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As células só são capazes de responder ao que
é “predito” por seus receptores!

Sinais “imprevistos” passariam desapercebidos, mas…

O Sistema Imune gera um repertório “completo” 
de receptores distribuídos clonalmente nos
linfócitos T e B, que reconhecem “tudo” 
- os antígenos

O Sistema Imune é, portanto, um
“tradutor universal”



Conseqüências do reconhecimento de um 
antígeno

“Resposta imune”

Tolerância imunológica

Aceitação do Ag

Eliminação do Ag

Memória

Memória

Reconhecimento
específico

Questão essencial na Imunologia



Decisão entre tolerância e “resposta”:

Repertório completo
Gerado aleatoriamente

Em linfócitos T e B

MAS:
E a microbiota normal?
E os antígenos alimentares?
E as doenças auto-imunes?

seleção

Antígenos “próprios” Distinção entre 
“próprio” 

e
“não-próprio”

 não é apenas uma questão de repertório!

Órgãos primários

Função do Repertório



Decisão entre tolerância e resposta: 
É também uma questão de (micro)ambiente!

BALANÇO
Homeostático

Padrões moleculares

Pathogen-associated molecular patterns – PAMPs
Damage-associated molecular patterns - DAMPs

Receptores
Para

Padrões Moleculares
(PRR)

TOLERÂNCIA

DESBALANÇO
Homeostático

RESPOSTA

Imunidade
Inata



Os PRR desencadeiam vários fenômenos, mas, 
essencialmente: Inflamação

Tecido

Agressão

Respostas celulares
Adaptação -> Morte programada

Resposta tecidual -> Inflamação

Restauração
homeostática

APRESENTAÇÃO DE ANTÍGENOS

Aumento do fluxo linfático

Da imunidade inata à imunidade adquirida



Apresentação de antígenos: 
ponte entre imunidade inata e adquirida

Tecidos

Moléculas

Padrões moleculares
(PAMP, DAMP)

Antígenos

Antígenos

Órgãos linfóides secundários

APC
captura

processamento

apresentação



Células apresentadoras de antígenos
(APC)

Sinais de desbalanço
homeostático

“Maturação”
DC

B

MΦ

Célula
Dendrítica

DC
“Ativada”

Apresentação de antígenos
(estimulação do linfócito T naive)

(Determinação do padrão da resposta)





Células dendríticas são APCs “únicas”

Steinman & Witmer, 1978



Ativação/Maturação das DCs

“desequilíbrio”

iDCs mDCs

Alta endocitose Baixa endocitose
Alta síntese/baixa densidade de HLA Baixa síntese/alta densidade de HLA
Baixa capacidade co-estimuladora Alta capacidade co-estimuladora
CCR1, 5 e 6 expressos CCR7 expresso

Tecidos periféricos Órgãos linfóides
MIP-3b/ SLC (DC interdigitante)



Interações com células do microambiente
modificam as DCs

Expressão de
BDCA-1

Expressão
de CD83

Mastócitos
Células-tronco
mesenquimais Células NK

Ativação de
Linfócitos T



iDC mDCoxLDL-treated DC

CD40

CCR7

DCs são sensíveis a diferentes sinais de 
“desequilíbrio”
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Ativação das DCs permite que interajam mais
longamente com os linfócitos T

Karen Steponavicius-Cruza, Vanessa Morais Freitas, José Alexandre M. Barbuto. Dendritic cells
and T lymphocytes interactions in a novel 3D system. 3rd International Conference on Tissue
Engineering. Procedia Engineering (2013)



Ativação das DCs permite que sinalizem mais
eficientemente para os linfócitos T

Pinho MP, Migliori IK, Flatow EA, Barbuto JA. Dendritic cell membrane CD83
enhances immune responses by boosting intracellular calcium release in T
lymphocytes. J Leukoc Biol. 2014



Estado funcional das DCs no câncer?

• Balanço entre macrófagos e DCs no tumor?

• Estado de ativação/maturação das DCs?

Baleeiro RB, Anselmo LB, Soares FA, Pinto CA, Ramos O, Gross JL, Haddad F, Younes RN, Tomiyoshi
MY, Bergami-Santos PC, Barbuto JA. High frequency of immature dendritic cells and altered in situ 
production of interleukin-4 and tumor necrosis factor-alpha in lung cancer. Cancer Immunol Immunother. 
2008;57(9):1335-45



Nos tumores, DCs são disfuncionais

• Distribuição
Lung Tumor

(S100+ cells)

• Ativação

• “Subtipos”

Baleeiro, R. B. et al. (2008). High frequency of immature dendritic cells and altered in 
situ production of interleukin-4 and tumor necrosis factor-alpha in lung cancer. Cancer 
Immunology, Immunotherapy : CII, 57(9), 1335–1345.

Lung Tumor P 

CD1a 6.2 39.3 0.0371 

S-100 27.5 59.3 0.0177 

CD68 172.4 298.8 0.0108 

Mast cells 0.5 2.9 0.0522 



DC
IDO+

Rodrigues CP et al..Front Immunol. 2016 Jan 25;7:9.

Vias para disfunção das DCs
Mastócitos – desviando a forma de apresentação de Ag

Intratumoral
Mast cell

PD-1
PD-L1/PD-L2

DC

Regulatory T cell



• SE :
– DCs são fundamentais para a indução de 

respostas imunes,
– E estão alteradas nos tumores;

• ENTÃO:
DCs “funcionais” seriam um instrumento

poderoso para intervenção em portadores de 
câncer!

Vacina contra o câncer



Como conseguir DCs para uso clínico?

2-4 horas

5 dias 2 dias

Sangue
periférico

Produto de
aférese

Aderência

GM-CSF
IL-4 + TNF-alfa

Monócitos iDCs mDCs

Diferenciação de DCs in vitro



Maturação das DCs in vitro também
aumenta seu poder linfoestimulador

Chin L S. Avaliação da ativação linfocitária por diferentes combinações de 
células apresentadoras de antígenos (ICB-USP, 2010).


Chart1
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Linf. B

Macrófagos

iDCs

mDCs

% de células respondedoras

3

14

23

37

2.5

18

27

43

2

15

27

41



Plan1

				Linf. B		Macrófagos		iDCs		mDCs

		Total		3		14		23		37

		CD4		2.5		18		27		43

		CD8		2		15		27		41

				Para redimensionar o intervalo de dados do gráfico, arraste o canto inferior direito do intervalo.







Estratégias de vacinação baseadas em DCs

Tumor cells

Berzofsky et al., 2004 (modificado)



DCs derivadas de monócitos (Mo-DCs) são heterogêneas
Efeitos do meio de cultura

Meio AIM-V
Meio RPMI-1640 +10% SFB



Mo-DCs são heterogêneas
Efeitos do anticoagulante

EDTA
ACD
Heparina

Expressão de CD83
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Monócitos de pacientes com câncer são “deficientes”

Hydrogen peroxide production by blood monocytes

Treglia-Dal Lago M et al. Pancreatology. 2006;6(4):273-8.



Mo-DCs de pacientes com câncer apresentam 
distúrbios fenotípicos

Baleeiro & Barbuto. Molecular Immunol. (2008) 45: 3502-4

Pacientes com carcinoma renal e melanoma

Neves AR, Ensina LF, Anselmo LB, Leite KR, Buzaid AC, Câmara-Lopes LH, Barbuto JA. Dendritic cells derived 
from metastatic cancer patients vaccinated with allogeneic dendritic cell-autologous tumor cell hybrids express 
more CD86 and induce higher levels of interferon-gamma in mixed lymphocyte reactions. Cancer Immunol
Immunother. 2005;54(1):61-6



Mo-DC de pacientes com câncer sofrem mais 
em condições “adversas” do microambiente 

Low pH

Presence of tumor cells

Baixo pH

Presença de células tumorais

Functional deficits in monocytes and monocyte-derived
dendritic cells of breast cancer patients
1A.P.S Azevedo, 2F. Laginha , 1G.G Romagnoli, 3F.R.F.
Nascimento, 1P.C. Bergami-Santos, 4M.A. Nagai and 1J.A.M.
Barbuto. (submetido)





Jérôme Galon et al. Science 2006;313:1960-1964

Por outro lado, os dados clínicos mostram que o 
sistema imune influencia a evolução da doença



APC LT

GITRL
OX-40L

4-1BBL

CD28CTLA-4

MHC-pep TCR
CD4/CD8

B7-H2 ICOS
4-1BB
GITR
OX-40

CD80/CD86
ATIVAÇÃO

B7-H1/PD-L1

B7-DC/PD-L2

CD155/CD112/CD113

Galectina 9

PD-1
LAG-3

TIGIT
TIM-3

VISTA (PD1H)

INIBIÇÃO

Explorando os checkpoints do sistema imune:

Imunoterapia às “avessas”



Mas somente “desregular” o sistema pode não 
ser suficiente...

Zhang, Y. and L. Chen. 2016. “Classification of Advanced
Human Cancers Based on Tumor Immunity in the
MicroEnvironment (TIME) for Cancer Immunotherapy..” 
JAMA oncology.



To treat cancer we need a 

TEAM

Tumor Environment Active Modulation 





Mas, e os “defeitos” das DCs dos 
pacientes??



Um a estratégia para contornar o defeito e ganhar um 
“bônus”:

Células tumorais 

Dodador saudável

Células mononucleares
do sangue

citocinas

Monócitos Células dendríticas

+

-
+

-
+

-

Electrofusão

Células híbridas dendríticas-tumorais

Doses repetidas de vacinação
(depois da irradiação das c. híbridas)

200 Gy

Paciente com câncer

Barbuto JAM, Ensina LFC, Neves AR, Bergami-Santos PC, Leite KRM, et al. 2004. Cancer
Immunol. Immunother. 53(12):1111–18



O bônus: o efeito alogenêico

+ Ag

+ Ag
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Recuperação imune nos pacientes
Resposta proliferativa de linfócitos ao tumor autólogo
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Cancer Immunol Immunother 53:1111-8, 2004



Recuperação imune nos pacientes
Diferenciação de DC a partir do sangue

Cancer Immunol Immunother 54:61-6, 2005



Recuperação imune nos pacientes
Ativação in vitro de DC

Cancer Immunol Immunother 54:61-6, 2005



Recuperação imune nos pacientes
Reações de hipersensibilidade tardia cutânea

Antes da vacinação Depois da vacinação

Positive   DTH

Negative DTH

PPD
Trycophitin
Histoplasmin
Candidin

65%
38%



Reações de HT e Time to Progression (TTP)

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

3      6         9       12      15      18      21

TTP (months)

Pa
tie

nt
s DTH (+)

DTH (-)



Avaliação clínica

Melanoma Renal Carcinoma
n TTP (months) n TTP (months)

MR 0 - 3 6,7 (5 to 21)

SD 8 11,1 (4 to 17+) 14 8,4 (3,7 to 19+)

DP 5 2,3 (1,2 to 2,6) 5 1,1 (0,9-1,1)

Overall 6,7 6,7

MR – measurable response; SD – stable disease; DP – disease progression





Pré-vacinação    Depois de  2 doses



E no neuroblastoma?

LDH >2000 LDH < 500

Lesões ósseas

Pré-vacinação Pós-vacinação

Response of advanced refractory neuroblastoma to dendritic-tumor cell hybrid vaccination



Estudo corrente: Vacina com DCs no neuroblastoma
(resumo de inclusões)

Pacientes
n = 41

Transplantados
n = 19

Vacinados
n = 12

Não vacinados
n= 7

Não-
transplantados

n = 22

Vacinados
n = 4

Não vacinados
n=18



Dendritic cell-based tumor vaccines:

We are not yet there, but we are on the way!



E daqui, para onde??

“Entrega” de antígenos para as DC?

“Melhorar” o fenótipo/função das DC?



 
 

 
 

 

    

Tumor Ags-coding mRNA may be expanded in 
vitro by total RNA amplification

Toniolo et al.,, 2010.



R1
2000bases

M   1    2   

2000bases

M   1    2   

Untreated DCs
DCs treated with transfection agent
Endogenous survivin expression
mRNA transfected DCs

Lane M: RNA molecular weight marker
Lane 1: unclean mRNA
Lane 2: clean mRNA 

In vitro transcribed survivin mRNA transfected into DCs

Toniolo et al., 2010.



Tumor RNA-transfected cells: 
Targets for lymphocyte responses

Menezes et al., ICI - 2007.



Muitos caminhos, a construir e a percorrer!
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