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RESUMO 

O câncer de mama é a neoplasia mais frequente entre as mulheres em todo o mundo, sendo o 
câncer de mama triplo-negativo (TNBC) um dos subtipos mais agressivos e de pior prognóstico. 
Diversas vias regulatórias e mutações têm sido investigadas em TNBC, a fim de se encontrar 
um alvo farmacológico mais específico. Dentre as mutações associadas ao TNBC, destaca-se a 
do gene supressor de tumor TP53, presente em cerca de 80% dos casos, sugerindo um papel 
importante na patogênese desses cânceres. Ademais, o TNBC tem alta presença de macrófagos 
associados a tumor (TAMs) no microambiente tumoral, os quais podem expressar um fenótipo 
tipo-M1 (pró-inflamatório) ou tipo-M2 (anti-inflamatório) e são importantes em processos 
tumorigênicos. Assim, avaliamos a influência da p53 mutante na expressão gênica de transcritos 
relacionados a inflamação, na secreção da interleucina 8 (IL-8) e na modulação do perfil 
fenotípico de macrófagos. Utilizamos a linhagem celular de câncer de mama MDA-MB-231 
(p53R280K) e monócitos U937 diferenciados a macrófagos utilizando o PMA a 100 nM por 48 
h. Para indução dos fenótipos M1 e M2 foram utilizados, respectivamente, IFN-γ (20 ng/mL) + 
LPS (100 ng/mL) e IL-4 (20 ng/mL). A análise feita nos macrófagos envolveu RT-qPCR 
(CXCL10, IL-1β e TNF-α como marcadores M1, e CCL22, IL-10 e TGF- β1 para M2), 
enquanto as metodologias usadas na linhagem tumoral MDA-MB231 abrangeram RT-qPCR 
(CXCL2, CXCL3, IL-6, IL-8 e PD-L1/CD274) e ELISA (IL-8) para avaliação de genes e 
proteínas relacionados à inflamação e Western Blot para confirmação da depleção de p53. 
Constatou-se que o modelo de diferenciação de monócito à macrófago foi eficiente a partir das 
análises morfológicas e de expressão gênica, assim como a indução do perfil M1, pelo aumento 
de transcritos pró-inflamatórios. A indução do fenótipo M2 foi inferida pelo perfil morfológico 
e ausência de indução dos genes inflamatórios, entretanto, os marcadores M2 selecionados não 
apresentaram diferença em relação ao grupo diferenciado apenas com PMA. Observou-se que 
a depleção da p53 mutante reduziu a secreção de IL-8 e a expressão de PD-L1. Contudo, a 
análise de expressão gênica dos marcadores M1/M2 nos macrófagos U937 expostos ao meio 
condicionado de MDA-MB-231, não mostrou evidência de polarização M1/M2, independente 
da depleção ou não de p53 mutante, no protocolo estudado. O estudo contribui validando um 
modelo de diferenciação de U937 a macrófago e de indução de fenótipo M1 e M2, embora este 
último requer refinamento dos marcadores gênicos. Auxilia ainda na compreensão do papel da 
p53 mutante na modulação do microambiente tumoral, destacando sua influência na expressão 
de PD-L1 e IL-8, e dá suporte a futuros ajustes no modelo de diferenciação monócito-
macrófago induzido pelo secretoma de células tumorais. 
 
Palavras-chave: mutação em p53; macrófagos associados a tumor; câncer de mama triplo 
negativo. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 
Breast cancer is the most frequent neoplasm among women worldwide, with triple-negative 
breast cancer (TNBC) being one of the most aggressive subtypes and having the poorest 
prognosis. Several regulatory pathways and mutations have been investigated in TNBC to 
identify more specific pharmacological targets. Among the mutations associated with TNBC, 
the tumor suppressor gene TP53 mutation stands out, present in approximately 80% of cases, 
suggesting an important role in the pathogenesis of these cancers. Moreover, TNBC exhibits a 
high presence of tumor-associated macrophages (TAMs) in the tumor microenvironment, 
which can express either an M1 (pro-inflammatory) or M2 (anti-inflammatory) phenotype and 
play a crucial role in tumorigenic processes. In this study, we evaluated the influence of mutant 
p53 on the gene expression of inflammation-related transcripts, interleukin-8 (IL-8) secretion, 
and modulation of macrophage phenotypic profiles. We used the MDA-MB-231 breast cancer 
cell line (p53R280K) and U937 monocytes differentiated into macrophages using 100 nM PMA 
for 48 h. To induce the M1 and M2 phenotypes, we treated U937 cells with IFN-γ (20 ng/mL) 
+ LPS (100 ng/mL), and IL-4 (20 ng/mL), respectively. The analysis performed on 
macrophages involved RT-qPCR for CXCL10, IL-1β, and TNF-α as M1 markers, and CCL22, 
IL-10, and TGF-β1 as markers for M2. The methods used in MDA-MB231 cells included RT-
qPCR for CXCL2, CXCL3, IL-6, IL-8, and PD-L1 expression, and ELISA for IL-8 
quantification in the conditioned medium, and Western Blot to assess the efficiency of p53 
depletion in siRNA assays. The results showed that the monocyte-to-macrophage 
differentiation model was effective based on cell morphology and gene expression assessments, 
as well as the induction of the M1 profile, as evidenced by increased pro-inflammatory 
transcripts’ expression. The IL4-polarized cells showed macrophage-like cell morphology, with 
no altered expression of the M1 or M2 markers tested herein, thereby indicating that further 
refinement of the M2 phenotype is needed. In MDA-MB231 cells, mutant p53 depletion 
reduced IL-8 protein levels in the secretome, and decreased PD-L1 gene expression. However, 
the gene expression analysis of M1/M2 markers in U937 macrophages exposed to the 
conditioned medium from MDA-MB-231 cells showed no evidence of M1/M2 polarization, 
regardless of mutant p53 depletion. In summary, this study establishes a monocyte-to-
macrophage differentiation model, with subsequent M1 and M2 polarization in U937 cells. It 
also aids in understanding the role of mutant p53 in modulating the tumor microenvironment, 
highlighting its influence on PD-L1 and IL-8 expression. In perspective, the experiments 
performed herein also set the ground for future studies on the impact of oncogenes and tumor 
suppressors upon cancer cells secretome-induced M1/M2 macrophages in the tumor 
microenvironment. 
 
Keywords: mutant p53; tumor-associated macrophages; triple-negative breast cancer.
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Câncer 

De acordo com a Agência Internacional de Pesquisa do Câncer (IARC, do inglês 

International Agency for Research on Cancer), uma em cinco pessoas no mundo terão câncer 

durante sua vida e, por ser a segunda principal causa de morte globalmente, tem sido foco de 

pesquisa de longa data (Yin et al., 2021). O câncer é uma doença heterogênea e complexa que 

tem em comum o crescimento desordenado de células, podendo iniciar em diferentes partes do 

corpo humano e invadir tecidos adjacentes ou órgãos a distância, processo nomeado de 

metástase (NIH, 2021; INCA, 2022). A fim de fornecer um conjunto comum de parâmetros 

celulares dos mais diversos tumores, Weinberg e Hanahan propuseram um grupo de 

capacidades funcionais adquiridas pelas células humanas à medida que avançam de um estado 

normal para estados de crescimento neoplásico, as quais são cruciais para sua habilidade de 

formar tumores malignos, conhecidamente chamados de “Hallmarks do Câncer” (Hanahan, 

2022). Essas capacidades, ilustradas na Figura 1, envolvem modificações que promovem a 

proliferação celular, que alteram a interação das células tumorais com outras células e secreções 

presentes no microambiente tumoral e que favorecem a progressão do câncer para outros 

órgãos. Esses parâmetros são subdivididos em capacidades funcionais adquiridas pelo câncer e 

em características “promotoras”, que são anormalidades no estado neoplásico, as quais 

contribuem para a aquisição dessas alterações funcionais. Dentre este último conjunto de 

características, estão a instabilidade genômica e mutações, a inflamação promovida pelo tumor, 

e a capacidade de evasão imunológica (Hanahan; Monje, 2023). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Hallmarks do câncer. Ilustração: Raquel Nascimento das Neves criada na plataforma BioRender, 

2023. Adaptado de Hanahan, 2022.



15 
 

 

1.2 Inflamação associada ao tumor e microambiente tumoral 

A presença de leucócitos em tumores, observada no século 19 por Rudolf Virchow, 

proveu o primeiro indício de uma correlação entre inflamação e câncer (Grivennikov; Greten; 

Karin, 2010). Hoje conhecemos essa característica como Inflamação Associada a Tumor (TAI, 

do inglês: Tumor-Associated Inflammation), sendo uma importante característica na 

constituição do microambiente tumoral (TME, do inglês: Tumor Microenviroment), termo que 

envolve a totalidade do câncer com as diferentes células imunes, células endoteliais, 

fibroblastos associados ao câncer, pericitos, e outros tipos celulares que variam dentre os 

tecidos (Grivennikov, 2010; Visser; Joyce, 2023). O TME é formado não apenas por células 

tumorais e estromais, mas possui uma constituição complexa, mediada por moléculas 

secretadas pelos diferentes tipos celulares do microambiente, como citocinas e quimiocinas, 

sendo determinante na sobrevivência e progressão tumoral (Hinshaw; Shevde, 2019). 

A TAI é caracterizada por uma interação alterada entre as células do sistema 

imunológico adaptativo e inato, sendo comparada, por alguns autores, a uma “ferida que não se 

resolve” e que, sob influência de estímulos inflamatórios prolongados, torna-se crônica e danosa 

(Dvorak, 2015; Visser; Joyce, 2023). O grau de inflamação de um tumor pode ser representado 

pelo conteúdo de células imunes presentes tanto no parênquima, quanto na margem invasiva do 

tumor (Chen; Mellman, 2017). Dependendo do grau de inflamação, um tumor pode ser 

classificado como inflamado, também referido como “hot tumor”, ou não inflamado, conhecido 

como “cold tumor”. O tumor inflamado estabelece um ambiente favorável à ativação e 

expansão de linfócitos T citotóxicos, em que se tem acúmulo de citocinas pró-inflamatórias 

como IFNs (interferons), IL-12 (Interleucina 12), IL-23, IL-1β e fator de necrose tumoral (TNF- 

α, do inglês: Tumour-Necrosis Factor - α) e granzimas. Por outro lado, o TME do tumor não 

inflamado apresenta citocinas associadas com imunossupressão, como o fator de transformação 

do crescimento beta (TGF-β, do inglês: Transforming Growth Factor β) e IL-10, e maior 

quantidade de células T regulatórias (Treg), estas últimas tipicamente exercendo um papel pró-

tumoral suprimindo células efetoras antitumorais (Chen; Mellman, 2017). 

Dentre os elementos determinantes no contexto de inflamação no microambiente 

tumoral, tem-se os macrófagos associados a tumor (TAMs, do inglês: Tumor-Associated- 

Macrophages). Os macrófagos derivados de monócitos são ativados e mobilizados para o 
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microambiente tumoral por mediadores incluindo fator estimulador de colônia 1 (CSF-1, do 

inglês: Colony Stimulating Factor 1), ligante de quimiocina 2/MCP-1 (CCL2), do inglês: C-C 

Motif Chemokine Ligand 2), fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A, do 

inglês: Vascular endothelial growth factor A) e TNF-α (Visser; Joyce, 2023). Os TAM podem 

às vezes representar 30-50% da fração celular no microambiente tumoral, e sua presença está 

geralmente associada a um pior prognóstico e pior resposta terapêutica (Zou et al., 2023). Os 

TAMs são importantes em diversos processos tumorigênicos, regulando diretamente o destino 

e comportamento de células tumorais por meio de sua proliferação, sobrevivência e capacidade 

invasiva, podendo criar um microambiente tumoral imunossupressivo, ativando angiogênese e 

remodelando a matriz extracelular (Visser; Joyce, 2023).  

Os macrófagos podem se diferenciar nos fenótipos M1 e M2. O subtipo M1 é mais 

relacionado a processos inflamatórios, ativados por IFNγ e produtos microbianos, os quais 

produzem citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL- 6, IL-12, IL-23, CXCL10. A 

polarização M2 é induzida por proteínas com ação anti-inflamatória, como IL-4, IL-10 e IL-13, 

estando mais presente em tumores com perfil não inflamatório e produzindo moléculas como 

IL-10, TGF-β, VEGF e Arginase (Grivennikov, 2010). Entretanto, a classificação em M1 ou 

M2 deriva muito de experimentos de polarização in vitro, no qual se utiliza estímulos 

específicos para polarização, tais como IFNγ combinado com LPS (lipopolissacarídeo) para 

fenótipo M1, e IL-4, IL-10 ou IL-13 para M2. (Purcu et al., 2022; Chen et al., 2023). Por outro 

lado, os TAM parecem ser um fenótipo único, e diferente do M1 e M2 clássico obtido em 

sistemas in vitro de cultivo celular. Em sua maioria, os TAMs são relacionados ao fenótipo de 

macrófago M2, os quais estimulam angiogênese, remodelação tecidual e imunossupressão, 

culminando no aumento da proliferação, metástase e resistência terapêutica das células 

cancerosas. Apesar disso, ambos os fenótipos podem ser encontrados no estroma tumoral, o 

fenótipo tipo-M1 mais próximo dos vasos sanguíneos e parte com maior oxigênio enquanto o 

tipo-M2 em regiões de hipóxia (Zou et al., 2023). Essas células também possuem a 

característica de plasticidade, ou seja, o macrófago expressando um fenótipo pode ser modulado 

e mudar sua polarização conforme as secreções do tumor e inclusive conforme o estágio 

tumoral. Sendo assim, normalmente em fases iniciais, são encontrados mais macrófagos M1, 

enquanto em estágio avançados é visto em geral maior polarização para M2 (Boutilier; Elsawa, 

2021; Zou et al., 2023). 

Dentre as influências dos TAMs no microambiente tumoral, está a evasão tumoral do 
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sistema imunológico, a qual foi estabelecida por experimentos in vivo que demonstram maior 

infiltração de linfócitos T CD8+ quando TAMs são depletados (Zhaoting et al., 2022). Em geral 

seus mecanismos envolvem expressão de níveis elevados de ligantes de checkpoints 

imunológicos, como PD-L1 (Programmed cell Death Ligand 1), presentes na superfície celular, 

que se ligam a receptores PD-1 de células T efetoras (ex: CD8+), enviando sinais que causam 

exaustão destes linfócitos antitumorais. Dessa forma, as células tumorais exploram esse 

mecanismo ao expressar PD-L1, impedindo seu reconhecimento pelas células do sistema 

imunológico. Ainda, a secreção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10, é bem conhecida 

por suprimir a atividade de células T, células dendríticas e células NK (Do inglês: Natural 

Killers).  

Outra via de evasão do sistema imunológico envolve o recrutamento de linfócitos Treg 

para o TME, os quais também auxiliam na imunossupressão (Xiao; Yu, 2021). Sua importância 

é tamanha, que estão sendo desenvolvidas terapias auxiliares visando bloquear o recrutamento 

de macrófagos ou eliminar os TAMs pré-existentes no microambiente tumoral, com intensão 

de aumentar a eficácia de tratamentos com bloqueadores de checkpoints imunológicos, como o 

Pembrolizumabe (Zou et al., 2023). Assim, compreender como os TAMs são regulados, como 

regulam o TME e seu perfil de polarização faz-se importante para entendimento dos 

mecanismos da doença, desenvolvimento de novas terapias e aprimoramento dos tratamentos 

em uso, especialmente em cânceres em que sua presença é abundante e em que não se tem 

grande eficácia terapêutica, como em câncer de mama triplo- negativo (TNBC, do inglês: Triple 

Negative Breast Cancer). 

1.3 Câncer de mama triplo negativo 

O câncer de mama é o mais frequente entre as mulheres em todo o mundo, com cerca 

de 2,3 milhões de novos casos estimados em 2020, representando também a principal causa de 

mortalidade por câncer nesse grupo (IARC, 2020). No Brasil estima-se que ocorrerão 

aproximadamente 704 mil novos casos de câncer entre 2023 e 2025, sendo que o câncer de 

mama é o segundo tipo mais comum nessa projeção, totalizando 74 mil casos. Em mulheres, a 

taxa de incidência desse tipo tumoral é de 20,3% sendo que os óbitos por câncer de mama 

representam 16,1% do total de óbitos por câncer e ocupam o primeiro lugar no país, (INCA, 

2023). 

Os cânceres de mama podem ser classificados de diversas formas, sendo a classificação 
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histológica, por imununo-histoquímica, da expressão de receptores hormonais, como o 

Receptor de Estrogênio (ER, do inglês: Estrogen Receptor), Receptor de Progesterona (PR, do 

inglês: Progesteron Receptor), e Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2 + (HER2+, do 

inglês: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), combinados com o marcador 

proliferativo Ki67, o mais utilizado para guiar terapias e prognóstico em cada caso. Assim, os 

tumores primários da mama podem ser subdivididos em: i) Luminal A (ER+ e/ou PR+, HER2-

, ki67<14%); ii) Luminal B (ER+ e/ou PR+, HER2- ou HER2+, ki67 > 14%), iii) HER2 (ER-, 

PR-, HER2+, ki67-independente); e TNBC (ER-, PR-, HER2-, ki67-independente), este último 

um subtipo que não expressa nenhum dos receptores. Os tumores TNBC representam 15-20% 

dos casos de câncer de mama e são considerados o subtipo com pior prognóstico, por ser o mais 

agressivo e pela falta de alvos terapêuticos efetivos  (Hua;  White; Zhou, 2022). 

Aproximadamente 45% dos pacientes com TNBC desenvolvem metástase (Zhu et al., 

2023) e, apesar dos avanços nas terapias, os pacientes com TNBC, principalmente os com 

doença metastática, possuem baixa taxa de sobrevida e cura (So et al., 2022). Diante da 

complexidade desses tumores e da ausência de biomarcadores validados, a Ciência busca novas 

estratégias terapêuticas e identificação de genes que possam desempenhar papéis importantes 

para o direcionamento terapêutico, no prognóstico da doença e na predição da resposta 

terapêutica (Neves, 2023). 

Dentro disso, diversas vias regulatórias têm sido investigadas e mutações identificadas 

em TNBC, tais como no supressor tumoral p53, na via da Akt (com as mutações dos genes 

PIK3CA/PTEN) e na via das proteínas de reparo de DNA BRCA1/2 (do inglês: Breast Cancer 

gene 1/2). Entre essas, destaca-se a mutação de p53, dada a sua frequência em tumores triplo- 

negativos/basal-like, sugerindo um papel importante dela na patogênese desses cânceres. O 

Atlas Genômico do Câncer (TCGA, do inglês The Cancer Genome Atlas) descreve que cerca 

de 80% dos casos de TNBCs apresentam mutações no gene supressor de tumor p53 (TP53), ao 

passo que subtipos menos agressivos como o Luminal A e Luminal B apresentam apenas 12% 

e 29%, respectivamente, de alterações neste gene (The Cancer Genome Atlas Network, 2012). 

1.4 Mutação em p53 

A Proteína p53, produto do gene TP53, e denominada assim pelo seu padrão de corrida 

eletroforética com detecção em aproximadamente 53 kilodaltons (kD), desempenha um papel 

crucial na regulação do ciclo celular e na supressão do crescimento tumoral (Soussi; May, 
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1996). É composta por cinco domínios funcionais distintos que desempenham papéis 

importantes em sua atividade reguladora. Em conjunto, esses domínios, conferem à proteína 

p53, referida comumente como “guardiã do genoma”, a capacidade de regular a expressão 

gênica e de manter a integridade genômica (Kastenhuber; Lowe, 2017). Em condições 

fisiológicas, a proteína p53 é mantida em níveis baixos, sendo degradada por reguladores 

negativos, incluindo MDM2 (do inglês: Murine Double Minute), o qual interage com a p53 e 

atua como um ligante de ubiquitina E3, marcando a p53 para a degradação pelo proteassoma 

(Parrales; Iwakuma, 2015). Quando tem-se exposição a estresses genotóxicos, essa proteína 

sofre modificações pós-traducionais especialmente a fosforilação pelas vias ATM:CHK2 e 

ATR:CHK1, estabilizando, diminuindo a interação com MDM2 e, assim, bloqueando sua 

degradação. Isso eleva os níveis de p53 na célula e desencadeia uma série de respostas celulares.  

Uma das principais atividades da p53 é promover a parada do ciclo celular nos pontos 

de verificação das fases G1 e G2 (Kastenhuber; Lowe, 2017). Por atuar primariamente como 

fator de transcrição, a p53 promove a transcrição de genes envolvidos em processos celulares 

que suprimem o crescimento tumoral, como a inibidora de ciclinas p21, sendo fundamental para 

prevenir a progressão do ciclo celular em células com dano em DNA. Isso permite que as células 

tenham tempo para reparar danos no DNA antes de continuar o processo de divisão celular, 

evitando a propagação e acumulação de danos e mutações (Liu; Zhang; Feng, 2014). Além 

disso, se o dano causado ao DNA não for reparado, p53 pode induzir mecanismos de morte 

celular programada, como senescência ou apoptose, induzindo a transcrição de genes como 

PUMA, Bax e Noxa. A proteína Bax, em particular, promove a abertura de poros de transição 

de permeabilidade mitocondrial, induzindo apoptose pela via mitocondrial. Esse mecanismo 

faz-se importante uma vez que remove células danificadas ou com potencial de transformação 

maligna, contribuindo para a supressão tumoral (Aubrey et al., 2018). A p53 também 

desempenha outras funções antitumorais, incluindo a regulação do metabolismo celular, defesa 

antioxidante e ativação de microRNAs (miRNAs), auxiliando na integridade genômica e na 

supressão do crescimento de células tumorais (Pitolli et al., 2019).  

Desse modo, a função biológica clássica de p53 suprime a formação tumores 

(Beckerman; Prives, 2010). Como resultado da mutação, a p53 mutante, além de perder suas 

funções fisiológicas, não é efetivamente degradada e acumula-se em níveis elevados nas células 

tumorais, já que sua interação com a proteína MDM2 fica comprometida. Seu acúmulo pode 

levar a efeitos vantajosos para as células tumorais, como aquisição de funções oncogênicas, 
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interação com outros fatores de transcrição e modulação de vias de sinalização (Yue et al., 

2017). Muitas vezes, as mutações de p53 têm efeitos significativos na conformação e, 

consequentemente, na função da proteína p53 traduzida, comprometendo por vezes sua 

capacidade de se ligar ao DNA e regular a transcrição de genes alvo clássicos, levando a uma 

perda ou alteração na especificidade de ligação da p53 a sequências de DNA (Sabapathy; Lane, 

2017). Isso pode acarretar a perda ou redução da atividade supressora de tumor da p53 e 

contribuir para a progressão tumoral (Stiewe; Haran, 2018). 

Além da perda da função do tipo selvagem, as mutações de p53 também podem adquirir 

funções oncogênicas adicionais, conhecidas como mutações com ganho-de-função (GOF, do 

inglês: Gain-of-function), que promovem a sobrevivência e a progressão das células tumorais, 

através de respostas celulares que não são associadas às funções normais da p53 do tipo 

selvagem (Liu; Zhang; Feng, 2014). Os ganhos de função da p53 mutante estão por vezes 

relacionados à modulação do secretoma celular, uma vez que a proteína mutada tem capacidade 

de alterar a expressão de genes que a proteína selvagem não regula em condições fisiológicas. 

Ela pode estimular a transcrição de citocinas, como CXCL5, CXCL8 e CXCL12 (Yeudall et 

al., 2012) e de outras proteínas, como VEGF (Alvarado-Ortiz et al., 2021), que são importantes 

em processos envolvidos no câncer, como angiogênese, remodelamento da matriz extra celular 

e sobrevivência tumoral (Visser; Joyce, 2023). 

Assim, as características oncogênicas da proteína p53 mutante podem afetar diversos 

processos biológicos associados à progressão do câncer, uma vez que têm capacidade de 

promover a invasão e a metástase tumoral por meio da ativação de vias de sinalização 

envolvidas no remodelamento da matriz extracelular e na migração celular. Além disso, a 

proteína p53 mutante pode induzir alterações no metabolismo celular, favorecendo a 

reprogramação metabólica que fornece aos tumores energia e biomassa necessárias para seu 

crescimento descontrolado. A proteína p53 mutante também pode interagir com o sistema 

imunológico de maneiras complexas, inibindo a apresentação de antígenos e promovendo a 

tolerância imunológica. Essas interações com o sistema imunológico podem contribuir para a 

evasão tumoral (Alvarado-Ortiz et al., 2021).  

É importante ressaltar que os mecanismos e efeitos do GOF do p53 mutante são 

complexos e variados, e podem depender do tipo específico de mutação presente. Sabe-se que 

cerca de 80% das mutações no gene TP53 são do tipo missense, ocorrendo geralmente nos 

exons 5-8 do gene, os quais codificam o domínio de ligação ao DNA da proteína. As mutações 
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mais comuns envolvem as posições R175, G245, R248, R249, R273 e R282 e resultam em uma 

troca de aminoácidos, podendo levar a um ganho de função da proteína durante a tumorigênese, 

como acontece nas mutações R175H e R273H, as quais são capazer de promover invasão e 

migração da célula tumoral (Rivlin et al., 2011). As mutações missense são divididas 

geralmente em duas categorias. Uma envolve mutações que ocorrem em aminoácidos em 

contato com o DNA, como as mutações R273H e R248Q, as quais resultam na instabilidade da 

proteína p53 na ligação do DNA. Em específico, a mutação em R280K presente na célula 

MDA-MB-231 utilizada no estudo também prejudica a ligação ao DNA, fazendo com que a 

proteína se ligue inespecificamente a regiões que a proteína wild-type não interfere 

normalmente (Yeudall et al., 2012; Vrba et al., 2008). A outra categoria é de mutações 

conformacionais, as quais ocorrem em aminoácidos importantes na manutenção da estrutura 

proteica, como as mutações R175H, Y220C, R249S, levando a uma proteína mal enovelada.  

Apesar dessas classificações, nem todas as mutações tem efeitos equivalentes, ou seja, 

trocas de diferentes aminoácidos no mesmo resíduo também podem possuir consequêncis 

distintas. Um exemplo disso são as mutações na posição R175, em que a mutação R175C 

promove apoptose e parada do ciclo celular, enquanto a R175P induz somente a parada do ciclo 

celular e a mutação R175D faz com que a proteína perca ambas as funções.  Dessa forma, 

embora esses processos sejam centrais para o câncer, os mecanismos moleculares envolvidos e 

os alvos precisos das mutações em p53 com GOF só recentemente estão sendo elucidados 

(Chen, Zhang, Su et al., 2022). 

2. JUSTIFICATIVA 

O desenvolvimento de novas terapias para TNBC é essencial, uma vez que este 

representa cerca de 20% dos casos totais dos cânceres de mama, sendo o subtipo mais agressivo 

e que ainda depende muito da quimioterapia citotóxica, que em muitos casos não tem efeito 

curtativo (Hua; White; Zhou, 2022). Nele estão presentes diversas mutações relevantes, 

destacando-se a da proteína p53, que é detectadaem cerca de 80% dos tumores (The Cancer 

Genome Atlas Network, 2012). Em condições normais a p53 age como supressora tumoral, 

porém sua mutação influencia na sua perda de funcionalidade, além de poder culminar em 

mutações GOF, estas últimas relacionadas a atividades oncogênicas (Liu; Zhang; Feng, 2014). 

Nosso grupo observou que quando a p53 mutante é depletada, as linhagens celulares de TNBC 

ficam mais suscetíveis aos tratamentos com MMS (Methyl Methanesulfonate) e cisplatina, têm 

diminuição no potencial de invasão e migração, além de que as citocinas pró-inflamatórias no 
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secretoma tumoral, como IL-8, IL-6 e CXCL2 têm sua expressão reduzida (Yeudall et al., 2012; 

Neves, 2023). Nesse contexto, a p53 se mostrou capaz de modular o microambiente tumoral do 

TNBC, que por sua vez é complexo e heterogêneo e chama atenção por ser distinto dos outros 

subtipos de câncer de mama, apresentando altos níveis de infiltração de linfócitos e de TAMs 

(So et al., 2022). Assim, uma regulação autônoma da resposta imunológica pela célula tumoral, 

através de um gene tipicamente mutado em TNBC, pode ser um componente importante que 

explica a malignidade desse subtipo tumoral.  

3. HIPÓTESE 

A proteína p53R280K é capaz de modular o fenótipo de macrófagos em tumores TNBC, 

uma vez que o recrutamento e ativação de macrófagos estão associados ao TME e à expressão 

de moléculas pró e anti-inflamatórias. 

4. OBJETIVO 

4.1 Geral 

Avaliar o papel da mutação com GOF da proteína p53R280K  expressa na linhagem celular 

de câncer de TNBC MDA-MB-231 sobre a polarização M1/M2 de macrófagos derivados da 

linhagem U937. 

4.2 Específicos 

i. Estabelecer o protocolo para diferenciação de monócitos a macrófagos utilizando o PMA 

e a indução dos fenótipos M1 e M2 após exposição à IFN- γ/LPS e IL-4, respectivamente; 

ii. Compreender o efeito do secretoma (meio condicionado) da linhagem celular MDA- MB-

231 com e sem depleção de p53 mutante sobre monócitos U937 diferenciados em 

macrófagos, através da análise de expressão de genes inflamatórios; 

iii. Avaliar a expressão de genes envolvidos na modulação inflamatória em células MDA-MB-

231 antes e após silenciamento de p53. 

iv. Avaliar o conteúdo proteico deIL-8 no secretoma de células MDA-MB-231 em condição 

basal e após silenciamento de p53; 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Cultura celular 

A linhagem celular de câncer de mama MDA-MB231 com mutação em TP53 (R280K) 

proveniente do ATCC (American Type Culture Collection) foi mantida em meio DMEM High 

Glucose (Dulbecco’s modified eagle’s medium) (Sigma-Aldrich; cat #D5796) contendo 10% 

de soro fetal bovino (SFB) (Cripion Biotecnologia, Brasil) e 1% antibiótico:antimicótio 

(1:1) (ATB) (Sigma- Aldrich) em estufa umidificada com 5% de CO2, a 37º C. Para a linhagen 

celular monocítica U937, proveniente do ATCC, foi utilizado o meio RPMI-1640 (Roswell Park 

Memorial Institute) (Sigma-Aldrich; cat #R6504), nas mesmas condições de antibiótico, soro e 

crescimento que a linhagem celular citada anteriormente. 

5.2 Preparo do meio condicionado (MC) 

A linhagem celular de TNBC, MDA-MB-231 foi plaqueada em placa de 24 poços e 

cultivada por 24 h. Depois as células foram transfectadas com siRNA scramble ou com alvo 

em p53 por 24 h e tiveram o sobrenadante substituído por DMEM fresco por mais 24 h. No dia 

seguínte, o meio foi transferido para microtubos estéreis, e, para remoção de células mortas, foi 

centrifugado (400 × g por 5 min). Em seguida, o MC foi incubado no cultivo de linhagens 

celulares de U937 (já inicialmente diferenciadas com PMA) em proporções com RPMI fresco 

(1:1 RPMI fresco/MC), a fim de reduzir a perda de atividade associada ao congelamento (Pe et 

al., 2022; Zanotto-Filho, 2018).  

5.3 Diferenciação de monócitos e produção de TAMs 

Para determinação do protocolo usado na diferenciação dos monócitos em macrófagos 

M0 (priming), a célula U937 foi estimulada com 10 nM, 50 nM e 100 nM phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich) no meio RPMI por 24 ou 48 h. Após comparação dos 

resultados o protocolo com 100 nM por 48 h foi estabelecido como modelo para os seguintes 

experimentos. Para controle comparativo de polarização, macrófagos com fenótipo M1 foram 

induzidos com a adição de IFNγ e LPS, em RPMI por 24 h, na concentração final, 

respectivamente, de 20 ng/mL e 100 ng/mL enquanto M2 foram induzidos com a adição de IL-

4 nas mesmas condições, na concentração final de 20 ng/mL. A fim de produzir os TAMs, 

macrófagos derivados de U937 foram tratados com meio condicionado (MC) por 24 h. Este foi 
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então retirado e substituido por RPMI completo por mais 24 h e, ao final, as células U937 

diferenciadas/polarizadas foram coletadas (Purcu et al., 2022; Pe et al., 2022). 

5.4 Depleção de p53 mutante por siRNA  

O silenciamento foi utilizado para depletar a proteína p53 mutante de células MDA-

MB-231. Transfecções com siRNA foram realizadas usando Lipofectamine RNAi MAX 

Reagent, seguindo o protocolo do fabricante (Invitrogen). O siRNA com alvo em p53 humano 

(#NC1648672) e o scrambled siRNA (#AM4611) foram adquiridos da Darmacon e Ambion, 

respectivamente. As células foram plaqueadas um dia antes e transfectadas com 50 nM siRNA 

(método forward) por 24 h. A eficiência da depleção da protéina alvo foi confirmada por 

Western Blot. 

 

Figura 2 – Esquema geral de metodologia. No primeiro dia, as células MDA-MB-23 foram plaqueadas 
utilizando meio DMEM High Glucose 10% SFB e antibióticos (ATB). No dia seguinte foi realizado o silenciamento 
de p53 mutante por transfecção de siRNA, utilizando-se de meio DMEM High Glucose com 10% SFB e sem ATB. 
Após 24h do silenciamento,  DMEM fresco com SFB e ATB foi adicionado e após um dia as células foram 
coletadas para Western Blot e RT-qPCR. Além disso, o sobrenadante foi coletado para realização de ELISA de 
IL-8, e para utilizármos como meio condicionado. O meio condicionado de MDA-MB-231 foi misturado em 
proporção 1:1 (v/v) com RPMI fresco antes da incubação as células U937. Já as células monocíticas U937 foram 
plaqueadas em meio RPMI 10% SFB e ATB com PMA (100 nM) para sua diferenciação em macrófagos M0. Após 
48 h, o meio foi substituído pelo meio condicionado, por 24 h. O meio condicionado foi trocado por RPMI fresco 
por mais 24 h e então o meio e as células foram coletados para análises de RT-qPCR. (Ilustração: autoria própia 
criada na plataforma BioRender (https://BioRender.com), 2024). 
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5.5 Ensaio de sulforrodamina B (SRB) 

O ensaio de SRB foi utilizado para verificar a influência do silenciamento de p53 

mutante na proliferação celular de células MDA-MB-231. Para tal, utilizamos placa de 96 

poços, com densidade celular de 1x104 células/poço, em que as células foram transfectadas com 

siRNA com alvo em p53 (#NC1648672) ou com siRNA Scrambled (#AM4611), como controle 

experimental.  Após 24 h o meio com depleção de ATB foi trocado por DMEM 10% SFB, 1% 

ATB e as células foram cultivadas em estufa por 72 h. Depois o meio foi removido e as células 

foram fixadas com ácido tricloroacético 10% à 4°C por 1 hora. Após fixação, o corante SRB 

foi adicionado e as células foram incubadas por 30 minutos em ausência de luz. As células 

foram então lavadas com ácido acético 1%, até a eliminação de todo o corante residual da placa, 

e secas à temperatura ambiente (overnight).  O SRB foi dissolvido em tampão Tris-HCl, e a 

absorbância em 510 nm foi medida usando Multireader Infinite M200 Tecan. Os resultados 

foram expressos em porcentagem (%) de proliferação celular comparativamente às células 

transfectadas com siRNA controle. 

5.6 Western Blot 

O Western Blot foi utilizado para confirmação do silenciamento de p53 em MDA-MB-

231. Os lisados de proteínas foram preparados utilizando o tampão de amostra Laemli 2x (TRIS 

1,5M pH 6,8, SDS, glicerol e azul de bromofenol), com adição de 10% de 2- mercaptoetanol 

ao tampão antes de ser misturado com as amostras. As proteínas foram fervidas por 10 minutos 

a 100ºC para desnaturação, separadas por SDS-PAGE de 10% (Mini-Protean, Bio-Rad, 

Hercules, CA, EUA) e transferidas eletricamente para membranas de nitrocelulose utilizando 

um sistema semisseco (Hoefer TE77, Amersham, Holliston, MA, EUA). As membranas foram 

coradas com Ponceau S para controle de carga, enxaguadas com água e depois TBS-T, e 

bloqueadas com leite desnatado em pó a 5% em TBS-T (solução salina tamponada com Tris, 

0,1% Tween-20) por 1 hora à temperatura ambiente. Os anticorpos primários que foram 

utilizados incluem p53 (#9282) e β-Actina (D6A8) (#8457) (Cell Signaling Technology) em 

diluição de 1:1000 (incubados durante a noite a 4ºC com agitação). Os seguintes anticorpos 

secundários conjugados à HRP foram usados: anti-IgG de coelho (#616520) (Thermo Fischer 

Scientific) e anti-IgG de camundongo (#70740) (Cell Signaling Technology), em diluição de 

1:3000 em TBS-T com 5% de BSA. Eles foram incubados por 1 hora em temperatura ambiente 

sob agitação orbital. As bandas de proteína foram capturadas utilizando substrato 

quimioluminescente LumiGlo (Cell Signaling Technology #7003S) em sistema ChemiDoc MP 
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(Bio-Rad). O software ImageJ foi utilizado para quantificar as bandas de proteína. 

5.7 RT-qPCR 

O RT-qPCR foi utilizado para avaliar o efeito do silenciamento de p53 na expressão de 

citocinas e da proteína PD-L1em MDA-MB-231. Também foi utilizado para avaliar a expressão 

gênica em macrófagos expostos aos meios condicionados (MC). O RNA total das células foi 

extraído usando TRIzol (Invitrogen) de acordo com o protocolo do fabricante e a extração foi 

confirmada através de gel de agarose e quantificação em Nanodrop. A partir do RNA total foi 

realizada a síntese de DNA complementar de primeira fita (cDNA) usando o kit High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription (ThermoFischer) em termociclador SimpliAmp (ThermoFischer) 

e 1000ng de RNA. As reações de amplificação e quantificação foram realizadas com a 

plataforma PCR em Tempo Real HT 7900 (ThermoFischer). Cada reação consistituiu em 5 μl 

de PowerUp SYBR Green Master Mix (ThermoFischer), 100 nM de primers forward e reverse 

(descritos na Tabela 1), água livre de nuclease e 1 μL (1000 ng) de cDNA. As condições de 

ciclagem foram as seguintes: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, e 40 ciclos de 95°C por 15 seg 

e 60°C por 1 min, com um ciclo para verificação da temperatura de melting ao final. Os níveis 

relativos de transcrição dos genes alvo foram calculados usando como referência o gene 

constitutivo GAPDH e o método ΔΔCT. Nas linhagens de câncer foram analisados os genes 

IL6, IL8, CXCL3, CXCL2 e PD-L1. Para a expressão em macrófagos U937, foram analisados 

os genes CXCL10, IL-1β, e TNF-α, representativos do fenótipo de macrófagos M1, e TGF-β1, 

CCL22 e IL10, representativos do fenótipo de macrófagos M2 (Lima, 2022; Pe et al., 2022;). 

Tabela 1 – Primers utilizados para RT-qPCR 

Alvo 
Primer  

Foward (5’-3’) 
Primer  

Reverse (5’-3’) 

Maior Ct 
U937 CTL 

PMA 

Maior Ct 
MDA-MB-
231 SCR 

Função 

GAPDH 
GTCTCCTCTGACT

TCAACAGCG 
ACCACCCTGTTGC

TGTAGCCAA 
23,59 18,84 

Gene 
normalizador 

IL6 
AGACAGCCACTC

ACCTCTTCAG 
TTCTGCCAGTGCC

TCTTTGCTG 
- 29,36 

Interleucina pró-
inflamatoria 

IL8 
GAGAGTGATTGA
GAGTGGACCAC 

CACAACCCTCTGC
ACCCAGTTT 

- 25,92 
Interleucina pró-

inflamatoria 
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5.8 ELISA 

A técnica de ELISA foi utilizada para detectar IL-8 nos meios de células tumorais MDA-

MB-231. Para isso, utilizou-se o kit comercial Human IL-8 ELISA kit (Invitrogen, #KHC0081) 

de acordo com as instruções do fabricante. Na etapa de calibração da diluição mais adequada 

para o analito, de modo que as absorvâncias ficassem na faixa da curva padrão de IL8, os meios 

de cultura foram diluídos 2x, 20x, 100x e 200x, e a diluição escolhida para os demais 

experimentos foi de 20x. 

5.9 Análise estatística 

A análise estatística das Figura 4 e 7 foi feita por Teste T de Student, e para os demais 

experimentos de RT-qPCR, a análise estatística ANOVA de uma via seguida de pós-teste de 

Tukey foi utilizada. Na Figura 5 foram comparados os grupos PMA CTL, M1 e M2 e na Figura 

CXCL3 
TCCGTGGTCACTG

AACTGCG 
AGTTGGTGCTCCC

CTTGTTCA 
- 30,40 

Citocina pró-
inflamatoria 

CXCL2 
GGCAGAAAGCTT

GTCTCAACCC 
CTCCTTCAGGAAC

AGCCACCAA 
- 28,89 

Citocina pró-
inflamatoria 

PD-L1 
TGCCGACTACAA
GCGAATTACTG 

CTGCTTGTCCAGA
TGACTTCGG 

- 26,25 

Proteína 
reguladora de 

resposta 
imunológica 

CXCL10 
GAAAGCAGTTAG
CAAGGAAAGGT 

GACATATACTCCA
TGTAGGGAAGTG 

36,71 - 
Marcador de 

macrófago tipo-
M1 

IL-1β 
CCACAGACCTTCC

AGGAGAATG 
GTGCAGTTCAGTG

ATCGTACAGG 
23,03 - 

Marcador de 
macrófago tipo-

M1 

TNF-α 
CTCTTCTGCCTGC

TGCACTTTG 
ATGGGCTACAGG

CTTGTCACTC 
32,66 - 

Marcador de 
macrófago tipo-

M1 

TGF-β1 
TACCTGAACCCGT

GTTGCTCTC 
GTTGCTGAGGTAT

CGCCAGGAA 
25,67 - 

Marcador de 
macrófago tipo-

M2 

CCL22 
TCCTTGCTGTGGC

GCTTCAA 
CTCGGGCAGGAG

TCTGAGGT 
34,14 

 
- 

Marcador de 
macrófago tipo-

M2 

IL10 
TGCCTTCAGCAGA

GTGAAGA 
GCAACCCAGGTA

ACCCTTAAA 
37,74 - 

Marcador de 
macrófago tipo-

M2 
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6 os grupos PMA CTL, MC SCR siRNA e MC p53 siRNA. Os valores de p dos gráficos foram 

sinalizados da seguinte forma: * p < 0,05; ** p< 0,01; ***p<0,001; ****p<0,00001. 

6. RESULTADOS 

6.1 Validação da metodologia para diferenciação de monócitos U937 a macrófagos. 

A fim de estabelecer o protocolo para diferenciação de monócitos a macrófagos, 

diferentes concentrações e períodos de exposição ao PMA foram testados utilizando a linhagem 

celular U937. Nesse contexto, foram testados os períodos de 24 h de exposição ao composto, 

com 24 h adicionais em meio RPMI novo, ou 48 h de PMA sem troca de meio de cultivo. Além 

disso, diferentes concentrações do PMA foram testadas, sendo essas 10 nM, 50 nM e 100 nM. 
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Figura 3 - Diferenciação de monócitos U937 a macrófagos após diferentes exposições ao 
PMA. As células U937 foram semeadas em uma densidade de 2×105 células/mL, exceto no controle (1×105 
células/mL). Simultaneamente à semeadura, o PMA foi adicionado em diferentes concentrações, e as placas foram 
mantidas protegidas da luz. As imagens I e J são ampliações das imagens E e H, respectivamente. As setas em 
vermelho indicam a formação de pseudopodos e as em azuis a vacuolização. As imagens foram capturadas com 
microscópio invertido IX83, utilizando aumento de 10x. Tamanho da barra de escala: 100 µm.  

A análise morfológica das células, feita a partir das imagens microscópicas usou como 

critério a quantidade de células aderidas e as características celulares. As células U937 controle 

(U937 CTL) apresentam características monocíticas, ou seja, são não aderentes, pequenas e 

com morfologia arredondada (Figura 3A, ampliada em 3I). Já quando diferenciados a 

macrófagos, a proliferação celular diminui e as células passam a aderir na superfície de cultivo, 

apresentam vacuolização, formação de pseudópodes e aumento de volume celular (Figura 3J, 

setas em azul indicando vacuolizações e setas em vermelho os pseudópodes) em relação às 

células não diferenciadas. Após essa análise qualitativa, foi visto que a exposição por 48 h à 

concentração de 100 nM foi a mais eficaz para induzir a diferenciação, conforme demonstrado 

na Figura 3 H e J. Assim, este protocolo foi utilizado para os experimentos subsequentes. 

 
Figura 4 – Expressão gênica em células U937 controle e tratadas com PMA. As análises de 
expressão foram realizadas considerando mRNA (fold-changes): 2^((-ΔΔCt)) em que ΔCt = Ct gene testado – Ct 
GAPDH; ΔΔCt = dCt(amostra) - dCt(U937 controle PMA). A análise estatística foi feita por Teste T de Student 
de via única. *p< 0,05; **p< 0,01; ***p<0,001; ****p<0,00001. n=1 (CTL U937 IL-10), n=2 (CTL U937 dos 
demais grupos, CTL PMA de CXCL10 e CCL22), n=3 (CTL PMA IL-1β, TNF-α, IL-10 e TGF- β1).  
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A diferenciação celular também foi analisada por avaliações moleculares, utilizando 

RT-qPCR a fim de comparar a expressão gênica das células U937 antes e após o tratamento 

com PMA. Os genes analisados incluíram CXCL10, IL-1β, TNF-α, CCL22, IL-10, e TGF-β1, 

utilizando o gene constitutivo GAPDH como normalizador. Observou-se que as células tratadas 

com PMA apresentaram um aumento significativo na expressão de todos os genes analisados, 

em comparação com as células não tratadas, como ilustrado na Figura 4.  

6.2 Validação da indução dos fenótipos M1 e M2 em macrófagos M0 

Em seguida, as células U937 diferenciadas a macrófagos foram submetidas a 

tratamentos de polarização para avaliação do comportamento morfológico das células U937. 

Após 48 h de diferenciação com PMA, as células foram expostas a IFN-γ e LPS para induzir o 

fenótipo M1, e IL-4 para induzir o fenótipo M2. Observou-se que o grupo U937 controle 

apresentou alta proliferação atingindo confluência quase 100% no tempo final (Figura 5A). Já 

nos demais grupos, foi possível identificar células diferenciadas, com as características de 

macrófagos, em todos os poços de tratamento (Figura 5B-D). Apesar disso, observamos que 

durante as trocas de meios, muitas células foram perdendo a adesão, sendo a pipetagem feita de 

modo muito cuidadoso para não soltar a camada celular.  

 
Figura 5 -Avaliação morfológica e molecular da indução dos fenótipos do tipo M1 e M2. 
As células U937 controle foram semeadas em (A) e também diferenciadas com PMA 100 nM  (B). Após 48 h foi 
realizado o protocolo de polarização dos macrófagos a M1 (LPS 100 ng/mL + IFN-γ 20 ng/mL) (C) eM2 (IL-4 20 
ng/mL) em (D). As imagens foram adquiridas em microscópio invertido IX83, com aumento de 10x; tamanho da 
barra de escala: 100 µm. Análises de RT-qPCR (E-J) dos macrófagos U937 para os genes: CXCL10 (E) IL1-β (F), 
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TNF-α (G), CCL22 (H), IL-10 (I), TGF-β (J). Análise estatística ANOVA seguida de pós-teste de Tukey, *p < 
0,05; ** p< 0,01. * em relação ao CTL PMA e # em relação aos dois grupos. n=2 (CTL PMA de CXCL10 e 
CCL22; M2 CXCL10),  n=3 (CTL PMA IL-1β , TNF-α, IL-10 e TGF- β1, M1 e M2 CCL22), n=4 (M1 CXCL10,  
M1 e M2 IL-1β, TNF-α, IL-10 e TGF- β1).  

Após serem submetidos aos tratamentos de indução de fenótipo, os macrófagos foram 

coletados para avaliação de expressão gênica por RT-qPCR de genes característicos de cada 

fenótipo, a fim de validar a indução de M1 e M2 (Figura 5E-J). Os transcritos de IL-1β, TNF-

α e CXCL10 foram analisados para o fenótipo tipo M1 enquanto IL-10, TGF-β1 e CCL22 foram 

utilizados para caracterizar M2. Assim, nossos resultados, representados na Figura 5E a 5G, 

mostram que os indutores de polarização M1 aumentaram a expressão de TNF-α e CXCL10, 

os quais apresentaram diferença estatística em relação ao grupo controle/PMA. A IL-1β, por 

sua vez, apresentou um p-valor de tendência (p=0,1129), com um “fold” de aproximadamente 

1.5.  Em relação ao fenótipo M2, obtivemos um aumento na expressão numérico de IL-10, mas 

a variação entre as replicatas e o N amostral pequeno não nos permitem rejeitar a hipótese nula. 

Os genes CCL22 e TGF-β1 não apresentaram diferenças de expressão entre os grupos (Figura 

5H a 5J).  

6.3  Avaliação de expressão gênica de macrófagos após exposição ao meio 

condicionado de MDA-MB-231 com e sem depleção de p53. 

Realizou-se então o experimento para avaliar o efeito do meio condicionado (MC) de 

células MDA-MB-231, com ou sem silenciamento da proteína p53, na modulação da resposta 

de macrófagos. Os macrófagos foram tratados com o meio condicionado (proporção 1:1, meio 

MDA-MB-231:RPMI) por 24 h, seguidos de mais 24 h em meio RPMI fresco. Observou-se 

que, conforme fazíamos as trocas de meio, algumas células foram perdendo a adesão, levando 

a uma redução na quantidade total de células ao final do experimento. Paralelamente, foi visto 

um aumento da presença de debris nos poços, especialmente nos grupos tratados com o meio 

condicionado das células tumorais (Figura 6). 

As células foram coletadas para RT-qPCR para avaliação de expressão gênica de 

CXCL10, IL-1β, TNF-α, IL-10, TGF-β1 e CCL22. A expressão dos grupos controle/PMA e 

dos macrófagos expostos ao meio condicionado (MC) de células MDA-MB-231 com depleção 

de p53 ou controle (SCR siRNA) foram comparados. A partir dos resultados, não houve 

mudanças de expressão gênica que possam sugerir que o meio condicionado produzido foi 

capaz de polarizar as células. 
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Figura 6 - Avaliação morfológica e de expressão gênica de macrófagos expostos ao meio 
condicionado de MDA-MB-231 com e sem depleção de p53. As células U937 controle foram 
semeadas em (A) e também diferenciadas com PMA 100 nM  (B).  Após 48 h os poços foram tratados: MC SCR 
siRNA (1 Meio MDA-MB-231 siRNA SCR: 1 meio RPMI) e MC p53 siRNA (1 Meio MDA-MB-231 siRNA 
p53: 1 meio RPMI). As imagens foram tiradas em microscópio invertido IX83, com aumento de 10x, barra de 
escala: 100 µm. Análises de RT-qPCR dos macrófagos U937 para os genes CXCL10 (E), IL1-β (F), TNF-α (G), 
CCL22 (H), IL-10 (I) e TGF-β (J). Análise estatística ANOVA seguida de pós-teste de Tukey, *p < 0,05; ** p< 
0,01. * em relação ao CTL PMA, # em relação aos dois grupos comparados. n=1 para os dois grupos de meio 
condicionado (CXCL10) n=3 para os dois  de meio condicionado (IL-1β, TNF-α, CCL22, IL-10 e TGF- β1). 

6.4  Avaliação de expressão gênica e da presença de IL-8 no secretoma de MDA-MB-

231 com e sem depleção de p53. 

Após o protocolo de silenciamento transitório utilizando siRNA, a depleção da proteína 

p53 foi confirmada por Western Blot (Figura 7A). As células e o meio condicionado foram 

coletados para análises de RT-qPCR, ELISA e composição para o tratamento dos macrófagos. 

O ensaio de proliferação celular (SRB) foi realizado para avaliar o impacto do silenciamento 

na densidade celular (Figura 7B), mostrando uma redução significativa (p = 0,05), mas com 

uma diminuição percentual de proliferação inferior a 10%, indicando uma possível irrelevância 

biológica desse resultado. Por outro lado, esse resultado indica que a p53 mutante não parece 

ter um envolvimento com a proliferação celular. 

Os resultados de RT-qPCR (Figura 7D) demonstraram ausência de diferenças 

estatísticas na expressão de citocinas e interleucinas pró-inflamatórias entre as células com p53 

mutante e com a proteína silenciada. Entretanto, a expressão de PD-L1, proteína associada à 

evasão imunológica, foi reduzida de forma significativa com o silenciamento de p53. Além 
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disso, a análise da secreção de IL-8 por ELISA (Figura 6C) revelou uma tendência de 

diminuição no secretoma das células com p53 silenciada (p = 0,06). 

 
Figura 7 - Validação do silenciamento de p53 e análise da expressão gênica e da secreção 
de IL-8 no secretoma de células MDA-MB-231 com e sem depleção de p53. As células MDA-
MB-231 tiveram a p53 mutante silenciada por meio de p53 ou Scramble siRNA (50 nM), após 24 h o meio foi 
substituído por DMEM 10% SFB 1% ATB limpo. As células e os meios foram coletados após 48 h. (A) Imagem 
representativa de Western Blot com o gráfico de quantificação de 3 experimentos independentes com n=5. (B) 
Proliferação celular por ensaio de SRB (n=4). (C) Quantificação de IL-8 secretada utilizando ELISA. n=5. 
Quantificações do RT-qPCR utilizando a metodologia de cálculo ΔΔCt para os genes CXCL2 (D), CXCL3(E), 
IL-6 (F), IL-8 (G), PD-L1 (H) As análises foram feitas por teste T de Student não pareado. n=3 (SCR siRNA) n=4 
(p53 siRNA). *´p<0,05, ****p<0,0001. 
 

7. DISCUSSÃO 

O PMA (phorbol-12-myristate-13-acetate) é amplamente utilizado em estudos de 

indução química da diferenciação celular. Este composto é análogo ao diacilglicerol (DAG) e 

ativa fortemente a via da proteína quinase C (PKC), alterando a expressão de diversos genes 

por meio de fatores de transcrição, como o fator nuclear-κB (NFκB) e a proteína ativadora-1 

(AP-1) (Liu, et al. 2023; Daigneault, et al. 2010). Além disso, tem um papel importante no 

aumento de expressão dos membros da família β2-integrina como CD11a, CD11b, CD11c, e 

CD18, os quais são receptores de adesão, o que explica a aderência celular após a diferenciação 

(García, et al. 1998). Embora amplamente empregado em estudos sobre a biologia e 

funcionalidade de macrófagos, os protocolos de diferenciação com PMA variam 

consideravelmente entre os trabalhos (abaixo discutidos), especialmente em relação às 

concentrações e tempos de exposição utilizados. Assim, consideramos necessário validar o 



34 
 

protocolo de diferenciação com base nos métodos mais amplamente descritos na literatura. 

No estudo, testamos as concentrações de 10, 50 e 100 nM e os tempos de exposição de 

24 e 48 h, uma vez que são os períodos mais utilizados nos demais estudos (Daigneault, et al. 

2010). Na literatura, as concentrações mais comumente empregadas para a diferenciação de 

monócitos em macrófagos variam entre 10, 25, 50, 100 e 200 nM, dependendo da linhagem 

celular e do tempo de exposição ao composto (Kuno; Srinoun; Penglong, 2020; Lund, et al.  

2016). Apesar disso, altas concentrações, como 200 nM, podem induzir alterações 

transcricionais que induzem não somente a diferenciação para macrófago, como também a sua 

polarização para um fenótipo pró-inflamatório do tipo M1, caracterizado por maior expressão 

de genes como TNF-α e IL-1β (Lund, et al.  2016). Tendo isso em vista, somente as 

concentrações abaixo de 200 nM foram utilizadas. Conseguimos observar diferenciação em 

todas as concentrações, porém há uma maior proporção de células diferenciadas na 

concentração de 100 nM em exposição a 48 h. Nossos dados estão de acordo com os achados 

de Prasad et al. (2020), o qual descreve que a diferenciação é tipicamente observada após 36-

48 h de exposição ao PMA. Além disso, a diferença morfológica após a adição do PMA também 

foi semelhante aos dados da literatura, uma vez que a célula U937 sem tratamento apresentou 

estrutura arredondada e refringente em suspensão no meio de cultivo e, após sua diferenciação, 

aderiu-se à placa e teve sua morfologia alterada, com estrutura intracelular complexa, 

vacuolizações e formando pseudópodes (Prasad et al., 2020). 

Além disso, as análises de RT-qPCR mostram que o tratamento com PMA foi capaz de 

induzir mudanças substanciais na expressão gênica das células U937, ativando vias 

relacionadas ao processo inflamatório característico de macrófagos. Nossos achados vão de 

acordo com o trabalho de Martinez et al. (2006), o qual descreve que, durante a diferenciação 

de monócitos para macrófagos, cerca de 800 transcritos têm sua expressão modificada (2,2%), 

destacando a superexpressão de IL-1β como central no processo. Assim, os dados da RT-qPCR 

corroboram com nossos achados morfológicos que indicam a diferenciação dos monócitos a 

macrófagos. Importante enfatizar que essa primeira etapa de indução com PMA caracteriza-se 

como “priming”, ou seja, uma iniciação do processo de diferenciação que pode ser ainda 

polarizada para os fenótipos M1 ou M2 mediante estímulos específicos. 

Em seguida procuramos validar nossos modelos de fenótipos do tipo M1 (pró-

inflamatório) e M2 (anti-inflamatório) com base em tratamentos comumente utilizados na 

literatura. Para a indução da polarização ao tipo M1, utilizamos IFN-γ (20 ng/mL) e LPS (100 
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ng/mL) por 24 h, enquanto o tipo M2 foi induzido com IL-4 (20 ng/mL). A análise de expressão 

gênica no grupo M1 revelou um aumento significativo de CXCL10 e TNF-α. Observou-se 

também aumento de IL-1β, embora sem significância estatística. Esses achados estão alinhados 

aos de Ardighieri et al. (2021), que relataram alta indução de CXCL10 no fenótipo M1, em 

contraste com sua modulação negativa no M2. Da mesma forma, Martinez et al. (2006) 

descreve o aumento de TNF-α em M1 em comparação ao M2, com a proporção de mudança de 

expressão semelhante (CXCL10 > TNF-α). Contudo, a magnitude observada foi menor, 

possivelmente refletindo indução parcial do M1 ou diferenças experimentais relacionadas ao 

modelo celular ou ao tempo de exposição aos compostos. A repetição desses experimentos nos 

auxiliará a compreender melhor a indução do fenótipo. 

No perfil M2, observamos um aumento mais evidente na expressão de IL-10, embora 

com considerável variação entre as replicatas. A expressão de CCL22 também apresentou 

tendência de aumento nesse grupo, enquanto os níveis de TGF-β1 permaneceram semelhantes 

entre os grupos analisados. Nossos achados vão de acordo com os resultados de Pe et al. (2022), 

já que os valores de diferença de fold-change entre M2 e CTL PMA dos 3 genes analisados 

pelos autores estão bastante próximos do encontrado em nosso estudo. Além disso, o grupo de 

Martinez et al. (2006) descreve que há uma variância de 90% do perfil transcricional de M0, 

ou macrófagos não polarizados, quando passam a expressar o fenótipo M1, enquanto a indução 

de M2 tem somente poucos ajustes, com uma variância de 8% da expressão gênica. Outro fator 

que pode explicar o porquê de termos encontrado menor diferença de expressão nos genes 

CCL22 e TGF-β1 é o método de indução utilizado, uma vez que para a indução clássica de M2a 

é utilizada a combinação de IL-4 + IL-13 (Strizova et al., 2023). Deve-se ainda considerar que 

esse fenótipo está relacionado a ambientes de hipóxia e os modelos bidimensionais de cultivo 

(2D) carecem de componentes representativos da matriz extracelular (ECM), sendo um fator 

limitante para a indução de M2 (Zou et al., 2023; Sapudom et al., 2021). Assim, considerando 

as dificuldades relacionas a indução desse fenótipo, podemos concluir que o nosso modelo de 

M2 foi efetivo. 

Os resultados de RT-qPCR sugerem que o meio condicionado de células MDA-MB-

231 não alterou a expressão gênica dos macrófagos. Esses resultados diferem dos apresentados 

por Cassetta et al. (2019), que demonstraram níveis aumentados de TNF-α na exposição de 

macrófagos ao meio condicionado de duas linhagens distintas de TNBC (MDA-MB-231 e 

MDA-MB-468). De forma parecida, Pe et al. (2022) relataram que macrófagos expostos ao 
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meio condicionado de MDA-MB-231 exibiram um fenótipo misto, com aumento de expressão 

de TGF-β1, CXCL10 e TNF-α, além de secreção elevada de IL-10 e IL-6, e baixos níveis de 

IL-4, padrões não corroborados em nosso estudo.  

Nossos dados também divergem dos apresentados por Cooks et al. (2018), que 

observaram, no co-cultivo de macrófagos com células contendo mutações em TP53, em 

comparação com células com p53 depletado, um aumento na expressão de IL-10, CCL2 e 

VEGF, acompanhado por uma redução na expressão de TNF-α, o que foi posteriormente 

validado por ELISA, apresentando que essa proteína estaria influenciando em um fenótipo tipo 

M2 nesses macrófagos. De maneira semelhante Ghosh et al. (2021), relatam que após indução 

de p53 mutante, a expressão de IL-10 em macrófagos foi aumentada, enquanto TNF-α foi 

reduzida. Outro dado importante é que após silenciamento da proteína p53 em MDA-MB-231, 

observou-se superexpressão de CXCL10 nos macrófagos, indicando que apesar do trabalho ter 

relacionado a característica do macrófago a um tipo M2, também existem genes característicos 

de M1 com expressão aumentada nessas células.  

É importante destacar as discrepâncias observadas na literatura em relação ao perfil de 

expressão gênica de macrófagos modulados pelo meio condicionado de células tumorais 

contento p53 mutante. Enquanto alguns trabalhos apontam aumento de proteínas pró-

inflamatórias como TNF-α e IL-8 após exposição do meio condicionado (Cassetta et al. (2019), 

outros sugerem um fenótipo misto, com a regulação de genes associados tanto ao perfil M1 

quanto ao M2 (Pe et al., 2022). Há ainda relatos que vinculam a p53 mutante a um perfil 

predominantemente M2 em macrófagos (Cooks et al., 2018). Além disso, deve-se considerar 

que as definições clássicas de perfis M1 (pró-inflamatório) e M2 (anti-inflamatório) podem ser 

insuficientes para capturar a complexidade do comportamento desses macrófagos, uma vez que 

os subtipos de M2, como M2a, M2b, M2c e M2d, apresentam características distintas, 

combinando por vezes expressão de moléculas anti-inflamatórias, como IL-10, com marcadores 

pró-inflamatórios, como IL-6, TNF-α e IL-1β (Strizova et al., 2023). Essa heterogeneidade 

pode refletir a variabilidade dos modelos utilizados. 

Nossos experimentos com siRNA mostraram uma depleção bastante significativa 

proteína p53 mutante, como confirmado por Western Blot. Os resultados demonstraram que o 

silenciamento da proteína teve efeitos pequenos na densidade celular em ensaio SRB. Embora 

essa metodologia seja frequentemente interpretada como “proliferação” ou “citotoxicidade”, 

um ensaio complementar mais específico é necessário. No nosso modelo, a análise das culturas 
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celulares, em microscopia óptica de rotina, não mostrou evidência de morte celular ou 

alterações morfológicas significativas nas culturas celulares (dado não mostrado). Esses 

resultados corroboram estudos como o de Wang et al. (2023), que indicam um impacto limitado 

da depleção de p53 na proliferação celular. No entanto, é sugerido que a p53 mutante tanha 

ganho de função, agindo como fator de transcrição em vias que a proteína wild-type não modula 

classicamente, como a de IL-8 e IL-6. Dessa forma, a mutação pode auxiliar na modulação do 

microambiente tumoral. 

Após a depleção da proteína p53 mutante em células MDA-MB-231, investigamos a 

expressão gênica de CXCL2, CXCL3, IL-6 e IL-8, e a secreção de IL8. Embora os dados de 

RT-qPCR não tenham mostrado diferenças significativas na expressão dessas citocinas entre os 

grupos, a análise de ELISA revelou uma tendência de diminuição na secreção de IL-8 nas 

células com p53 silenciada. Os achados de expressão gênica divergem dos descritos por Yeudall 

et al. (2012), que observaram redução nas expressões de IL-8, CXCL2 e outras citocinas pró-

inflamatórias após a depleção de p53 mutante. De maneira similar, Vecchi et al. (2022) 

associaram linhagens p53 mutantes a um aumento de IL-6 no meio de cultivo, também não 

observado nos nossos dados em nível de mRNA. Entretanto, nossos resultados de ELISA estão 

parcialmente alinhados, confirmando concentrações mais altas de IL-8 no secretoma de células 

expressando a proteína mutante. Além disso, dados prévios do nosso grupo mostram por meio 

de ELISA maiores concentrações de IL-6, IL-8 e CXCL2 na presença de p53 mutante (Neves, 

2023).  

Além de transcritos relacionados à inflamação, também procuramos investigar a 

correlação da p53 mutante com a proteína PD-L1, a qual está associada à evasão imunológica 

e tem sido muito estudada como possível alvo terapêutico no tratamento de TNBC (Schmid et 

al., 2020). Curiosamente nossos resultados indicam que a depleção da p53 mutada reduz níveis 

de expressão de PD-L1 (Figura 6H). Esse dado corrobora os achados de Xing et al. (2022), que 

evidenciou correlação entre a expressão de p53 mutante e PD-L1 em amostras de TNBC por 

análises histológicas.   

8. LIMITAÇÕES DO ESTUDO 

Em relação à indução do macrófago M2, não foram vistas diferenças significativas na 

expressão de genes descritos como marcadores desse fenótipo (CCL22, IL-10 e TGF-β1), sendo 

essa uma limitação encontrada em outros trabalhos que utilizam o modelo bidimensional de 
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cultivo (2D), uma vez que os macrófagos M2 são encontrados em áreas bem únicas do 

microambiente tumoral, como zonas de hipóxia e com depleção de nutrientes. 

Tivemos alguns resultados incongruentes com os descritos na literatura relacionados a 

expressão de MDA-MB-231 e de U937 expostos ao meio condicionado das células tumorais. 

Os resultados divergentes obtidos em comparação com a literatura destacam desafios 

metodológicos e experimentais que podem ter impactado nossas análises. Diferenças como, e 

as condições do experimento, como o tempo de exposição ao meio condicionado (48 h versus 

as 24 h usadas aqui), podem ter contribuído para os achados discrepantes.  

A perda de adesão celular e o acúmulo de debris durante as trocas de meio, observados 

nas figuras 6C e 6D, também representam limitações críticas. Essas falhas resultaram em menor 

rendimento de mRNA, elevando os valores de Ct e reduzindo os níveis de expressão gênica 

detectáveis, além de aumentar a variabilidade entre as replicatas. A necessidade de descartar 

amostras com baixos rendimentos de mRNA (<50 ng/μL) limitou também o tamanho amostral, 

fazendo com que a quantidade de amostras por grupo ficasse menor, o que reduz a robustez 

estatística das análises de RT-qPCR. Nas extrações de mRNA das células MDA-MB-231, 

algumas amostras apresentaram níveis de mRNA relativamente baixos (entre 50 e 100 ng/μL). 

Além disso, foi observado que algumas amostras tinham uma relação 230/260 nm abaixo do 

ideal (≤1.8), indicando possíveis contaminantes, como proteínas ou solventes orgânicos, na 

preparação do RNA. Esses fatores podem ter interferido na qualidade das reações de transcrição 

reversa e amplificação, reduzindo a confiabilidade dos resultados obtidos. 

9. PERSPECTIVAS FUTURAS 

 Caracterização do fenótipo dos macrófagos: Realizar análises mais aprofundadas do 

fenótipo dos macrófagos, utilizando técnicas como imunofenotipagem por citometria de 

fluxo para identificar os macrófagos e seus subtipos. Além disso, incluir IL-13 no 

protocolo de indução do fenótipo M2 e pensar em modelos de macrófagos 3D, para 

termos um modelo mais característico que, de fato, é bastante utilizado nos estudos mais 

robustos sobre o tema. 

 Modelo tumoral mais representativo: Incluir outras linhagens de TNBC e com outras 

mutações em p53, como MDA-MB-468, e linhagens que expressem p53 wild-type como 

MCF7 para compreender melhor a influência da mutação de p53. 
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 Investigação da relação entre p53 mutante e PD-L1: correlacionar por diferentes 

metodologias a interação de PD-L1 e p53 mutante. 

10. CONCLUSÃO 

Concluímos que o protocolo de diferenciação de monócitos U937 para macrófagos com 

PMA teve melhor desempenho com a concentração de 100 nM em 48 h, promovendo uma 

diferenciação mais eficiente e consistente. Assim, este protocolo proporciona uma base 

confiável para estudos futuros sobre a biologia e funcionalidade de macrófagos utilizando a 

linhagem celular U937. Em relação à indução de fenótipo, nossos resultados sugerem que os 

estados de polarização M1 e M2 podem ser induzidos nessa linhagem o que, mediante alguns 

ajustes no protocolo experimental, pode ser uma ferramenta de estudo do impacto de oncogenes 

e supressores tumorais sobre o perfil de macrófagos associados ao tumor.   

Os experimentos com células MDA-MB-231 e macrófagos U937 expostos ao meio 

condicionado das tumorais não permitiram conclusões sobre a influência da mutação de p53 na 

expressão mRNA codificante de proteínas pró-inflamatórias nem sobre a polarização de 

macrófagos. No entanto, foi observada uma redução significativa na expressão de PD-L1 em 

células tumorais com p53 mutante depletada, indicando possível impacto na evasão 

imunológica. Dado que a PD-L1 é um alvo terapêutico promissor em diversos tipos de câncer, 

a modulação da p53 mutante pode ter relevância clínica no contexto de imunoterapias para o 

TNBC. Além disso, os dados de ELISA mostram maior secreção de IL-8 na presença da p53 

mutante. Em resumo, os resultados sugerem que a p53 mutante pode influenciar a modulação 

do microambiente tumoral, embora sejam necessários ajustes metodológicos e experimentais 

para validar e aprofundar esses achados.
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