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Vacinas baseadas em células dendríticas como imunoterapia personalizada  

 

Resumo 

As células dendríticas (DCs) são uma população heterogênea de células imunes 

responsáveis pelo processamento e apresentação de antígenos para os linfócitos T. São 

divididas em várias subpopulações com características fenotípicas e funcionais distintas e 

podem ser encontradas no sangue periférico, pele, mucosas, e nos tecidos linfoides e não-

linfoides. DCs têm um papel central no desenvolvimento da resposta imune tanto contra 

agentes infecciosos e câncer, quanto na regulação da resposta em doenças autoimunes e 

alergias. Considerando que a função das DCs está prejudicada nos pacientes com câncer, vários 

pesquisadores propuseram o desenvolvimento de vacina antitumorais terapêuticas baseadas nas 

DCs, objetivando restaurar a capacidade de resposta imune e melhorar a capacidade defensiva 

de linfócitos T CD4+ e CD8+ contra o câncer. Na presente revisão, apresentamos uma visão 

geral da biologia das DCs e de seu papel na imunidade antitumoral, os diferentes protocolos de 

preparação das vacinas e os ensaios clínicos realizados com diferentes tipos de tumor, 

evidenciando a viabilidade de uso dessas células para personalizar a terapia antitumoral.  
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Abstract  

Dendritic cells (DCs) are a heterogenous population of immune cells responsible for 

antigens processing and presentation to T lymphocytes. They are divided in several subsets 

with distinct phenotypic and functional features and can be found in the blood, skin, mucosa, 

lymphoid and non-lymphoid tissues. DCs have a central role in the development of an immune 

response both against infectious and malignant diseases, and in the regulation of autoimmune 

and allergic responsiveness. Considering that DC function is usually impaired in cancer 

patients, several authors have proposed the development of DC-based antitumor therapeutic 

vaccines, aiming to restart the immune system and improve the CD4+ and CD8+ lymphocytes 

responsiveness against cancer. In the present review, we overviewed the DCs’ biology and 

their role in the antitumor immunity, the distinct protocols for preparing DC-based vaccines, 

and the clinical trials involving different types of cancer, evidencing the feasibility of this 

approach to personalize the anticancer therapy. 
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I. Introdução  

As células dendríticas (DCs) foram observadas pela primeira vez por Paul Langerhans 

em 1868, que as descreveu como células nervosas cutâneas, devido a sua forma de estrela com 

ramificações de membrana que se assemelhavam aos neurônios(1). Apenas em 1973, Ralph 

Steinman e Zanvil A. Cohn estabeleceram formalmente a denominação “células 

dendríticas”(2)  em um artigo que iniciou a uma série de publicações, descrevendo as 

características morfológicas e funcionais que estabeleceram as bases para a nova era de estudos 

sobre as DCs. Assim, pode-se citar a capacidade dessas células em ativar e estimular a 

proliferação de linfócitos T, além de sua grande capacidade de fagocitose (2-5) . 

Posteriormente, a demonstração por Sallusto e Lanzavecchia (6) de que DCs poderiam ser 

diferenciadas in vitro a partir de monócitos de sangue periférico, rompeu a limitação técnica 

para o entendimento da biologia das DCs humanas, bem como para os estudos sobre a 

possibilidade de manipulação in vivo ou ex vivo dessas células para fins terapêuticos ou 

profiláticos.  

A denominação dessas células decorre da observação de amplas ramificações de sua 

membrana plasmática à semelhança de dendritos ou ramos de uma árvore. Essas células 

apresentam um tamanho médio entre 13 a 15 µm e uma superfície externa muito ampla, devido 

às ramificações da membrana. Essa ampla superfície permite que as DCs interajam e endocitem 

concomitantemente vários antígenos solúveis ou particulados, que serão processados e 

posteriormente, apresentados aos linfócitos T.  Essa alta capacidade fagocítica e de 

processamento antigênico torna as DCs as principais células apresentadoras de antígenos 

(APCs) (7), sendo as únicas células capazes de apresentar antígenos para os linfócitos T virgens 

e promover sua ativação e proliferação (7). 

As DCs se originam principalmente de progenitores hematopoiéticos CD34+ da medula 

óssea, estimulados pelo ligante de tirosina quinase 3 relacionada a Fms (FLT3L) e GM-CSF 
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(8). Esses precursores CD34+ diferenciam-se em células progenitoras mielóides comuns e 

células progenitoras linfóides comuns.  As primeiras diferenciam-se em precursores de 

monócitos-DC, o que dará origem aos monócitos e aos precursores comuns de DC que 

posteriormente diferenciaram-se em DC pré-clássicas (pré-mDC) ou em DC plasmacitóides 

(pDC). Estas últimas podem se originar também das células progenitoras linfóides comuns. 

Essas pDC e pré-mDC deixam a medula óssea e migram via circulação sanguínea para os 

tecidos periféricos, impulsionadas por quimiocinas. As pré-mDC diferenciam se em mDC1 ou 

mDC2 dependendo das citocinas do entorno (9) e,  no caso de atingirem a pele, podem 

diferenciar-se em células de Langerhans ou DCs dérmicas intersticiais (10). Portanto, as DCs 

podem ser classificadas em 3 subgrupos: DCs plasmacitóides, DCs dérmicas e as DCs 

mielóides (11) (Figura 1).  

As DC plasmacitóides são caracterizadas pela expressão de CD123+, CD303+, BDCA-

4+ e CD11c-. Essas DCs estão bem equipadas para produzir IFN Tipo 1 (IFN-I) rapidamente, 

em resposta a infecções virais, devido à alta expressão dos receptores Toll similes (TLR) 7 e 9 

e são usualmente associadas à resposta anti-infecciosa. Elas também são capazes de ativar as 

células T CD8 citotóxicas (12).  Várias doenças autoimunes estão associadas a níveis elevados 

de IFN-I, o que implica que as pDCs desempenham um papel importante no desenvolvimento 

dessas doenças (13), como é o caso da psoríase e do lupus eritematoso sistêmico. Na psoríase, 

as lesões cutâneas são altamente infiltradas por pDCs ativadas com elevada expressão de 

BDCA-2 (14). Pacientes com lupus apresentam diminuição dos pDCs circulantes e acúmulo 

dessas células ativadas nos tecidos afetados, como a pele (15). Além disso, induzem a produção 

de  anticorpos antinucleares e expressam altos níveis de TRL7/9, explicando assim seu alto 

nível de produção de IFN-I (16). 
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Figura 1. A) Dendropoese: Células tronco hematopoiéticas dão origem a células precursoras 

mielóides comuns e células precursoras linfoides comuns. As precursoras mielóides se 

diferenciam em células precursoras de monócitos-DCs e, que que podem se diferenciar em 

monócitos ou celular precursoras de Mo-DCs. Essas por sua vez, darão origem às pre-mDCs, 

que posteriormente serão diferenciadas nas principais subpopulações de DCs: mDC1 e mDC2. 

Essas células são encontradas na corrente sanguínea em sua forma imatura, e uma vez que 

reconhecem o antígeno, migram aos linfonodos para apresentar os antígenos aos linfócitos. 

Aquelas que atingem a pele, diferenciam-se em células de Langerhans ou em DCs dérmicas 

intersticiais.  Finalmente, as DCs plasmacitóides (pDCs) podem ser originadas a partir de 

células precursoras mielóides e linfóides, podendo ser encontradas na corrente sanguínea, 

tecidos linfóides e não linfóides. 

B) Principais marcadores das subpopulações DC: As DCs mielóides convencionais (mDCs) 

podem ser subdivididas em mDC1 e mDC2, diferenciando-se de acordo com a expressão de 

CD141, CD1c e TLRs. As pDCs são caracterizados pela expressão de CD123, CD303, BDCA-

4 e produção de IFN-α. As DCs que habitam a pele são as células de Langerhans, que 

expressam níveis elevados de CD11c, CD207 e HLA-DR, e as DCs dérmicas que se 

subdividem de acordo com a expressão de CD1a e CD14. FLT3: Tirosina quinase 3 relacionada 

a FMS; GM-CSF: fator estimulador de colônias de granulócitos e monócitos. (Figura elaborada 

pelo autor). 
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As pDCs também têm um papel importante na imunidade antitumoral. Por exemplo, no 

estudo de Wu et al. (2017) os autores mostraram que as pDCs ativadas, obtidas a partir de 

modelos murinos com câncer de mama, podem eliminar células tumorais HER2/Neu+ in vitro, 

através da liberação de TRAIL e granzima B (17), conhecidos por ativar células NK e T CD8 

+ (18). Outro estudo mostrou que a ativação intratumoral de pDCs por meio de 

oligodeoxinucleotídeos CpG (reconhecido por TLR9 (19)), ativou e recrutou células NK, 

induzindo a regressão tumoral de melanoma in vivo (20). Além disso, as pDCs diferenciadas 

in vitro têm maior capacidade de induzir células NK a matar células de leucemia linfoblástica 

aguda devido à produção de maiores quantidades de IFN-λ2 (21), um tipo de interferon 

conhecido por desempenhar um papel crítico na indução de células NK antitumorais (18). 

As DCs dérmicas, originadas de um progenitor mielóide, são divididas em 2 subgrupos, 

as células de Langerhans e as DCs dérmicas intersticiais(10). As células de Langerhans são 

células residentes da epiderme tipicamente caracterizadas como CD1a+ e CD207+, sendo 

altamente relevantes em infecções cutâneas, pois migram  para os linfonodos para interagir 

com as células T (22). As DC dérmicas intersticiais estão localizadas na matriz extracelular da 

derme, são caracterizadas pela expressão na superfície de CD36 e a produção do fator de 

coagulação XIIIa. Estas também são divididas em duas subpopulações de acordo com sua 

expressão de CD1a e CD14. As células CD1a+ e CD14- estimulam e ativam células TCD8+ 

enquanto as CD1a- e CD14+ são especializadas em estimular a resposta imune humoral, 

produzindo CXCL13, e induzindo a geração de células T auxiliares foliculares (Thf) (10, 23).  

As DCs mielóides ou DCs "convencionais" são subdivididas em 2 grupos de acordo 

com a expressão diferencial de CD1c e CD141. As mDC1 expressam CD141, mas não CD1c, 

enquanto as mDC2, são CD1c+/CD141-. Além disso as mDC2 expressam também moléculas 

de histocompatibilidade de classe (MHC)-II, CD11c, SIRPα, TRLs (1 a 9), e produzem várias 

citocinas inflamatórias (24). Estão distribuídas na corrente sanguínea e nos gânglios linfáticos 
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(25), geralmente associados à apresentação de antígenos para as células T CD4 (26). São 

produtores das interleucinas (IL)-12p70, IL-1β, IL-6 e IL-23 e são capazes de induzir perfis 

Th1 e Th17(27). Por último, expressam níveis elevados de dectina-1 e 2 (CLEC7A/CLEC6A) 

(28), receptores de lectina do tipo C e receptores de manose que reconhecem PAMPS fúngicos 

(29). Um exemplo disso é o estudo de Fernandes et al. onde desafiaram DCs geradas in vitro 

com antígenos fúngicos derivados de Paracoccidioides brasiliensis (Pb18 e Pb265). 

Observaram que as DCs reconheceram os antígenos fúngicos por meio do receptor de manose, 

inibindo a produção de TNF-α (30). Em estudo posterior, estimularam o TLR 9 (TLR que 

reconhece PAMPS fúngicos) presentes nas DCs in vitro, aumentando assim sua capacidade 

antifúngica contra os P. brasiliensis, produzindo grandes quantidades de peróxido de 

hidrogênio (31). 

As mDC1, como todas as células apresentadoras de antígenos profissionais, capturam 

antígenos e os processam pela via endocítica, o que leva à apresentação de peptídeos associados 

às moléculas de histocompatibilidade de classe II.  Os antígenos tumor-associados, gerados no 

interior das células tumorais, são processados pela via citosólica, sofrendo degradação no 

proteassoma, cujos peptídeos resultantes passam para o retículo endoplasmático com auxílio 

das proteínas de transporte TAP-1 e TAP-2. No interior do retículos, os componentes da 

maquinaria de processamento antigênico, tapasina, calnexina, calreticulina e ERp57, 

promovem a acomodação dos peptídeos na fenda da cadeia pesada α das moléculas de classe I 

nascentes, bem como a ligação com a cadeia leve β2-microglobulina, para subsequente 

expressão na superfície das células tumorais (32). Esses antígenos presentes na superfície das 

células tumorais são os alvos prioritários dos linfócitos T citotóxicos CD8+. Porém, para que 

tais células imunes sejam geradas, é necessário que o os antígenos tumorais sejam previamente 

capturados e processados pelas APCs, que os apresentarão aos linfócitos. Assim, via de regra, 

células tumorais mortas, fragmentos dessas células ou antígenos solúveis secretados pelas 
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células tumorais são endocitados pelas APCs profissionais e processados no interior de 

fagolisossomos por ação das enzimas lisossomais, gerando peptídeos que permanecem no 

interior dos vacúolos. Esses vacúolos fundem-se com outros que contém moléculas nascentes 

de MHC classe II, em cuja fenda formada pelas cadeias α e β serão acomodados os peptídeos 

gerados durante o processamento antigênico (33). Assim, os antígenos processados e 

apresentados pelas APCs serão reconhecidos por células CD4+.  Uma característica essencial 

das mDC1 é sua capacidade de apresentar antígenos exógenos em associação com MHC-I, 

fenômeno denominado apresentação cruzada (cross-priming ou cross-presentation) (11), 

capacidade hoje reconhecida também em macrófagos(34). 

O cross-priming consiste, basicamente, na transferência de peptídeos processados pela 

via endocítica para compartimentos subcelulares envolvidos na associação de peptídeos 

citosólicos às moléculas de MHC-I. Este fenômeno foi observado pela primeira vez nos 

experimentos de compatibilidade de MHC de Bevan et al. (35) em que injetaram no 

camundongo, células esplênicas de outro camundongo com antígenos de histocompatibilidade 

menores diferentes. Os autores observaram que esses antígenos menores induziram a geração 

de linfócitos T citotóxicos (CTL) específicos e concluíram que as células do camundongo 

receptor poderiam ativar seu sistema imunológico, apresentando os antígenos exógenos 

menores presentes nas células esplênicas do animal doador. Portanto, havia a apresentação de 

peptídeos do MHC do doador (antígeno exógeno), associados a moléculas do MHC do 

receptor, evento que recebeu a referida denominação (35, 36). Anos depois, Rock et al. (37) 

mostraram que apenas as DCs podem processar e apresentar antígenos extracelulares 

associados ao MHC classe I. 

Atualmente são considerados dois modelos sobre o processo de transferência dos 

peptídeos para os compartimentos da via citosólica de processamento, referidos como via 

citosólica e via vacuolar de apresentação cruzada. No modelo da via citosólica, os antígenos 
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são liberados do lúmen dos compartimentos fagocíticos para o citoplasma, onde são 

posteriormente processados pelos proteassomos(38), seguindo então o mesmo caminho do 

processamento de antígenos endógenos. No modelo vacuolar, os antígenos extracelulares são 

internalizados e degradados nos endossomos por enzimas lisossomais e os peptídeos 

resultantes são ligados às moléculas de MHC-I presentes nesses mesmos endossomos, por um 

processo similar aos que ocorre com a apresentação via MHC-II, independente da ação das 

moléculas TAP e envolvendo a atividade de catepsinas (39, 40). 

Uma vez que o antígeno é transportado e expresso no MHC-I das DCs, esse interage 

diretamente com o receptor de células T (TCR) das células T que usam a molécula CD8 para 

estabilizar essa interação (41). Esta ligação é aumentada pelas moléculas de co-estimulação 

CD80 e CD86 presentes nas DCs que se ligam ao CD28 presente nas células T CD8+ (42). A 

estimulação do TCR e CD28 leva à ativação das vias AMPK (43) e mTOR (44), que regulam 

o crescimento, proliferação e metabolismo celular, o que resulta na expansão desses linfócitos 

(45). 

Todas as DCs mielóides podem fazer apresentação cruzada, mas o mDC1 é considerado 

o "especialista" nesse processo (46), não apenas por sua elevada expressão de MHC-I (47) mas 

também pela expressão de altos níveis de CLEC9A e TLR3 (48). O TLR3 reconhece 

principalmente PAMPs virais (49) e, quando ativado, ocorre um aumento na produção de IFN-

α/β (49) , estimulando a expressão do MHC-I (50) e do TAP1 (51). O CLEC9A, por sua vez, 

é um receptor endocítico que reconhece filamentos de actina de células necróticas (52) e sua 

principal função é transportar os antígenos exógenos capturados para os endosomos contendo 

o MHC-I, promovendo apresentação cruzada (48, 52).  

As mDC1 podem ser encontradas nos tecidos linfóides e não linfóides no estado imaturo 

(iDC), fase caracterizada pela alta expressão de MHC II intracelular, baixa expressão de 
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moléculas co-estimulatórias e de receptores de quimiocinas (7). Além disso, iDCs têm 

capacidade de captura e absorção de antígenos por meio de endocitose, pinocitose e fagocitose 

superior à de sua correspondente madura. Essa característica permite que essas células 

patrulhem constantemente o ambiente interno, procurando e ativando-se ao reconhecer 

antígenos estranhos (7). Essa ativação ocorre após o reconhecimento de padrões moleculares 

associados a danos (DAMP) ou à estimulação de receptores de reconhecimento de padrões 

(PRR), como os receptores Toll-símiles (TLR).  Esses sinais iniciam programas de transcrição 

metabólica, regulando positivamente receptores de quimiocinas como o CCR7, que permitem 

a migração das DCs dos tecidos periféricos para as áreas dependentes de T dos linfonodos 

secundários, onde ocorre a apresentação dos antígenos processados pelas DCs maduras às 

células T naive (53). Durante esse processo de maturação, as DCs diminuem sua capacidade 

fagocítica e de adesão e também reorganizam seu citoesqueleto, aumentando sua mobilidade. 

A principal mudança observada nas células maduras é o aumento na expressão de MHC-I/II e 

moléculas co-estimuladoras, como CD40, CD80 e CD86 (2).  

Em comum, todas as subpopulações de DCs têm a capacidade de se comunicarem 

constantemente com outras células do sistema imunológico. Essa comunicação pode ser 

alcançada por meio da interação direta entre receptores e ligantes de superfície celular (41), ou 

de modo indireto e remotamente por meio de citocinas. As DCs podem produzir diferentes 

tipos de citocinas dependendo do estímulo recebido ou do ambiente onde se encontram, sendo 

as mais relevantes as IL-12, IL-23, IL-27, IL-6, IL -1, o fator de necrose tumoral alfa (TNFα) 

e o interferon alfa (IFN-α) (54). 

Na resposta antitumoral destaca-se a produção de IL-12, citocina composta por duas 

subunidades covalentemente ligadas, as IL-12p35 e IL-12p40, constituindo a forma bioativa 

IL-12p70 (55). Sua principal ação é induzir a produção de IFN-γ pelas células T CD4 + (gerando 

uma resposta Th1), células NK e T CD8 (56).  Essa citocina aumenta a capacidade citotóxica, 
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proliferação e migração de células T CD8+ (56) e de células NK (57) favorecendo a fase efetora 

da atividade antitumoral. A IL-12 também possui atividade anti-angiogênica,  através da 

produção de IFN-γ, que por sua vez aumenta a produção da proteína induzível por interferon -

10 (IP-10) (58), um inibidor da neovascularização que bloqueia a proliferação de células 

endoteliais (59, 60), evidenciando ainda mais a atividade antitumoral da IL-12.  

O TNF-α é uma potente citocina pró-inflamatória, produzida principalmente por 

macrófagos, mas também pode ser produzida por células NK, linfócitos B e DCs (61). Entre 

os estímulos que induzem a expressão do TNF-α pelas DC estão as infecções virais e 

bacterianas, ligação com CD40L, estresse oxidativo, proteínas de choque térmico, HMGB1 e 

interação com células NK ativadas (62). O TNF-α tem função autócrina e afeta as DCs de 

várias maneiras por exemplo, melhorando a viabilidade e a migração das células de Langerhans 

(63)  aumentando a expressão do MHC-II nas DCs (64) e promovendo sua a 

maturação/ativação (65). A maioria dos tipos celulares pode produzir essa citocina em resposta 

à infecção por vírus (66), mas são as pDCs, que expressam altos níveis de  TLR7/9 e IRF- 7, 

as principais DCs  produtoras dessa citocina (66, 67).  

 A IL-1 é liberada por macrófagos, monócitos e DCs em resposta ao TNF-α´(68). 

Apresenta três formas, a IL-1α (intracelular) e a IL-1β (extracelular), que apresentam efeitos 

pró-inflamatórios em decorrência da liberação de histamina pelos mastócitos, causando 

vasodilatação e sinais de inflamação localizada, além de possuir atividade quimiotática sobre 

os neutrófilos. A terceira forma é a IL-1RA, que possui atividade inibitória e atua impedindo a 

ligação de IL-1α e β aos seus respectivos receptores (68). A IL-1 também estimula a produção 

de IL-6, outra citocina produzida por DCs, macrófagos, células T, células endoteliais e 

fibroblastos (69), cujas principais funções são promover a produção do fator de crescimento 

transformador (TGF) -β, a diferenciação de células T CD4 + naive em Th17 (69, 70),  estimular 

a diferenciação de células T foliculares auxiliares e, assim, aumentar a produção de IL-21 (71).  
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Em oposição às citocinas supracitadas, a IL-10 é uma citocina conhecida  pelos seus 

múltiplos efeitos inibitórios e imunorreguladores(72). De fato, essa citocina pode ser 

considerada um marcador de DC supressoras pois além de sua baixa capacidade de 

apresentação de antígenos, as DCs produtoras dessa citocina suprimem a capacidade 

apresentadora das outras DCs (73). A IL-10 atua regulando negativamente a expressão de 

citocinas inflamatórias das células Th1, a expressão de antígenos MHC classe II e das 

moléculas co-estimulatórias em APCs (74).  Além disso, em conjunto com TGF-β, estimula a 

diferenciação das células T reguladoras (Treg) via Foxp3 (75), estabelecendo-se, portanto, uma 

correlação inversa com a IL-12 e limitando a resposta antitumoral (76, 77).  

 

II. Vacinas antitumorais baseadas em células dendríticas  

Durante os estágios iniciais da carcinogênese, os tumores têm a capacidade de modificar 

e silenciar a resposta imune, especialmente por não expressarem antígenos relevantes para a 

ativação dos sistema imune (78) e pela produção de citocinas reguladoras (79-81). As vacinas 

baseadas em DC destinam-se principalmente a corrigir esse estado de anergia, reativando o 

sistema imunológico e estimulando-o a reconhecer as células tumorais. 

O primeiro ensaio clínico de vacinas baseadas em DC em imunoterapia foi publicado 

em 1996 por Hsu et al. (82), em que quatro pacientes com linfoma folicular de células B 

receberam uma série de três injeções subcutâneas de DCs pulsadas com antígenos obtidos a 

partir de biópsias dos gânglios linfáticos em conjunto com KLH (Keyhole limpet hemocyanin), 

uma proteína altamente  imunogênica. Os autores observaram que os quatro  pacientes 

desenvolveram resposta imune contra KLH sendo que um deles apresentou regressão tumoral 

completa e outro regressão parcial  (82). 
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Apesar do grande número de estudos realizados para o desenvolvimento das vacinas 

terapêuticas antitumorais de DC e, que vários centros em todo o mundo utilizem clinicamente 

as preparações vacinais, não há ainda um protocolo de consenso para a sensibilização dessas 

células. Alguns grupos defendem o uso de células progenitoras hematopoéticas CD34+  

diferenciadas in vitro em DC pela cultura com Flt3-L (83), mas o protocolo mais amplamente 

utilizado e com maior volume de dados clínicos é baseado na diferenciação in vitro de 

monócitos isolados das células mononucleares de sangue periférico (PBMC) obtidos por 

leucoférese (84). A suspensão celular, rica em monócitos, obtida por aderência ao plástico ou 

por seleção de CD14+ é diferenciada em DCs imaturas por ação de citocinas recombinantes, 

classicamente o GM-CSF e a IL-4 (85) (Figura 2). 
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Figura 2. Protocolo básico para diferenciação in vitro de células dendríticas a partir de 

monócitos de sangue periférico. Amostras ricas em leucócitos do paciente, obtidas por 

plasmaférese, são submetidas a separação por centrifugação em gradiente de densidade para 

obtenção de células mononucleares (PBMC). Essa suspensão é então submetida a 

enriquecimento de monócitos, por adesão a superfície plástica de placas de cultura, ou seleção 

de células CD14+ por separação magnética ou cell sorter. Essas células são então cultivadas 

na presença de GM-CSF e IL-4 recombinantes por 5 dias, para obtenção das iDC. A maturação 

e ativação dessas células é induzida pela exposição aos antígenos tumor-associados, sendo 

possível otimizar esse processo com a adição de citocinas ou fatores de crescimento diversos. 

Após 2 dias de incubação, essas células devem estar ativadas e prontas para inoculação nos 

pacientes (Figura elaborada pelo autor). 

 

Anguille et al. (86) compararam o protocolo clássico descrito acima e o seu próprio, no 

qual a IL-4 foi substituída por IL-15 (87), seguindo-se cultura por 5 dias e subsequente  ativação 

da maturação pela adição de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL- 1β, IL-6, PGE2) e um 

coquetel de TRL 7/8 solúvel. Os autores constataram que as DCs de seu protocolo apresentaram 

expressão superior de CD83, CD40, e as moléculas de co-estimulação (CD80, CD86) além de 

secretar mais IFN-γ e IL-12p70. Em outro protocolo, foi proposta a combinação de  IL-4 com 

IL-3, no lugar de GM-CSF, com base no fato de que monócitos possuem receptores para essa 

interleucina e as DCs utilizam IL-3 para proliferar (88). Essa combinação, entretanto, gerou 
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DCs que produziam menos IL-12p70 e mais IL-10 em comparação com aquelas que foram 

diferenciadas com GM-CSF ou por co-cultura com células T CD4+ alogênicas, bem como 

menor capacidade de induzir a produção de IFN-γ (89). Além disso, o uso de citocinas pró-

inflamatórias como TNF-α e IFN-γ para complementar a ativação de iDCs é uma opção a ser 

considerada, pois estimulam a maturação, como evidenciado pelo aumento da expressão de 

marcadores de superfície como CD83, CD86, HLA-DR, CD40 e CD25 (90, 91). 

Estudos prévios de nosso grupo evidenciaram que quimioterápicos selecionados 

também podem favorecer a maturação das DCs (92). Observamos que baixas concentrações 

não citotóxicas de quimioterápicos como vinblastina, paclitaxel, azacitidina, metotrexato e 

mitomicina C aumentam a expressão de CD83 e CD40 nas DCs geradas in vitro (93) e de 

MHC-II, bem como a produção de IL-12p70 (94). Também observamos que o uso de paclitaxel 

(PTX) e doxorrubicina (DOX) em baixas concentrações aumentam a expressão de proteínas da 

maquinaria de processamento de antígeno, como calmodulina, LMP2, LMP7, TAP1 e tapasina 

(95) por células de câncer de cólon humano HCT-116. 

Os protocolos de sensibilização de DCs podem variar de acordo com a natureza do 

antígeno, sendo comumente utilizadas proteínas purificadas, proteínas recombinantes, 

peptídeos, e ácidos nucléicos. Proteínas purificadas e eventualmente peptídeos, são geralmente 

obtidos de lisados de células tumorais do próprio paciente, objetivando a obtenção da maior 

variedade possível de antígenos únicos do indivíduo para sensibilizar as DCs autólogas. O 

racional dessa abordagem é possibilitar a estimulação de uma imunidade específica ao 

repertório de antígenos presentes no câncer do paciente, eventualmente ainda não 

caracterizados (96). Além de seu custo relativamente baixo, as principais vantagens do uso de 

lisado tumoral autólogo são a ausência de restrição pelo HLA e o curto tempo de preparação, 

comparado às estratégias artificiais de produção de neoantígenos.  
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Em nosso grupo, usamos esse tipo de preparação para avaliar se o tratamento de células 

tumorais com baixas concentrações de quimioterápicos aumenta a imunogenicidade dos 

antígenos expressos na superfície. Para isso, DCs geradas in vitro foram expostas ao lisado 

tumoral de células de câncer colorretal HCT-116 pré-tratadas com baixas concentrações de 

PTX e DOX. Essas DC foram então co-cultivadas com linfócitos autólogos por duas semanas, 

posteriormente testadas quanto presença de células citotóxicas específicas para HCT-116. 

Observamos que as DCs tratadas com esse lisado induziam células T citotóxicas (CTL) com 

atividade citotóxica mais elevado do que as DCs tratadas com lisado de células tumorais sem 

tratamento (95). Usando esse mesmo protocolo, observamos, em outro estudo, que o lisado de 

células HCT-116 previamente tratadas com 5-fluororacil e cloroquina (bloqueador de 

autofagia) aumenta a expressão dos marcadores de maturação de DC (CD80, CD83, CD86 e 

HLA-DR), bem como em sua capacidade de estimular a proliferação de células TCD8+ e 

TCD4+ específicas para células de câncer colorretal, além de elevar a expressão de IFN-γ e 

diminuir a expressão de IL-10 (97).  

Lisados tumorais também já foram utilizados em estudo clínico de fase I em pacientes 

pediátricos com gliomas de alto grau, para sensibilizar DCs derivadas de monócitos in vitro.  

Essas DCs foram então usadas como vacinas terapêuticas e, após a administração de nove 

doses, os pacientes apresentaram pico de produção de IL-4, IL-6, IL-10 TNF-alfa e INF-γ ao 

28° dia, porém sem melhora clínica diretamente relacionada à vacina (98).  

As proteínas recombinantes utilizadas em protocolos de sensibilização de DCs são 

geralmente proteínas quiméricas ou fundidas com múltiplos epítopos que têm a capacidade de 

estimular a resposta imune de forma mais intensa, além de não serem restritas pelo HLA, como 

alguns peptídeos. Em geral, essas proteínas estão altamente expressas em alguns tipos de 

câncer, como é o caso da proteína de fusão manana-MUC1 (MFP), presente em vários 

adenocarcinomas (99). Em um estudo clínico, dez pacientes com diferentes tipos de 
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adenocarcinomas (pulmão, ovário, rim, mama, cólon e estômago) com elevada expressão de 

MUC1 foram tratados com DCs autólogas sensibilizadas com a essa proteína de fusão. Após 3 

doses mensais da vacina observou-se aumento da produção de IFN-γ em todos os pacientes e 

estabilização da doença naqueles com a doença em progressão (câncer de ovário e rim), embora 

níveis elevados de anticorpos anti-MUC1 só tenham sido observados em 3 pacientes (100).  

Outra proteína recombinante a ser considerada é o antígeno 3 associado ao melanoma 

(MAGE-A3), que é um antígeno altamente expresso em melanomas e no carcinoma de células 

não-pequenas do pulmão, neuroblastomas, sarcomas, câncer de bexiga e nos hepatocarcinomas 

(101). Em estudo clínico, observou-se regressão tumoral em seis pacientes com melanoma 

tratados com injeções subcutâneas de um peptídeo MAGE-A3 em solução salina em três doses 

por três meses (102). Em estudo subsequente, esse protocolo foi testado em 39 pacientes com 

melanoma metastático nos estágios III e IV, observando-se que em 14 deles a doença regrediu 

rapidamente a partir da segunda dose (103). Esses resultados promissores estimularam os 

pesquisadores a criar uma proteína recombinante denominada MAGE-A3 CI, sintetizada pela 

combinação de MAGE-A3 combinada com o adjuvante AS15 (104). A atividade antitumoral 

e de estimulação imunológica de MAGE-A3 CI foi demonstrada em vários estudos, incluindo 

um ensaio clínico, realizado em 71 pacientes com câncer de pulmão de células pequenas, nos 

quais foram detectados anticorpos anti-MAGE-A3 em todos os indivíduos. Além disso, mais 

da metade dos pacientes apresentaram níveis elevados de células TCD4+ específicas e células 

T CD8+ especificas em quatro dos 71 pacientes. Em outro estudo, 25 pacientes com melanoma 

no estágio IIB-IV MAGE-A3+ foram tratados com MAGE-A3 CI, administrado por via 

intramuscular (13 pacientes) ou intradérmica (12 pacientes), esperando estimular diretamente 

DCs convencionais, DCs dérmicas e células de Langerhans. Constatou-se que um paciente de 

cada grupo apresentou resposta específica e proliferativa de linfócitos TCD8+ contra MAGE-

A3. Além disso, quatro pacientes do primeiro grupo e sete do outro apresentaram aumento da 
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proliferação de linfócitos TCD4+. A contagem de DCs convencionais, DCs dérmicas e células 

de Langerhans não variou entre as vias de administração, embora a via intradérmica tenha 

produzido maior resposta de TCD4+. Finalmente, ambas as vias foram bem toleradas, e todos 

os pacientes geraram anticorpos específicos para MAGE-A3 (NCT01425749)(105). 

 A transfecção viral também tem sido utilizada como meio de sensibilização de DCs. 

Por exemplo, no estudo de Di Nicola et al. o gene da tirosinase (MVA-hTyr) foi inserido em 

vírus da vaccínia de Ancara (versão atenuada do poxvírus) com o objetivo de transfectar DCs 

com esse gene, visto que a tirosina quinase é um dos antígenos tumorais associados ao 

melanoma. Essa vacina foi testada em seis pacientes com melanoma maligno nos estágios 3 e 

4, observando-se aumento gradual nas células TCD8+ específicas parao antígeno tumoral e 

aumento de IFN-γ na corrente sanguínea dos pacientes a partir do 5º dia após a injeção (106). 

Outro vírus usado como um vetor de transfecção é o adenovírus, mais especificamente o vírus 

com replicação defeituosa que codifica o antígeno de melanoma MART-1. Este é um antígeno 

imunogênico, normalmente expresso em células pigmentadas normais e que tem expressão 

exacerbada em células malignas, incluindo melanomas. Este vírus foi utilizado para sensibilizar 

DCs de 14 pacientes com melanoma metastático, com o objetivo de ativar as células T CD8+ 

e CD4+ específicas ao MART-1. Após a administração de três doses de 107 DCs, os autores 

observaram aumento nos níveis séricos de IFN-γ e aumento de TCD8+ circulantes específicos 

para MART-1, compatíveis com a estabilização da doença em quatro dos 14 pacientes e 

aumento do tempo de sobrevida média de 27 para 42 meses em outros 4 (107).  

DCs podem ser também sensibilizadas com vetores artificiais, como as células de vetor 

adjuvante artificial (VAA) que são fibroblastos que expressam artificialmente α-

galactosilceramida (α-GalCer), uma estrutura morfologicamente similar a CD1d, que 

estimulam células NK invariantes (NKi). Este subtipo de NK é caracterizado por expressar 

altamente as cadeias αβ invariantes do receptor de células T (TCR) e produzir IL-4 e IFN-γ, 



29 

 

estimulando uma resposta Th1 (108). Ao contrário das células T convencionais, que 

reconhecem peptídeos ligados a moléculas de MHC, as células NKi reconhecem glicolipídios 

ligados às moléculas do MHC de classe I não polimórficas, chamadas CD1d (109). As NKi, ao 

reconhecerem os VAA, além de destruí-los, ativam as DC que fagocitam os fragmentos 

celulares desses vetores (110). Em um ensaio experimental in vivo, o grupo observou aumento 

no IFN-γ e redução da massa tumoral (111) e no estudo clínico de fase I/II, 17 dos 18 pacientes 

com câncer de pulmão avançado tratados com o VAA tiveram aumento no IFN-γ, com aumento 

da sobrevida em 18 meses em comparação com o grupo controle (112). 

A transfecção de ácidos nucléicos com vetores não-virais e sua subsequente expressão 

proteica em DCs também tem sido amplamente utilizada. A técnica consiste em isolar material 

genético de células tumorais, unindo-as a um veículo de transfecção não-viral que introduz essa 

informação nas DCs, que posteriormente poderá expressar as proteínas correspondentes para 

apresentação antigênica, permitindo que antígenos tumorais (exógenos), geralmente 

apresentados em associação com moléculas de MHC classe II, sejam agora apresentados no 

contexto das moléculas de classe I (após processamento citosólico) (113). Em nossos estudos, 

transfectamos iDC com RNA total de células de câncer de colón HCT-116, previamente 

tratadas com 5-fluorouracil. Observamos que essas DCs apresentaram aumento da expressão 

dos marcadores de maturação e co-estimulação (CD83, HLA-DR, CD80 e CD86), em 

comparação com DCs transfectadas com RNA de células tumorais não tratadas. Além disso, 

observamos melhora funcional das DCs, evidenciada pelo aumento da capacidade de induzir a 

proliferação de células T alogênicas, gerar células T CD8+ específicas contra HCT-116 e 

aumentar a produção in vitro  de IFN-γ (114). Em estudo similar, utilizando um modelo animal, 

observamos que camundongos tratados com DCs sensibilizadas com RNA total das células 

tumorais expostas ao 5-fluorouracil, reduziu de modo significativo o crescimento das células 

tumorais implantados sub-cutaneamente (115). Em estudo clínico de fase II, 43 pacientes com 
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câncer de próstata resistente à castração, previamente tratados com docetaxel, foram tratados 

com vacinas autólogas de DC transfectadas com mRNA que codifica o antígeno específico da 

próstata (PSA) e fosfatase ácida da próstata (PAP). Os autores observaram que  a sobrevida 

média dos pacientes e a sobrevida livre de progressão tiveram leve aumento em relação ao uso 

de docetaxel isoladamente, com 78% dos pacientes apresentando resposta específica para PSA 

e PAP (116). 

Outro método alternativo para sensibilizar DCs, com resultados bastante promissores, 

é a criação de hibridomas compostos por DCs e células tumorais. Este método de fusão celular 

permite que as DCs sejam expostas a uma ampla gama de antígenos associados a tumores 

(ATTs) provenientes das células tumorais(117). As DCs então processam endogenamente os 

ATTs e os apresentam simultaneamente através do MHC classe I e II, resultando na ativação 

simultânea das células T CD4+ e CD8+(118). Para demonstrar isso, Pinho e Barbuto et al. 

usaram células de câncer de mama que expressam constitutivamente um antígeno de 

citomegalovírus (CMV) e as fundiu por eletrofusão com células dendríticas geradas in vitro. 

As DCs híbridas resultantes expressaram CD80, CD86, CD83, HLA-DR e MHC classe I em 

maior quantidade do que as DCs não fundidas. Além disso, as DCs híbridas geraram uma 

expansão de linfócitos T citotóxicos específicos para CMV (CTL) e uma alta produção de IFN-

γ quando expostas a células tumorais CMV positivas(119). Os ensaios clínicos usando essa 

técnica em pacientes com câncer tiveram resultados igualmente promissores entre eles, por 

exemplo, é o estudo de fase I de Avigan et al. onde DCs geradas a partir de monócitos in vitro 

e células tumorais autólogas obtidas de pacientes com câncer renal e de mama metastático 

foram fundidos. Essas DCs híbridas foram inoculadas em 23 pacientes, descobrindo que em 5 

pacientes com câncer de mama e 5 com câncer renal a doença se estabilizou, e em 2 pacientes 

com esses cânceres, a doença regrediu quase totalmente, reduzindo suas massas tumorais. Além 

disso, na maioria dos pacientes, foi encontrada uma grande quantidade de células T CD4 + e 
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CD8 + que expressam IFN-γ(120). Em outro estudo de fase I/II, DCs geradas in vitro foram 

fundidas com células de pacientes com gliobastoma, as DCs híbridas obtidas foram inoculadas 

intradermicamente na região cervical em 32 pacientes, divididos em 2 grupos, sendo o grupo 

"R" composto por pacientes com gliobastoma recorrente resistente à temozolomida (n = 10), e 

o grupo "N" de pacientes recém diagnosticados com glioblastoma (n = 22).  Descobrindo que 

a terapia foi bem tolerada em ambos os grupos de pacientes. As medias da sobrevivência livre 

de progressão e a sobrevivência global para o grupo R foram de 10,3 e 18,0 meses, e do grupo 

N foi de 18,3 e 30,5 meses, respectivamente. Isto evidência um aumento de ambas as 

sobrevivências nos dois grupos, em relação ao tratamento convencional com 

temozolomida(121), este aumento ainda mais evidente no grupo N quando o glioblastoma é 

diagnosticado recentemente. Deve-se notar que o grupo "N" foi tratado imediatamente após o 

diagnóstico. Além disso, foi demonstrado que as DCs híbridas do grupo R apresentaram 

respostas imunes específicas contra antígenos associados à quimiorresistência (WT-1, gp-100 

e MAGE-A3) altamente expressos em gliomas resistentes a temozolomida(122). 

 Assim, apesar de não haver um protocolo padrão para a preparação de DCs de grau 

clínico, todas as propostas vacinais apresentam um ponto comum bastante positivo que é sua 

baixa toxicidade. Segundo a maioria dos relatos, os efeitos colaterais mais comuns em ensaios 

clínicos foram eventos de grau 1 ou 2, incluindo febre, dor e inflamação no local da injeção 

(123), possibilitando o uso seguro em diferentes tipos de câncer. 

1. Câncer de próstata 

O câncer de próstata é o segundo câncer mais prevalente em homens, excluindo o câncer 

de pele não-melanoma, com uma incidência estimada de 65.840 casos em 2020 no Brasil (124). 

Para o diagnóstico, são utilizados o antígeno prostático específico (PSA) e a fosfatase ácida 

prostática (PAP), ambos quase exclusivamente expressos nas células epiteliais da próstata e 
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aumentados nos tecidos do câncer, portanto, ambos representam os marcadores séricos mais 

utilizados para o diagnóstico e monitoramento do câncer de próstata (125). A maioria dos 

pacientes é diagnosticada quando o tumor ainda é delimitado pelo órgão, de modo que a 

prostatectomia radical, a radioterapia e a quimioterapia são modalidades eficazes de tratamento 

para esses casos (126). Embora a maior parte dos pacientes seja tratada com sucesso com 

prostatectomia radical ou quimioterapia, quase 30% dos pacientes apresentam recidiva (127), 

motivando a busca por vacinas terapêuticas. Uma das primeiras tentativas de imunização 

antitumoral foi baseada na afinidade dos peptídeos PSA ao HLA-A2 (128). Ao combinar vários 

peptídeos PSA conhecidos e obtidos de amostras de pacientes, ligadas por um oligopeptídeo, 

foi demonstrada a possibilidade de indução simultânea de células T citotóxicas específicas para 

diferentes epítopos, embora dependendo do painel HLA do paciente para sua eficácia (129). 

Os primeiros resultados das vacinas autólogas DC foram esperançosos, uma vez que foi 

observada a diminuição nos níveis séricos de PSA sem a ocorrência de efeitos colaterais(130). 

Anos depois, em 2010, o FDA aprovaria a primeira vacina terapêutica baseada em DCs, 

o Sipuleucel-T, após 4 anos de estudos clínicos. Esta vacina é composta por DC autólogas 

originados a partir de monócitos obtidos por leucoférese e sensibilizadas com uma proteína de 

fusão recombinante de GM-CSF e PAP. Nas duas primeiras fases dos estudos clínicos 

envolvendo 31 pacientes com câncer de próstata metastático, não foram relatados efeitos 

colaterais, e também foi encontrada uma diminuição nos níveis séricos de PSA (131). Depois, 

no ensaio clínico randomizado de fase III, 127 pacientes com câncer de próstata metastático 

foram avaliados, constatando que após 36 meses de tratamento 34% dos pacientes estavam 

vivos, em comparação com 11% no grupo controle, que apresentaram sobrevida média de 4,5 

meses. A contagem média de linfócitos T foi oito vezes maior nos pacientes tratados que nos 

controles (132). Esses resultados foram tão bem recebidos que seu uso como terapia em 

conjunto com outros quimioterápicos de primeira linha (133, 134) (NCT01981122) e 
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radioterapia (135) (NCT01818986) também tiveram resultados notáveis. A maioria de estudos 

clínicos atuais trabalham na mesma linha, sempre usando vacinas baseadas em DCs em 

associação com outros medicamentos antineoplásicos, incluindo imunoterápicos como 

Nivolumab ou Pembrolizumabe (bloqueadores PD-1) (NCT03525652, NCT03600350, 

NCT04090528) (136).  

2. Câncer de mama 

O câncer de mama representa aproximadamente 25% de todos os cânceres no mundo 

(137). Estima-se para 2020 cerca de 66.280 casos de câncer de mama apenas no Brasil. Além 

disso, o risco de ocorrência dessa doença nas mulheres é estimado entre 10% e 12,8% (124). 

Os marcadores prognósticos mais comumente usados para o diagnóstico desta doença são os 

receptores hormonais de estrogênio (ER), progesterona (PR) e receptor 2 do fator de 

crescimento epidérmico humano (HER2), que geralmente são expressos na superfície das 

células de câncer de mama (138, 139). Nos últimos anos, a mucina 1 (MUC1) foi adicionada 

ao painel de marcadores, pois é superexpressa em pacientes com prognóstico ruim (140). Os 

principais métodos utilizados na terapia contra o câncer de mama são cirurgia, radioterapia, 

quimioterapia e terapia hormonal (141). A vacina DC mais amplamente utilizada contra o 

câncer de mama foi a Lapuleucel-T, na qual o se utiliza um princípio semelhante ao peptídeo 

Sipuleucel-T, recombinando-se HER2 ao adjuvante GM-CSF. Observou-se que os 18 pacientes 

toleraram muito bem a terapia, sem apresentar efeitos adversos e sem aumentar a contagem de 

linfócitos T (142). No entanto, uma das desvantagens desta vacina é que sua eficácia depende 

da expressão de HER2 ou MUC-1 nos tecidos cancerígenos dos pacientes (143). Portanto, em 

pacientes cujo tumor tem baixa expressão desses marcadores, foi proposto o uso de DC 

sensibilizadas in vitro com lisados de tumor autólogo, resultando em alta produção de CTL 

específicos e produção de IFN-γ in vitro (144), bem como proliferação de células T CD4 + e 

CD8 + (145). Atualmente, os ensaios clínicos usam vacinas de DC pulsadas com peptídeo 
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HER-2, além da quimioterapia neoadjuvante (NCT03387553, NCT02063724, NCT02061423) 

e novas abordagens, como o uso de neoantígenos (peptídeos sintéticos formados a partir de 

biópsias de pacientes) para pulsar DC autólogas (NCT04105582). 

3. Câncer colorretal  

As estatísticas mais recentes indicam que o câncer colorretal (CCR) é o terceiro câncer 

mais comum no mundo (137) e afetará mais de 40.990 pessoas até o final de 2020 no Brasil 

(124). Uma terapia convencional para pacientes com CCR é baseada na colectomia total ou 

parcial, geralmente seguida de quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante (146). Embora 80% 

dos pacientes com CCR submetidos à cirurgia juntamente com quimioterapia tenham uma 

resposta majoritariamente favorável (147), um estudo recente mostra que 50% dos casos de 

CCR tratados com cirurgia e quimioterapia apresentam recidiva tumoral (148). Sob essa 

premissa, foi avaliado o uso da imunoterapia como tratamento complementar no combate a 

esta doença. Na década passada, houve relativamente poucos estudos de vacinas contra DC 

aplicadas ao CRC em comparação com outros tipos de câncer.  

Os três maiores estudos concluídos foram estudos randomizados de fase II, realizados 

em pacientes com câncer colorretal que foram submetidos à ressecção cirúrgica de metástases, 

seguida de vacinação com DC. Em ordem cronológica o primeiro envolveu dez pacientes com 

CCR e metástases hepáticas e vacinação por via intradérmica e intravenosa com três doses de 

DCs pulsadas in vitro com peptídeo CEA (antígeno carcinoembrionário), antes da ressecção 

das metástases hepáticas. Biópsias hepáticas de sete dos 10 pacientes, revelaram número 

elevado de células T específicas para CEA com produção de grandes quantidades de IFN-γ. 

Outro achado interessante foi a presença de células T CEA-específicas em linfonodos próximos 

às metástases hepáticas em um paciente, mas não no sangue periférico (149). No segundo 

estudo, 26 pacientes com metástases hepáticas provenientes da CCR, receberam vacinas DC 
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aleatoriamente e previamente ativadas pelo ligante de CD40 solúvel (CD40L), com seguimento 

de cinco anos. O CD40L ao ligar as CD40 na superfície das DCs, estimula a produção de IL-

12, ativando as células T em direção ao perfil Th1 (150). A análise in vitro mostrou que, embora 

a adição de CD40L não aumentasse a expressão de MHC I ou II em DC, aumentou a expressão 

de CD86. Infelizmente, esses achados não foram suficientes para melhorar a resposta imune 

do paciente ou a sobrevida livre de recorrência (RFS), que foi de 58% no primeiro ano e 38% 

em 5 anos. Trinta e três por cento dos pacientes tratados apresentaram uma resposta favorável 

contra o tumor, uma semana após a vacinação, com níveis aumentados de IFN-γ, e esses 

mesmos pacientes apresentaram maior tempo livre de recorrência (63%) em 5 anos do que 

aqueles com níveis de IFN-γ baixo (18%). Infelizmente esses achados não foram 

significativamente melhores do que os observados no grupo controle (151).   

No terceiro estudo, dois tipos de tratamento foram utilizados, o primeiro usando DCs 

tratadas ex vivo com um vetor viral que codifica CEA e MUC1 denominado “PANVAC” 

(DC/PANVAC) e o segundo injetado diretamente PANVAC junto com GM-CSF (PANVAC-

P), em 76 pacientes com CCR metastático. Os resultados mostram que a RFS foi semelhante 

entre os dois grupos (47% DC/PANVAC vs 55% PANVAC-P), com um aumento na sobrevida 

global em 2 anos no grupo vacinado com DCs que foi de 94% (DC / PANVAC) vs. 87% 

(PANVAC-P). Finalmente, a resposta específica das células T contra o CEA foi semelhante 

nos dois grupos (152). Os resultados indicam que os melhores resultados são alcançados com 

o uso de DC como terapia pós-operatória complementar. Visto que os tumores são diferentes 

em cada paciente, o uso de lisados obtidos a partir de biópsias tumorais como fonte dos 

antígenos tumorais únicos desses pacientes aumentaria sua eficiência (NCT02919644, 

NCT04147078). 
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4. Outros tipos de câncer 

Atualmente o uso clínico de vacinas baseadas em DCs tem sido testado em todos os 

tipos de câncer em diferentes estágios (153, 154), entre estes, um que apresentou resultados 

promissores foi o melanoma. 

No estudo de fase II de Boudewijns et al. (155) foram incluídos pacientes com 

melanoma em estágio III (n = 22) e IV (n = 32). Eles receberam 3 doses de vacinas DC 

transfectadas com mRNA de gp100 e tirosinase (antígenos tumorais altamente expressos em 

melanoma(156)) tratados com ou sem cisplatina. Os resultados foram variados, por um lado, 

as DC transfectadas em combinação com cisplatina funcionaram melhor, produzindo um 

aumento nas células TCD8+ em pacientes na fase IV em comparação com a monoterapia com 

DC (59% vs 40%, respectivamente), mas naqueles em fase III, não foi observada nenhuma 

diferença significativa entre os tratamentos. No entanto, não foram observados efeitos adversos 

relacionados ao uso de vacinas DC. Em outro estudo em andamento randomizado com placebo 

de fase IIb, foram incluidos 144 pacientes com melanoma de alto risco em estágios III e IV. Os 

pacientes foram tratados com DCs pré-sensibilizadas com lisado de tumor autólogo por 18 

meses. Os resultados preliminares mostraram que, em comparação com o placebo, o uso de 

DCs sensibilizadas resultou em uma melhora estatisticamente significativa na sobrevida livre 

da doença (51,8% vs 27,1%) e sobrevida geral (92,9% vs 70,3%). Os pacientes no estágio IV 

mostraram um aumento na sobrevida livre de 49,7% em comparação com 29,4% do controle 

placebo, e os pacientes no estágio III mostraram um aumento de 68,6% em comparação com 

9,4%, do placebo. Além disso, o tratamento foi bem tolerado pelos pacientes, apenas 34,7% 

dos pacientes relataram reações adversas leves relacionadas à vacinação (NCT02301611). 

Resultados semelhantes foram observados no tratamento do glioblastoma, que é um dos 

cânceres com maior índice de complicações em cirurgia(157), portanto, o uso de vacinas de 
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DC é uma das alternativas a se considerar para o tratamento dessa doença. No estudo de fase 

II randomizado e com placebo de Wen et al., 124 pacientes com glioblastoma recém-

diagnosticado foram contatados. Estes foram divididos em 2 grupos, o primeiro (n=81) tratado 

com DCs sensibilizadas com antígenos tumorais expressos em glioblastoma (AIM2, MAGE1, 

TRP-2, HER2, IL-13Rα2 e gp100) e o segundo (n=43) foi o grupo controle tratado com 

placebo. As doses foram 4 vezes por semana durante 12 meses. Resultando em aumento da 

sobrevida global mediana e sobrevida livre de progressão em 2 meses e 2,2 meses em 

comparação com o placebo, respectivamente. Além disso, nenhum efeito adverso foi observado 

em nenhum grupo(158).  

Como a terapia convencional do glioblastoma consiste na ressecção do tumor (em casos 

possíveis) seguida de radioterapia e temozolomida, ela tem uma baixa sobrevida global média 

de cerca de 15 meses(159). Devido a esse problema, Inogés et al. propôs a adição de vacinas 

DCs à terapia convencional de glioblastoma. Em seu estudo de fase II foram usadas DCs 

sensibilizadas com lisado de tumor autólogo, seguido por terapia convencional contra 

glioblastoma multiforme em 32 pacientes recém-diagnosticados cujo volume tumoral residual 

após a ressecção fora baixo. A vacinação começou antes da radioterapia e continuou durante o 

tratamento com temozolomida. Os resultados foram interessantes, a mediana da sobrevida 

global foi de 23,4 meses. Em comparação com a terapia convencional, melhorou a sobrevida 

do paciente em quase 9 meses. Além disso, foi detectado aumento da proliferação de células 

TCD8+ e liberação de IFN-alfa e IL-12 após a vacinação em 11 pacientes(160). 

Outro dos problemas mais comuns no tratamento do câncer é a recidiva, e um dos 

cânceres mais associados à esta é a leucemia mieloide aguda (LMA)(161). Portanto, em um 

estudo de fase II, o efeito das vacinas DC transfectadas com mRNA de WT1, um antígeno 

superexpresso na LMA(162), foi investigado em 30 pacientes geriátricos com um risco muito 

alto de recidiva. Resultando em uma resposta antileucêmica (diminuição dos blastos no sangue 
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periférico e estabilização da medula óssea vermelha) em 13 pacientes, e em 4 pacientes a 

doença estabilizou-se. A taxa de sobrevida global foi maior nos 13 pacientes que responderam 

em comparação com os que não responderam (53,8% vs. 25,0%). Para demonstrar uma 

correlação entre a resposta clínica e a estimulação imune causada pela vacinação com DC, foi 

avaliada a frequência de células T citotóxicas e a produção de citocinas. Encontrando um 

aumento na proliferação de linfócitos TCD8 + específicos para WT1 e um aumento na 

produção de IFN-γ e TNF-α em todos os pacientes, que foi maior nos em pacientes que 

responderam positivamente ao tratamento. Além disso, nenhuma toxicidade relacionada à 

vacina foi observada(163). 

WT1 também está superexpresso na leucemia linfóide aguda (LLA)(164), portanto, 

seus peptídeos foram usados para sensibilizar DCs no tratamento de LLA em pacientes 

pediátricos. Como foi no caso clínico relatado por de Saito et al.  onde foram analisadas as 

respostas de uma menina de 15 anos submetida a 14 vacinas de DCs alogênicas (o doador era 

sua irmã com HLA compatível) sensibilizada com o antígeno WT1 além do transplante de 

células-tronco hematopoiéticas. A partir da sétima vacinação, foram detectadas células TCD8+ 

específicas contra WT1 e sua proliferação foi aumentada de acordo com as vacinações 

subsequentes. Além disso, uma remissão de blastos no sangue periférico foi observada após a 

quarta dose de vacinação, que durou 44 meses. Por fim, não foram observadas reações adversas 

de nenhum tipo no paciente, demonstrando mais uma vez a pouca ou quase nenhuma toxicidade 

das vacinas baseadas em DCs(165). 

 

III. Conclusão  

Os dados da literatura nos permitem concluir que as vacinas antitumorais baseadas em 

DC são seguras, sendo sua produção factível em muitos centros médicos. Comparada a outros 
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protocolos mais invasivos que envolvem efeitos colaterais graves, o uso de DCs como vacinas 

terapêuticas raramente produz eventos adversos quando combinada com outras terapias. Esse 

recurso permite que essas vacinas terapêuticas sejam usadas como terapia complementar em 

pacientes com câncer de difícil remoção ou para a profilaxia de recidivas. No entanto, apesar 

de sua eficácia comprovada e resultados promissores, o uso clínico dessas vacinas não é 

definitivo. Principalmente devido ao grande número de protocolos existentes atualmente, o que 

dificulta sua escolha e sua padronização. Portanto, encontrar novas maneiras de aumentar a 

imunogenicidade das fontes de antígenos tumorais e novas terapias combinatórias com as DCs 

continuam a ser um desafio para tornar mais eficiente e factível a aplicação clínica dessas 

vacinas.  
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CAPÍTULO II 

O bloqueio da autofagia induzida por drogas aumenta a 

imunogenicidade das células de câncer colorretal (trabalho 

original) 
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Lista de abreviaturas 

 

5-FU 5-Fluorouracil 

CCR Câncer colorretal 

CD69 Cluster of differentiation 69 

CQ Cloroquina 

HCQ Hidroxicloroquina 

CTL Células T citotóxicas 

DC Célula dendrítica 

GM-CSF Granulocyte and macrophage-Colony Stimulating Factor 

IFN-γ Interferon-gamma 

IL-10 Interleucina 10 

IL-4 Interleucina 4 

MLR Reação mista leucocitária 

NTC Concentração não toxica 

PD-1 Programmed cell death protein 1 

WT Wild type 
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Resumo 

O câncer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais frequente de tumores no Brasil e no 

mundo e, embora haja esquemas quimioterápicos bem definidos, observam-se muitos casos de 

recidivas e metástases. Um dos mecanismos de escape tumoral é a autofagia, que pode 

contribuir para o desenvolvimento de quimiorresistência. Portanto, a associação de drogas 

inibidoras de autofagia, com os quimioterápicos convencionais, pode contribuir para aumentar 

a eficiência dos agentes antineoplásicos. Observamos previamente que a exposição de células 

tumorais a baixas concentrações de agentes antineoplásicos selecionados, além de estimular a 

autofagia, aumenta sua imunogenicidade e sua capacidade de estimular a maturação das células 

dendríticas (DC). Assim, no presente estudo testamos a hipótese de que o bloqueio 

farmacológico da autofagia com cloroquina (CQ), em combinação com baixas concentrações 

de 5-fluorouracil (5-FU), favorece a imunogenicidade das células tumorais. Nossos resultados 

mostram que as DCs sensibilizadas com o lisado de células tumorais previamente expostas a 

combinação de 5-FU e CQ aumentam seus marcadores de maturação e ativação (CD80, CD83, 

CD86, HLA-DR). Essas DCs maturas também aumentaram a capacidade de induzir resposta 

alogênica das células T CD4+ e CD8+, que manifestaram uma resposta proliferativa superior 

de àquelas induzidas por DCs sensibilizadas com lisados sem tratamento prévio.  Ademais, as 

células T geradas nessas co-culturas apresentam aumento do marcador de ativação CD69, 

enquanto a expressão de PD-1 é reduzida. Observamos também níveis mais altos de IFN-γ e 

reduzida produção de IL-10, sendo consistente com uma ativação preferencial das células Th1. 

A co-cultura de DCs e linfócitos autólogos melhorou a geração de linfócitos T citotóxicos 

(CTL), avaliada pela expressão de perforina e granzima B. Além disso, a análise molecular das 

células tumorais expostas a combinação de 5-FU e CQ aumentou a expressão de genes 

relacionados à família CEACAM (CEACAM1, CEACAM5, CEACAM6 e CEACAM7) 

autofagia (BECN1, ATGs, MAPLC3B, ULK1, SQSTM1) e supressores de tumor (PCBP1). 

Ademais, houve diminuição da expressão de genes relacionados à metástase e progressão do 
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tumor (BNIP3, BNIP3L, FOSL2, HES1, LAMB, LOXL2, NDRG1, P4HA1, PIK3R2). 

Concluímos, portanto, que a combinação de uma baixa concentração de 5-FU e CQ aumenta a 

capacidade imunogênica das células tumorais, favorecendo a sensibilização e maturação de 

DCs e aumentando sua capacidade de estimular a proliferação de linfócitos T. 
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Abstract 

Autophagy is an important mechanism for tumor escape, allowing tumor cells to 

recover from the damage induced by chemotherapy, radiation therapy, immunotherapy and 

contributing to the development of resistance. The pharmacological inhibition of autophagy 

contributes to increase the efficacy of antineoplastic agents. The exposure of the tumor cells to 

low concentrations of select autophagy-inducing antineoplastic agents increases their 

immunogenicity and enhances their ability to stimulate dendritic cell (DC) maturation. We 

tested whether the application of an autophagy-inhibiting agent, chloroquine (CQ), in 

combination with low concentrations of 5-fluorouracil (5-FU) increases the ability of tumor 

cells to induce DC maturation. DCs sensitized with the lysate of HCT-116 cells previously 

exposed to such a combination enhanced the DC maturation/activation ability. These matured 

DCs also increased the allogeneic responsiveness of both CD4+ and CD8+ T cells, which 

showed a greater proliferative response than those from DCs sensitized with control lysates. 

The T cells expanded in such cocultures were CD69+ and PD-1- and produced higher levels of 

IFN-γ and lower levels of IL-10, consistent with the preferential activation of Th1 cells. 

Cocultures of autologous DCs and lymphocytes improved the generation of cytotoxic T 

lymphocytes, as assessed by the expression of CD107a, perforin, and granzyme B. The drug 

combination increased the expression of genes related to the CEACAM family (BECN1, 

ATGs, MAPLC3B, ULK1, SQSTM1) and tumor suppressors (PCBP1). Furthermore, the 

decreased expression of genes related to metastasis and tumor progression (BNIP3, BNIP3L, 

FOSL2, HES1, LAMB3, LOXL2, NDRG1, P4HA1, PIK3R2) was noted. The combination of 

5-FU and CQ increases the ability of tumor cells to drive DC maturation and enhances the 

ability of DCs to stimulate T cell responses. 
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I.-Introdução 

De acordo com as estimativas mais recentes, no Brasil, o câncer colorretal (CCR) 

afetará mais de 40.990 pessoas ao final de 2020, sendo o terceiro câncer mais frequente no país 

(1). Esta doença pode ter origem hereditária e esporádica. A forma "herdada" que surge com 

síndromes transmitidas pelos pais, entre elas a principal associada é a síndrome de Lynch ou 

também conhecida como câncer colorretal hereditário, não associado à pólipos. É uma 

síndrome com padrão de herança autossômica dominante, caracterizada por instabilidade 

microssatélites como resultado da falha do sistema de reparo de bases pouco compatíveis, 

devido à inativação de genes da família MSH e MLH. Com a falha desse sistema, responsável 

por monitorar e corrigir os erros introduzidos nas sequências microssatélites pela DNA 

polimerase, aumenta o risco de desenvolver vários tipos de câncer, principalmente o câncer 

colorretal (2). Dessa maneira, células normais do cólon, com instabilidade genômica, 

desenvolvem adenomas tubulares que podem progredir para adenocarcinomas (3). E a forma 

"esporádica", que geralmente não tem histórico familiar e é a mais comum (incidência de 60%). 

Principalmente atribuídos à presença de variações genéticas estocásticas, juntamente com a 

exposição de agentes carcinogênicos, entre eles, podemos citar a fumaça do cigarro, consumo 

excessivo de carne vermelha, gorduras e álcool, que estimulam o aparecimento dessa doença 

(4). O dano a longo prazo, causado por esses agentes, gera um acúmulo progressivo de 

alterações genéticas e epigenéticas que ativam oncogenes e inativam genes supressores de 

tumores. Isso estimula a transformação maligna das células normais de cólon através de ciclos 

de expansão clonal que selecionam as células com comportamento mais agressivo e maligno. 

Dessa maneira, as células normais do cólon são transformadas em pólipos serrilhados e sua 

progressão para o câncer colorretal leva entre 5 a 10 anos. As vias mais comumente alteradas 

em ambas formas são MAPK quinase, Wnt/β-catenina e PIK3 (3, 5). 
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A terapia convencional para pacientes com CCR é baseada em colectomia total ou 

parcial, geralmente seguida de quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante (tratamento pré- ou 

pós-operatório, respectivamente)(6), com drogas como 5-Fluorouracil (5-FU), capecitabina 

(Xeloda), irinotecan (Camptosar), oxaliplatina (Eloxatin), trifluridina e tipiracil (Lonsurf)(7). 

O sucesso da quimioterapia é frequentemente complicado por metástases e doenças recorrentes 

associadas ao desenvolvimento de resistência à quimioterapia (8, 9). Um dos mecanismos 

responsáveis pela quimioresistência é a autofagia, um processo seletivo de degradação celular, 

no qual proteínas e organelas citosólicas são sequestradas em autofagosomos de membrana 

dupla, que se fundem com o lisossomo para reciclar macromoléculas (10-12). Este é um 

processo que, em níveis basais, estão presentes em todas as células do corpo(10).  Este processo 

é necessário para a manutenção da homeostase celular e geração de aminoácidos para períodos 

prolongados de privação de nutrientes, sendo essa condição  o gatilho mais típico de 

autofagia(13). Outros tipos de estresse, como estresse genômico, estresse do reticulo 

endoplasmático, infecções intracelulares e exposição a drogas, também podem desencadear a 

autofagia(12-15). As células tumorais, devido ao seu metabolismo acelerado, tem uma 

capacidade autofágica aumentada, utilizando-a como mecanismo de escape das condições 

adversas causadas pelo uso de agentes antineoplásicos ou mesmo dos mecanismos 

imunológicos de defesa. 

O papel da autofagia na carcinogênese é polêmico, havendo tanto evidências da inibição 

da transformação tumoral, quanto da promoção e adaptação das células tumorais(16). Assim, 

nos estágios iniciais do câncer, a autofagia parece ter papel protetor, regulando genes e 

moléculas importantes no desenvolvimento do câncer.  Por exemplo, a alta produção de 

espécies reativas de oxigeno (ROS) provoca deaminação de bases de DNA, acelerando a 

mutagênese, aumentando a ativação de oncogenes e estimulando a carcinogênese.  As 

mitocôndrias são consideradas a principal fonte de ROS intracelular, e a produção de ROS 
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aumenta à medida que essas organelas envelhecem ou são expostas a dano externo. Nesse 

contexto, a autofagia ajuda a evitar danos pela degradação seletiva de mitocôndrias defeituosas 

(mitofagia), suprimindo a carcinogênese (17, 18). Além disso, há evidências de que o 

silenciamento de genes relacionados aos estágios iniciais da autofagia estimula a progressão 

do tumor, por exemplo: BECN1(19). 

Em oposição ao exposto existe evidências de que a autofagia é promotora da 

carcinogênese, baseadas principalmente no fato de que diferentes genes associados a esse 

processo estão também altamente expressos em tumores, como é o caso do oncogene Ras, uma 

proteína globular monomérica (GDP-Ras) encontrada na membrana de células humanas. Uma 

vez ativada (GTP-Ras), estimula diversos efetores que acionam uma matriz de redes de 

sinalização celular, incluindo a via de autofagia da AMPK(20). Mutações ativadoras de Ras 

são encontradas em 10-30% de todos os cânceres humanos (21, 22). Outro gene relacionado à 

autofagia é o ULK1 (um dos três principais genes necessários para a formação de fagóforo). 

Níveis aumentados de ULK1 significam níveis mais altos de autofagia e consequente 

facilitação do crescimento de células tumorais. Altos níveis de ULK1 estão associados à 

quimioresistência (23, 24), sendo plausível pensar que as células tumorais utilizariam a 

autofagia como mecanismo de correção dos danos provocados pela exposição a 

quimioterápicos, conseguindo, desse modo, desenvolver resistência aos agentes antitumorais.  

Em estudos prévios, observamos que agentes antineoplásicos selecionados em baixas 

concentrações modulam as vias de sinalização e produzem citocinas como IL-12, IL-10, IL-4 

e TNF-α (25), sem induzir apoptose. O tratamento de células cancerígenas de linhagem 

colorretal HCT-116 com uma concentração não tóxica de paclitaxel (droga comumente usada 

contra o CCR) altera a expressão de vários genes, especialmente os responsáveis pela síntese 

de proteínas de choque térmico, componentes do mecanismo de processamento de antígenos 

(componentes APM) e antígenos associados a tumores(26). O aumento da imunogenicidade 
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das células tumorais induzidas pela exposição a drogas depende do início da morte celular 

imunogênica, com aumento da expressão de sinais de perigo (DAMP), como calreticulina, 

proteínas de choque térmico, ATP e high mobility group box 1 (HMGB -1) (27-30). 

Consistentemente, também observamos que a exposição das HCT-116 a uma concentração não 

tóxica de paclitaxel ou doxorrubicina causa alterações transcricionais de vários genes 

associados à expressão de antígenos tumorais(31). Além disso, células dendríticas (DCs) 

sensibilizadas com o lisado de células tumorais previamente tratadas com baixas concentrações 

de paclitaxel induziram células T citotóxicas (CTLs) com maior potencial lítico do que as DCs 

sensibilizadas com células tumorais não tratadas(25).  Mais recentemente, alguns grupos 

propuseram a associação de agentes antineoplásicos com bloqueadores de autofagia como uma 

abordagem terapêutica para o tratamento de pacientes com câncer(32-34). Um desses 

quimioterápicos é o 5-fluororacil (5-FU), comumente utilizado no tratamento contra o CCR 

(7). Descoberto por Charles Heidelberger em 1957(35), atua inibindo a timidilato-sintase, e 

desse modo, bloqueia a reação de metilação de ácido desoxiuridílico impedindo a conversão 

em ácido timidílico, promovendo assim o desequilíbrio metabólico que resulta na morte da 

célula tumoral alvo por apoptose(35). Além disso, devido a seu estímulo apoptótico é 

conhecido também por estimular a autofagia tanto em modelos in vitro como in vivo (36, 37).  

A exposição das células tumorais aos fármacos antimaláricos cloroquina, 

hidroxicloroquina ou mefloquina (quinolonas) reduz a autofagia e aumenta a suscetibilidade 

das células à quimioterapia (38). As quinolonas e seus derivados são uma família de 

antibióticos de amplo espectro, isolados a partir de fontes naturais e podem atuar como agentes 

antimicrobianos naturais(39). Quando utilizados no tratamento da malária, devido a sua 

natureza alcalina, funcionam como uma base fraca que se difunde passivamente nos 

lisossomos, onde são protonadas e impedidas de deixar essa vesícula. Aumenta o pH do 

lisossomo, interrompendo suas funções e impedindo o processo autofágico (40, 41). A 
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associação de CQ com drogas antineoplásicas melhora a resposta em pacientes com câncer de 

mama (42), rim(43) e pulmão(44), com um efeito sinérgico na ativação do mTOR (alvo de 

rapamicina em mamíferos), inibindo a autofagia e aumentando a morte das células tumorais 

(45). 

Não há estudos disponíveis sobre a indução de autofagia em células tumorais ao usar 

doses baixas de quimioterápicos. Pouco se sabe sobre o efeito do fenômeno na 

imunogenicidade das células tumorais. Não existem relatos na literatura sobre os efeitos da 

associação de CQ com outros fármacos sobre as funções de células imunocompetentes, como 

linfócitos ou células dendríticas. 

As células dendríticas (DC) são células apresentadoras de antígenos profissionais, que 

realizam constante reconhecimento do microambiente em que se encontram, apresentando uma 

grande capacidade de endocitar ou fagocitar antígenos, processando-os em peptídeos (46). No 

nosso corpo, encontram-se dois grandes subconjuntos de DCs: as DCs plasmocitóides (pDCs) 

e as DCs mielóides (mDCs). As primeiras se caracterizam por expressar CD4+, HLA-DR+, 

CD123+, Toll-like receptor (TLR) 7, TLR9 e são CD11c+ e, CD14-(47). Durante infecções 

produzem altas quantidades de IFN-I (IFN-α e IFN-β), favorecendo a resistência antiviral(48). 

As DCs mielóides (também conhecidos como DCs convencionais ou DCs clássicas) estão 

subdivididas em mDC-1, que é um grande estimulador de células T e o mDC-2 menos comum 

que ajuda a combater infecções(48). As mDCs secretam a interleucina (IL)-12 e exibem os 

marcadores CD1c+, CD11c+, HLA-DR+, CD80+, CD83+ e CD86+ e os receptores TLR 2 e 

TLR 4 (46, 48). 

Devido ao papel central das DCs na apresentação e indução de imunidade antitumoral 

(49) sustenta-se a proposta de uso dessas células como vacinas terapêuticas antitumorais (50). 

As DCs podem ser sensibilizadas com diferentes fontes de antígenos, desde lisados de células 

tumorais obtidos por sonicação(51, 52), ou ciclos de congelamento e descongelamento(53, 54), 
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até a geração de híbridos celulares por fusão de DC e células tumorais(55, 56). Seja qual for o 

método de preparação, o principal objetivo destas vacinas é gerar uma resposta de células T 

CD4+ e TCD8+ específica no paciente com câncer, para conseguir combater a progressão do 

tumor.  

Os lisados de células tumorais são fontes de uma ampla variedade de antígenos que 

podem-se associar às moléculas de MHC de classe I/II para induzir uma resposta imunológica 

mais ampla (57). É importante destacar que durante a realização dos protocolos de vacina, seja 

o método de obtenção do lisado, como tratamentos prévios (fármacos ou quimioterápicos), ou 

o uso de adjuvantes (KLH), pode afetar a imunogenicidade do lisado e a eficiência das DCs na 

terapia antitumoral (51, 52, 58). Esta eficácia varia entre cada paciente e, existem relatos com 

resultados muito promissores, como no caso do uso de vacinas de DCs no tratamento de 

melanoma (59), câncer renal (60), câncer de mama (61) ou câncer de ovário (62). 

Lamentavelmente, em estudos do CCR, as vacinas baseadas em DCs tiveram um impacto 

relativamente pequeno (63), principalmente devido ao fato de que a maioria dos pacientes 

apresentam doença avançada. Além disso, a imunoterapia não demonstrou ser uma modalidade 

eficaz nesse cenário de doença devido ao tempo necessário para gerar uma resposta 

imunológica (64-66). O sistema imunológico desses pacientes poderia estar esgotado, devido 

aos agentes antineoplásicos recebidos antes da inscrição nos estudos de vacina. E por último, 

existem relatórios de mudanças produzidas pelas vacinas aumentando os níveis de TNF-α, IFN-

γ e IL-2 (citocinas inibitórias), que refletem a polarização em relação às respostas Th1 que são 

direcionadas contra as células de CCR (67). 

Portanto, no presente estudo, hipotetizamos que a aplicação de CQ com baixas 

concentrações de 5-fluorouracil (5-FU) poderia bloquear a autofagia em células colorretais 

HCT-116, preservando assim os antígenos tumorais, aumentando a imunogenicidade dessas 
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células. Além disso, o lisado originado dessas células poderia promover a maturação das DCs, 

aumentando sua capacidade de induzir proliferação de linfócitos T citotóxicos.  

II.-Delineamento Experimental 
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III.- Materiais e Métodos 

1.- Cultura de células  

Células tumorais da linhagem HCT-116 (carcinoma colorretal humano) foram 

autenticadas pelo DNA STR usando o GenePrint 10 commercial system (Promega, Madison, 

WI, EUA) pelo grupo de Pesquisa em Carcinogênese Viral e Biologia do Câncer do Instituto 

de Biotecnologia (IBTEC) da Universidade Estadual de São Paulo (UNESP). Confirmado a 

ausência de micoplasma e cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (SFB) (Gibco), 1% de piruvato de sódio, 1% de aminoácidos não essenciais 

e 25uM HEPES (Sigma), 1% de antibióticos e antimicóticos (Life Technologies) (meio 

completo) a 37°C e sob tensão de 5% de CO2, até completarem a monocamada. As células 

foram então soltas da superfície das garrafas de cultura utilizando-se solução de tripsina-EDTA 

(Gibco) e lavadas com meio de cultura completo para uso nos ensaios propostos.  

2.- Determinação das concentrações de trabalho de cloroquina e 5-fluororacil  

As células tumorais foram ajustadas a concentrações de 104 e cultivadas por 24 horas 

em placas de 96 poços de fundo chato. Como já foi demonstrado por Park, a cloroquina (CQ) 

inicia seu efeito bloqueador perder da sobrevivência celular em concentrações acima de 80 

μM(68). Sendo assim, nós fizemos os testes com concentrações: 80, 100, 150 ou 200 µM de 

cloroquina e, depois de 18 h, os sobrenadantes de todos os poços foram substituídos por 100µl 

da solução de brometo de difeniltetrazólio (MTT) a 1mg/mL em meio de cultura completo. 

Após duas horas, o sobrenadante foi novamente removido e adicionado 100µl de 

dimetilsulfoxido (DMSO) em cada poço para dissolução do MTT incorporado pelas células. A 

avaliação de citotoxicidade dos tratamentos foi realizada a partir da capacidade de redução do 

MTT em cristais de formazan pelas células viáveis, cuja densidade ótica foi medida por 

espectrofotometria a 540nm. Foi estabelecida a concentração de 80µM para a CQ, e para 

determinar a concentração efetiva mínima do 5-fluororacil (5-FU) (EuroFarma, Brasil), as 
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HCT-116 foram tratadas com as concentrações de 0.06, 0.12, 0.25, 0.5,1, 2.5, 5, 10, 20, 50 ou 

100 µM por 24 horas. Em seguida, foi repetido o procedimento do teste de MTT, 

estabelecendo-se 20µM como a concentração efetiva mínima, isto é a concentração capaz de 

inibir a proliferação das células tumorais in vitro.  

 
Figura 1 - Determinação das concentrações de trabalho de CQ e 5-FU. (A) As células 

HCT-116 foram submetidas ao tratamento com CQ durante 18 horas, com as concentrações 

variando de 80μM a 200μM. Após esse período, as células viáveis foram quantificadas por 

coloração com MTT. (B). As células HCT-116 foram tratadas com 5-FU durante 24 horas, com 

as concentrações variando de 0,06μM a 100μM. Após esse período, as células viáveis foram 

quantificadas por coloração com MTT. Dados representativos de três experimentos 

independentes e expressos em D.O (a<b, p<0,05). Dados representativos de um ensaio 

realizado em quintuplicata. *p<0,05 em relação ao controle negativo. Os experimentos 

realizados para determinação das concentrações de trabalho foram previamente realizadas em 

monografia associada ao projeto para a obtenção do título de Bacharel em Ciências Biomédicas 

de Bianca Francisco Falasco(69). 

 

3.- Tratamento das células tumorais com a combinação de drogas 

Estabelecidas as condições de trabalho, preparou-se uma garrafa de cultura (75 cm2) de 

HCT-116 até atingir 60% de confluência para cada tipo de tratamento (Tabela 1). CQ foi 

adicionada à garrafa 6 h após o cultivo, seguindo-se incubação por 18 h adicionais. Depois da 

incubação, o meio de cultura foi removido e substituído por meio completo fresco. 

 Esperou-se 6 horas para estabilização da cultura e subsequente adição de 5-FU, 

seguindo-se exposição por 24 h. As células foram criopreservadas a -80°C para posterior 
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obtenção de lisados de células tumorais.  As células do grupo controle WT não foram tratadas 

e os grupos CQ e 5-FU foram tratados apenas com as concentrações estabelecidas dessas 

drogas isoladamente. Assim, foram constituídos os grupos descritos na Tabela 1. 

Tabela 1 – Grupos de tratamento das HCT-116  

DENOMINAÇÃO TRATAMENTO 

WT HCT-116 Controle (Wild Type) 

CQ HCT-116 + Cloroquina (80uM) 

5-FU HCT-116 + 5-FU (20µM) 

5-FU+CQ HCT-116 + 5-FU (20µM) + CQ (80uM) 

 

4.- Análise de morte celular por citometria de fluxo 

 Células HCT-116 ajustadas a 105 cel/ml, foram cultivadas em placas de 24 poços, 

seguindo-se tratamento com CQ, 5-FU ou a combinação das drogas conforme ao descrito no 

item 3. Como controle positivo de morte, uma alíquota das células a 105 cel/mL foi mantida 

em banho maria a 59°C por 20 min. As células foram destacadas por tripsinização e 

centrifugadas a 1200 rpm por 10 min e o “pellet” foi novamente lavado com PBS frio e 

centrifugado a 10.000 rpm por 30 s. O sedimento celular foi ressuspenso em 100 mL de solução 

tampão de anexina e incubado com anexina V à temperatura ambiente e protegido da luz. Após 

a incubação, foram adicionados 200 μl do tampão de anexina. Finalmente, as células foram 

coradas com 7-amino-actinomicina D (7AAD). A anexina V é uma proteína que na presença 

de íons cálcio, se liga à fosfatidilserina (PS) externalizada nos estágios iniciais de apoptose ou 

necrose, enquanto o 7AAD é um intercalante de DNA que penetra nas células que perderam a 

integridade da membrana plasmática e, por tanto, marca células em apoptose tardia e/ou 

necrose. As HCT-116 coradas foram analisadas por citometria de fluxo FACSCantoTM II (BD 
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Biosciences) com software FACSDiva (BD Biosciences). Os resultados foram analisados no 

software FlowJo, versão vX.10.7 (Tree Stars Inc.). 

5.- Preparação de lisado tumoral e quantificação de proteínas 

As alíquotas criopreservadas foram descongeladas em banho maria a 37°C por 3 min, 

e logo recongeladas em nitrogênio líquido por 3 min (ciclo de 

congelamento/descongelamento), processo repetido 5 vezes. Depois, as amostras foram 

centrifugadas a 14000rpm por 15 min; e o sobrenadante recolhido, ao qual se adicionou inibidor 

de protease (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail Thermofisher) 70 µl IP/mL, seguindo-se 

armazenamento a -80°C.  

A quantificação de proteínas foi feita com uso do o Kit “BCA Protein assay” 

Thermofisher©, e as amostras foram distribuídas em alíquotas de 100µg de proteína e 

armazenadas a -80°C. 

6.- Western blot 

Todos os experimentos envolvendo a técnica de western blot foram realizados sob 

supervisão do prof. Dr. Rodrigo Portes Ureshino, do Departamento de Farmacologia da 

EPM da Universidade Federal de São Paulo – UNFESP.  

As culturas dos quatro grupos de tratamento (WT, CQ, 5-FU e 5-FU + CQ) foram 

submetidas à lise celular empregando-se tampão de lise RIPA – glicina 1M, com os inibidores: 

fluoreto de sódio (NaF), na proporção 1:50 e ortovanadato de sódio (NaOt), molibdato de sódio 

(NaMo), inibidor de protease (IP) e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), na proporção 1:100. 

As células tratadas mantidas em banho de gelo foram lavadas com PBS gelado e em seguida 

foi adicionado 100μL do tampão RIPA com os inibidores. O lisado foi retirado da placa com o 

auxílio de cell scrapers e aliquotado em microtubos de 1,5mL. Os microtubos foram mantidos 

no gelo por 30 min, a cada 10 min no vórtex, e em seguida centrifugados a 13.200rpm a 4ºC 
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por 10 min. Retirou-se o sobrenadante e a determinação da concentração de proteínas foi feita 

pelo método de Bradford, com leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda 595nM. 

Após a determinação da concentração proteica, 40μg de proteínas de cada um dos grupos foram 

diluídas em tampão de amostra para corrida de gel, de poliacrilamida. As amostras foram 

submetidas à corrida eletroforetica a 95°c por 10 min. As proteínas separadas no gel foram 

transferidas para a membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF). A ligação inespecífica 

de proteínas foi bloqueada através da incubação das membranas em leite desnatado 5% em 

tampão PBS Tween por 1h à temperatura ambiente. As membranas foram subsequentemente 

incubadas, “overnight”, com os anticorpos primários antígeno-específicos: LC3 (#2775s Cell 

signal) e o controle tubulina (#T8203 Sigma). Após lavagem sob agitação por 30 min, as 

membranas foram incubadas em anticorpo secundário específico anti-rabbit (#A0545 Sigma) 

para o LC3 e anti-mouse para a tubulina (#A9044 Sigma) diluído em PBS-Tween por 1h. As 

membranas foram lavadas por 30 min e reveladas com componentes imunorreativos ECL 

(enhanced chemiluminescent) e lidas em fotodocumentador UVITEC Cambridge. 

7.- Análise Ultraestrutural das HCT-116 por Microscopia Eletrônica de 

Transmissão 

A preparação das HCT-116 e análise dos resultados relacionados à Microscopia 

Eletrônica de Transmissão foram realizados sob supervisão da profa. Dra. Daniela Carvalho 

dos Santos do Centro de Microscopia Eletrônica do Instituto de Biociências de Botucatu– 

Universidade Estadual de São Paulo (UNESP). 

Após tripsinizadas, cerca de 106 células permaneceram em cultura em placa de 6 poços 

“overnight” e receberam os tratamentos com 5-FU e CQ conforme o item 3. Após a incubação, 

as monocamadas de células foram tratadas com tripsina e as células lavadas por 10 min. a 1200 

rpm a 20ºC. As amostras foram fixadas em 1 mL de solução de Karnovsky, pós-fixadas em 

tetróxido de ósmio a 1% em tampão fosfato 0,1M, pH 7,3, incubadas em solução aquosa de 

acetato de uranila 0,5%; desidratadas em série crescente de soluções de acetona e incluídas em 
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araldite. As secções ultrafinas (50nm) foram contrastadas com solução saturada de acetato de 

uranila e citrato de chumbo e observadas ao microscópio eletrônico de transmissão Tecnai 

Spirit da FEI Company, a 80kV. 

8.- Geração in vitro de células dendríticas derivadas de monócitos humanos 

Amostras de 80ml de sangue foram obtidas por venóclise de 6 doadores voluntários 

saudáveis após esclarecimentos sobre o estudo e assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido (TCLE), aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da Faculdade de Medicina de 

Botucatu (Parecer N°2.258.145). 

As células foram submetidas à centrifugação em gradiente de Ficoll-HypaqueTM PLUS 

(GE Heathcare) por 30’ a 900xg. O anel de células mononucleares foi recolhido, lavado e 

ressuspenso em PBS 5% de soro fetal bovino (SFB), para posterior centrifugação em gradiente 

de PercollTM (GE Heathcare) por 20’ a 800xg para enriquecimento da população de monócitos. 

As células obtidas foram então cultivadas em placas de 6 poços em meio AIM-V, livre de SFB, 

e deixadas em aderência por 90 min. As células não aderentes (consideradas como linfócitos 

totais) foram removidas e criopreservadas para uso em ensaios posteriores. As aderentes (em 

sua maioria monócitos) foram cultivadas na presença de 50ng/mL de IL-4 e GM-CSF 

recombinantes humanos (Peprotech- USA), para diferenciação em DCs imaturas (iDCs). No 5º 

dia, as iDCs foram contadas e cultivadas com o lisado de células HCT-116 submetidas aos 

diferentes tratamentos, conforme a tabela 2, na proporção de 100ug de lisado:106 iDCs. No 7º 

dia as DC foram coletadas para realização dos ensaios propostos. 
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Tabela 2– Esquema de sensibilização das iDC com lisados de células tumorais sob diferentes 

tratamentos. 

DENOMINAÇÃO TRATAMENTO DAS CÉLULAS TUMORAIS 

DC CONTROLE Célula dendrítica sem tratamento 

DC WT Wild Type (Controle) 

DC CQ Cloroquina (80uM) 

DC 5-FU 5-FU (20µM) 

DC 5-FU+CQ 5-FU (20µM)+ CQ (80uM) 

 

9.- Fenotipagem de DCs 

Cerca de 105 DCs foram colocadas em um tubo eppendorf, centrifugadas por 20 seg a 

10000 rpm. Anticorpos fluoromarcados específicos para os marcadores de interesse foram 

adicionados ao “pellet” em concentração pré-estabelecida, homogeneizados e os tubos 

incubados por 20 min a 4° C, ao abrigo de luz. Depois da incubação, os tubos foram lavados 

duas vezes com 200µL de solução diluente (PBS, contendo 0,5% de BSA e 0,02% de azida 

sódica). Após as lavagens, as células foram ressuspendidas em 300uL de tampão para 

citometria e adquiridas no citômetro FACS CantoTMII (BD Biosciences) com software 

FACSDiva. Os resultados foram analisados no software FlowJo, versão vX.10.7 (Tree Stars 

Inc.). 

As moléculas analisadas em DCs foram: CD11c (envolvida na adesão do monócito ao 

endotélio e a proteínas da matriz extracelular), utilizada como marcador da população de DCs, 

CD86 e CD80 (moléculas de co-estimulação); HLA-DR (molécula do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade de classe II) e CD83 (expressão aumentada em DCs maduras). A 

viabilidade celular foi avaliada com uso de 7AAD. Os fluorocromos utilizados em cada 
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anticorpo estão detalhados na Tabela 3 e todos os anticorpos e respectivos controles isotípicos 

foram adquiridos da BD (Becton e Dickinson). 

Tabela 3– Painel de fenotipagem das DCs após 48h de cultivo com lisado de células tumorais 

submetidas a diferentes tratamentos. Todos os anticorpos foram adquiridos da BD Biosciences. 

ANTICORPOS FLUOROCROMOS 

CD11C APC (Aloficocianina) 

HLA-DR PE (Ficoeritrina) 

CD86 FITC (Isotiocianato de 

fluoresceína) 

CD80 APCH7 (Aloficocianina 7) 

CD83 PECy7 (Ficoeritrina-cianina 7) 

7AAD PerCP (Peridinina clorofila) 

 

10.- Reação mista de leucócitos (MLR) 

A atividade funcional das DCs foi inicialmente avaliada pela capacidade de estimular a 

proliferação de linfócitos T alogênicos normais. A reação mista de leucócitos foi realizada 

através do co-cultivo de DCs com linfócitos alogênicos de 6 doadores saudáveis. Os linfócitos 

foram obtidos por centrifugação de sangue periférico em gradiente de Ficoll-Hypaque seguido 

por centrifugação em gradiente de Percoll, conforme descrito no item III-5. O “pellet” 

resultante, composto principalmente de linfócitos, foi lavado duas vezes com meio completo e 

marcados com succinil éster de carboxifluoresceina (CSFE Lyfe Technologist). Essas células 

foram ajustadas a 106 cel/ml e co-cultivadas com DCs alogênicos a 105cel/ml (preparação de 

10:1) em placas de 96 wells de fundo em “U” por 5 dias a 37°C e sob tensão constante de 5% 

de CO2. 

Ao final desse tempo, as células foram recolhidas para análise de proliferação por 

citometria de fluxo baseada na diluição do CFSE nas células. Os linfócitos em expansão 
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foram analisados quanto à subpopulação (CD4/CD8) e expressão de marcadores de 

ativação/inibição (CD69 e PD-1, respectivamente) cujos fluorocromos estão detalhados na 

Tabela 4. 

Tabela 4– Painel de avaliação da proliferação nos linfócitos T alogênicos co-cultivados com 

DC previamente tratados com lisados. Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos da BD 

Biosciences. 

ANTICORPOS FLUOROCROMOS 

CD3 APC (Aloficocianina) 

CD4 PE (Ficoeritrina) 

CD8 PerCP (Peridinina 

clorofila) 

CD69 APCH7 (Aloficocianina 7) 

PD-1 PE (Ficoeritrina) 

 

11.- Quantificação de citocinas produzidas in vitro 

Os sobrenadantes das reações mistas de leucócitos foram recolhidos e criopreservados 

para posterior quantificação de IFN-γ e de IL-10, através da técnica de ELISA, seguindo as 

recomendações de fabricante (Biolegend®). Brevemente, placas de 96 poços de fundo plano 

(Sigma-Aldrich), foram sensibilizadas com o anticorpo de captura de IFN-γ ou IL-10, por 

incubação overnight a 4ºC. Após esse tempo, as placas foram lavadas com tampão de lavagem 

(BioLegend ELISA Wash Buffer 1X) e incubadas por duas horas com o diluente de ensaio para 

o bloqueio dos sítios de ligação inespecífica. Após quatro lavagens com tampão de lavagem 

foram adicionadas 100μl das amostras de sobrenadante e as soluções padrão em diferentes 

concentrações (500 a 16pg/mL), seguindo-se incubação por duas horas à temperatura ambiente. 

Os poços foram novamente lavados com o tampão de lavagem por quatro vezes e em seguida, 
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foi adicionado o anticorpo de detecção anti-IFN-γ ou anti-IL-10, biotinilado, seguindo-se 

incubação por uma hora à temperatura ambiente. Após quatro lavagens para a remoção dos 

anticorpos não ligados, adicionou-se aos poços 100μL da solução de estreptoavidina-

peroxidasse diluído em diluente de ensaio, durante 30 min. Depois de cinco lavagens com 

tampão de lavagem, foi adicionada a solução de substrato tetrametillbenzidina (TMB), que 

desenvolve cor azul ao ser degradada pela enzima peroxidasse. Após 30 min, a reação foi 

interrompida com uma solução de H2S04 2N. A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 

450nm (Elisa reader com software Bio-Tek Gen 5). A concentração das citocinas das amostras 

foi calculada com base na curva padrão de cada reação e os dados expressos em pg/mL. 

12.- Geração de linfócitos T citotóxicos e ensaio de citotoxicidade antitumoral 

(CTL) 

A capacidade de gerar células T citotóxicas a partir de DCs sensibilizadas foi avaliada 

pelo ensaio de micro linfocitotoxicidade antitumoral. Para a geração de células T citotóxicas 

autólogas específicas, as DCs pré-sensibilizadas foram co-cultivadas com suspensão autóloga 

rica em linfócitos T em uma proporção DC: linfócitos de 1:10 (104: 105) em meio de cultura 

completo suplementado com IL-7 (5 ng / ml), IL-2 (25 UI / ml) e IL-15 (5ng/ml). A cultura foi 

pulsada com um mix de citocina (IL-7, IL-2 e IL-15) a cada dois dias durante 14 dias. No dia 

7, dois poços aleatórios, nos quais foram observados aumento da proliferação de linfócitos, 

foram aspirados e as celulas contadas. Quando necessário, as células foram distribuídas em 2 

ou mais poços, para evitar sofrimento celular por superpopulação. No dia 14, os linfócitos 

foram colhidos e avaliados quanto à atividade citotóxica contra células-alvo HCT-116.  

O ensaio de citotoxicidade foi realizado colocando os linfócitos gerados in vitro na 

monocamada alvo de HCT-116 (104 em 100ul) em diferentes proporções (15: 1, 7,5: 1 e 3,25: 

1 / efetor: alvo). O anti-CD107a-APC foi adicionado a esta co-cultura e mantido por 5h a 37 ° 

C, sob 5% de CO2. Em seguida, as células foram colhidas e lavadas com PBS + BSA a 0,1% 

e tratadas com o kit Cytofix/CytoPerm (BD Pharmingen). Finalmente, as células foram 
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marcadas com anticorpos anti-perforina-Ale 488 e anti-granzima-PE e analisadas por 

citometria de fluxo. 

13.- Transcriptoma de células tumorais tratadas com 5-FU e CQ 

Para investigar como o tratamento de células tumorais com a combinação de CQ e 5-

FU altera a expressão gênica, realizamos a análise de transcrição dessas células. O RNA total 

foi extraído das células sob diferentes tratamentos com o QIAGEN © "RNeasy Plus Micro 

Kit". A quantificação foi realizada pelo "RNA HS Assay Kit" (INVITROGEN®). A 

quantificação do RNA foi realizada pelo sistema QBIT® e, finalmente, a qualidade do RNA 

foi analisada usando um chip ALIGENT® RNA 6000 no sistema Bioanalyzer 2100 ". Apenas 

as amostras com número de integridade do RNA (RIN) maior que 8,0 (qualidade ótima) foram 

processadas. 

Todas as indicações e etapas do " Sure Select Strand-Specific RNA Library Preparation 

Kit" foram seguidas e as bibliotecas dsDNA de cada grupo de tratamento com os primers e 

índex foram analisadas na plataforma Illumina Miseq. Após a obtenção dos dados, as leituras 

foram montadas com base nas sequências de transcrição de cada gene de interesse usando o 

programa CLC Genomics Workbench. O efeito dos tratamentos na expressão gênica foi 

avaliado comparando-se os fold-change das alterações genéticas das amostras com o controle 

sem tratamento. 

14.- Análise estatística  

Os dados obtidos foram inicialmente analisados quanto à homogeneidade da variância, 

utilizando-se o teste de Bartlett. Os conjuntos de dados que passaram neste teste foram 

submetidos ao teste de análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de comparações 

múltiplas de Tukey. Os conjuntos de dados que não passaram pelo teste de Barlett foram 

submetidos à análise de dados não paramétrico de Kruskall-Wallis. As diferenças foram 

consideradas significativas quando a probabilidade de erro foi menor ou igual a 5% (p≤0,05). 
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IV.- Resultados 

1.- A combinação de cloroquina e 5-FU bloqueia a autofagia 

A capacidade de bloqueio da autofagia induzida nas células tumorais pela exposição do 

5-FU e CQ foi avaliada pela detecção do acúmulo de LC3-II e SQSTM1. Observamos 

expressão aumentada de LC3-II devido ao tratamento com CQ, enquanto sua combinação com 

5-FU potencializou sua expressão. É interessante notar que o tratamento apenas com 5-FU 

induziu um ligeiro aumento da expressão de LC3-II, indicando a indução de autofagia, como 

confirmado pela menor intensidade do SQSTM1 nesse grupo (Figura 2). 

                   

 

Figura 2 - O tratamento com CQ ou combinado com 5-FU induziu aumento de LC3-II 

nas células HCT-116. As células foram tratadas com 80μM CQ durante a noite e, em seguida, 

tratadas com a concentração efetiva mínima de 5-FU (20µM) por 24h. As células foram lisadas 

e as proteínas totais analisadas por western blot para LC3-II (A) e p62 (B). GAPDH foi 

utilizado como controle (C), para validação do ensaio (n=3). 

 

2.- Alterações ultraestruturais induzidas em células HCT-116 por 5-FU e CQ 

Para reforçar os resultados de indução e inibição de autofagia analisamos as células sob 

diferentes tratamentos por microscopia eletrônica de transmissão. As células tratadas com 5-

FU apresentam várias vesículas de membrana dupla (autofagossomos) e vesículas de 

membrana única com material degradado (autolissosomo) no citoplasma (Figura 3C), enquanto 
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as células de controle mostram um número muito pequeno de autofagossomos com material 

floculado e degradado, além de mitocôndrias e algumas cisternas de retículo endoplasmático 

rugoso (Figura 3A). Quando o 5-FU foi associado à CQ, os autofagossomos parecem aumentar 

em quantidade dentro do citoplasma das HCT116 e essas vesículas exibem diferentes 

conteúdos fagocitados. Algumas vesículas possuem material heterogêneo denso no interior e 

outras mostram estruturas de mielina e material degradado mais claro, indicando que alguns 

autofagossomos não estão envolvidos no processo de digestão (autofagia bloqueada). Isso 

mostrou claramente um acúmulo de autofagossomos com organelas não digeridas, 

demonstrando uma falha ou inibição da formação de autolissosomo (Figura 3D), coincidindo 

com o que foi mostrado em estudos anteriores (70-73). 

 

Figura 3 - Os tratamentos induziram alterações ultraestruturais nas células HCT-116. As 

células tumorais HCT-116 foram tratadas ou não com 80μM de CQ overnight. Após este 

período foram tratadas ou não com 20µm de 5-Fu. Decorridas 24 horas as células foram 

tripsinizadas, fixadas com Karnovsky e preparadas para aquisição de imagens em microscopia 

eletrônica de transmissão. N = núcleo; seta verde: autofagossomo; seta amarela: autofagossomo 

com organelas não digeridas; seta ciana: autolissosomo (vesícula com material degradado). 

Grupos: Controle (A), CQ (B), 5-FU (C), 5-FU + CQ (D) (n=3).  
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3.- A inibição de autofagia potencializa a ação citotóxica de 5-FU 

O mecanismo de ação das fluoropirimidinas como o 5-FU ocorre a partir da indução de 

apoptose nas células tumorais. A inibição da autofagia pela CQ é capaz de potencializar a ação 

citotóxica do 5-FU, visto que, o acúmulo de autofagossomos no citoplasma, gerado pela 

obstrução do processo, causa estresse oxidativo na célula levando-a a morte. 

A contagem do número de células HCT-116 viáveis após exposição as drogas, 

utilizando o teste de exclusão do azul de trypan, mostrou que tratamento apenas com CQ teve 

um efeito discreto na diminuição do crescimento celular enquanto o 5-FU reduziu o número de 

células para aproximadamente 50% comparada com cultura controle. A combinação de 5-FU 

e CQ inibiu fortemente o crescimento celular (Tabela 6). 

 

Tabela 6– Contagem celular das HCT-116 pelo azul de trypan 

CTRL: Células não tratadas cultivadas em meio de cultura regular. Cada coluna refere-se 

a um ensaio independente (cultivado em dias diferentes). 

 

A análise de células apoptóticas em fase inicial (anexina V+), apoptóticas 

tardias/necróticas (anexina V+ e 7AAD+), por citometria de fluxo mostrou que o tipo de morte 

predominantemente induzida após tratamento adotado foi a apoptose em fase inicial (anexina 

V+).  

CONTAGEM CELULAR (X 107)  

TRATAMENTO Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Médias 

CTRL 6.7  6.5  6.3   6.4 6.4 6.46 

CQ 5.7  5.1  5.6   5.2 5.3 5.38 

5-FU 3.0  3.4 3.5 3.1 3.3 3.26 

5-FU+CQ 1.2  1.5  1.3 1.2 1.4 1.32 
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O 5-FU sozinho (Figura 4D) aumentou quatro vezes a marcação da anexina V em 

comparação com o controle (Figura 4B), enquanto sua combinação com CQ aumentou a 

apoptose precoce em dez vezes em comparação com o mesmo controle (Figura 4E), e cerca de 

duas vezes em comparação com 5-FU sozinho. 

 

Figura 4 - A combinação de cloroquina e 5-FU induziu apoptose em células HCT-116. 

As células tumorais HCT-116 foram tratadas ou não com CQ a 80 µM por 18 horas. 

Posteriormente, foram tratados ou não com 5-FU a 20 µM. Após 24 h, as células foram 

tripsinizadas e coradas com anexina V e 7AAD para avaliar apoptose e necrose. (A) 

Pseudocolor mostrando tamanho de célula (FSC) e granularidade (SSC), com gate de 

análise. (B) Controle Negativo. (C) Tratamento com CQ. (D) Tratamento com 5-FU. (E) 

Tratamento com 5-FU e CQ (n=5). 

 

4.- Lisado de células tumorais tratadas com CQ e 5-FU são mais imunogênicas  

A análise fenotípica das DCs sensibilizadas in vitro com os diferentes lisados tumorais 

foi realizada seguindo a estratégia de gating ilustrada na Figura 5. Primeiramente, a análise foi 

feita com base no tamanho e morfologia característicos de DCs (Figura 5A); o segundo gate 
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corresponde as ocorrências de singlets e exclusão de células agregadas (doublets) (Figura 5B); 

as células mortas foram excluídas da análise por marcação com 7AAD (Figura 5C) e as 

moléculas de interesse foram analisadas dentro da população 7AAD-/CD11c+ (Figura 5D).  

Os resultados representados na Figura 4 E-H, ilustram o efeito do lisado tumoral no 

fenótipo das DC, destacando a tendência de elevação sobre a percentagem de expressão de 

todos os marcadores em comparação com o controle. Nossos resultados mostram que a 

associação de CQ com baixas concentrações do 5-FU tornam as células tumorais mais 

imunogênicas, potencializando sua capacidade de induzir a maturação de DC. Desse modo, 

observamos que a porcentagem de células que expressam o marcador CD83 aumentou de 74 ± 

3,4% no WT a mais de 90% nos grupos em que associamos 5-FU com CQ. Os marcadores 

celulares associados à maturação de DCs, CD80, CD86 e HLA-DR aumentaram de 53,5 ± 

2,7%; 74,5 ± 1,2% e 65,9 ± 3,2% do controle WT, para 63,7 ± 5,1%; 92,7 ± 1,5%, 

respectivamente, e para 68,7 ± 2,5%, 93,5 ± 1,12% e 86,3 ± 2,4% nas células tratadas com 5-

FU+CQ, respectivamente. Embora o tratamento de HCT-116 apenas com CQ ou 5-FU aumenta 

o efeito imunogênico nas DCs, esse efeito não é tão intenso quanto a combinação de drogas. 
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Figura 5 - Estratégia de gating de análise de DCs, baseado em tamanho e granulosidade 

da população de interesse. (A)Gate de singlets. (B)Representando eventos que passaram 

individualmente pelo laser, gate feito nos eventos 7AAD- para exclusão de células mortas. 

(C)Gate feito dentro da população CD11c+. (D)Expressão das moléculas de interesse em DCs 

de 6 doadores saudáveis, após sensibilização com lisado tumoral de células tumorais HCT 116 

previamente tratadas com 5-FU e CQ. (E-H) Os gráficos de dispersão ilustram as porcentagens 

de células dendríticas (CD11c+) que co-expressam os marcadores CD83, HLA-DR, CD80 e 

CD86. Análises estatísticas feitas por Kruskall-Wallis, indicando o efeito dos tratamentos sobre 

a imunogenicidade das células tumorais (n=6).  
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5. DCs sensibilizadas com lisados de células tumorais pré-tratadas com a 

combinação de CQ e 5-FU induz resposta alogênica mais intensa 

Em vista do efeito dos lisados de células tumorais, sobre a maturação e ativação das 

DCs de indivíduos saudáveis, nosso passo seguinte foi avaliar se as alterações fenotípicas eram 

acompanhadas da mudança no perfil funcional das DCs. 

Assim, o ensaio de MLR foi efetuado para avaliar o efeito do lisado tumoral sobre a 

capacidade das DC de induzirem resposta alogênica, um ensaio clássico para investigar o 

potencial de indução de resposta imune celular. Esse estudo foi realizado apenas com os 

tratamentos combinados de CQ e 5-FU que foi o grupo que apresentou as alterações fenotípicas 

mais intensas em comparação com os controles DC WT e DC CQ, devido à escassez de DCs. 

As figuras 6B e 6C ilustram as médias de atividade proliferativa dos linfócitos T CD4+ e CD8+ 

respectivamente. 

Embora a exposição das HCT-116 a CQ, isoladamente, também tenha aumentado o 

efeito imunogênico sobre as DC em comparação com WT, esse efeito não foi tão intenso quanto 

a combinações das drogas. Nossos resultados mostram efeito especialmente marcante na 

proliferação dos linfócitos T CD4+, quando as DCs foram sensibilizadas com lisados das 

células pré-tratadas com 5-FU+CQ.  

6. Linfócitos que respondem ao estímulo alogênico têm perfil de células ativadas 

 Para entender em pouco melhor o perfil de linfócitos gerados em resposta às DCs, 

decidimos avaliar a expressão de 2 marcadores na superfície dessas células, o CD69, um 

marcador de linfócitos T ativados e o PD-1, uma molécula que ao interagir com seu ligante 

PD-L1 presentes em APCs e nas células tumorais, induz supressão linfocitária. 

Nossos resultados, mostrados na Figura 6D-G, indicam que os linfócitos gerados pela 

exposição ao DC 5-FU+CQ expressam uma alta frequência de células CD69+, tanto entre os 

linfócitos T CD4+ (30,7 ± 2,7) quanto no T CD8+ (41,6 ± 3,2%, 42,5 ± 2,9%). Em contraste, 
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as células co-cultivadas com DC 5-FU+CQ, apresentam menor número de linfócitos PD-1+, 

principalmente nas células CD4+ (5-FU+CQ (16,5 ± 1,3)). 

7. DCs sensibilizadas com lisado de células tumorais expostas a combinação de 

drogas, favorecem a resposta do tipo Th1 

A Figura 6H mostra um incremento da secreção de IFN-γ; comparando o grupos que 

foram tratado com o lisado sem tratar (WT=171,1±11,4) e os grupos que foram tratados com 

nossa combinação; CQ=195,7±16,5; 5-FU+CQ=389,3±19,8. Na figura 6I, contrariamente 

mostra que os linfócitos que foram co-cultivados com as DCs sensibilizadas com lisado tumoral 

produziram uma quantidade menor de IL-10 quando foram tratadas com a combinação de 5-

FU e CQ (WT= 46,8±6,3; CQ=28,7±7,2; 5-FU+CQ=8,2±3,7). 
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Figura 6 - Melhora da função apresentadora de antígenos das DC induzida por lisados 

de HCT-116 pré-tratados com 5-FU+CQ. As DCs foram expostas a lisados HCT-116 e co-

cultivadas com linfócitos alogênicos por 5 dias. Os linfócitos totais proliferados (células CD3+) 

foram quantificados por citometria de fluxo (A), assim como as células CD4 + e CD8 + (B; C) 

(N = 9; * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01). Os linfócitos T CD4+ e CD8+ foram depois analisados 

separadamente seus níveis de expressão de CD69 (marcador de ativação) e PD-1 (molécula 

reguladora) (D-G; * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,02). Os sobrenadantes de MLR foram coletados e 

analisados quanto à secreção de IFN-γ (H) e IL-10 (I) por ELISA (*** p ≤ 0,01) (n=6). 
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8. DCs tratadas com lisado aumentam a geração in vitro de CTL 

O cultivo de linfócitos com DCs autólogas pre-sensibilizadas com diferentes lisados 

tumorais levou à geração de CTL tumor específicos cuja atividade citotóxica foi evidenciada 

pela expressão de moléculas de perforina e granzima B. Observamos que os linfócitos 

cultivados com DCs sensibilizados com lisado de células expostas a 5-FU e CQ induziram a 

geração de linfócitos com níveis mais altos de perforina e granzima B, como representando na 

Figura 7 que mostra a intensidade de fluorescência (MFI) para esses marcadores. Não foram 

observadas diferenças para a marcação com anti-CD107a. 

Figura 7 - A geração in vitro de células T citotóxicas (CTL) é melhorada por DCs 

sensibilizadas com lisados de células expostas a combinação de 5-FU e CQ. Intensidade 

média de fluorescência (MFI) de células CD8 + em proliferação (A) de quatro doadores 

saudáveis com proporções individuais de efetor: alvo (3,25: 1, 7,5: 1 e 15: 1). Esses linfócitos 

mostram maior expressão de marcadores de citotoxicidade perforina (MFI da proporção 15:1, 

5-FU+CQ (a)>WT (b) (p<0.05)) e granzima B (MFI da proporção 7.5:1, 5-FU+CQ (a’)>WT 

(b’) (p<0.05); MFI da proporção 15:1, 5-FU+CQ (a)>WT (b) (p<0.05)) que o grupo controle 

WT (n=6). 

 

9. Alterações transcricionais associadas ao bloqueio da autofagia 

Para entender melhor o aumento da maturação de DC associado ao bloqueio da 

autofagia, avaliamos as células HCT-116 tratadas com 5-FU, CQ ou sua combinação. 

Consideramos a alteração do fold-change para comparar a expressão genica e procuramos 

diferenças significativas entre os grupos (Tabela 7). Observamos que as células tratadas com 

CQ apresentaram um aumento modesto na expressão dos genes de autofagia ATGs, SQSTM1, 
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MAP1LC3B e ULK1, e uma diminuição considerável nos genes relacionados à progressão 

tumoral (BNIP3, BNIP3L, FOSL2, HES1, LAMB3, LOXL2, NDRG1, P4HA1 e PIK3R2), 

bem como antígenos tumorais da família CEA (CEACAM 1, 5, 6 e 7). O tratamento com 5-FU 

induziu um aumento nos genes de autofagia. Em contraste com o grupo CQ, não observamos 

uma diminuição tão intensa nos genes relacionados à progressão tumoral, enquanto a expressão 

dos genes CEA foi aumentada. As células tratadas com a combinação de 5-FU e CQ tiveram 

aumento na expressão dos genes da autofagia, bem como os genes da família CEA. 

Corroborando nossa hipótese a expressão dos genes associados à progressão tumoral foi 

diminuída pela combinação de drogas. 
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Tabela 7– Expressão do fold-change de genes selecionados por células tumorais, 

comparando células sem tratar (WT) com aquelas tratadas com CQ, 5-FU ou CQ com 

5FU. 

Função do gene Gene  WT vs CQ WT vs 5-FU 
WT vs  

5-FU + CQ 

Autofagia 

ATG12 1.7 3.2 7.1 

ATG5 1.9 4.5 6.4 

MAP1LC3B 1.8 2.3 5.7 

ULK1 1.2 2.4 5.2 

SQSTM1 2.1 1.9 4.8 

BECN1 0.8 5.8 2.5 

BNIP3 -4.36 -1.36 -4.11 

BNIP3L -4.06 -1.2 -3.85 

Adesão celular 

CEACAM5 -0.9 1.5 8.4 

CEACAM6 -1.3 2.4 6.5 

CEACAM7 -2.1 1.7 5.2 

CEACAM1 -1.2 2.1 5.7 

HES1 -3.16 -0.5 -7.1 

FOSL2 -4.72 -0.72 -3.6 

NDRG1 -10.43 -1.43 -6.11 

Atividade 

catalítica 

PIK3R2 -1.2 -3.97 -4.2 

PGK1 -2.59 -0.2 -2.59 

LOXL2 -4.8 -0.9 -2.85 

PGK1 -2.59 -0.2 -2.59 

ALDOC -8.14 -1.14 -7.52 

ANGPTL4 -6.25 -1.25 -5.93 

Estrutura 

molecular 
LAMB3 -4.26 -0.76 -3.59 

Proteinas de 

choque térmico e 

HMGBs 

HMGB1 1.02 1.9 1.12 

HMGB2 0.98 1.87 1.05 

HMGB3 0.2 0.5 0.347 

DNAJB1 (HSP40) 1.17 1.5 0.85 

HSP1A (HSP70) 2.67 2.82 3.38 

HSP90AB1 (HSP90) 1.45 2.97 1.52 

Oxidoredutase P4HA1 -6.53 -1.1 -6.89 

Ligação de RNA PCBP1 1.2 2.86 8.26 
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V.- Discussão 

 O desenvolvimento de resistência a agentes antitumorais é um dos desafios da terapia 

antitumoral e a capacidade de adaptação das células tumorais exige que muitos esquemas 

terapêuticos façam a associação de fármacos, com o objetivo de eliminar o maior número 

possível de células transformadas. Neste trabalho, investigamos os efeitos da associação do 5-

FU, droga de primeira linha na terapia contra o câncer de cólon, com a CQ um agente 

antimalárico capaz de inibir a autofagia. A concentração de 20µM foi escolhida por ser a menor 

concentração capaz de inibir o crescimento tumoral, aproximando-se, portanto, de uma dose 

metrônomica utilizada na clínica(74). Embora a ação da CQ, em combinação com agentes 

antineoplásicos, já tinha sido investigada por outros autores, não há relatos dessa associação 

com baixas concentrações de drogas antineoplásicas. Outro aspecto inédito em nossa 

abordagem, está na investigação do efeito do tratamento sobre a imunogenicidade das células 

tumorais e não de seu efeito citotóxico direito. 

Nos protocolos atuais de avaliação autofágica, o aumento de LC3-II e a diminuição do 

SQSTM1 são usados como os principais marcadores de inibição da autofagia em etapas tardias. 

O LC3-II é uma proteína presente na parede dos autofagossomos que normalmente é degradada 

junto com o autolissosomo ao final da autofagia. Quando a autofagia é bloqueada pela CQ, os 

lisossomos não conseguem se unir com o autofagossomos e por tanto há acumulo de LC3-II 

(75). O SQSTM1 se liga a proteínas ubiquitinadas, especialmente LC3-II, formando parte da 

parede do autofagossomo. Se a autofagia é estimulada, o SQSTM1 será degradado ao final da 

autofagia. Assim, a inibição da autofagia promove o acúmulo de SQSTM1, bem como de LC3-

II (76). Baixas concentrações de 5-FU aumentam a autofagia nas células HCT-116, enquanto 

o CQ foi capaz de inibir o processo, como evidenciado pelo acúmulo de LC3-II. A análise da 

expressão de SQSTM1 é consistente com estudos anteriores da autofagia no HCT-116 (77). 
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A indução de autofagia por 5-FU também foi confirmada por análise do transcriptoma 

que mostra um aumento na expressão dos genes associados à autofagia ATGs, SQSTM1, 

MAP1LC3B, BECN1 e ULK1. Um aumento maior da expressão foi observado no grupo da 

combinação de 5-FU e CQ. O aumento da expressão de LC3B e BECN1 sob condições de 

estresse é consistente com os dados da literatura (78, 79). 

A análise ultraestrutural por microscopia eletrônica revelou que as células de controle 

sem tratamento têm uma formação desprezível de autofagossomos e autolissosomo, enquanto 

as células tratadas com CQ possuem um elevado número de autofagossomos no citoplasma. 

Nas HCT-116 tratadas apenas com 5-FU observamos um aumento evidente no número de 

autolissosomo com material degradado, indicando indução de autofagia e a conclusão do 

processo, consistente com relatos anteriores (32, 71-73, 80). 

Após confirmarmos a capacidade da CQ em bloquear a autofagia e do 5-FU em 

estimulá-la, avaliamos se este bloqueio é capaz de potencializar a ação citotóxica do 

quimioterápico, induzindo morte celular. Em consonância com os resultados de indução e 

inibição de autofagia e, morfologia das células tratadas, os resultados da marcação das células 

positivas para anexina V e 7AAD mostraram que a necrose (anexina V+ e 7AAD+) não é um 

tipo de morte celular predominante neste cenário, mas sim a apoptose (anexina V+), 

caracterizada pela externalização da  fosfatidilserina na membrana plasmática (81). Foi 

possível também, confirmar o efeito não tóxico da 5-FU a 20µM e da CQ a 80µM quando 

administradas isoladamente. Contudo, a combinação com CQ foi capaz de potencializar a ação 

do 5-FU na indução da morte celular apoptótica. 

Analisando os efeitos da sinergia entre o 5-FU e a CQ na imunogenicidade de células 

tumorais, observamos que a exposição de DC ao lisado de células tumorais previamente 

tratadas com a combinação aumentou a expressão marcadores de co-estimulação, maturação e 

apresentação antigênica dessas células. Antes de serem estimuladas as DCs se encontram num 
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estágio imaturo (iDC), possuem uma enorme capacidade fagocítica e endocítica, porém uma 

baixa capacidade de estimular linfócitos T naive, por não terem os níveis necessários de sinais 

co-estimuladores(48). O processo de maturação das DCs culmina com a redução de sua 

capacidade endocítica e migração em direção as áreas de linfócitos T naive em órgão linfóides 

secundários(82). Essa migração resulta de uma resposta quimiotática controlada pela expressão 

de receptores para quimiocinas, como CCR7, com aumento de moléculas envolvidas 

diretamente na ativação linfocitária e a produção de citocinas inflamatórias (83, 84). A 

maturação das DCs é caracterizada fenotipicamente pelo aumento da  expressão de MHC de 

classe II, marcadores de maturação (CD83) e das moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, 

CD86), essências para a correta apresentação de antígenos pelos linfócitos T (85). Além de ser 

um marcador de maturação, o CD83 modula a resposta imune melhorando as respostas 

imunológicas, aumentando a liberação intracelular de cálcio nos linfócitos T naive e de 

memória (86). A expressão de CD83 também foi incrementada pela nossa combinação de 

drogas.  

Em estudos anteriores do nosso grupo, descobrimos que o RNA total extraído das HCT-

116 tratadas com 5-FU transfectado as DCs aumentou a expressão de marcadores de maturação 

e moléculas coestimuladoras e melhorou sua capacidade de estimulação alogênica(87) 

Ademais, a exposição das HCT-116 a doses baixas de antineoplásicos como paclitaxel ou 

doxorrubicina aumenta a expressão de genes de proteínas de choque térmico (HSPs), 

calmodulina, e aumenta a expressão de genes envolvidos no mecanismo de processamento de 

antígenos pela via citosólica, como TAP1, tapasina e calnexina; aumentando a 

imunogenicidade das células tumorais (26). Essa visão foi reforçada pela observação de que 

nosso lisado pré-tratado com a combinação de 5-FU e CQ incrementou a expressão de proteínas 

de choque térmico, entre elas ao HSP70 e HSP90, que aumentam a capacidade fagocítica e 

promovem a apresentação cruzada de antígenos (88). Os HSPs, junto com o HMGB1, 
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desempenham um papel importante na maturação fenotípica das DCs, aumentando a expressão 

de HLA-DR, CD80 e CD86 e a maturação funcional, além de melhorar a secreção de IL-6, IL-

12 e IFN-γ (88, 89).  

A reação mista de linfócitos (MLR) nos permitiu demonstrar que as alterações 

fenotípicas observadas nas DC sensibilizadas são acompanhadas por uma melhora na 

capacidade de estimular linfócitos T alogênicos. Especificamente, as DCs sensibilizadas com 

os lisados de tumor pré-tratados com 5-FU junto com CQ promoveram uma proliferação 

aumentada de linfócitos na MLR. Esse efeito proliferativo foi mais intenso nos linfócitos T 

CD4+ também é coerente com sua capacidade de interagir com as moléculas de HLA-DR 

expressas nas DCs. Em adição, o aumento observado nos linfócitos T CD8+, sugere a geração 

de linfócitos T citotóxicos que são específicos para as células tumorais (visto que sua 

proliferação foi estimulada por DC sensibilizadas com antígenos tumorais). Fato confirmado 

pelo cultivo de DC e linfócitos autólogos para geração de CTL (90). A perforina e a granzima 

B são consideradas marcadores funcionais em células com capacidade citotóxica (91), pois a 

polimerização da perforina perfura a membrana da célula alvo, enquanto a granzima B ativa as 

caspases, induzindo apoptose (92). No nosso estudo, encontramos um aumento significativo 

na intensidade média de fluorescência (MFI) da população T CD8+ proliferadas pelas DC 

sensibilizadas com lisado tumoral pré-tratado com 5-FU+CQ. A expressão de perforina e 

granzima B foi maior nesta população de T CD8+. 

Também observamos que os linfócitos gerados em resposta às DCs sensibilizadas 

apresentaram perfil de células ativadas, expressando níveis mais altos do CD69+, marcador 

associado à estimulação eficaz dos linfócitos T pelas DCs (93). Nossos resultados também 

indicaram que não há ativação seletiva das células T CD4+ ou CD8+, visto que ambas as 

subpopulações mostraram aumento na porcentagem de CD69+. Consequentemente, esses 

mesmos tratamentos resultaram na redução da expressão de PD-1+ entre os linfócitos T CD4+. 
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PD-1 é um membro da família CD28 e sua função principal é limitar o agrupamento de TCR e 

moléculas co-estimulatórias na sinapse imunológica enviando sinais inibitórios ao interagir 

com os receptores PD-L1 e PD-L2, presentes tanto em células apresentadoras de antígenos, 

como as DCs, quanto em células tumorais  (94). A expressão de PD-1 é aumentada nas células 

T de pacientes com câncer de pâncreas, câncer de pulmão, várias leucemias e linfomas (95-

97). Portanto, a expressão de PD-1 nas células T e a expressão de PD-L1 nas células tumorais 

constituem um mecanismo de escape do tumor. Nós observamos a redução da expressão de 

PD-1 em linfócitos em proliferação pela co-cultura com DC pré-sensibilizadas com lisado 

tumoral. Esse aspecto é particularmente interessante, pois os sinais associados ao PD-1 e PD-

L1 estão entre os principais bloqueios do ponto de verificação da resposta antitumoral 

(checkpoint blockage). Assim, além do anticorpo anti-CTLA-4 (ipilimumab), os anticorpos 

anti-PD-1 (nivolumab) (98) estão  entre os principais agentes imunoterápicos antitumorais da 

atualidade (99). 

Os linfócitos co-cultivados com DCs sensibilizadas com lisados de células tumorais 

expostas ao 5-FU e CQ produziram maiores quantidades de IFN-γ que os controles, enquanto 

diminuíam a produção de IL-10. Os linfócitos T CD4+ e CD8+ naives podem se diferenciar 

em células T efetoras específicas, com funções diferentes, em parte diferenciadas de acordo as 

citocinas que produzem(100). Assim, os linfócitos T CD4+ podem se diferenciar em linfócitos 

T helper 1 (Th1) que secretam IFN-γ e TNF-α para estimular a geração de linfócitos T CD8+, 

estando envolvidas no desenvolvimento da resposta imune antitumoral. O IFN-γ também 

recruta monócitos, induzindo a diferenciação de linfócitos T CD4+ em linfócitos Th1 (100, 

101). A IL-10 é uma citocina inibidora por excelência das DCs que pode ser secretada por 

Tregs e Th2 e sua principal função é inibir a progressão da resposta Th1 reduzindo a expressão 

do MHC-II e das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86(102). Assim, as DCs 
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sensibilizadas com o lisado da combinação, promovem a ativação preferencial dos linfócitos 

de perfil Th1, com pouca estimulação de Th2 ou Treg. 

 
Figura 8 - Efeito imunoestimulador do lisado tumoral. As células dendríticas 

sensibilizadas com o lisado de células pré-tratadas com a combinação de 5-FU e CQ aumentaram 

seus marcadores de co-estimulação, maturação e apresentação antigênica, produzindo assim uma alta 

proliferação de linfócitos T CD4+ e CD8+ (via cross-priming). Esses linfócitos T CD4+ gerados 

eram predominantemente de perfil Th1, produtores de IFN-γ, estimulando a diferenciação dos 

linfócitos TCD8+ em linfócitos T citotóxicos (CTL). Quando desafiados com as HCT-116, os CTLs 

gerados in vitro, liberaram granzimas e perforinas, marcadores funcionais de CTL, destruindo As 

células tumorais alvo.  

 

 

A análise de outras citocinas, como IL-12, IL-2, TNF, IL-4, IL-6, IL-17 e IL-23, seria 

útil para fornecer uma visão mais clara sobre como a combinação de 5-FU e CQ afetam a 

modulação das outras populações de linfócitos T. Por fim, a evidência de que a combinação de 

5-FU e CQ pode modular a biologia das HCT-116, bem como o lisado celular obtido a partir 

destas, é reforçada pelo aumento da expressão de genes de membros da família CEA associados 

a tumores (CEACAM 1, 5,6 e 7), coincidindo com resultados prévios observados em outro 

linhagem de células de câncer colorretal humano (HT-29) (103), e a expressão diminuída de 

genes associados à progressão tumoral como: BNIP3, BNIP3L, FOSL2, HES1, LAMB3, 

LOXL2, NDRG1, P4HA1 e PIK3R2. 
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Em conclusão, os resultados aqui apresentados demonstram que o uso de 5-FU em 

combinação com a CQ provoca alterações genéticas e fenotípicas nas células tumorais 

aumentando sua imunogenicidade, tornando-as mais eficientes em sensibilizar as DCs. Estas, 

por sua vez mostram maior habilidade em induzir resposta específica contra as células 

tumorais. Por fim, em continuidade à linha de investigação sobre a combinação de 

quimioterápicos antitumorais com a imunoterapia baseada na estimulação de DC, nossos 

resultados indicam o potencial para uso clínico deste protocolo de sensibilização in vitro de 

DCs, bem como o uso de bloqueadores autofágicos combinados com quimioterápicos 

convencionais para o tratamento de pacientes com câncer colorretal, estimulando-nos a 

continuar investigando novas abordagens para combater essa doença. 
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Dendritic cells-based vaccine as personalized immunotherapy 

 

Abstract  

Dendritic cells (DCs) are a heterogenous population of immune cells responsible 

for antigens processing and presentation to T lymphocytes. They are divided in several 

subsets with distinct phenotypic and functional features and can be found in the blood, 

skin, mucosa, lymphoid and non-lymphoid tissues. DCs have a central role in the 

development of an immune response both against infectious and malignant diseases, and 

in the regulation of autoimmune and allergic responsiveness. Considering that DC 

function is usually impaired in cancer patients, several authors have proposed the 

development of DC-based antitumor therapeutic vaccines, aiming to restart the immune 

system and improve the CD4+ and CD8+ lymphocytes responsiveness against cancer. 

Here, we overviewed the DCs’ biology and their role in the antitumor immunity, the 

distinct protocols for antigen loading of DC-based vaccines, such as the use of tumor cell 

lysate, nucleic acid transfection, and DC-tumor cell fusion, focusing the clinical trials 

involving different types of cancer. Overall, there is evidence that DC-based 

immunotherapy is a feasible approach to personalize the anticancer fight. 

 

Keywords: Dendritic cells, Anti-tumor vaccines, Chemotherapy, Cancer 

  



I. Introduction  

Dendritic cells (DCs), formerly called Langerhans cells, were first observed by Paul 

Langerhans in 1868, who described them as cutaneous nerve cells, due to their star shape 

with membrane branches that resembled neurons [69]. In 1973, Ralph Steinman and 

Zanvil A. Cohn formally established the name “dendritic cells”[137] in an article that 

started a series of publications, describing the morphological and functional features that 

laid the foundation for a new era of studies on  DCs, evidencing their ability to activate 

and stimulate the proliferation of T lymphocytes, in addition to their great capacity for 

phagocytosis [137-139,141]. Subsequently, the experiments conducted by Sallusto and 

Lanzavecchia [121] demonstrate that DCs could be differentiated in vitro from peripheral 

blood monocytes, overcoming the technical limitation for understanding the biology of 

human DCs, as well as for studies on the possibility of manipulation in vivo or ex vivo of 

these cells for therapeutic or prophylactic purposes.  

The name of these cells comes from the observation of broad branches of its 

plasma membrane, similar to dendrites or branches of a tree. These cells have an average 

size between 13 to 15 µm and a very large external surface, due to the ramifications of 

the membrane. This large surface allows DCs to simultaneously interact and endocyte 

various soluble or particulate antigens, which will be processed and later presented to T 

lymphocytes. This high phagocytic and antigenic processing capacity makes DCs the 

main antigen presenting cell (APCs) [2], being the only cells capable of presenting 

antigens for naive T lymphocytes and promoting their activation and proliferation [2]. 

DCs originate mainly from CD34+ bone narrow hematopoietic progenitor cells, 

stimulated by the Fms-related tyrosine kinase 3 ligand (FLT3L) and GM-CSF [35]. These 

CD34+ precursors differentiate into common myeloid progenitor cells and common 



lymphoid progenitor cells. Vommon myeloid progenitor cells differentiate into 

monocyte-DC precursors (Mo-DCs), which will turn in to monocytes and common DC 

precursors that later differentiate into pre-classical DCs (pre-mDC) or plasmacytoid DCs 

(pDC). These last can also originate from common lymphoid progenitor cells. Both pDC 

and pre-mDC leave the bone marrow and migrate through the bloodstream to peripheral 

tissues, driven by chemokines, where pre-mDC differenciate into mDC1 or mDC2,  

depending on the surrounding cytokines [22] or into Langerhans cells or interstitial 

dermal DCs, if they reach the skin [149]. Therefore, DCs can be classified into 3 

subgroups: plasmacytoid DCs, dermal DCs and myeloid DCs [99] (Figure 1). 

  



 

Figure 1. A) Dendropoeisis: Hematopoietic stem cells can differentiate into common 

myeloid precursor cells and common lymphoid precursor cells. Myeloid precursors 

differentiate into monocyte-DC (Mo-DCs) precursor cells that further differentiate into 

monocytes or DCs precursors cells. These cells will give rise to pre-mDCs, which will 

later differentiate into the main subpopulations of DCs: mDC1 and mDC2. These cells 

are found in the bloodstream in their immature state, and once they recognize the antigen, 

they migrate to the lymph nodes to present the antigens to lymphocytes. Those immature 

DC reaching the skin, differ in Langerhans cells or interstitial dermal DCs. Finally, 

plasmacytoid DCs (pDCs) can originate from myeloid and lymphoid precursor cells, and 

can be found in the bloodstream, and in lymphoid and non-lymphoid tissues. 

 

B) Main markers of DC subpopulations: Conventional myeloid DCs (mDCs) can be 

subdivided into mDC1 and mDC2, differing according to the expression of CD141, CD1c 

and TLRs. pDCs are characterized by the expression of CD123, CD303, BDCA-4 and 

IFN-α production. DCs that populate the skin are the Langerhans cells, which express 

high levels of CD11c, CD207 and HLA-DR, and the dermal DCs that are subdivided 

according to the expression of CD1a and CD14. FLT3: FMS-related tyrosine kinase 3; 

GM-CSF: granulocyte and monocyte colony stimulating factor. 

 

Plasmacytoid DCs are characterized by the expression of CD123+, CD303+, 

BDCA-4+ and CD11c-. These DCs are able to quickly produce high amount of IFN Type 



1 (IFN-I) in response to viral infections, due to the high expression of Toll-like receptors 

(TLR) 7 and 9 and are usually associated with the anti-infectious response. They are also 

capable of activating cytotoxic CD8 T cells [160]. Several autoimmune diseases are 

associated with high levels of IFN-I, which implies that pDCs play an important role in 

the development of these diseases, such as psoriasis and systemic lupus erythematosus 

[102]. In psoriasis, skin lesions are highly infiltrated by activated pDCs with high 

expression of BDCA-2 [96]. Patients with lupus present a decrease in circulating pDCs 

and that accumulate as activated cells in the affected tissues, such as the skin [33]. In 

addition, they induce the production of antinuclear antibodies and express high levels of 

TRL7/9, thus explaining their high level of IFN-I production [48]. 

pDCs also play an important role in anti-tumor immunity as showed by Wu et al. 

[136] who observed  that activated pDCs, obtained from mice with breast cancer, can 

eliminate HER2/Neu+ tumor cells in vitro, through the release of TRAIL and granzyme 

B [157], by activating NK and T CD8+ cells. Another study showed that intratumoral 

activation of pDCs by means of CpG oligodeoxynucleotides (recognized by TLR9 [152]), 

activate and recruit NK cells, inducing melanoma tumor regression in vivo [79]. In 

addition, in vitro differentiated pDCs have a greater ability to induce NK cells to kill acute 

lymphoblastic leukemia cells due to the production of higher amounts of IFN-λ2 [30], a 

type of interferon known to play a critical role in the induction of NK antitumor activity 

[136]. 

Dermal DCs, originating from a myeloid precursor, are divided into 2 subgroups, 

Langerhans cells and interstitial dermal DCs [149]. Langerhans cells are resident cells of 

the epidermis, typically characterized as CD1a+ and CD207+, being highly relevant in 

skin infections from which sites they migrate to the lymph nodes to interact with T cells 

[21]. The interstitial dermal DCs, located in the extracellular matrix of the dermis, are 



characterized by expression on the surface of CD36 and the production of coagulation 

factor XIIIa. These cells are also divided into two subpopulations according to their 

expression of CD1a and CD14. CD1a+/CD14− cells stimulate and activate CD8+ T cells 

while CD1a-/CD14+ cells are specialized in stimulating the humoral immune response, 

producing CXCL13 and inducing the generation of follicular helper T cells 

(Thf)[146,149]. 

Myeloid DCs or "conventional" DCs are subdivided into 2 groups according to 

the differential expression of CD1c and CD141. mDC1 express CD141, but not CD1c, 

while mDC2 express CD1c+/CD141-. In addition, mDC2 also express major 

histocompatibility complex (MHC) class II antigens (MHC-II), CD11c, SIRPα, TRLs (1 

to 9), and produce several inflammatory cytokines [97]. They are distributed in the 

bloodstream and in   lymph nodes [47], generally associated with the presentation of 

antigens for CD4 T cells [61]. They produce interleukins (IL)-12p70, IL-1β, IL-6 and IL-

23 and are capable of inducing Th1 and Th17 lymphocytes [73]. Finally, they express 

high levels of dectin-1/2 (CLEC7A / CLEC6A)[81], type C lectin receptors and mannose 

receptors that recognize fungal PAMPs[54]. For instance, DCs challenged in vitro with 

Paracoccidioides brasiliensis fungal antigens recognized them through mannose 

receptors, inhibiting the production of TNF-α [36]. In a subsequent study, they stimulated 

DCs via TLR 9 (that recognizes fungal PAMPS) increasing their antifungal capacity by 

producing large amounts of hydrogen peroxide [151]. 

The mDC1, like all professional antigen presenting cells, capture antigens and 

process them by the endocytic pathway, which leads to the presentation of peptides 

associated with MHC-II. Tumor-associated antigens, generated inside tumor cells, are 

processed by the cytosolic pathway, undergoing degradation in the proteasome, whose 

peptides pass to the endoplasmic reticulum with the aid of transport proteins TAP-1 and 



TAP-2. Within the reticulum, the components of the antigen processing machinery, 

tapasin, calnexin, calreticulin and ERp57, promote the accommodation of peptides in the 

α heavy chain gap of nascent MHC-I, as well as the link with the β2-microglobulin light 

chain, for subsequent expression on the surface of tumor cells [74]. These antigens present 

on the surface of tumor cells are the priority targets for CD8+ cytotoxic T lymphocytes. 

However, for such immune cells being generated, it is necessary that the tumor antigens 

are previously captured and processed by the APCs, which will present them to the 

lymphocytes. Thus, dead tumor cells, their fragments or soluble antigens secreted by 

tumor cells are endocitated by professional APCs and processed inside phagolysosomes 

where are degraded by lysosomal enzymes into peptides that remain inside the vacuoles. 

These vacuoles fuse with others that contain nascent MHC class II molecules, in which 

gap formed by the α and β chains, those peptides are accommodated [44], to be further 

recognized by CD4 + lymphocytes. An essential characteristic of mDC1 is its ability to 

present exogenous antigens in association with MHC-I, a phenomenon called cross-

priming or cross-presentation, which is now also recognized in macrophages [94]. 

Cross-priming basically consists of transferring peptides processed by the 

endocytic pathway to subcellular compartments involved in the association of cytosolic 

peptides with MHC-I molecules. This phenomenon was observed for the first time in the 

MHC compatibility experiments by Bevan et al. [11] in which they injected mice with 

splenic cells from another mouse with minor antigens with different histocompatibility. 

The authors observed that these minor antigens induced the generation of specific 

cytotoxic T lymphocytes (CTL) and concluded that cells of the receptor mouse could 

activate its immune system, presenting the minor exogenous antigens present in the 

splenic cells of the donor animal. Therefore, there was the presentation of peptides from 

the donor's MHC (exogenous antigen), associated with molecules of the receptor's MHC, 



an event that received the name of cross-presentation  [11,18]. Years later, Rock et al. 

[115] showed that only DCs can process and present extracellular antigens associated 

with MHC class I and just recently this ability was also observed in macrophages [94]. 

Currently there are two models considered on the process of transferring the 

peptides to the compartments of the cytosolic processing pathway, referred to as the 

cytosolic pathway and the cross-presenting vacuolar pathway. In the cytosolic pathway 

model, antigens are released from the lumen of the phagocytic compartments to the 

cytoplasm, where they are later processed by proteasomes [12], then following the same 

path as the processing of endogenous antigens. In the vacuolar model, extracellular 

antigens are internalized and degraded in the endosomes by lysosomal enzymes and the 

resulting peptides are linked to the MHC-I molecules present in those same endosomes, 

in a process similar to what occurs with the presentation via MHC-II, regardless the action 

of TAP molecules and involving the activity of cathepsins [107,128]. 

Once the antigen is transported and expressed in the MHC-I of DCs, it interacts 

directly with the T cell receptor (TCR) of the T cells that use the CD8 molecule to stabilize 

this interaction [1]. This binding is increased by the co-stimulation molecules CD80 and 

CD86 on DCs that bind to the CD28 of CD8+ T cells [70]. The stimulation of TCR and 

CD28 leads to the activation of the MAPK [122] and mTOR [109] pathways, which 

regulate cell growth, proliferation and metabolism, which results in the expansion of these 

lymphocytes [49]. 

All myeloid DCs can cross-present, but mDC1 is considered the "expert" in this 

process [98], not only because of its high expression of MHC-I [145] but also because of 

the expression of high levels of CLEC9A and TLR3 [123]. TLR3 mainly recognizes viral 

PAMPs [124] and, when activated, there is an increase in the production of IFN-α/β [124], 



stimulating the expression of MHC-I [46] and TAP1 [3]. CLEC9A, in turn, is an 

endocytic receptor that recognizes actin filaments from necrotic cells [162] and its main 

function is to transport the captured exogenous antigens to the endosomes containing 

MHC-I, promoting cross presentation [123,162]. 

Also, mDC1 can be found in lymphoid and non-lymphoid tissues in the immature 

state (iDC), a phase characterized by high expression of intracellular MHC II, low 

expression of co-stimulatory molecules and chemokine receptors[2]. In addition, iDCs 

have the ability to capture and absorb antigens through endocytosis, pinocytosis and 

phagocytosis superior to that of their mature counterpart. This characteristic allows these 

cells to constantly patrol the internal environment, looking for and being activated when 

they recognize foreign antigens [2]. This activation occurs after the recognition of 

damage-associated molecular patterns (DAMP) or the stimulation of pattern recognition 

receptors (PRR), such as TLR. These signals initiate metabolic transcription programs, 

positively regulating chemokine receptors such as CCR7, which allow the migration of 

DCs from peripheral tissues to the T-dependent areas of secondary lymph nodes, where 

mature DCs present the processed antigens to naive T cells [112]. During this maturation 

process, DCs decrease their phagocytic, adhesion capacity and reorganize their 

cytoskeleton, increasing their mobility. The main change observed in mature DCs is the 

increase in the expression of MHC-I/II and co-stimulatory molecules, such as CD40, 

CD80 and CD86[137]. 

In common, all subpopulations of DCs have the ability to constantly communicate 

with other cells of the immune system. This communication can be achieved through 

direct interaction between receptors and cell surface ligands [1] or indirectly and remotely 

through cytokines. DCs can produce different types of cytokines depending on the 

stimulus received or the environment in which they are found, the most relevant being 



IL-12, IL-23, IL-27, IL-6, IL -1, the tumor necrosis factor alpha (TNFα) and interferon 

alpha (IFN-α) [85]. 

In the antitumor response the production of IL-12 is prominent. This cytokine is 

composed of two covalently linked subunits, IL-12p35 and IL-12p40, constituting the 

bioactive form IL-12p70 [38]. Its main action is to induce the production of IFN-γ by 

CD4 + T cells (generating a Th1 response), NK and CD8+ T cells [50]. Also, increases 

the cytotoxic capacity, proliferation and migration of CD8+ T cells [50] and NK cells 

[104] favoring the effector phase of antitumor activity. In addition, IL-12 has anti-

angiogenic activity, through the production of INF-γ, which in turn increases the 

production of interferon-γ inducible protein-10 (IP-10) [127], an inhibitor of 

neovascularization that blocks proliferation of endothelial cells [17,41], improving the 

anti-tumor activity. 

TNF-α is a potent pro-inflammatory cytokine, produced mainly by macrophages, 

but it can also be produced by NK cells, B lymphocytes and DCs [103]. Among the sort 

of stimuli to induce TNF-α expression by DC are viral and bacterial infections, binding 

to CD40L, oxidative stress, heat shock proteins, HMGB1 and interaction with activated 

NK cells [125]. TNF-α has an autocrine function and affects DCs in several ways, for 

example, improving the viability and migration of Langerhans cells [24] by increasing 

MHC-II expression in DCs [131] and promoting their maturation/activation [84]. Most 

cell types can produce this cytokine in response to virus infection [37], but pDCs, which 

express high levels of TLR7/9 and IRF-7, are the main DCs that produce this cytokine 

[8,37]. 

 IL-1 is released by macrophages, monocytes and DCs in response to TNF-α [77]. 

It can be found in three forms, IL-1α (intracellular), IL-1β (extracellular), and IL1-RA. 



IL-1  and  have pro-inflammatory effects due to the release of histamine by mast cells, 

causing vasodilation and signs of localized inflammation, in addition to having 

chemotactic activity on neutrophils. The third form IL-1RA, has inhibitory activity and 

acts by preventing the binding of IL-1α and β to their respective receptors [77]. IL-1 also 

stimulates the production of IL-6, another cytokine produced by DCs, macrophages, T 

cells, endothelial cells and fibroblasts [143], which induces the production of 

transforming growth factor (TGF)-β, and the the differentiation of naive CD4+ T cells in 

Th17 [66,143], stimulating the differentiation of follicular helper T cells and, thus, 

increasing the production of IL-21 [163]. 

In contrast to the mentioned cytokines, IL-10 is a cytokine that is known for its 

multiple inhibitory and immunoregulatory effects [119]. In fact, this cytokine can be 

considered a marker of suppressive DC because, in addition to its low capacity for 

presenting antigens, the DCs that produce this cytokine suppress the capacity of other 

DCs to do it [156]. IL-10 acts by negatively regulating the expression of inflammatory 

cytokines in Th1 cells, the expression of MHC-II and co-stimulatory molecules in 

APCs[51]. In addition, in conjunction with TGF-β, it stimulates the differentiation of 

regulatory T cells (Treg) via Foxp3[53], thus establishing an inverse correlation with IL-

12 and limiting the antitumor response [113,114]. 

 

II. Dendritic cells-based anti-tumor vaccines 

During the early stages of carcinogenesis, tumors have the ability to modify and 

silence the immune response, especially because they do not express relevant antigens to 

activate the immune system [88], some of them can produce  regulatory cytokines 



[31,45,59]. So, the use of DC-based vaccines primarily intend to correct this state of 

anergy, reactivating the immune system and stimulating it to recognize tumor cells. 

The first clinical trial of DC-based vaccines in immunotherapy was published in 

1996 by Hsu et al. [52], in which four patients with follicular B-cell lymphoma received 

a series of three subcutaneous injections of DCs pulsed with antigens obtained from 

biopsies of the lymph nodes in conjunction with KLH (Keyhole limpet hemocyanin), a 

highly immunogenic protein. The authors observed that the four patients developed an 

immune response against KLH, one of which showed complete tumor regression and the 

other a partial regression [52]. 

Despite the large number of studies conducted for the development of therapeutic 

anti-tumor vaccines of DCs and that several medical centers around the world use these 

vaccines clinically, there is still no consensus protocol nor a gold-standard for sensitizing 

these cells. Some groups advocate the use of CD34+ hematopoietic progenitor cells 

differentiated in vitro in DC by culture with Flt3-L[34], but the most widely used protocol 

and with the largest volume of clinical data is based on the in vitro differentiation of 

monocytes isolated from mononuclear cells of peripheral blood (PBMC) obtained by 

leukopheresis [118]. These cell suspension, rich in monocytes, obtained by adhering to 

plastic or by selecting CD14+ is differentiated into immature DCs by the action of 

recombinant cytokines, classically GM-CSF and IL-4 [19] (Figure 2). 



 
Figure 2. Basic protocol for in vitro differentiation of peripheral blood monocytes 

into dendritic cells. Leukocyte-rich samples from the patient, obtained by 

plasmapheresis, are submitted to separation by density gradient centrifugation to obtain 

mononuclear cells (PBMC). This suspension is then enriched to monocytes by adhesion 

to the  plastic surface of culture plates, or by selection of CD14+ cells by magnetic 

separation or cell sorting. These cells are then cultured with recombinant GM-CSF and 

IL-4 for 5 days, to obtain the iDC. The maturation and activation of these cells is induced 

by exposure to tumor-associated antigens. This step can be optimized by the addition of 

different cytokines or growth factors. Two days later, these cells are activated and ready 

to be inoculated in patients. 

 

Anguille et al. [5] compared the classic protocol described above with their own, 

in which IL-4 was replaced by IL-15 [5], followed by culture for 5 days and subsequent 

activation of maturation by the addition of a mix of pro-inflammatory cytokines (TNF-α, 

IL-1β, IL-6, PGE2) and a soluble cocktail of TRL 7/8. The authors found that the DCs in 

their protocol showed superior expression of CD83, CD40, and co-stimulation molecules 

(CD80, CD86) in addition to secreting more IFN-γ and IL-12p70. In another protocol, 

authors proposed to combine IL-4 with IL-3, instead of GM-CSF, based on the fact that 

monocytes have receptors for this interleukin and DCs use IL-3 to proliferate [82]. 



However, this combination generated DCs that produced less IL-12p70 and more IL-10 

compared to those differentiated with GM-CSF or by co-culture with allogeneic CD4+ T 

cells, as well as less ability to induce IFN production-γ [32]. In addition, the use of pro-

inflammatory cytokines such as TNF-α and IFN-γ to improve the activation of iDCs is an 

option to be considered, since the maturation stimulation is evidenced by the increased 

expression of surface markers such as CD83, CD86, HLA-DR, CD40 and CD25 [20,27]. 

In our previous studies we have shown that selected chemotherapeutic agents can 

also stimulates the maturation of DCs [95]. We observed that low non-cytotoxic 

concentrations of chemotherapeutic drugs such as vinblastine, paclitaxel, azacytidine, 

methotrexate and mitomycin C increase the expression of CD83, CD40, MHC-II and the 

production of IL-12p70 in DCs generated in vitro [63,129]. We have also observed that 

paclitaxel (PTX) and doxorubicin (DOX) in low concentrations increase the expression 

of the antigen processing machinery components, such as calmodulin, LMP2, LMP7, 

TAP1 and tapasin [62] by human colon cancer cells HCT-116. 

The protocols for DCs sensitization may vary according to the nature of the 

antigen, with purified proteins, recombinant proteins, peptides, and nucleic acids being 

commonly used. Purified proteins and eventually peptides, are usually obtained by lysing 

tumor cells from the patient himself, aiming to obtain the largest variety of unique 

antigens of the individual to sensitize autologous DCs. The rationale of this approach is 

to enable the stimulation of a specific immunity to the repertoire of unknown antigens 

found in the patient's cancer [75]. In addition to its relatively low cost, the main 

advantages of using autologous tumor lysate are the absence of restriction by HLA and 

the short preparation time, compared to artificial strategies for the production of 

neoantigens, in contrast with known peptides that just can be loaded on specific class I 

molecules. 



In our group, we used tumor cell lysates to assess whether the treatment of tumor 

cells with low concentrations of chemotherapeutic agents increases the immunogenicity 

of antigens expressed on the surface. For this, DCs generated in vitro were exposed to the 

tumor lysate of colorectal cancer cells HCT-116 pretreated with low concentrations of 

PTX or DOX. These DCs were then co-cultured with autologous lymphocytes for two 

weeks, and subsequently tested for the presence of specific HCT-116 cytotoxic cells. We 

found that DCs treated with this lysate induced cytotoxic T cells (CTL) with higher 

cytotoxic activity than DCs loaded with untreated tumor cell lysate [62]. Using this same 

protocol, in another study we observed, that the lysate of HCT-116 cells previously 

treated with 5-fluororacil and chloroquine (autophagy blocker) increases the expression 

of DC maturation markers (CD80, CD83, CD86 and HLA- DR), as well as its ability to 

stimulate the proliferation of TCD8+ and TCD4+ cells specific for colorectal cancer cells, 

in addition to increasing the expression of IFN-γ and decreasing the expression of IL-10 

[161]. 

Tumor lysates have also been used in a phase I clinical study in pediatric patients 

with high-grade gliomas to sensitize DCs in vitro. These DCs were then used as 

therapeutic vaccines and, after the administration of nine doses, the patients showed peak 

production of IL-4, IL-6, IL-10 TNF-alpha and INF-γ on the 28th day, but without a 

clinical improvement directly related to the vaccine [71]. 

Recombinant proteins used on DCs sensitization protocols are usually chimeric or 

fused proteins with multiple epitopes that have the ability to stimulate the immune 

response more intensely, in addition to not being restricted by HLA, like some peptides. 

In general, these proteins are highly expressed in some types of cancer, such as the 

mannan-MUC1 fusion protein (MFP), present in several adenocarcinomas [72]. In a 

phase I clinical study, ten patients with different types of adenocarcinomas (lung, ovary, 



kidney, breast, colon and stomach) with high expression of MUC1 were treated with 

autologous DCs pulsed with this fusion protein. After 3 monthly doses of the vaccine, it 

was observed an increased production of IFN-γ, and stabilization of the disease in those 

patients with ovarian and kidney progressive cancer, although high levels of anti-MUC1 

antibodies were only observed in 3 patients [80]. 

Another recombinant protein to be considered is melanoma-associated antigen 3 

(MAGE-A3), which is an antigen highly expressed in melanomas and non-small cell lung 

cancer, neuroblastomas, sarcomas, bladder cancer and hepatocarcinomas [116]. In a 

clinical study, tumor regression was observed in six melanoma patients treated with three 

doses of subcutaneous injections of a MAGE-A3 protein for three months [87]. In a 

subsequent study, this protocol was tested in 39 patients with metastatic melanoma in 

stages III and IV. Fourteen of them experienced fast regression of the disease just 

following the second dose [86]. These promising results stimulated researchers to create 

a recombinant protein called MAGE-A3 CI, synthesized by combining MAGE-A3 with 

adjuvant AS15 [68]. The anti-tumor and immune-stimulating activity of MAGE-A3 CI 

has been demonstrated in several studies, including a clinical trial, conducted in 71 

patients with small cell lung cancer, in which anti-MAGE-A3 antibodies were detected 

in all subjects. In addition, more than half of the patients had elevated levels of specific 

TCD4+ and TCD8+ cells. In another study, 25 patients with stage IIB and IV MAGE-

A3+ melanoma were treated with MAGE-A3 CI, administered intramuscularly (13 

patients) or intradermally (12 patients), hoping to directly stimulate conventional DCs, 

dermal DCs and Langerhans. It was found that one patient in each group showed a 

specific proliferative response of TCD8+ lymphocytes against MAGE-A3. Also, four 

patients in the first group and seven in the other showed increased proliferation of TCD4+ 

lymphocytes. The proliferation of conventional DCs, dermal DCs and Langerhans cells 



did not vary between administration routes, although the intradermal route produced a 

greater response of TCD4+. Finally, both pathways were well tolerated, and all patients 

generated antibodies specific for MAGE-A3 (NCT01425749) [132]. 

Viral transfection has also been used to sensitize DCs. For example, in the study 

by Di Nicola et al. the tyrosine kinase gene was inserted into the vaccine virus of Ankara 

(attenuated version of the poxvirus) aiming to transfect DCs with this gene, since tyrosine 

kinase is one of the tumor antigens associated with melanoma. This vaccine was tested in 

six patients with malignant melanoma in stages 3 and 4, with a gradual increase in TCD8+ 

specific cells for the tumor antigen and an increase in IFN-γ in the bloodstream of patients 

from the 5th day after injection [29]. Another virus used as a transfection vector is the 

adenovirus, more specifically the virus with defective replication that encodes the 

MART-1, a melanoma antigen. This is an immunogenic antigen, normally expressed in 

normal pigment cells, which is exacerbated in malignant cells, including melanomas. This 

virus was used to sensitize DCs of 14 patients with metastatic melanoma, aiming to 

activate MART-1-specific T CD8+ and CD4+ cells. After administering three doses of 

107 DCs, authors observed an increase in serum levels of IFN-γ as well as in the number 

of  circulating MART-1-specific CD8+ T cells, compatible with the stabilization of the 

disease in four out of 14 patients, and with the increased mean survival time from 27 to 

42 months in other 4 patients [16]. 

 DCs can also be sensitized with artificial vectors, such as artificial adjuvant vector 

cells (AAV), which are fibroblasts artificially expressing α-galactosylceramide (α-

GalCer), a structure morphologically similar to CD1d, able to stimulate invariant NK cells 

(iNK). This NK subset is characterized by highly expressing the invariant αβ chains of 

the T cell receptor (TCR) and producing IL-4 and IFN-γ, being able to stimulate a Th1 

response [14]. Unlike conventional T cells, which recognize peptides linked to MHC 



molecules, iNK cells recognize glycolipids linked to non-polymorphic MHC class I 

molecules, called CD1d [67]. When iNK recognize the AAVs they destroy these cells 

and, in addition, they activate DCs that phagocytize the cellular fragments of these vectors 

[39]. In an experimental in vivo trial, the group observed an increase in IFN-γ and a 

reduction in tumor mass [40], while in the phase I/II clinical study, 17 out of 18 patients 

with advanced lung cancer treated with AAVs had increased production of IFN-γ, with 

increased survival of 18 months higher than the control patients [93]. 

The transfection of nucleic acids with non-viral vectors and their subsequent 

protein expression in DCs has also been widely used. The technique consists in isolating 

genetic material from tumor cells, joining them to a non-viral transfection vehicle that 

introduces this information into the DCs, which can later express the corresponding 

proteins for antigenic presentation, allowing tumor antigens (exogenous), usually 

presented in association with MHC class II molecules, are now presented in the context 

of class I molecules (after cytosolic processing)[90]. In our previous studies, we 

transfected iDC with total RNA from HCT-116 colon cancer cells, previously treated with 

5-fluorouracil (5-FU). We observed that these DCs showed increased expression of 

maturation and co-stimulation markers (CD83, HLA-DR, CD80 and CD86), compared to 

DCs transfected with RNA from untreated tumor cells. In addition, we observed a 

functional improvement in DCs, evidenced by the increased capacity to induce the 

proliferation of allogeneic T cells, improved generation of  HCT-116-specific CD8+ T 

cells, and increased in vitro production of IFN-γ (116). In a similar study, using an animal 

model, we observed that mice treated with DCs sensitized with total RNA from tumor 

cells exposed to 5-FU, significantly reduced the growth of tumor cells implanted 

subcutaneously [25]. In a phase II clinical study, 43 patients with castration-resistant 

prostate cancer, previously treated with docetaxel, were treated with autologous DC 



vaccines transfected with mRNA encoding prostate specific antigen (PSA) and prostate 

acid phosphatase (PAP). The authors observed that the mean survival time and 

progression-free survival time slightly increased compared with patients treated with  

docetaxel alone, with 78% of patients showing a specific response to PSA and PAP [65]. 

Another method used to sensitize DCs, with very promising results, is the creation 

of hybridomas composed of DCs and tumor cells. This allows DCs to be exposed to a 

wide range of tumor-associated antigens (ATTs) from autologous tumor cells [142] and 

to process them endogenously and present peptides simultaneously through MHC class I 

and II, resulting in the activation of both TCD4 + and TCD8+ cells [64]. To demonstrate 

this, Pinho and Barbuto et al. used breast cancer cells that constitutively express a 

cytomegalovirus (CMV) antigen and fused them by electrofusion with moDCs. The 

resulting hybrid cells expressed CD80, CD86, CD83, HLA-DR and MHC-I in higher 

levels than the unfused DCs. In addition, hybrid DCs induced the expansion of CMV-

specific cytotoxic T lymphocytes (CTL) and a high production of IFN-γ when exposed to 

CMV+ tumor cells [108]. Clinical trials using this technique in cancer patients have had 

similarly promising results, for instance in patients with kidney or metastatic breast 

cancer. Hybrid DCs were inoculated in 23 patients, with stabilization of the disease 

observed in five patients with breast cancer and five with renal cancer. The disease 

regressed almost completely in two of the patients with an intense reduction in tumor 

masses. In addition, in most patients, a large number of CD4+ and CD8+ T cells 

expressing IFN-γ were found [9]. In another phase I/II study, DCs generated in vitro were 

fused with glioma cells from 32 patients with gliobastoma and inoculated intradermally 

in their cervical region. The patients were divided into 2 groups, one consisting of patients 

with recurrent temozolomide-resistant gliobastoma (n=10), and  the other with recently 

diagnosed patients (untreated patients; n=22). Therapy was well tolerated in both groups, 



and in those temozolomide-resistant patients the average of progression-free survival and 

overall survival were 10.3 and 18.0 months. In contrast, in the recently diagnosed patients, 

these times were much higher, with averages of 18.3 and 30.5 months, respectively. In 

both groups, results were superior to those of conventional temozolomide therapy [117]. 

In addition, in the resistant group, hybrid DCs have been shown to have specific immune 

responses against chemoresistance-associated antigens (WT-1, gp-100 and MAGE-A3) 

highly expressed in temozolomide-resistant gliomas [4]. 

Thus, although there is no standard protocol for the preparation DCs for clinical 

use, all vaccine proposals have their low toxicity as a very positive common point. 

According to most reports, the most common side effects in clinical trials were grade 1 

or 2 events, including fever, pain and inflammation at the injection site [6], enabling safe 

use in different types of cancer, as reported below. 

1. Prostate cancer 

Prostate cancer is the second most prevalent cancer in men, with an estimated 

incidence of 65,840 cases in 2020 in Brazil [55]. For diagnosis, prostate specific antigen 

(PSA) and prostatic acid phosphatase (PAP) are used, both almost exclusively expressed 

in prostate epithelial cells and increased in cancer tissues, therefore, both represent the 

most commonly used serum markers for diagnosis and for monitoring prostate cancer 

[158]. Most patients are diagnosed when the tumor is still delimited by the organ, so 

radical prostatectomy, radiotherapy and chemotherapy are effective modalities of 

treatment in such cases [78]. However, almost 30% of patients experience cancer 

recurrence [153], motivating the search for therapeutic vaccines. One of the first attempts 

of anti-tumor immunization was based on the affinity of PSA peptides to HLA-A2 [101]. 

It has been demonstrated the possibility of simultaneous induction of specific cytotoxic 

T cells for different epitopes, by combining several known PSA peptides obtained from 



patient samples, linked by an oligopeptide. However it depends on the patient's HLA 

panel for effectiveness [23]. The first results of autologous DC vaccines were hopeful, 

since a decrease in serum PSA levels was observed without side effects [159]. 

Years later, in 2010, the FDA would approve the first therapeutic vaccine based 

on DCs, the Sipuleucel-T, after 4 years of clinical studies. This vaccine is composed of 

autologous DC originated from monocytes obtained by leukopheresis and sensitized with 

a recombinant fusion protein of GM-CSF and PAP. In the first two phases of clinical 

studies involving 31 patients with metastatic prostate cancer, side effects were not 

reported, and a decrease in serum PSA levels was also found [133]. Then, in the phase III 

randomized clinical trial, 127 patients with metastatic prostate cancer were evaluated. 

After 36 months of treatment 34% of the patients were alive, compared with 11% in the 

control group, who had average survival of only 4.5 months. The mean T cells counting 

was eight times higher in treated patients than the controls [135]. These results were so 

well received that their use as therapy in conjunction with other first line chemotherapy 

[111,134] (NCT01981122) and radiotherapy [147] (NCT01818986) also had remarkable 

results. Most current clinical studies work in the same way, always using DC-based 

vaccines in combination with other antineoplastic agents, including immunotherapeutics 

such as Nivolumab or Pembrolizumab (PD-1 blockers) (NCT03525652, NCT03600350, 

NCT04090528) [155]. 

2. Breast cancer 

Breast cancer represents approximately 25% of all cancers in the world [130]. In 

2020, 66,280 new cases of breast cancer are estimated in Brazil. In addition, the risk of 

this disease in women is estimated between 10% and 12.8% [55]. The prognostic markers 

most commonly used for the diagnosis of this disease are estrogen hormone receptors 

(ER), progesterone (PR) and human epidermal growth factor receptor (HER2), which are 



usually expressed on the surface of breast cancer cells [57,105]. In recent years, mucin 1 

(MUC1) has been added to the marker panel, as it is overexpressed in patients with poor 

prognosis [60]. The main methods used in therapy against breast cancer are surgery, 

radiotherapy, chemotherapy and hormonal therapy [91]. The most widely used DC 

vaccine against breast cancer was Lapuleucel-T, which uses a principle similar to the 

Sipuleucel-T, with HER2 recombined to the adjuvant GM-CSF. It was observed that the 

18 patients reaceiving this DCs tolerated the therapy very well, with no adverse effects 

and without increasing the T lymphocyte counting [106]. However, one of the 

disadvantages of this vaccine was that its effectiveness depends on the expression of 

HER2 or MUC-1 in the cancerous tissues of patients [89]. Therefore, in patients whose 

tumor has low expression of these markers, it has been proposed to use DC sensitized in 

vitro with autologous tumor lysates, resulting in high production of specific CTL and 

production of IFN-γ in vitro [28], as well as proliferation of T CD4+ and TCD8+ cells 

[42]. Currently, clinical trials use DC vaccines pulsed with HER-2 peptide with 

neoadjuvant chemotherapy (NCT03387553, NCT02063724, NCT02061423) and new 

approaches like the use of neoantigens (synthetic peptides formed from patient biopsies) 

to pulse autologous DC (NCT04105582). 

3. Colorectal cancer 

The most recent statistics indicate that colorectal cancer (CRC) is the third most 

common cancer in the world [130] and will affect more than 40,990 people by the end of 

2020 in Brazil [55]. Conventional therapy for patients with CRC is based on total or 

partial colectomy, usually followed by adjuvant or neoadjuvant chemotherapy [15]. 

Although 80% of CRC patients treated with surgery and chemotherapy have a mostly 

favorable response [144], a recent study shows that 50% of CRC cases treated with the 

mentioned procedure have tumor recurrence [126]. Under this premise, the use of 



immunotherapy as a complementary treatment to combat this disease was evaluated. In 

the past decade, there have been relatively few studies of DC vaccines applied to CRC 

compared to other cancers. 

The three largest completed studies were randomized phase II studies performed 

on patients with colorectal cancer who underwent surgical metastasis resection, followed 

by DC vaccination. In chronological order, the first involved ten patients with CRC and 

liver metastases treated with three doses of vaccines of DCs pulsed in vitro with CEA 

peptide (carcinoembryonic antigen), intradermally and intravenously before resection of 

liver metastases. Liver biopsies from seven out of 10 patients revealed a high number of 

CEA-specific T cells with production of large amounts of IFN-γ. Another interesting 

finding was the presence of CEA-specific T cells in lymph nodes close to liver metastases 

in one patient, but not in peripheral blood [76]. In the second study, 26 patients with liver 

metastases from CRC, received randomly DC vaccines previously activated by the 

soluble CD40 ligand (CD40L), with a five-year follow-up. When CD40L binds CD40 on 

the surface of DCs, it stimulates the production of IL-12, activating T cells towards the 

Th1 profile [83]. In vitro analysis showed that, although the addition of CD40L did not 

increase the expression of MHC I or II in DC, it increased the expression of CD86. 

Unfortunately, these findings were not sufficient to improve the patient's immune 

response or recurrence-free survival (RFS), which was 58% in the first year and 38% in 

5 years. Thirty-three percent of treated patients had a favorable response against the 

tumor, one week after vaccination, with increased levels of IFN-γ, and these same patients 

had a longer time to recurrence (63%) in 5 years than those with low IFN-γ levels (18%). 

Unfortunately, these findings were not significantly better than those observed in the 

control group [10]. 



In the third study, two types of treatment were applyied, the first using DCs treated 

ex vivo with a viral vector encoding CEA and MUC1 called “PANVAC” (DC/PANVAC) 

and the second directly injecting PANVAC together with GM-CSF (PANVAC-P) in 76 

patients with metastatic CRC. The results show that the RFS was similar between the two 

groups (47% DC/PANVAC vs 55% PANVAC-P). A 2-year overal survival increased in 

both groups, achieving being 94% of patients in the DC/PANVAC group and 87% of 

patients in the PANVAC-P group. Finally, the specific response of T cells against CEA 

was similar in both groups [92]. The results indicate that the best results are achieved with 

the use of DCs vaccines as complementary postoperative therapy. Since the tumors are 

different in each patient, the use of lysates obtained from tumor biopsies as a source of 

the unique tumor antigens of these patients would increase their efficiency 

(NCT02919644, NCT04147078). 

4. Other types of cancer 

The clinical efficiency of DC-based vaccines has been tested in all types of cancer 

at different stages [43,150], among them, one that has shown promising results was 

melanoma. In the phase II study by Boudewijns et al. [13] patients with melanoma in 

stage III (n=22) and IV (n=32) were included. These patients received three doses of DC 

vaccines transfected with gp100 mRNA and tyrosinase (tumor antigens highly expressed 

in melanoma) treated or not with cisplatin [26]. The best results were observed in patients 

treated with DCs transfected in combination with cisplatin, showing an increase in T 

CD8+ cells in 56% of patients in phase IV compared to the isolated application of DCs 

(40%). However, there was no significant difference between the protocols applied to 

patients in phase III. In another randomized study, still in progress, 144 patients with 

high-risk melanoma in stages III and IV were treated with pre-sensitized DCs with 

autologous tumor lysate for 18 months. Preliminary results show that the application of 



of sensitized DCs significantly improves the disease-free survival time (51.8% vs 27.1% 

of control group) and the  overall survival  (92.9% vs 70.3%). Stage IV patients showed 

a 49.7% increase in free survival compared to 29.4% for placebo control, and stage III 

patients showed a 68.6% increase compared to 9.4% of placebo (NCT02301611). 

Similar results were observed in the treatment of glioblastoma, one of the cancers 

with the highest rate of complications in surgery [58], indicating that the use of 

therapeutic DC vaccines is one of the alternatives to be considered for the treatment of 

this disease. In the randomized, phase II study with placebo by Wen et al., 124 patients 

with newly diagnosed glioblastoma were divided into 2 groups, the first (n=81) treated 

with DCs sensitized with tumor antigens expressed in glioblastoma (AIM2, MAGE1, 

TRP-2, HER2, IL-13Rα2 and gp100) and the second (n=43) treated with placebo. Patients 

received four DCs applications per week for 12 months, which increased the overall 

survival time by 2.2 months and the progression-free survival time by 2 months compared 

to the placebo group [154]. 

Since conventional glioblastoma therapy consists of resection of the tumor (when 

possible) followed by radiotherapy and temozolomide, there is a low overall survival of 

15 months on average [140]. In a phase II study with 32 newly diagnosed patients with 

low residual tumor volume after resection, a vaccine for DCs pulsed with autologous 

tumor lysate was combined with conventional therapy. DCs treatment started before 

radiotherapy and continued during treatment with temozolomide. The results showed a 

median overall survival of 23.4 months, a time almost nine months longer than that 

observed in patients treated with only conventional therapy. In addition, the authors 

observed an increase in the proliferation of TCD8+ cells, and the production of IFN-α 

and IL-12 after vaccination in 11 patients [56]. 



Some forms of leukemia have also been investigated for the feasibility of using 

DC vaccines, such as acute myeloid leukemia (AML)[100]. In a phase II study, the effect 

of DC vaccines transfected with WT1 mRNA, an antigen overexpressed in AML[110], 

was investigated in 30 geriatric patients with a very high risk of relapse. The anti-

leukemic response was evidenced by the decrease in the blast counting in peripheral blood 

and stabilization of red bone marrow in 13 patients, four of them also  stabilized the  

disease. The overall survival rate was higher in the 13 patients who responded to 

treatment, compared to those who did not respond (53.8% vs. 25.0%). To demonstrate a 

correlation between clinical response and immune stimulation caused by DC vaccination, 

the frequency of cytotoxic T cells and  production of cytokines were evaluated. The 

authors observed an increased proliferation of WT1-specific TCD8+ cells and an 

increased production of IFN-γ and TNF-α in all patients, especially in those who 

positively responded to treatment [7]. 

WT1 is also overexpressed in acute lymphoid leukemia (ALL) [148], and its 

peptides have been used to sensitize DCs for the treatment of ALL in pediatric patients. 

In the clinical case reported by de Saito et al. a 15-year-old girl received a hematopoietic 

stem cell transplant and 14 doses of allogeneic DCs-vaccine, sensitized with WT1 antigen 

(the donor was her sister with compatible HLA). The data show that WT1-specific 

TCD8+ cells were detected since the seventh vaccine application and the proliferation of 

those cells increased following subsequent vaccinations. In addition, authors observed the 

remission of blasts in the peripheral blood after the fourth dose of vaccine. which was 

mantained for 44 months [120]. 

 

 



III. Conclusion 

These data allow us to conclude that DC-based anti-tumor vaccines are safe, and 

their production is feasible in many medical centers. Compared to other more invasive 

protocols that involve serious side effects, the use of DCs as therapeutic vaccines rarely 

induces side effects when combined with other therapies. This feature allows these 

therapeutic vaccines to be used as complementary therapy for cancer patients, especially 

in those with difficult surgical excision or for prophylaxis of relapsing diseases. Although 

the clinical use of these vaccines is not definitive, mainly due to the large variety of 

protocols, which makes difficult to standardize it in a scale, finding new ways to increase 

the immunogenicity of tumor antigen sources and new combinatorial therapies with DCs 

remain a challenge for making the clinical application of these vaccines more efficient 

and feasible. 
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