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Abstract 

Colorectal cancer (CRC) is one of the main causes of death worldwide and its conventional 

treatment is based on surgery, cytotoxic chemotherapy and radiotherapy, or a combination of 

these therapeutic modalities. The main chemotherapeutic agents for fighting CRC are 

metrotexate, 5-aza-2-deoxycitidine, taxans and 5-fluorouracil. Usually, their administration is 

based on maximum tolerable doses, but it has been shown that low concentrations of most of 

these drugs upregulate the immune system, both enhancing the immune responsiveness and 

increasing the immunogenicity of tumor cells. These features are associated with translational 

changes of a couple of genes, among them, there is an increased expression of heat-shock 

proteins (HSPs).  Although the expression of HSPs may represent an adaptive response of 

tumor cells to the drug-induced damages, there is evidence that some of these proteins are 

fundamental for antigen processing and presentation by antigen-presenting cells. Then, in the 

present review we aimed to show that increased expression of HSPs by drug-treated tumor 

cells may be favorable for the development of an effective immune response, and that this 

phenomenon should enhance the combinatory schedules of chemotherapy and 

immunotherapy. 
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1. Introduction  

Colorectal cancer (CRC) is the third main cause of death worldwide [1] and about 142,820 

new cases and 50,830 deaths are expected in 2013 in the United States [2]. In Brazil, as well 

as in other western developing countries, this disease reaches the third  position among the 

most frequent cancer with 30,000 cases in 2012, following prostate and lung  cancer in men, 

and breast and cervix in women [3]. 

CRC can be classified as familial or sporadic disease. About 15-25% of the patients 

develop the inherited familial form whereas the majority presents with the sporadic form  (75-

85%) [4]. Therefore, besides the genetic predisposition for CRC many other risk factors 

contribute for the development of this disease. Indeed familial history of CRC is strongly 

influenced by the occurrence of bowel inflammatory diseases, smoking, low physical activity, 

high body mass index, high red meat intake, low intake of vegetable and fruits [5] and high 

alcohol intake [6]. 

The conventional treatment for CRC is based on three modalities of therapy: surgery, 

cytotoxic chemotherapy and radiotherapy [7]. The surgical resection of the primary tumor is 

effective for several types of cancer, however immune suppression induced by pre and post-

surgery stress is a commonly observed clinical complication [8-10]. Chemotherapy and/or 

radiotherapy are usually complementary to surgery aiming to eliminate residual tumor cells. 

However, they frequently promote deep myelosuppression  that can affect the normal 

functions of the immune system, impairing both the innate and adaptive immunity [11]. 

The main chemotherapeutic agents for CRC are metotrexate and 5-aza-2-deoxycitidine 

(anti-metabolites), paclitaxel (PAC) and docetaxel (anti-microtubules taxans), 5-fluorouracil 

(fluoropyrimidine), doxorrubicin (topoisomerase inhibitor), and cisplatin (platinum agent) 

[12-14]. PAC is one of the main antitumor drugs developed in the last two decades and its 
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efficacy has been confirmed for the treatment of breast, ovarian and gastric cancer [15]. Its 

antitumor effects are attributed to the suppression of microtubules dynamics and consequent 

impairment of the cell division process [16].  

For metastatic diseases and non-operable tumors, the  maintenance of cytotoxic 

chemotherapy is the main therapeutic option [17]. Usually, the therapeutic schedule consists 

in the administration of  the maximum tolerable dose (MTD) of a cytotoxic agent, aiming the 

elimination of the highest number of tumor cells [18]. Although this strategy is largely used, 

the variety and intensity of collateral effects due to the drug toxicity, as well as the rising of 

drug resistant tumor cell variants, must be considered for this kind of treatment. Among the 

most commonly observed side effects we can cite gastrointestinal disorders, liver disorders, 

reduction of leukocytes number, thrombocytopenia, increased risk of infection and bleeding, 

arthralgia, damage to cardiovascular and nervous system and hair loss [19-22]. The deep 

myelosuppression and the extreme collateral effects in some patients require the drug 

administration being followed by three to four-week intervals, allowing the normalization of 

neutrophils, lymphocytes, macrophages and dendritic cells (DCs). However, during this 

recovering period drug-resistant tumor cells take advantage of the host immune suppression 

and low levels of cytotoxic agents to adapt and grow, enhancing the chances of cancer relapse 

[23].  

2. Immunomodulation with low concentrations of chemotherapeutic agents  

Some patients do not resist the collateral effects associated with the administration of MTD 

of antitumor drugs. These people can be submitted to an alternative schedule called 

metronomic chemotherapy, based on the administration of a much lower concentration of 

antineoplastic agents (10-33% of MTD), in a more frequent schedule in order to keep the 
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serum levels of the drug and reduce the collateral effects. Moreover, such low doses are able 

to inhibit angiogenesis at the tumor site, as well as preserve the activity of immunocompetent 

cells [7, 24, 25]. 

How metronomic chemotherapy works is not completely understood, but one of the main 

targets are the endothelial cells, which take part in the tumor neoangiogenesis. These cells are 

more sensitive to the cytotoxic activity of antineoplastic drugs than tumor cells themselves. 

Therefore, low dose can be enough to impair angiogenesis, and inhibit the tumor growth [7].  

Shurin et al. [26] have observed that contrasting with MTD, low nontoxic levels of 

chemotherapeutics such as PAC, doxorubicin, mitomicin C and methotrexate up regulate the 

antigen presenting function of murine DCs in vitro. The authors observed that drug-treated 

DCs showed increased ability to present ovalbumin epitopes for anti-OVA T hybridoma, and 

that such a phenomenon is associated  with the upregulation of  the major histocompatibility 

complex (MHC) class I antigen processing machinery (proteasomes LMP7 and 10, 

calmodulin 2, MB1, tapasin, TAP and calnexin). In addition, this upregulatory effect was 

shown to be dependent on the increased production of interleukin-12 (IL-12) [26]. This group 

has also observed that human monocyte-derived DCs are up regulated by the exposure to 

nontoxic concentrations of selected antitumor agents such as PAC, azacytidine, vinblastin and 

doxorubicin, enhancing their maturation and antigen-presenting function [13]. 

Other authors have demonstrated that administration of low dose cyclophosphamide in 

tumor-bearing mice enhances DCs activity. In such a condition this agent seems to promote 

the preferential elimination or suppression of regulatory T cells, which facilitates the 

development of an efficient immune response [27]. Then, as recently reviewed by Nars & 

Kaneno [28], low density therapy enhances the maintenance or even the upregulation of the 
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immune response. It points for the feasibility of the combinatory approaches using 

antineoplastic agents and immunotherapy with DCs.  

DCs are the main professional antigen presenting cells [29], that evolve from bone marrow 

myeloid precursor [30], and can be found in most tissues [31]. Immature DCs show high 

ability of antigen intake and processing and, are efficiently driven by chemotactic signals to 

lymphoid organs. In such sites, mature DCs efficiently present antigens for T lymphocytes. In 

fact, DCs have the singular ability to present antigens for naïve T cells, being fundamental for 

triggering the immune response [32]. Reduced antigen processing capacity, increased 

expression of MHC, increased expression of costimulatory and adhesion molecules, 

expression of cytokine receptors, and reorganization of  the  cytoskeleton are the main 

features of DCs maturation [33]. This maturation step is crucial for an efficient induction of T 

cell response; otherwise the immune response can be negatively modulated. In fact, DCs can 

be found in the tumor site, but there is only a low frequency of mature cells, mainly in 

metastatic tumors [34], with prevalence of immature or tolerogenic DCs [35].   

DCs constitutively have both class I and class II MHC molecules. Tumor antigens 

endocytosized by these cells are regularly processed by the endocytic route for presentation of 

peptides in association with MHC II molecules. However, DCs have the unique ability of 

associating exogenous antigens peptides to  MHC I molecules through cross priming or cross-

presentation [36-38]. 

The central role of DCs on antigen presentation and induction of antitumor immunity 

supported the proposals of DCs-based therapeutic antitumor vaccines, aiming to stimulate the 

proliferation of a large number of specific CD8+ effector cells, as well as break the 

immunosuppressive status at the tumor microenvironment [39, 40]. Although this kind of 
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therapy shows promising results, clinical results indicate the necessity of optimized 

approaches in order to increase its success [41]. 

Concerning to this, the antigen choice and antigen loading method are two fundamental 

variables to be considered for the in vitro generation of therapeutic DCs vaccines. Then, the 

approaches include the use of tumor cell lysates [42, 43], tumor antigen peptides [44, 45],  

heat-shock proteins (HSPs) [46], nucleic acids [47-49], and the generation of DC:tumor 

hybridomas [50, 51]. 

DCs migration and maturation can be influenced by the activation of Toll-like receptors 

(TLRs) [52, 53]. These receptors are among the main pattern recognition receptors (PRR)  

and are able to recognize common microorganism components, and activate and induce 

cytokine production by DCs, thus establishing a bridge between the innate and adaptive 

immune responses [54, 55]. For tumors, DCs TLRs are able to link to “danger signals” 

(alarmins), such as HSPs [56], the high mobility-group box 1 (HMGB1) [57] and calreticulin 

[58]. 

Usually the administration  of  high concentrations of chemotherapeutic agents induce 

tumor cell apoptosis or necrosis and the resulting dead cells are considered non-immunogenic 

or weakly immunogenic [58], hindering the development of a specific antitumor immune 

response. An inefficient antitumor responsiveness facilitates the survival of drug-resistant 

populations of tumor cells, which may be one of the explanations for the absence of 

spontaneous specific immune response in patients submitted to conventional MTD therapeutic 

schedule. Although almost all patients included in immunotherapeutic protocols have been 

submitted to chemotherapy, just recently the association of these two modalities of treatment 

has been systematically studied, showing that the previous or concomitant administration of 

low dose chemotherapy does not interfere with the efficiency of immunotherapy [59-62].  
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Oxaliplatin [63]  and  antraciclin [64] are able to induce immunogenic death of tumor cells, 

which is featured by the pre-apoptotic expression of calreticulin [58] and pos-apoptotic 

expression of HMGB1 [58]. Calreticulin is one of the components of the antigen processing 

machinery that is usually found at the endoplasmic reticule vesicles. However, treatment with 

such drugs induces its transportation to the cytoplasmic membrane and expression on cell 

surface [58], working as an important danger signal to be recognized by DCs and for 

activation of the immune system.  On it turn, HMGB1 is a nuclear component associated with 

non histone chromatin [57], which can interact with several receptors on DCs surface, 

including TLR4 [63].  

3. Effects of chemotherapeutic agents on the expression of heat-shock proteins (HSPs)  

DNA microarray analysis of  HCT-116 colon cancer cells showed that the treatment with 

nontoxic concentration of PAC induces transcriptional changes of a wide variety of genes 

[45]. Among them, three groups of genes stand out due to their importance for triggering 

specific immune responses: a) components of antigen processing machinery by the cytosolic 

route (calnexin, proteasomes, TAP, calmodulin); b) HSPs, and c) tumor-associated proteins 

(colon cancer, breast cancer, prostate cancer and Wilm´s tumor antigens).  

A relevant change was the increased transcription of HSP40 and HSP70 mRNA.  HSPs can 

be divided into seven families according to their molecular weight: HSP10, small HSPs (15-

30 kDa), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 and HSP100 [65]. These proteins can be found in 

almost all cell compartments, including cytosol, mitochondria, nuclei, nucleoli, endoplasmic 

reticulum, and internal and external plasmatic membranes as well [66].  

These proteins are induced by thermal stress and other kinds of cell aggression, being 

involved in the protein repair through unfolding and aggregation processes [67]. Then, HSPs 
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expression can represent a mechanism for cell adaptation and resistance to drug-induced 

aggression. Such an expression is commonly referred as a mechanism for resistance of all 

cells against changes in the microenvironment, such as temperature rising, nutritional 

deficiencies, oxidative stress, and cell exposure to ionizing radiation [65]. 

HSPs share two functional domains, the first is an adenine binding domain that binds and 

hydrolyzes ATP and the other is a peptide binding domain that binds to protein hydrophobic 

residues. ATP binding promotes a critical conformational change that results in the release of 

the substrate-linked protein. Folding of de novo synthesized protein involves their interaction 

with one or more chaperones, and this association is enhanced by hydrophobic interactions 

with wide specificity HSPs [68]. 

HSP90 is a chaperone required for the stabilization of pos-translational and transducing 

signals for a number of proteins synthesized for cell growth and survival [69]. In fact, an 

antiapoptotic  role of  HSP90 was suggested by Elstrand et al. [70], who have shown the 

cytoplasmic expression of this protein in 97% of ovarian cancer samples. 

Immunohistochemical analysis showed higher frequency of positivity in those patients 

previously submitted to conventional chemotherapy with platinum salts and PAC [71]. Other 

authors reported that inhibition of  HSP90 upregulates the expression of mutated  epidermal 

growth factor receptors (EGFR) [72], and Akt kinase [73], making the cells more susceptible 

to the toxic activity of taxols.  

On the other hand, HSPs expression can be associated with the stimulation of the immune 

system and such an ability was shown for HSP70 [74], HSP90 [75], HSP170 and HSP110 

[76]. In a murine model, it was observed that HSPs are able to generate prophylactic 

antitumor immune response [77], since they perform an important role in macrophages and 
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lymphocytes activation, and DCs maturation [78], providing a link between the innate and 

adaptive immunity [79]. 

The immune response is not directed to HSPs per se, but rather to the bound  peptides [80, 

81], and there is a variety of receptors for HSPs [82]. For instance, interaction of TLR4 with 

target cell HSPs promotes its endocytosis and processing through the endocytic route and 

consequent peptide presentation through MHC II molecules [79]. Cytosol HSPs, such as 

HSP70 and  HSP90, and endoplasmic reticulum gp96, bind to endogenous antigen peptides 

and are transported to cell surface  MHC I for presentation to CD8+ T cells [83-85]. In 

addition, HSP90 inhibitor geldanamicin impairs the antigen presentation function of APCs 

through the interference on MHC II. This aspect deserves to be discussed, since HSPs help 

the expression of MHC I-associated peptides [86], driving the cross presentation of peptides 

which are processed through the endocytic route [87]. On the other hand, the presentation of 

endogenous peptides via MHC II has also been shown by some authors [88-90].  Therefore, 

there is evidence that HSPs-complexed peptides enhance both the exogenous and endogenous 

peptide presentation  via MHC II [91, 92]. In fact, Rajagopal et al. [93] have observed that the 

association of exogenous antigens to  MHC II molecules is highly dependent on HSP 90, 

while Houlihan et al. [94] have observed that this phenomenon can happen both with 

exogenous and endogenous peptides. These authors have also observed that induction of 

thermal stress interferes with peptide presentation but does not affect the MHC II density on 

the cell membrane. 

Another important role of HSPs is their ability to induce cytokine secretion, thus driving 

the features of the immune response. They stimulate the secretion of TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-

6 and granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), by macrophages and 

DCs [82, 95], IFN-γ by T cells [96, 97] and chemokines by macrophages [98, 99]. HSPs also 
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stimulate cell proliferation, cell migration, and cytolytic function of natural killer (NK) cells 

[100, 101].  

4. Conclusion  

In summary, we believe that chemotherapeutic schedules should be rationalized in order to 

take advantage of the immunomodulatory properties of antineoplastic agents. Therefore, 

combination of chemotherapy with different immunotherapeutic approaches could represent a 

favorable strategy for fighting cancer, mainly those based on DC vaccines. 
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Resumo 

Estudos prévios têm demonstrado que baixas concentrações de agentes antineoplásicos 

como ciclofosfamida e paclitaxel (PAC) modulam positivamente a resposta imune, 

estimulando linfócitos T e células dendríticas (DCs). Além disso, são capazes de aumentar a 

imunogenicidade de células de câncer colorretal humano HCT-116, e de induzir a transcrição 

de genes de proteínas de choque térmico (HSPs). No presente trabalho, tivemos como 

objetivo avaliar a expressão das HSPs 40, 70 e 90 e comparar o efeito da concentração efetiva 

mínima (CEM) com a concentração não-tóxica (CNT) de PAC sobre a imunogenicidade das 

células HCT-116. Células HCT-116 foram tratadas com a CEM ou com a CNT de PAC. 

Lisados tumorais foram analisados quanto à expressão das HSPs e utilizados para sensibilizar 

DCs derivadas de monócitos de sangue periférico de indivíduos normais. As DCs foram 

avaliadas quanto ao seu fenótipo e foram co-cultivadas com linfócitos T alogênicos para a 

avaliação da capacidade de estimulação desses linfócitos. O tratamento das células tumorais 

com ambas as concentrações da droga induziu o aumento da expressão de HSP40, enquanto a 

produção de HSP70 e HSP90 foram aumentadas apenas pela CEM e pela CNT, 

respectivamente. Observou-se ligeiro, mas não significante aumento da capacidade de 

indução da resposta alogênica. Houve também uma tendência ao aumento da expressão de 

CD40 nos grupos HCT, CEM e CNT. É possível que a expressão das HSPs contribua para o 

aumento de imunogenicidade induzido pelo PAC. A CEM é menos eficiente que a CNT em 

aumentar a imunogenicidade das células tumorais, mas não prejudica a capacidade das DCs 

de induzir a resposta alogênica nem seus marcadores fenotípicos de ativação. 

Palavras-chave Câncer colorretal . Células dendríticas . Imunomodulação . Proteína de 

choque térmico . Quimioterapia 
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Abstract 

Low concentrations of antineoplastic agents such as cyclophosphamide and paclitaxel 

(PAC) upregulates the immune system, stimulating both lymphocytes and dendritic cells 

(DCs). Furthermore, they increase the immunogenicity of human colorectal cancer cell line 

HCT-116, which was associated with transcriptional upregulation of heat shock proteins 

(HSPs) genes. In the present study, we aimed to evaluate the expression of HSPs 40, 70 and 

90 and to compare the minimum effective concentration (MEC) of PAC with the non-toxic 

concentration (NTC), in terms of enhancing immunogenicity of HCT-116 cells. HCT-116 

cells were treated with MEC or NTC of PAC. Tumor cell lysates were analyzed for the 

expression of HSPs and were used for the sensitization of peripheral blood monocyte-derived 

DCs from healthy donors. DCs were evaluated for their phenotypes and were co-cultivated 

with allogeneic T cells for evaluation of the stimulating capacity of these T cells. The 

treatment of tumor cells with both concentrations of the drug induced an increased expression 

of HSP40, while production of HSPs 70 and 90 were increased after treatment with MEC and 

NTC, respectively. We observed slight but not significant increase on the ability to induce 

allogeneic response. There was a tendency of upregulation of the CD40 marker in the HCT, 

MEC and NTC groups. It is possible that the expression of HSPs is responsible for the slight 

increase of immunogenicity induced by PAC. MEC was less efficient than NTC to increase 

the immunogenicity of tumor cells but did not impair the DCs ability to induce allogeneic 

response nor their phenotypic activation markers. 

Keywords Chemotherapy . Colorectal cancer . Dendritic cells . Heat shock protein . 

Immunomodulation 
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Introdução 

O câncer colorretal é o terceiro tipo mais frequente de tumor e a terceira causa de morte 

por câncer no mundo (1). No Brasil, esses tumores também ocupam a terceira posição entre os 

tipos mais frequentes, com 30 mil casos estimados no último ano, atrás dos cânceres de 

próstata e pulmão nos homens, e mama e colo do útero nas mulheres  (2). 

Seu tratamento convencional é baseado em três abordagens terapêuticas: cirurgia, 

radioterapia e quimioterapia (3). Essa última usualmente consiste na administração da dose 

máxima tolerável (DMT) de uma droga citotóxica, com o objetivo de erradicar o maior 

número possível de células tumorais (4). Apesar de apresentar bons resultados em parcela 

considerável dos pacientes, esse esquema terapêutico pode desencadear reações adversas, 

como alterações gastrointestinais, alterações hepáticas, trombocitopenia, aumento do risco de 

infecção e hemorragia, artralgia, danos ao sistema cardiovascular e nervoso, queda de cabelo 

e profunda mielossupressão, o que pode interferir no funcionamento normal do sistema 

imune, com prejuízo à capacidade de resposta inata e específica (5-8).  

Essa mielossupressão e os efeitos colaterais extremos exigem que a aplicação dos 

medicamentos seja seguida de um intervalo de três a quatro semanas para permitir a 

recuperação e a normalização dos parâmetros hematológicos do paciente. Esse período é 

necessário para a reconstituição dos níveis de linfócitos, macrófagos e células dendríticas 

(DCs). Porém, células tumorais resistentes à droga aproveitam essa condição de supressão das 

células do sistema imune e ausência de medicação para se adaptar e promover sua expansão, 

favorecendo a recidiva da doença, bastante comum em câncer metastático (9). 

A diminuição do número de DCs, após tratamento com quimioterápico em DMT, pode 

levar a um alto comprometimento do funcionamento do sistema imune adaptativo, uma vez 

que as DCs são as principais células apresentadoras profissionais de antígenos (10), com a 
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capacidade singular de apresentar antígenos a linfócitos T virgens, sendo, portanto, 

fundamentais no desencadeamento da resposta imune específica (11). Esse papel é favorecido 

pela expressão constitutiva de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade de 

classe I e de classe II (MHC I e MHC II) e de moléculas co-estimuladoras. Antígenos 

tumorais são endocitados por essas células, sendo regularmente processados pela via 

endocítica para apresentação de peptídeos em associação com moléculas do MHC II. 

Entretanto, as DCs têm a habilidade singular de associar peptídeos de antígenos exógenos às 

moléculas de classe I, promovendo o fenômeno de cross priming ou cross presentation (12-

14).   

A importante capacidade apresentadora de antígenos das DCs sustentou o desenvolvimento 

de vacinas terapêuticas antitumorais baseadas nessas células, com o objetivo de estimular a 

proliferação de um grande número de células T CD8 efetoras e de romper o estado de 

imunossupressão estabelecido no microambiente tumoral (15, 16). Essa abordagem 

imunoterapêutica foi favorecida pela demonstração de que as DCs podem ser diferenciadas in 

vitro a partir de monócitos de sangue periférico cultivados em meio suplementado com 

interleucina-4 (IL-4) e fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) 

(17).  

Como alternativa de tratamento quimioterápico dispensado aos pacientes que não resistem 

ao esquema da DMT, alguns centros empregam o esquema de quimioterapia metronômica, 

baseado na administração de doses bem mais baixas de agentes antineoplásicos (10-33% da 

DMT), porém mais frequentes, com o objetivo de manter seus níveis séricos efetivos e reduzir 

os efeitos colaterais. Além disso, essas doses mais baixas inibem a neoangiogênese no sítio 

tumoral e preservam a atividade das células do sistema imune (3, 18, 19). Estudos realizados 

com doses metronômicas de ciclofosfamida indicam que o principal alvo dessa modalidade de 
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tratamento são as células endoteliais de vasos neoformados, mais sensíveis à droga que 

células tumorais (3).  

Trabalhando com concentrações ainda mais baixas (concentrações não-tóxicas: CNT), 

nosso grupo observou, previamente, que os antineoplásicos paclitaxel (PAC), doxorrubicina, 

mitomicina C, metotrexato, azacitidina e vinblastina suprarregulam diretamente a habilidade 

das DCs murinas e humanas em apresentar antígenos a linfócitos T específicos em ensaios in 

vitro (17, 20). PAC é um taxol cujos efeitos antitumorais são atribuídos à supressão da 

dinâmica dos microtúbulos, resultando em defeitos na divisão celular (21).  

Os resultados do grupo indicaram que o tratamento in vitro de células de câncer colorretal 

humano HCT-116 com a CNT de PAC aumenta sua imunogenicidade e torna-as mais 

sensíveis à ação de linfócitos T citotóxicos (CTL) gerados in vitro (22). Esse aumento de 

imunogenicidade está associado à expressão de componentes da maquinaria de processamento 

de antígenos pela via citosólica. Além disso, a análise por DNA microarray evidenciou o 

aumento da transcrição de genes responsáveis pela expressão das proteínas de choque térmico 

HSP40 e HSP70 (22). Essas proteínas são induzíveis por estresse térmico ou outras formas de 

agressão, estando envolvidas na degradação e na autorreparação de proteínas danificadas (23). 

Em geral, as HSPs auxiliam a expressão de peptídeos associados às moléculas do MHC I 

(24). Por outro lado, essas proteínas são capazes de conduzir o cross priming para a 

apresentação de antígenos processados pela via endocítica (25), indicando que desempenham 

importante papel na ativação de macrófagos e linfócitos, e na ativação e maturação de DCs 

(26). Além disso, também tem sido evidenciada a ligação de peptídeos citoplasmáticos 

(endógenos) às MHC II (27-29), ampliando o papel apresentador dessas células. 

Apesar de nossos achados sobre a ação quimioimunomoduladora de concentrações 

ultrabaixas de quimioterápicos selecionados, tais concentrações são muito mais baixas do que 
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aquelas clinicamente utilizadas na terapia metronômica em pacientes com câncer. Assim, 

consideramos que o uso de uma concentração efetiva mínima (CEM), capaz de interromper o 

crescimento tumoral, representaria uma condição mais próxima daquela usada na prática 

clínica. Desse modo, para dar mais subsídio imunológico à prática da terapia metronômica, 

bem como investigar alternativas para a otimização de vacinas terapêuticas de DCs, o 

presente estudo foi formulado para avaliar se: a) a concentração efetiva mínima (CEM) de 

paclitaxel (PAC) atua de modo similar à concentração não-tóxica (CNT) sobre a 

imunogenicidade das células tumorais, e b) as células tumorais tratadas com as diferentes 

concentrações da droga afetam igualmente a expressão das proteínas de choque térmico 

(HSPs).  

Observamos que o tratamento das células tumorais com ambas as concentrações da droga 

induziu o aumento da expressão de HSP40, enquanto a produção de HSP70 e HSP90 foram 

aumentadas apenas pela CEM e pela CNT, respectivamente. Houve um ligeiro, mas não 

significante aumento da capacidade de indução da resposta alogênica. Houve também uma 

tendência ao aumento da expressão de CD40 nos grupos HCT, CEM e CNT.  
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Materiais e Métodos  

Determinação da concentração efetiva mínima (CEM) e da concentração não-tóxica (CNT) 

de paclitaxel (PAC) sobre células tumorais HCT-116 

Células de câncer colorretal humano HCT-116 foram cultivadas em estufa, a 37oC, sob 

tensão de 5% de CO2, em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1 

mM de piruvato de sódio, 1% de aminoácidos não-essenciais, 25mM de HEPES, 2 mM de L-

glutamina e 40µg/ml de gentamicina (meio completo).  

As células foram transferidas para uma placa de 96 wells de fundo plano (2 x 104 

células/ml) e, após 24 h de cultura, foram tratadas com concentrações crescentes de PAC, de 

0,5 a 120nM (n= 4). Após 72 h, o efeito citotóxico foi avaliado pela marcação das células 

vivas com thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT) (17), a 1mg/ml, por 2 h. Em seguida, a 

placa foi centrifugada, a solução de MTT foi removida e dimetilsulfóxido (DMSO) foi 

aplicado para a solubilização dos cristais de formazan. Após 5 min, a placa foi lida através de 

espectrofotometria em leitor de ELISA a 540nm. 

A densidade óptica (D.O.) das culturas de células tratadas com a droga foi comparada com 

o controle de lise espontânea, composto por células tumorais em cultura por 72 h 

(viabilidade de 100%), o controle de lise máxima, composto somente por meio de cultura 

(100% de lise) e o controle basal, representativo do número inicial de células tumorais, 

composto por células em cultura por 24 h. Estabeleceu-se como a CEM a menor concentração 

capaz de interromper o crescimento das células tumorais sem promover morte celular (ação 

citostática), similar ao controle basal, e como a CNT a concentração incapaz de interferir no 

crescimento das células em cultura (similar ao controle de lise espontânea). 
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Tratamento das células tumorais e preparação de lisados  

Células tumorais foram ajustadas a 2,5 x 105 células/ml nos ensaios com a CEM. Nos 

ensaios com a CNT, as células foram ajustadas a 1 x 105 células/ml, visto que nessa 

concentração as células continuam se proliferando, de modo que em uma concentração maior 

as células atingiriam 100% de confluência em um tempo muito precoce, resultando em morte 

celular. As células foram cultivadas em garrafas apropriadas por 24 h. No dia seguinte, foram 

adicionadas as soluções de PAC, seguindo-se um período adicional de 48 h. As células foram, 

então, removidas e lisadas por descongelamento e recongelamento rápido em cinco ciclos de 

exposição alternada a 37oC (banho-maria) e  -80oC (N2 líquido). Após esse procedimento, as 

células foram centrifugadas a 13000 rpm por 15 min e o lisado foi recolhido, quantificado e 

congelado.  

Análise de proteínas de choque térmico (HSPs) por ELISA  

Placas de cultura de 96 wells foram sensibilizadas com 40 µg/ml de proteínas do pool de 5 

amostras de lisados de células HCT-116 de cada grupo, pré-tratadas com a CEM de PAC, 

com a CNT ou não tratadas, diluídas em tampão carbonato-bicarbonato (triplicata). No dia 

seguinte, foi realizado o bloqueio de ligações inespecíficas com solução de leite em pó 

desnatado a 10%, diluído em tampão carbonato-bicarbonato. As placas foram incubadas por 2 

h com os anticorpos primários IgG policlonais de carneiro anti-HSP 40, 70 e 90 (1:40).  Após 

lavagem, a reação foi revelada com uso de anticorpo secundário de camundongo anti IgG de 

carneiro conjugado à peroxidase de raiz forte (mouse anti-goat IgG-HRP; 1:500), TMB, 

tampão citrato-acetato e H2O2. A reação foi interrompida com 50 µl de HCl 2M e, em 

seguida, a leitura foi realizada por espectrofotometria em leitor de ELISA a 450 nm, 

resultando em valores de D.O. 
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Geração de células dendríticas (DCs) humanas 

DCs humanas foram geradas a partir de células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) de indivíduos saudáveis, obtidas de buffy coat de bolsas de sangue de doadores 

voluntários do Banco de Sangue do Hemocentro de Botucatu, após esclarecimento sobre o 

projeto e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo). 

Após separação em gradiente de Ficoll-Hypaque e lise das hemácias, as PBMC foram 

ressuspendidas em meio de cultura AIM-V (Invitrogen) e distribuídas em placas de 6 wells (5 

x106 células/ml). Após 1 h e meia em estufa, a 37°C, sob tensão de 5% de CO2, as células não 

aderentes (linfócitos totais) foram removidas e criopreservadas. Os monócitos aderentes 

foram mantidos em cultura em meio completo com 80ng/ml de IL-4 humana recombinante 

(rhIL-4) e 80ng/ml de GM-CSF humano recombinante (rhGM-CSF) (PeproTech).  

Sensibilização de DCs humanas 

No quinto dia de cultura, as células frouxamente aderidas foram recolhidas, lavadas com 

meio completo, distribuídas em placas de 6 wells (106 células/well) e sensibilizadas com 100 

µg de lisado por well (proporção tumor:DC aproximada de 5:1). As culturas foram divididas 

em quatro grupos: DC (DCs imaturas não sensibilizadas com lisado tumoral), HCT (DCs 

sensibilizadas com lisado de célula tumoral não tratada com a droga), CEM (DCs 

sensibilizadas com lisado de célula tumoral pré-tratada com a concentração efetiva mínima) e 

CNT (DCs sensibilizadas com lisado de célula tumoral pré-tratada com a concentração não 

tóxica).  
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Reação mista de linfócitos (MLR) 

A atividade funcional das DCs foi avaliada através de sua habilidade em estimular a 

proliferação de linfócitos T alogênicos de indivíduos normais. No sétimo dia de cultura, DCs 

sensibilizadas de diferentes doadores (n= 5) foram co-cultivadas com linfócitos T de um 

único doador em placas de 96 wells, estabelecendo-se as proporções DCs: linfócitos T de 1:1, 

1:3, 1:10 e 1:30. A cultura foi mantida por quatro dias em estufa, a 37oC, sob tensão de 5% de 

CO2, e a proliferação de linfócitos foi avaliada pela capacidade de internalização de MTT e 

biotransformação em cristais de formazan por leitura espectrofotométrica em leitor de ELISA 

a 540 nm. Os resultados das culturas foram expressos como índices de proliferação, 

calculados através da fórmula: (D.O. experimental – D.O. linfócito)/ D.O. linfócito.  

Análise fenotípica das DCs 

Para a avaliação fenotípica, as DCs (2 x 105células/tubo) foram lavadas com Isoton (BD 

Biosciences) por 10 min a 1700rpm (n= 3). Foram, então, incubadas com os anticorpos 

monoclonais anti-CD14, CD1a, HLA-DR, CD40 e CD83 (BD Biosciences), conjugados com 

FITC ou PE, por 30 min, a 4oC e ao abrigo de luz. Após nova lavagem com Isoton, as células 

foram ressuspendidas em 50 µL de fixador e 450 µL de Isoton, adquiridas por citômetro de 

fluxo FACSCalibur e Software CellQuest (BD Biosciences), e analisadas pelo Software 

FlowJo versão 10.0.5. (Three Stars Inc.). Os resultados estão mostrados com base na 

intensidade mediana de fluorescência (MFI).  

Análise estatística 

Os resultados da determinação das concentrações de PAC sobre células HCT-116 e da 

expressão de HSPs foram submetidos à análise de variância (ANOVA), seguida do teste de 
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Tukey para comparações múltiplas. Os resultados do MLR e da citometria foram analisados 

pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn. Foram consideradas significantes as 

diferenças cujas probabilidades de erro foram menores que 5% (p<0.05). 

Resultados  

Determinação das concentrações de trabalho de PAC sobre células HCT-116  

A análise dos resultados do ensaio de citotoxicidade foi baseada na incorporação de MTT e 

redução em cristais de formazan, representando a população de células vivas. Cada diluição 

foi comparada com os controles de lise espontânea (viabilidade de 100%), lise máxima (100% 

de lise) e basal (24 h de cultura). Observamos na Fig. 1 que a concentração de 3,5nM foi a 

menor concentração capaz de interromper o crescimento das células tumorais sem promover 

morte celular (ação citostática), sendo definida como concentração efetiva mínima (CEM). 

Observou-se que a D.O. da cultura com essa concentração foi similar ao controle basal, que 

representa a quantidade de células equivalente à inicialmente colocada nos alvéolos de 

cultura, diferindo do controle de lise espontânea, em que as células puderam se multiplicar 

durante o período total de cultura (24 + 48h). A concentração de 0,5nM, cuja D.O. foi similar 

ao controle de lise espontânea, mostrou-se incapaz de interferir no crescimento das células em 

cultura e foi definida como concentração não-tóxica (CNT). 
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Fig. 1 Determinação da CEM e da CNT de PAC sobre células HCT-116. A monocamada 

de células tumorais foi submetida a tratamento durante 72 h com concentrações crescentes da 

droga, variando de 0,5 a 120nM. Após esse período, as células viáveis foram quantificadas 

por coloração pelo MTT. Ensaio representativo de 4 avaliações independentes. Dados 

expressos em D.O. (média ± erro padrão). max: controle de lise máxima; esp: controle de lise 

espontânea; basal: controle basal; a ≠ b; p<0.0001; ANOVA, seguida do teste de Tukey. 

Aumento da produção de HSPs por exposição ao PAC 

Observamos que o tratamento das células HCT-116 com a CEM e com a CNT do fármaco 

promoveu aumento da concentração de HSPs 40, 70 e 90 nos lisados dessas células, quando 

comparados ao lisado de células tumorais não tratadas (HCT). O tratamento com ambas as 

concentrações de PAC induziu aumento da expressão de HSP40 (CEM: 0,444 ± 0,074; CNT: 

0,412 ± 0,058 vs HCT: 0,225 ± 0,035; p<0,05). A produção de HSP70 foi aumentada nas 

células expostas à CEM (CEM: 0.722 ± 0.284 vs HCT: 0.222 ± 0.047; p<0,05), enquanto a 
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HSP90 foi elevada pela exposição à CNT (CNT: 0.526 ± 0.125 vs HCT: 0.273 ± 0.025; 

p<0,05) (Fig. 2).  

 

Fig. 2 Aumento da expressão de HSPs 40, 70 e 90 em lisados de células tumorais HCT-

116 pré-tratadas com a CEM (3,5 nM) ou com a CNT (0,5 nM) de PAC. Os níveis de 

HSP40, 70 e 90 foram determinados pela técnica de ELISA. Análise, em triplicata, do pool de 

lisados celulares de cada grupo. Dados expressos em D.O. (média ± erro padrão); p<0.05 vs 

HCT; ANOVA, seguida do teste de Tukey.  

Efeito dos lisados tumorais sobre a indução de reatividade alogênica 

A atividade funcional das DCs submetidas à sensibilização com diferentes lisados de 

células tumorais (DC, HCT, CEM e CNT) foi avaliada através da medida de sua habilidade 

em estimular a proliferação de linfócitos T alogênicos de indivíduos normais. Na Fig. 3, pode 

ser observada ligeira elevação da mediana da atividade proliferativa dos linfócitos co-

cultivados com as DCs sensibilizadas com lisados de células tumorais pré-tratadas com a 

droga. Entretanto, não se observou elevação estatisticamente significante da capacidade de 
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indução da resposta alogênica, indicando que o efeito da exposição das células às diferentes 

concentrações da droga foi irrelevante.  

 

Fig. 3 Efeito dos lisados tumorais sobre a indução de reatividade alogênica. DCs 

sensibilizadas com antígenos solúveis de células HCT-116 pré-tratadas com CEM ou com 

CNT de PAC foram co-cultivadas com linfócitos totais alogênicos por 96 h. Solução de MTT 

foi adicionada para coloração das células viáveis e, em seguida, foi realizada a leitura 

espectrofotométrica a 540nm. Ensaio representativo de 5 experimentos em triplicata. Dados 

expressos em índice de proliferação, sendo a linha transversal indicativa da mediana de cada 

grupo. Foi utilizada a proporção de 1:1 entre DCs e linfócitos T; teste de Kruskal-Wallis, 

seguido do teste de Dunn.  

Fenotipagem de DCs sensibilizadas com lisados de células tumorais pré-tratadas com PAC 

Como pode ser observado na Fig. 4, a sensibilização das DCs com lisados de células 

tumorais pré-tratadas com baixas concentrações de PAC não promoveu alterações 

significantes em seus perfis fenotípicos, exceto pela tendência ao aumento na densidade de 

CD40 nos grupos HCT, CEM e CNT, sendo mais evidente no grupo CNT (Fig. 4D; MFI: 

intensidade mediana de fluorescência). Em relação aos marcadores CD14, CD1a, HLA-DR e 
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CD83 não houve diferença significativa entre os grupos (Fig. 4A, B, C e E). A expressão de 

CD14 foi baixa, conforme o esperado.  

 

Fig. 4 Avaliação fenotípica (CD14, CD1a, HLA-DR, CD40 e CD83) de DCs 

sensibilizadas com lisado de células tumorais tratadas com a CEM ou com a CNT de 

PAC. Resultados de 3 avaliações independentes. Dados expressos em intensidade mediana de 

fluorescência (MFI), sendo a linha transversal indicativa da mediana de cada grupo; teste de 

Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn.  

Discussão  

A quimioimunomodulação é um fenômeno observado com o uso de baixas doses de vários 

agentes antineoplásicos, como a ciclofosfamida (30), a antraciclina (31) (32) e o PAC (22). 
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Formulado com o propósito de avaliar a expressão das HSPs em células tumorais tratadas 

com baixas concentrações de PAC, o presente estudo mostra que o tratamento com ambas as 

concentrações da droga induziu o aumento da expressão de HSP40, enquanto a produção de 

HSP70 e HSP90 foram aumentadas apenas pela CEM e pela CNT, respectivamente. Esses 

resultados indicam que as alterações transcricionais dos genes de HSPs, observadas em estudo 

prévio, por DNA microarray (22), se traduzem no aumento da expressão dessas proteínas. 

Nosso passo seguinte foi verificar se a concentração citostática (CEM) de PAC era capaz 

de promover o aumento da capacidade apresentadora de antígenos das DCs. Nossos resultados 

indicam que lisados de células tratadas com a CEM ou com a CNT da droga mostram ligeira 

tendência a melhorar a ativação da resposta imune alogênica, com pequena vantagem para a 

CNT.  

Uma das explicações para o aumento da capacidade apresentadora de antígenos das DCs 

sensibilizadas com lisado de células tumorais pré-tratadas com droga em baixas concentrações 

poderia ser o aumento da expressão de HSPs nessas células, proteínas que desempenham 

importante papel na ativação de macrófagos e linfócitos, e na ativação e maturação de DCs 

(26). O principal papel das HSPs é sua ação antiapoptótica nas células sob estresse térmico ou 

químico (33). Entretanto, essas proteínas também auxiliam a expressão de peptídeos 

associados às moléculas do MHC I (24), conduzindo o cross priming para a apresentação de 

antígenos processados pela via endocítica (25). Além disso, observou-se que a HSP90 

participa da associação de peptídeos citoplasmáticos e exógenos às moléculas do MHC II 

(34). Em nosso estudo, observamos associação entre a expressão de HSP 70 e 90 tanto com o 

pequeno aumento de atividade das DCs, quanto com a expressão de CD40, nos grupos CEM e 

CNT. 
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Em um estudo paralelo, observamos que a transfecção de DCs com RNA de células HT-29 

tratadas com baixas concentrações de PAC ou 5- fluorouracil (5-FU) torna as DCs mais 

eficientes em induzir a geração de CTL (dados não publicados). Visto que as células HT-29 

representam uma linhagem que não expressa moléculas de MHC I (22), o aumento da 

imunogenicidade das células tumorais pode não depender apenas do aumento de antígenos 

tumor-associados ou tumor-específicos. Assim, é possível que o aumento da expressão de 

“sinais de perigo” (alarminas), como HSPs (35), high mobility-group box 1 (HMGB1) e 

calreticulina (36) representem um alvo alternativo para os CTL gerados in vitro.  

Portanto, o aumento da expressão de HSPs, que poderia ser interpretado como uma 

tentativa de adaptação e resistência das células expostas à droga, pode também representar um 

fator favorável ao reconhecimento, processamento e apresentação de antígenos pelas DCs 

sensibilizadas com os lisados. É possível que as HSPs, induzidas pela exposição à droga e 

presentes nos lisados, estejam carregando peptídeos tumorais, facilitando sua associação às 

moléculas de classe I e/ou de classe II das DCs sensibilizadas. Assim, um aspecto que 

deveremos continuar a investigar é o efeito da CEM sobre as próprias DCs, bem como o 

efeito da droga sobre outras linhagens tumorais e sobre a expressão de outras alarminas 

(HMGB1 e calreticulina) para o melhor entendimento da quimioimunomodulação. 

Embora sem significância estatística, o resultado da ativação da resposta alogênica é 

coerente com achados prévios do grupo, demonstrando que a CNT de PAC aumenta a 

imunogenicidade de células HCT-116 (22). É importante notar que embora o lisado de células 

tratadas com a CEM não tenha suprarregulado a atividade das DCs, essa concentração não se 

mostrou prejudicial à sensibilização dessas células, indicando que não reduziu a 

imunogenicidade das células tumorais. 
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Entre as possíveis explicações para as diferenças entre os presentes resultados e aqueles 

previamente descritos pensamos, inicialmente, nas formulações da droga. Diferentemente do 

estudo anterior, em que se empregou o PAC purificado de Taxus brevifolia para uso não-

clínico (Sigma-Aldrich), no presente estudo utilizamos o produto sintético em solução, 

comercialmente disponível para uso terapêutico. Essa escolha foi feita com o objetivo de 

trabalhar com o máximo de similaridade com as condições observadas na clínica, entretanto, 

não sabemos se essa formulação poderia, de alguma forma, interferir nos parâmetros 

analisados.  

Um segundo e, talvez, mais importante fator é a utilização de métodos diferentes de 

detecção da proliferação celular. No presente estudo foi utilizado o método colorimétrico 

baseado na redução de MTT em formazan que, indiretamente, indica a atividade metabólica 

das células. Diferentemente, no estudo prévio do grupo, a atividade proliferativa das células 

foi analisada pela marcação com timidina triciada (3H-timidina), composto radiomarcado que 

se incorpora ao DNA das células em replicação. Assim, embora este último seja considerado 

o método de referência para a avaliação da proliferação celular, o fato de exigir o uso de 

radioisótopos impossibilitou sua utilização em nossa instituição. 

Finalmente, visto que trabalhamos com doadores de ambos os sexos, deve ser considerada 

a heterogeneidade de respostas devida a diferenças de bagagem genética, dimorfismo sexual 

(37) e níveis hormonais, que podem ter interferido na efetividade celular e na resposta ao 

estímulo. Sabe-se que as mulheres possuem mais resistência às infecções que os homens, 

devido, provavelmente, à superioridade das respostas imunes humoral e celular, que parecem 

estar diretamente relacionadas com os hormônios sexuais (38). De fato, já foi demonstrado 

que as DCs apresentam receptores para estrógeno e progesterona, os quais regulam a ativação 
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dessas células, aumentando a expressão de moléculas co-estimuladoras, como CD40, CD80, 

CD86, e também de MHC II (37).  

Em relação à análise fenotípica das DCs, observamos uma tendência ao aumento na 

densidade de moléculas CD40 expressas por DCs sensibilizadas com a CNT. Esse parece ser 

um marcador de ativação mais sensível à quimiomodulação visto que essa tendência já havia 

sido observada por nosso grupo (17). A interação CD40-CD40L induz as DCs a produzirem 

IL-12 e expressarem moléculas co-estimuladoras B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86), necessárias à 

ativação das células T CD8 efetoras (39). A IL-12, por sua vez, pode induzir a produção de 

IFN-  por células T e estimular a proliferação de células T ativadas (40). 

Os protocolos de preparação de vacinas de DCs podem variar desde o uso de lisados de 

células tumorais (41,42), peptídeos (22, 43), HSPs (44) e ácidos nucleicos (45-47), até a 

geração de hibridomas DC: tumor (48, 49). Em um estudo que esta sendo paralelamente 

desenvolvido pelo grupo foi utilizado RNA total de células tumorais para a sensibilização das 

DCs, observando-se que sua transfecção com RNA de células tratadas com baixas 

concentrações de 5-FU apresenta aumento da capacidade de ativar a resposta alogênica e de 

estimular a geração de células T citotóxicas (dados não publicados). Esses resultados indicam 

que o 5-FU, principal agente antineoplásico utilizado no combate ao câncer de cólon, também 

potencializa a imunogenicidade de células tumorais e que baixas concentrações poderiam ser 

utilizadas em associação com a administração de vacinas de DCs. Assim, embora utilizando 

outro agente antineoplásico, a transfecção das DCs com ácido nucleico tumoral parece ser 

eficiente em induzir a expressão proteica das alterações gênicas promovidas pela exposição à 

droga.  

A escolha, no presente trabalho, pela utilização de lisados das células tumorais para essa 

sensibilização deveu-se ao fato de que a) proteínas tumorais induzidas pelo tratamento seriam 
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mais provavelmente expressas pelas células tumorais do que nas DCs transfectadas com o 

RNA tumoral; b) o lisado não é suscetível à influência de nucleases, tornando-se um material 

mais estável para manipulação; c) os lisados representariam o repertório dos antígenos 

presentes nas células tumorais íntegras, similar à condição do paciente; d) sua preparação é 

mais rápida e de menor custo. Por outro lado, o lisado pode conter fatores imunossupressores, 

os quais poderiam interferir na plenitude da resposta imune. 

De qualquer modo, nossos dados indicam que, mesmo em uma concentração um pouco 

mais elevada (CEM), o PAC não interfere negativamente na sensibilização das DCs, 

possivelmente por não induzir morte celular não-imunogênica, como poderia ocorrer com o 

uso da DMT (50). Assim, o tratamento não favoreceu o estabelecimento de tolerância aos 

antígenos tumorais. Essa visão é corroborada por nossa observação prévia de que o PAC 

suprarregula o papel apresentador de antígenos das DCs humanas (17) e murinas (20). Na 

mesma linha de investigação, mesmo trabalhando com concentrações superiores às utilizadas 

por nós (1 a 1000 uM), John et al. (51) observaram que DCs humanas de doadores normais 

expostas por 2 horas a 1-10uM de droga tiveram significativo aumento em sua capacidade de 

estimular a proliferação de linfócitos alogênicos.  

Outros autores demonstraram que o PAC interfere na maturação das DCs murinas, 

aumentando a expressão de MHC II (52), apresentando ação similar ao LPS (53, 54), sendo 

capaz de ativar macrófagos e de induzir aumento na produção de IL-1 e TNF-α (55), NO (56) 

e IL-12 (57), que contribuiriam para melhorar a atividade antitumoral.  

Em resumo, o presente estudo nos permitiu concluir que é possível que a expressão das 

proteínas de choque térmico contribua para o aumento de imunogenicidade induzido pelo 

paclitaxel. A concentração efetiva mínima desse agente antineoplásico é menos eficiente que 

sua concentração não citotóxica em aumentar a imunogenicidade das células tumorais, mas 
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não promove efeitos negativos sobre esse parâmetro, não prejudicando a capacidade das DCs 

de induzir a resposta alogênica nem seus marcadores fenotípicos de ativação. 
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à_____________________________________________________________ 

______________________________________________________________________, sou 
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informado(a) sobre a realização da pesquisa “Quimioimunomodulação com agentes 

antineoplásicos e geração de vacinas de células dendríticas contra o câncer colorretal”. 

Entendi que os pesquisadores querem testar o efeito de algumas drogas antitumorais 

sobre células de defesa do organismo, com o objetivo de desenvolver um tipo de vacina 

para melhorar a resposta imunológica contra o câncer de cólon e reto. Entendi também 

que para o desenvolvimento desse estudo é necessário usar as células brancas 

(leucócitos), uma parte do sangue que pode ser removida, sem prejuízo para o receptor 

da transfusão.  

Consentindo em participar, estou ciente de que apenas as células brancas do meu 

sangue serão usadas para a realização de culturas celulares e que tanto as hemácias 

(células vermelhas) quanto o plasma, que contém plaquetas e outros componentes 

importantes para o Banco de Sangue, serão preservados. Compreendi que essa pesquisa 

não me trará nenhum risco, que não haverá necessidade de alterar a quantidade de 

sangue a ser doado e que haverá sigilo em relação aos resultados obtidos. Embora eu 

não vá ser diretamente beneficiado pelos resultados, os mesmos poderão fornecer 

informações importantes para o desenvolvimento das vacinas antitumorais, 

beneficiando outras pessoas no futuro.   

    O trabalho será desenvolvido pelo Prof. Dr. Ramon Kaneno, do Departamento de 

Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociências de Botucatu, e pela aluna Juliana 

Cristina Longo Frederico, CPF: 357161948-00. 
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disponíveis para responder a quaisquer perguntas ou dúvidas no Departamento de 

Microbiologia e Imunologia. O não consentimento da minha parte não interferirá na 

qualidade do atendimento de minha saúde em qualquer setor do HC-FMB/UNESP.  

 

 

Botucatu, _______ de _________________ de ___________. 

 

   

                         Doador 

 

 

 

Colaboradora 

 

Prof. Dr. Ramon Kaneno 

Depto. Microbiologia e Imunologia 

Instituto de Biociências de Botucatu 

UNESP 

 




