir a secreção de IFN em altos níveis pelas células 

TCD4, levou a uma pequena redução da síntese de IL4 e IL17 em relação ao 

grupo  Híbrido.  Ao  avaliar  o  sobrenadante  de  cultura  dos  linfócitos  TCD8,  foi 

observado que somente no grupo Híbrido+P. acnes foi detectado aumento da 

síntese de IFN e IL17 (Figura 8).  

  A P. acnes promove a síntese de citocinas próinflamatórias como IL1, 

IL6,  TNFα,  mas  principalmente  IL12  e  IL18,  que  induzem  a  produção  de 

IFN, citocina característica da resposta imune Th1 (Green et al., 1977; Smith 

et  al.,1993;  Matsui  et  al.,  1997; Tsuji  et al.,  1999).  Já  foi  demonstrado  que a 

suspensão  de  P.  acnes  morta  pelo  calor  aumenta  a  resposta  imune  celular 

murina  do  tipo  Th1,  após  imunização  com  vacina  DNA  para  Trypanosoma 

cruzi,  uma  vez  que  as  células  dos  animais  imunizados  na  presença  do 

adjuvante apresentaram maior síntese de IFN  frente ao antígeno de T. cruzi 

(proteína  transsialidase),  em  relação  às  células  do  grupo  imunizado  na 

ausência do adjuvante (Mussalem et al., 2006).  

Nosso  grupo  também  já  demonstrou  que  a  suspensão  bacteriana  é 

capaz  de  mudar  o  perfil  Th2  em  resposta  a  ovoalbumina  para  Th1,  quando 

camundongos são tratados com P. acnes 7 dias antes da sensibilização com o 

antígeno. Por outro lado, os mesmos componentes são capazes de exacerbar 

a resposta Th2 quando injetados simultaneamente à ovoalbumina, elevando a 

síntese  de  IgE  específica  e  de  IL4  e  o  infiltrado  eosinofílico  nas  patas  dos 

animais, 24 horas após o desafio (Braga et al., 2003 e Squaiella et al., 2008). 

Esse  modelo  permitiu  concluir  que  a  modulação  da  resposta  imune  celular, 
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provavelmente,  ocorre  por  ação  direta  da  P.  acnes  sobre  as  células 

apresentadoras de antígenos que são responsáveis por direcionar o padrão da 

resposta  imune.  A  P.  acnes  não  somente  induz  ativação  das  células  da 

imunidade  inata  por  meio  da  sinalização  via  TLR2  e  TLR9  (Kim  et  al.,  2002; 

Kalis et al., 2005), mas  também modifica a expressão de TLR, bem como de 

moléculas  coestimuladoras,  na  superfície  de  células  do  sistema  imune 

(Squaiella et al., 2006; SquaiellaBaptistão et al., 2015; Mussalem et al., 2012; 

Gambero et al., 2016) modulando a função dessas células e o direcionamento 

da resposta imune. 

  O  balaço  Th1/Th2  tem  um  importante  papel  na  regulação  da  resposta 

imune  e  os  dados  da  literatura  evidenciam  que  a  resposta  Th1  é  superior  à 

resposta  Th2  na  indução  da  imunidade  antitumoral  (Nishimura  et  al.,  2000; 

Marchi  et  al.,  2011).  No  entanto,  alguns  trabalhos  tem  demonstrado  que  as 

células  Th2  também podem  exercer  atividade  antitumoral.  Shen  et  al.  (1996) 

observaram que um clone de células TCD4, produtor de IL4, IL5 e IL6, mas 

não de  IFN e TNFα, específico para sarcoma  induzido por metilcolantreno, 

foi capaz de induzir regressão do tumor após ser transferido adotivamente para 

camundongos  com  o  tumor  já  estabelecido.  Tal  efeito  foi  dependente  da 

presença  de  células  TCD8  nos  camundongos  receptores,  sugerindo  que  as 

células Th2 específicas para o tumor estão envolvidas na regressão do tumor 

pela  ativação  de  linfócitos  TCD8  citotóxicos  (Shen  et  al.,  1996).  Em  outro 

trabalho, foi demonstrado que a terapia celular adotiva com células Th2 idiotipo 

específicas  erradicou  o  mieloma  subcutâneo,  negativo  para  a  expressão  de 

MHCII,  de  forma  independente  de  células  B,  NKT,  TCD8  ou  IFN.  Após  a 

transferência  celular  adotiva,  as  células  Th2  induziram  inflamação  no  sítio 

tumoral  com  infiltração  massiva  de  macrófagos  do  tipo  M2.  Também  foi 

evidenciado  que  a  eliminação  do  mieloma  foi  dependente  da  arginase 

produzida pelos macrófagos M2  infiltrantes do  tumor  recrutados pelas células 

Th2 idiotipo específicas (Lorvik et al., 2016). 

O aumento da produção de IFN pelas células TCD4 e TCD8 do grupo 

Híbrido+P.  acnes  pode  melhorar  a  imunidade  antitumoral  por  diferentes 

mecanismos.  O  IFN  aumenta  a  quantidade  e  variedade  de  determinantes 

antigênicos  apresentados  aumentando  a  expressão  de  genes  envolvidos  na 
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apresentação  de  antígenos,  como  os  genes  que  codificam  as  moléculas  de 

MHC; e a degradação das partículas endocitadas por células fagocíticas. Essa 

citocina  é  capaz  de  ativar  macrófagos,  aumentando  a  produção  de  espécies 

reativas de oxigênio e óxido nítrico; e de potencializar as funções efetoras das 

células NK. Além disso,  já  foi  descrito que o  IFN  tem papel antiproliferativo 

em  diversos  tipos  de  tumor,  como  câncer  colorretal,  câncer  ovariano,  câncer 

hepatocelular  e  melanoma  (Kursunel  et  al.,  2016).  Essa  citocina  também 

aumenta  a  suscetibilidade  das  células  tumorais  à  apoptose  regulando  a 

expressão de FasFasL (Kursunel et al., 2016). 

  A  IL17  é  outra  citocina  cuja  síntese  estava  aumentada  pelas  células 

TCD4,  tanto  do  grupo  Híbrido  quanto  do  Híbrido+P.  acnes.  Kryczek  et  al. 

(2007)  descreveram  a  presença  de  células  Th17  no  microambiente  tumoral, 

tanto em camundongos quanto em seres humanos. O papel dessas células na 

imunidade antitumoral ainda é controverso. Algumas citocinas próinflamatórias 

sintetizadas pelas células Th17, como IL17A, IL6 e IL23, tem sido associadas 

à redução da infiltração das células TCD8 no sítio tumoral, além de promover a 

neovascularização  de  tumores  (Yu  et  al.,  2007;  Langowski  et  al.,  2006).  No 

entanto,  foi  demonstrado  em  um  modelo  murino  de  melanoma  que  a  terapia 

celular  adotiva  com  células  polarizadas  para  o  perfil  Th17  específicas  para 

TRP1, antígeno expresso por melanócitos normais e pelo melanoma, foi capaz 

de  induzir  rejeição  do  tumor,  sendo  o  efeito  terapêutico  dependente  da 

produção de IFN  (Muranski et al., 2008). Também foi verificado aumento da 

população  de  células  Th17,  bem  como  de  células  Th1,  em  pacientes  com 

melanoma  que  apresentaram  resposta  imunológica  após  imunização  com 

vacina  de  células  dendríticas  pulsadas  com  lisado  de  células  de  melanoma. 

Essas  populações  celulares  foram  associadas  ao  aumento  da  sobrevida  dos 

pacientes (DuránAniotz et al., 2013). 

  Assim,  mais  estudos  são  necessários  para  esclarecer  o  papel  dessas 

subpopulações de células T auxiliares, no entanto, na resposta imune contra o 

melanoma  parece  haver  uma  cooperação  entre  as  células  Th1  e  Th17  no 

combate às células tumorais.  

  Em nosso  trabalho, além de  ter sido detectado aumento da síntese de 

IFN  pelas  células  TCD8  do  grupo  Híbrido+P.  acnes,  também  foi  observado 
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maior produção de IL17 por essas células. As células TCD8 produtoras de IL

17  (Tc17)  foram  identificadas  em  camundongos  e  humanos  e  podem  ser 

geradas  in vitro na presença de TGFβ e IL6 (Liu et al., 2007). Essas células 

apresentam  expressão  reduzida  de  Eomes,  regulador  mestre  da  transcrição 

que confere diferenciação citolítica às células NK e TCD8, o que condiz com a 

ausência da expressão de granzima B e perforina pelas células Tc17 (Hinrichs 

et  al.,  2009;  GarciaHernandez  et  al.,  2010).  No  entanto,  após  transferência 

celular  adotiva  para  camundongos  com  melanoma  estabelecido,  as  células 

TCD8 secretoras de IL17 foram capazes de se converter em células efetoras 

produtoras  de  IFN  e  mediaram  a  regressão  do  tumor.  Além  disso,  essas 

células apresentaram aumento da expressão de IL7Rα e da persistência das 

células transferidas (Hinrichs et al., 2009).  

  Agak et al. (2014) demonstraram que o estímulo, in vitro, com P. acnes 

induz  as  células  mononucleares  de  sangue  periférico  (PBMC)  de  indivíduos 

saudáveis  a  produzirem  IL17  e  IFN,  mas  não  IL4.  Eles  verificaram  a 

presença de células TCD4 e TCD8 produtoras de IFN após o estímulo com P. 

acnes,  no  entanto  somente  células  TCD4  produtoras  de  IL17  foram 

observadas  nessas  culturas.  Além  disso,  células  T  naϊve  ativadas  com  anti

CD3  e  antiCD28,  na  presença  do  sobrenadante  das  culturas  de  PBMC 

estimuladas com P. acnes, se diferenciaram em células produtoras de IFN e 

IL17. Dessa forma, a ativação das células mononucleares de sangue periférico 

com P. acnes induz a secreção de citocinas que promovem a diferenciação das 

células T naϊve em células Th1 e Th17 (Agak et al., 2014).  

No presente trabalho, não foi observado aumento da síntese de IFN e 

IL17 pelas células TCD4 e TCD8 do grupo P. acnes em relação ao grupo PBS, 

porém essas células foram estimuladas  in vitro com antígenos tumorais e não 

com  a  própria  bactéria.    Dessa  forma,  no  grupo  imunizado  com  os  híbridos 

associados  à  P.  acnes,  a  resposta  imunológica  contra  a  P.  acnes  polarizada 

para  Th1  e  para  Th17,  in  vivo,  pode  criar  um  ambiente  de  citocinas  que 

favoreça  a  diferenciação  das  células  T  específicas  para  o  melanoma  para 

esses dois perfis de  resposta, os quais são os mais protetores nesse modelo 

experimental.   
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Ao  avaliar  a  capacidade  citotóxica  dos  esplenócitos  dos  camundongos 

imunizados  com  os  híbridos  de  células  dendríticas  com  células  B16F10  foi 

observado  que  somente  a  associação  da  P.  acnes  à  vacina  de  híbridos 

aumentou  a  lise  da  B16F10  (Figura  9).  Nesse  experimento,  a  citotoxicidade 

contra as célulasalvo pode ter sido mediada tanto pelas células da imunidade 

inata,  quanto  pelas  células  da  imunidade  adquirida,  uma  vez  que  foram 

utilizados  esplenócitos  totais  e  que  a  resposta  imune  inata  e  adquirida  estão 

interligadas. O perfil de citocinas no sobrenadante de cultura das células TCD4 

e TCD8 polarizado para o padrão Th1, no grupo Híbrido+P. acnes,  já era um 

indício de que essas células apresentariam maior capacidade citotóxica frente 

à  B16F10.  Conforme  já  demonstrado na  literatura,  este  perfil  é mais  protetor 

contra o tumor do que o Th2 (Nishimura et al., 2000; Marchi et al., 2011). Os 

esplenócitos  dos  animais  vacinados  com  os  híbridos  associados  à  P.  acnes, 

provavelmente,  estão  mais  ativados  e  a  alta  secreção  de  IFN  induzida  por 

esse  adjuvante  pelas  células  da  imunidade  inata,  conforme  demonstrado  na 

literatura (Smith et al., 1993; Matsui et al., 1997; Tsuji et al., 1999), bem como 

pelos linfócitos TCD4 e TCD8, como observado no ensaio de apresentação de 

antígenos tumorais, pode aumentar a exposição da célula  tumoral ao sistema 

imune e potencializar a ação citotóxica desses esplenócitos contra a B16F10 in 

vitro.  

Sabese que a P. acnes é capaz de aumentar a atividade fagocítica de 

macrófagos  (Woodruff  et  al.,  1974;  Braga,  1998),  bem  como  a  atividade 

tumoricida dessas células (Ghaffar et al., 1975; Keller et al., 1991). Em nosso 

laboratório foi demonstrado que o tratamento intraperitoneal com 3 doses, em 

dias  alternados,  da  suspensão  de  P.  acnes  morta  pelo  calor  (420  µg  de 

proteína), aumenta a citotoxicidade das células do exsudato peritoneal contra 

as células B16F10. Essa atividade citotóxica  foi mediada, principalmente,  por 

células NKT e por macrófagos, de modo dependente de óxido nítrico (Ananias 

et  al.,  2007).  A  produção  de  óxido  nítrico  pela  enzima  óxido  nítrico  sintase 

induzível  (iNOS)  é  regulada  transcricionalmente,  sendo  o  principal  indutor  o 

IFN (Viladel Sol et al., 2007). 

  As  células  TCD4  do  tipo  Th1,  secretoras  de  IFN,  são  cruciais  para 

indução  e  manutenção  dos  CTL  (Tatsumi  et  al.,  2002),  os  quais  também 
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produzem  IFN  que  pode  ativar  macrófagos,  células  NK  e  NKT.  Ou  seja, 

formase  uma  alça  de  retroalimentação  positiva  importante  para  combater  o 

tumor.  

  O aumento da atividade citotóxica dos esplenócitos do grupo Híbrido+P. 

acnes  também  pode  estar  associado  ao  maior  número  de  células  TCD4  e 

TCD8 de memória central e de memória efetora, bem como ao maior número 

de  linfócitos  T  ativados  nesse  grupo  (Figuras  11  e  12).  Os  linfócitos  T  de 

memória  central  são  menos  diferenciados  e  apresentam  capacidade  limitada 

de  desempenhar  funções  efetoras,  mas  após  o  encontro  com  o  antígeno 

proliferam rapidamente, dando origem as células T efetoras. Já os  linfócitos T 

de  memória  efetora,  após  estímulo  antigênico,  não  proliferam  muito,  mas 

rapidamente  se  diferenciam  em  células  efetoras  produtoras  de  citocinas.  No 

caso dos  linfócitos TCD8, as células efetoras secretam quantidades elevadas 

de  IFN  e  são  altamente  citotóxicas  (Reiser  &  Banerjee,  2016).  Assim,  o 

aumento da proporção de células de memória no grupo Híbrido+P. acnes, pode 

ter favorecido o aumento da lise da B16F10 induzida pelos esplenócitos desse 

grupo, uma vez que as células de memória respondem mais rapidamente após 

o encontro com seu antígeno específico podendo se expandir e diferenciar em 

células  efetoras.  Estas  podem  agir  diretamente  sobre  a  célulaalvo  ou 

indiretamente, por meio da produção de citocinas que ativarão outras  células 

do sistema imune, as quais também irão combater as células tumorais.   

  O  aumento  do  número  de  células  de  memória  no  grupo  Híbrido+P. 

acnes  pode  ser  correlacionado  com  o  aumento  do  número  de  células 

expressando  CD69.  Essa  molécula  é  uma  glicoproteína  cuja  expressão  é 

rapidamente  induzida  na  superfície  celular  após  a  ativação  dos  linfócitos  T. 

Nessas células, o sinal via CD69 induz expressão da subunidade α do receptor 

de  IL2  (CD25),  a  síntese  de  diferentes  citocinas,  como  IL2,  TNFα e IFN, 

bem como proliferação celular (LopezCabrera et al., 1993). O CD69 se liga ao 

receptor  1  de  esfingosina  1fosfato  (S1P1),  reduzindo  a  expressão  e  função 

desse receptor, que medeia a saída das células T dos órgãos linfoides (Shiow 

et al., 2006). Isso faz com que as células T ativadas fiquem retidas nos órgãos 

linfoides tempo suficiente para receber os sinais que iniciam sua proliferação e 

diferenciação em células efetoras e de memória (Abbas et al., 2012).  
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  Ao  avaliar  a  capacidade  de  impedir  a  progressão  tardia  do  tumor 

encontramos diferenças  relevantes entre essas vacinas. Verificamos que, até 

14 dias após o desafio, a vacina de híbridos  foi capaz de  inibir a colonização 

pulmonar  pela  B16F10  tanto  quanto  a  vacina  associada  à  P.  acnes.  No 

entanto,  somente o grupo Híbrido+P. acnes  foi  capaz de  inibir  o  crescimento 

tardio  do  tumor,  20  dias  depois  do  desafio  quando  a  última  avaliação  do 

crescimento do tumor foi realizada in vivo (Figuras 13 e 14).  

  De  acordo  com  o  resultado  que  avalia  a  perfil  de  citocinas  no 

sobrenadante  de  cultura  das  células  TCD4,  foi  observado  que  a  vacina  de 

híbridos, provavelmente, induziu polarização dessas células para o perfil Th17, 

o qual  tem sido associado a um efeito protetor contra o melanoma de acordo 

com dados da literatura (Muranski et al., 2008; DuránAniotz et al., 2013). Já no 

sobrenadante  de  cultura  do  grupo  Híbrido+P.  acnes  foram  observadas  altas 

concentrações  de  IL17  e,  principalmente,  IFN,  sugerindo  a  presença  de 

células  Th17  e  Th1.  Talvez  a  presença  de  células  T  auxiliares  de  ambos  os 

subtipos  nesse  grupo,  com  predomínio  das  células  Th1,  tenha  gerado  uma 

resposta mais duradoura e eficiente no combate à progressão tardia do tumor.       

O efeito protetor da vacina de híbridos já foi descrito na literatura (Gong 

et  al.,  1997;  Lespagnard  et  al.,  1998),  porém  no  presente  trabalho  nós 

demonstramos  um  importante  efeito  adjuvante  da  associação  da  P.  acnes  à 

vacina de híbridos. A presença desse adjuvante na vacina foi capaz de inibir a 

progressão  tardia  do  tumor  o  que,  provavelmente,  resulta  da  indução  das 

células T de memória e do direcionamento da resposta imune para o perfil Th1, 

que aumentou a capacidade de combater às células tumorais. 

Uma vez que foi observada a presença de células de memória já em 24 

horas  após  a  segunda  dose  da  vacina  de  híbridos,  fomos  investigar  a 

longevidade  da  resposta  imune  desencadeada  por  essa  imunização. 

Verificamos que as vacinas conferiram proteção contra a colonização pulmonar 

mesmo realizando o desafio 36 dias após a segunda imunização. Ao avaliar a 

quantidade de nódulos da B16F10 no pulmão dos camundongos, foi observado 

que, 14 dias após o desafio, a vacina de híbridos associada ou não a P. acnes 

protegeu  igualmente  contra  a  colonização  pulmonar  pelas  células  tumorais 

(Figura  15).  Conforme  demonstrado  anteriormente,  as  células  T  de  memória 

também  foram  encontradas  no  grupo  Híbrido,  apesar  de  estar  em  menor 
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número absoluto quando comparado ao grupo Híbrido+P. acnes, o que justifica 

a longevidade da resposta protetora desencadeada por ambas as vacinas. 

  Nossos  resultados  demonstram  que  a  P.  acnes  aumenta  a 

imunogenicidade  da  vacina  de  híbridos  melhorando  a  resposta  imune 

específica elicitada por essa vacina e prolongando a capacidade de controlar o 

crescimento  do  tumor.  Além  disso,  essa  é  uma  abordagem  interessante  que 

merece ser mais estudada para potencial aplicação clínica. 
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6 CONCLUSÕES 
 
 A eficácia de fusão das células dendríticas com as células B16F10 foi maior 

na proporção 1:1. 

  A  vacina  de  híbridos  induziu  proteção  contra  colonização  pulmonar  pelas 

células B16F10, gerando uma resposta duradoura. 

 A associação da P. acnes à vacina induziu: 

    Aumento  dos  títulos  de  IgGtotal,  IgG1  e  IgG2c  específicos  para  os 

antígenos da B16F10; 

   Polarização da resposta humoral para um perfil Th1; 

    Aumento  do  número  absoluto  de  células  TCD4  e  TCD8  de  memória 

central e de memória efetora, bem como de células TCD4 e TCD8 ativadas; 

    Aumento  da  síntese  de  IFN  e  redução  da  síntese  de  IL4  pelas 

células TCD4 estimuladas com antígenos da B16F10; 

   Aumento da síntese de IL17 e IFN pelas células TCD8 estimuladas 

com antígenos da B16F10; 

   Aumento da atividade citotóxica dos esplenócitos  frente à B16F10,  in 

vitro; 

  Inibição  da  progressão  tardia  do  tumor  no  modelo  de  colonização 

pulmonar. 
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8 Anexos 
 
 

 
Figura 16. Massa do pulmão dos camundongos 14 dias após o desafio. Os camundongos 
receberam as duas doses da vacina de híbridos associada ou não a P. acnes com intervalo de 
14 dias entre as imunizações. Os animais do grupo controle foram tratados somente com PBS. 
Sete dias após a segunda dose, os animais foram desafiados com 3x105 células B16F10, por 
via endovenosa. A massa (mg) do pulmão de cada camundongo foi determinada 14 dias após 
o  desafio.  Apenas  um  experimento  foi  realizado.
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Figura 17. Avaliação do efeito terapêutico da vacina de híbridos associados ou não a P. 
acnes. As células B16F10  (1x105  células)  foram  inoculadas nos animais por via subcutânea. 
Após 24 horas, os animais receberam a primeira dose da vacina de híbridos associados ou não 
à  P.  acnes.  Cada  camundongo  recebeu  até  três  doses  da  vacina  de  híbridos  (5x105 
híbridos/dose) com intervalo de 7 dias entre as  imunizações. Os animais dos grupos controle 
foram tratados somente com PBS ou P. acnes. O crescimento tumoral foi acompanhado a cada 
23 dias, utilizandose um paquímetro para medir o maior (D) e o menor (d) diâmetro do tumor. 
(A)  Porcentagem  de  camundongos  sobreviventes.  (B)  Volume  do  tumor  calculado  com  a 
seguinte fórmula: V=0,52 x D x d2. Apenas um experimento foi realizado. * p < 0,05 
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Figura 18. Terapia Celular Adotiva. Os animais doadores foram imunizados com duas doses 
de  híbridos  associados  ou  não  a  P.  acnes  com  intervalo  de  14  dias  entre  as  doses.  Os 
doadores dos grupos controle foram tratados somente com PBS ou P. acnes. Sete dias após a 
segunda  imunização, os doadores  foram eutanasiados e  foi  realizado  um pool de células do 
baço  e  dos  linfonodos  inguinais  de  cada  grupo  doador.    Os  animais  receptores  foram 
inoculados  com  1x105  células  B16F10,  por  via  subcutânea,  24  horas  antes  de  receberem  a 
primeira transferência celular adotiva contendo 1x107 células, provenientes do pool de células 
de  seu  respectivo  grupo  doador.  A  segunda  transferência  celular  foi  realizada  7  dias  após  a 
primeira. O crescimento tumoral foi acompanhado a cada 23 dias, utilizandose um paquímetro 
para medir o maior  (D) e o menor  (d) diâmetro do  tumor.  (A) Porcentagem de camundongos 
sobreviventes. (B) Volume do tumor calculado com a seguinte fórmula:  
V=0,52 x D x d2. Apenas um experimento foi realizado. * p < 0,05 


