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RESUMO 

 
O câncer de pulmão é a principal causa de morte por câncer na população 

mundial. Muitos estudos vêm demonstrando que em determinados tipos tumorais, 

algumas drogas quimioterápicas estimulam uma eficiente resposta antitumoral, 

através da indução de uma forma de apoptose conhecida como morte celular 

imunogênica, sendo caracterizado por uma série de alterações que ocorrem no 

processo apoptótico, como a exposição pré-apoptótica da calreticulina (CRT) na 

superfície celular, a liberação de ATP e HMGB1 para o microambiente tumoral. 

Objetivo: Avaliar a possível morte celular imunogênica causada pelos principais 

agentes quimioterápicos combinados utilizados na prática clínica para o 

tratamento de câncer de pulmão de não-pequenas células (CPNPC). 

Metodologia: Células da linhagem celular de CPNPC A549, foram plaqueadas 

com os quimioterápicos para indução da morte celular pelo período de 48 horas. 

Seguido da determinação da concentração das drogas a ser utilizadas com a 

quantificação da taxa de apoptose inicial com a marcação de anexina V e a 

exposição da CRT pela citometria de fluxo. O sobrenadante foi retirado para ser 

analizado o ATP pelo ensaio de bioluminescência e o HMGB1 pela técnica de Dot 

Blot. Resultados: As porcentagens de células apoptóticas iniciais encontradas 

para cada tratamento com quimioterápicos foram: controle: 4 ± 1%, cisplatina 

40µM+ etoposide 13,2µM: 42,1± 8,8%, carboplatina 200µM + Paclitaxel 100 nM: 

20,8 ± 4,1%. Expressão da CRT: controle: 0,002 ± 0,001%; cisplatina 40µM + 

etoposide 13,2 µM: 60,7 ± 1,87%, carboplatina 200µM + paclitaxel 100nM: 55,5 ± 

4,6%.  ATP: controle: 100; cisplatina 40µM + etoposide 13,2µM: 320,4 ± 9,4 e 

carboplatina 200 µM + paclitaxel 100 nM: 299,6 ± 6,4. HMGB1: controle: 1; 

cisplatina 40µM + etoposide 13.2 µM: 2,20 ± 0,10; carboplatina 200µM + paclitaxel 

100nM: 1,56  ±  0,25.  Conclusão: Observamos que, ao contrário de alguns 

estudos ambos as combinações de quimioterápicos possuem a capacidade de 

expressar os principais marcadores para desencadear a morte celular 

imunogênica. Podendo auxiliar no desenvolvimento e melhor direcionamento, dos 

quimioterápicos sobre a indução da morte imunogênica para o tratamento do 

CPNPC. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 
1 CÂNCER DE PULMÃO 

 
 

Introdução 

 
O câncer de pulmão é a principal causa de morte por câncer em homens, 

sendo a segunda entre as mulheres na população mundial (1). Dados 

epidemiológicos globais indicam que, em 2015, 1, 7 milhão de pessoas foram 

diagnosticadas como novos casos de câncer de pulmão (2). No Brasil, no ano de 

2014, 25.333 mortes ocorreram por neoplasia maligna dos brônquios e dos 

pulmões (3), sendo 3.246 no estado do Rio Grande do Sul, que o coloca em 

terceiro lugar no ranking nacional (4). 

Este câncer é altamente heterogêneo, podendo apresentar tanto tumores 

ressecáveis ou não e cursar com ou sem metástase microscópica para os 

linfonodos. Ele pode surgir em muitos locais diferentes (tanto da árvore brônquica 

quanto no parênquima pulmonar), apresentando sinais e sintomas altamente 

variáveis, dependendo da localização anatômica (5). 

Costuma-se subdividir o câncer de pulmão em dois principais grupos clínicos, 

dependendo da sua biologia, terapia e prognóstico (Figura 1): câncer de pulmão 

de pequenas células (CPPC) e câncer de pulmão de não-pequenas células 

(CPNPC). Estes dois grupos têm características próprias de crescimento e 

disseminação assim como tratamento (6). 

O CPNPC é responsável por cerca de 80-85% dos casos, sendo divido em 

3 principais subtipos, dependendo de qual célula se originou: adenocarcinoma, 

carcinoma de células escamosas (epidermóide) e o carcinoma de grandes células 

(7). O adenocarcinoma é o subtipo mais frequente,atingindo tanto fumantes como 

ex-fumantes, sendo também bem comum em pessoas não tabagistas (8). 
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Figura 1. Tipos de Câncer de Pulmão. 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 
Atualmente o CPNPC é uma doença extremamente letal, cerca de 40% dos 

pacientes são diagnosticados em estágio avançado da doença (IV), tendo um 

prognóstico extremamente ruim, com uma sobrevida média de menos de um ano 

(7). Em países desenvolvidos o percentual de pacientes que apresentam uma 

taxa de sobrevida superior a cinco anos varia entre 13 a 21% e países em 

desenvolvimento entre 7 a 10%(6,7). 

 
A alta letalidade dessa doença é a atribuída ao fato de ela não apresentar 

sintomas iniciais específicos ou biomarcadores eficazes. Por isso, a maioria dos 

pacientes é diagnosticada em estágio avançado e inoperável da doença (9,10). 

 
O tabagismo é o principal fator de risco para o desenvolvimento de câncer 

de pulmão, fumantes têm cerca de 20 a 30 vezes mais risco de desenvolver 

carcinoma de pulmão quando comparados aos não tabagistas (11). O tabaco é 

constituído por uma série de carcinógenos – hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos com capacidade de progressão tumoral, que requerem uma alteração 

metabólica para exercer seus efeitos (12). Os carcinógenos presentes no tabaco 

produzem espécies reativas de oxigênio que são extremamente prejudiciais aos 

pulmões, tendo como resultado danos e quebras ao ácido desoxirribonucléico 

(DNA), exigindo vários mecanismos de reparo (13). Mesmo após a cessação do 
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tabagismo os danos genéticos e metabólicos persistem. Por isso, ex-tabagistas 

tendem a ter um risco elevado para câncer de pulmão por vários anos (14,15). 

O câncer de pulmão também pode ser causado por exposições a outros 

poluentes, especialmente entre trabalhadores de minas de carvão e aqueles que 

entram em contato com poluição do ar e certos materiais combustíveis. Outra 

população de risco para câncer de pulmão são indivíduos que, apesar de não 

fumarem, fazem uso de cozimento com carvão e outros materiais combustíveis, 

poluindo o ar do interior do domicílio, acabam mostrando taxas de prevalência de 

câncer de pulmão mais alta do que a população em geral onde vivem como é o 

caso de mulheres chinesas (16). 

Essas exposições vão resultar em alterações no fenótipo celular normal 

ocorrendo várias etapas que se caracterizam pelo acúmulo de inúmeras 

alterações sucessivas. Causando defeitos nos mecanismos reguladores que 

orientam a proliferação celular normal e a homeostasia. Estas alterações levam 

resistência à morte celular, permitindo a imortalidade replicativa, evitando a 

destruição imunológica do tumor, crescimento invasivo de tecido subjacente, 

metástase em outros órgãos via sistema sanguíneo e/ou linfático, além da 

produção de fatores de angiogênicos etc. Estes fatores levam a uma instabilidade 

genômica gerando uma diversidade genética e epigenética, acelerando o 

processo de inflamação e causando a reprogramação do metabolismo energético 

a favor da progressão tumoral ( 5,17,18). 

A melhor estratégia para diminuir a incidência de câncer de pulmão é a 

prevenção contínua do hábito de fumar, seja através do estabelecimento de 

lugares livres do fumo, monitoramento e assistência a pessoas que fumam e a 

proibição da publicidade a favor do tabaco. Tais estratégias são as melhores 

armas para estimular as pessoas a pararem com o hábito de fumar (19). 
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2 MANEJO CLÍNICO DO CÂNCER DEPULMÃO 

 
 

O primeiro passo para o manejo de um paciente com câncer de pulmão é 

estabelecer corretamente o seu prognóstico, pois isso é essencial na escolha do 

tratamento para cada caso. As variáveis relacionadas ao prognóstico podem ser 

divididas em: relativas ao tumor (tipo celular, local primário e estadiamento); e 

relacionadas ao estado do paciente. 

 

2.1 Classificação dotumor 
 

 

A classificação anatômica do tumor é descrito conforme o sistema TNM (T= 

tamanho do tumor, N= envolvimento linfonodal e M= metástase), que inclui 

características como aspecto do câncer, localização, existência de metástases 

locais ou a distância e comprometimento de outros órgãos (Tabela 1). 

Tabela 1 - Sistema TNM de estadiamento aplicado ao câncer de pulmão. 
 

TX Citologia positiva, somente 

T1 ≤ 3 cm 

T2 > 3 cm, brônquio principal ≥ 2 cm da Carina, invade pleura visceral, atelectasia parcial 

T3 Parede torácica, diafragma, pericárdio, pleura mediastinal, brônquio principal < 2 cm da 
Carina, atelectasia total 

T4 Mediastino, coração, grandes vasos, carina, traquéia, esôfago, vértebra; nódulos 
distintos no mesmo lobo, derrame pleural maligno 

N1 Peribrônquico homolateral, hilar homolateral 

N2 Mediastinal homolateral, subcarinal 

N3 Hilar ou mediastinal contralateral, escaleno ou supraclavicular 

M1 Inclui nódulo distinto em lobo diferente 

Fonte: Ministério da Saúde (20). 

 
A partir da classificação TNM, é possível determinar o estágio do tumor, o 

que auxilia na definição do tipo de tratamento e a antecipação do prognóstico do 

paciente, sendo utilizado tanto para o CPNPC quanto para o SCLC (21). 



16 
 

 

Tabela 2 - Estadiamento – subconjuntos TNM aplicados ao carcinoma pulmonar 
de células não pequenas. 

Estágio Subconjunto TNM 

0 Carcinoma in situ 

IA T1N0M0 

IB T2N0M0 

IIA T1N1M0 

IIB 
T2N1M0 

T3N0M0 

 
IIIA 

T3N1M0 

T1N2M0 

T2N2M0 

T3N2M0 

 
 
 

IIIB 

T4N0M0 

T4N1M0 

T4N2M0 

T1N3M0 

T2N3M0 

T3N3M0 

T4N3M0 

Fonte: McLoud et al (22) 

Para avaliar o estado do paciente, comumente é utilizada uma escala 

chamada de “performance status”, que avalia a progressão da doença (Tabela 3). 

O objetivo desta escala é quantificar o bem-estar geral dos pacientes, a fim de 

determinar a possibilidade do paciente de receber quimioterápicos e o ajuste de 

doses, dentre outros. As variáveis verificadas são úteis individualmente ou 

combinadas para formar um índice prognóstico múltiplo (23). 

Tabela 3 - Escala ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) Performance de 
status 

Grau Descrição 

0 Totalmente ativo. Capaz de realizar todas as performances pré-doença sem restrições. 

1 Restrições em relação a atividades extenuantes. Capaz de realizar trabalhos de 
natureza leve ou sedentária. 

2 Ambulatorial e capaz de se cuidar, mas incapaz de realizar qualquer atividade laborosa. 

3 Capaz de alguns autocuidados limitados. Confinando à cama ou à cadeira mais de 50% 
das horas em que o indivíduo está acordado. 

4 Completamente incapaz. Totalmente confinado à cama ou à cadeira. 

5 Morto 

Fonte: Adaptado de Okenet et.al.(24). 

 

2.2 Tratamento 
 

 

A escolha do tratamento leva em conta, principalmente, o estadiamento do 

tumor. Além disso, a determinação do tratamento depende de outros fatores, 

como comorbidade, histologia e características genéticas e moleculares. 
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Para os estágios I e II do CPNPC, o tratamento é cirúrgico (associado ou 

não à quimioterapia). Evidências sugerem que após a ressecção cirúrgica, a taxa 

de sobrevida em 5 anos é de 60- 80% em estágio I e 30-50% em estágio II, 

aumentando a possibilidade de cura nestes pacientes (25). 

Em algumas situações, mesmo no estágio inicial da doença não é possível 

proceder com cirurgia (por exemplo, por algum tipo de comorbidade). Nestes 

casos, pode ser utilizado o tratamento com radioterapia estereotáxica (25). 

No estágio II, além do tratamento cirúrgico, também pode ser recomendado 

tratamento com radioterapia e quimioterapia adjuvante baseada em agente de 

platina (26,27). As combinações de quimioterápicos recomendados nestes 

estágios são (28–30): 

 Cisplatina + etoposide; 

 Cisplatina + vinorelbina e 

 Cisplatina + gemcitabina. 

 

 
Pacientes com algumas comorbidades que não toleram os efeitos adversos 

da cisplatina podem ser tratados com carboplatina + paclitaxel ou carboplatina + 

pemetrexed (31).A estratégia para o tratamento no estágio III inclui: radioterapia, 

quimioterapia e eventualmente procedimento cirúrgico em tumores ressecáveis 

(32). 

Para pacientes em estágio avançado com metástases, o tratamento 

consiste em quimioterapia combinada com radioterapia, ambos com fins 

paliativos, o que melhora a sobrevida e a qualidade de vida destes pacientes (33). 

A cirurgia nestes casos, só é considerada em situações especiais para alívio dos 

sintomas, como por exemplo, para controle de infecção em lesões obstrutivas 

(24,27). 

 

Nestes casos, além das combinações de quimioterápicos anteriormente 

citadas, também são utilizadas as seguintes combinações: carboplatina + 

pemetrexed ou cisplatina + pemetrexed (34). O tratamento quimioterápico 

aumenta a sobrevida em um ano em média, em apenas 10 a 50% dos pacientes 

neste estágio (35). 

  

http://reference.medscape.com/drug/vepesid-toposar-etoposide-342098
http://reference.medscape.com/drug/gemzar-gemcitabine-342218
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Como a eficácia dessas drogas é muito baixa, principalmente com os agentes 

derivados de platina, novas abordagens estão sendo testadas com o objetivo de 

melhorar na resposta ao tratamento. Como outros tipos de quimioterápicos estão 

surgindo como: o erlotinib, afatinib, e o crizotinib (9,33,36). Essas são as terapias 

de primeira linha aprovadas para pacientes que expressam mutações pontuais no 

receptor EGF (do inglês “epidermal growth factor”), ou apresentam tumores 

positivos para rearranjo AKL (do inglês “anaplastic lymphomakinase”) (37). 

 

Pacientes com CPNPC do subtipo de células não escamosas que 

apresentam as mesmas mutações citadas anteriormente podem ser tratados com 

bevacizumab, um anticorpo monoclonal anti- VEGF (do inglês “vascular 

endothelial growth factor”) com objetivo de inibir a angiogênese, resultando na 

depleção de moléculas e nutrientes essenciais no microambiente tumoral (37). 

Portanto, estas drogas privilegiam uma pequena parcela de pacientes com 

CPNPC, ainda, assim, limitando-se a determinados fatores. 
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3 MORTE CELULARIMUNOGÊNICA 

 
 

3.1 Definição 
 

 

O processo de morte celular é de extrema importância no desenvolvimento 

de um indivíduo, como na manutenção de homoestasia tecidual. Devido a tal 

importância, a perda do equilíbrio entre divisão e morte celular são um dos 

motivos principais para a instalação do processo neoplásico. Existem vários tipos 

de morte celular, sendo a apoptose, a necrose e a autofagia as mais estudadas 

(38). 

O termo apoptose foi criado em 1972, para designar um tipo de morte 

celular que ocorre de maneira programada, com gasto de trifosfato de adenosina 

(ATP), permanecendo até hoje um dos mecanismos biológicos mais estudados, 

pois é o mecanismo celular fundamental envolvido em várias condições tanto 

fisiológicas como patológicas. 

A morte celular apoptótica é um processo reversível até uma determinada 

fase, mas tornando-se irreversível. É caracterizada pela forte ativação de 

caspases (proteases específicas), permeabilização mitocondrial e exposição do 

fosfolipídico aniônico fosfatidilserina (PS), sendo responsável por emitir sinais 

para que ocorra o processo de fagocitose celular (38). 

Apoptose é um dos tipos mais comuns de morte celular, sendo 

caracterizada pelo arredodamento celular, retração dos pseudopodes, redução do 

volume celular (picnose), condensação da cromatina, fragmentação nuclear 

(cariorréxis), formação dos corpos apoptóticos na membrana plasmática 

(mantendo a integridade celular até o final do processo apóptotico) e resultando 

no engolfamento pelos fagócitos residentes (38). 

 A ativação da apoptose pode ocorrer através de diferentes rotas 

bioquímicas como por exemplo: via intrínseca ou extrínseca, com ou sem 

contribuição mitocondrial dentre outros modos. 

  Apesar dessas características, morte celular por apoptose pode ocultar 

aspectos funcionais heterogêneos como a percepção desta pelo sistema 

imunológico. Apoptose pode ocorrer de forma não – imunogênica ou imunogênica, 

sendo esta podendo ser estimulada por alguns tipos de quimioterápicos levando à 

célula neoplásica a secreção de proteínas onde o sistema imune é ativado (39,40). 
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Neste último caso, é fundamental a participação de um sistema imune 

competente. Esse mecanismo ficou conhecido como morte celular imunogênica, 

termo cunhado pelo grupo de pesquisa liderado por Guido Kroemer em 2005(41). 

 
Este mecanismo de apoptose mediado pelo sistema imune tem sido 

demonstrado em  diversos tipos de tumores em estudos experimentais e em 

humanos, tanto in vitro quanto in vivo submetidos ao tratamento de drogas 

quimioterápicas, radioterapia ou terapia fotodinâmica. Desse modo, alguns 

quimioterápicos parecem estimular uma resposta imune anti-resistência tumoral, 

contribuindo assim, para a total eliminação ou contenção do processo tumoral em 

animais imunocompetentes (42–44), sendo capaz de gerar memória imunológica 

(45). 

 
É importante destacar que a apoptose via sistema imune não é a única 

maneira que os quimioterápicos levam à morte celular. Alguns quimioterápicos 

também parecem ser capazes de induzir necrose, autofagia e outros tipos de 

morte celular, que não depende da intermediação do sistema imune não sendo 

capaz de produzir uma memória imunológica. 

 

3.2 Mecanismo da  apoptose mediado pelo sistema imune 
 

 

Para dar início ao processo de morte celular imunogênica, é necessário 

que a quimioterapia (ou a radioterapia ou a terapia fotodinâmica) cause 

estressecelular em células neoplásicas. A partir desse estresse, substâncias 

endógenas são produzidas, ativando a via da morte celular e então são liberados 

vários tipos de DAMPs (do inglês – “danger-associated molecular patterns and 

danger signal”) (Padrões Moleculares Associados a Danos) (Figura 2). 
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Figura 2. Mecanismo da Morte celular Imunogênica. 
Fonte: Kroemer et al.(46) 

 

Os 3 principais DAMPs (47) são: 

 

 Translocação pré-apoptótica da calreticulina (CRT); 

 

 Liberação de nucleotídeos principalmente o ATP, na fase pós- 

apoptótica; 

 Secreção para o meio extracelular de proteína do grupo de alta 

mobilidade (HMGB1) na fase tardia da  apoptose (necrose). 

3.2.1 Translocação pré-apoptótica daCRT 

A CRT é uma chaperona com função de modular o processo de 

homeostasia do cálcio, normalmente encontrada no retículo endoplasmático (RE), 
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mas também pode ser encontrada em pequenas quantidades no citosol e núcleo 

(46,48). 

A exposição da CRT na superfície da membrana plasmática é 

desencadeada em resposta ao estresse causado no lúmen do RE e depende de 

uma série de alterações que ocorrem na apoptose (46,48). A exposição da CRT 

ocorre antes da exposição da PS do folheto externo da membrana plasmática, 

sendo este processo a principal diferença entre morte celular imunogênica e não- 

imunogênica (39). 

Quimioterápicos como antraciclinas e outros agem causando, estresse no 

RE dando o início ao processo fundamental de fosforilação do fator de iniciação 

eucariótica (eIF2α), pelas proteínas transdutoras de sinais de estresse no RE, 

como a PEKR1( protein kinase RNA (PKR)-like RE kinase).Este processo estimula 

a proteólise mediada pela caspase 8 no RE pela proteína BAP 31 e ativação das 

proteínas pro-apoptóticas BAX e BAK, resultando no transporte de CRT do RE 

para o aparelho de Golgi (48). Ocorrendo a exocitose nas vesículas do aparelho 

de golgi, tendo como resultado a translocação dependente de SNARE (do inglês 

“soluble NSF attachment receptor”) de CRT para a superfície da membrana 

plasmática. Outra forma de exposição da CRT pela antraciclina é estresse via 

formação de espécies reativas de oxigênio e oxido nítrico, o que leva a 

translocação da CRT para o RE (39). 

 
Uma vez exposta na superfície celular, a CRT emite sinais de atração para 

as células dendríticas (DC) (do inglês “eat me signal”). As proteínas de choque 

térmico como HSP70 e HSP90 (também fazem parte dos marcadores de morte 

imunogênica) são Expressas com a CRT. Estes se ligam ao receptor-relacionado 

CD 91 (do inglês “Cluster of Differentation 91”), também conhecido como LRP1( 

do inglês “ Low density lipoprotein-related protein 1” ), das células apresentadoras 

de antígenos para promover a produção de citocinas pro-inflamatórias como 

interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa ( do inglês “TNF-  α”),  

ativando assim, uma resposta de imunossupressão ao ambiente tumoral (39). 

 

 
 

1PERK-proteína transmembranar associada ao reticulo endoplasmático 
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Sendo assim, a exposição da CRT é determinante na indução da morte 

imunogênica, como demonstrado em vários estudos tanto em modelo in vivo e in 

vitro (39). 

Em uma coorte de pacientes com neuroblastoma, câncer de pulmão e 

colorretal, altos níveis de CRT em células malignas esta relacionado com um 

prognóstico favorável e aumento de sobrevida nestes pacientes (49–51). 

Alguns mecanismos inibem a via por onde ocorre a translocação da CRT, 

seja farmacológica ou intervenção genética, o que elimina a CRT da superfície 

celular e anula o processo imunogênico de atração das DC, diminuindo a resposta 

imune gerada pelo agente químico estressor (44). 

3.2.2 Liberação de nucleotídeos (principalmente o ATP) na fase pós-apoptótica 

Além de servir como umas das principais fontes de energia intracelular, o 

ATP também atua no mecanismo de sinalização extracelular. Ele se encontra no 

citoplasma numa concentração de 2 e 5mM (52). 

O ATP é secretado em reposta aos efeitos citotóxicos e citostáticos de 

alguns agentes agressores como as drogas quimioterápicas (53,54). A liberação 

do ATP ocorre durante o processo de apoptose e formação dos corpos 

apoptóticos. Na apoptose, diferentes mecanismos podem levar à liberação de 

ATP do meio intracelular para o extracelular: ativação dos canais de calnexina, 

ativação dos transportadores ABC, abertura dos canais de panexina1 (PANX1) e 

autofagia (52). Destes três, a abertura dos canais de panexina1 e a autofagia 

parecem ocorrer na morte celular imunogênica. 

Durante a formação dos corpos apoptóticos, a caspase ( 3 ou 7) atua na 

clivagem na porção C-terminal levando a abertura e ativação dos canais de 

pannexina1, ocorrendo assim a liberação de ATP para o meio extracelular. A 

ativação apoptótica das caspases também é necessária para que ocorra o 

recrutamento de macrófagos para o microambiente tumoral (55). O processo de 

autofagia também pode se tornar necessário para liberação de ATP a partir de 

células neoplásicas em apoptose. Na autofagia os constituintes citoplasmáticos 

são degradados em organelas de dupla membrana, os autofagosomas e 

posteriormente a sua fusão com os lisossomos, tendo como consequência a 

degradação do conteúdo autofagocítico pelas hidrolases ácidas e sua reciclagem 

em direção ao metabolismo energético ou reações anabólicas, liberando o ATP 

para o meio extracelular (56). 
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Michaud et al., demonstraram a relação entre autofagia e liberação de ATP, 

quando ocorre a inibição da autofagia pela via farmacológica os níveis de ATP 

extracelular são reduzidos, anulando o processo imunogênico (57). 

O ATP no microambiente tumoral passa a emitir sinais (do inglês “find-me 

signal”) para atrair DC para o ambiente tumoral e ocorrendo a fagocitose dos 

corpos apoptóticos gerados (58). 

Uma vez liberado no meio extracelular, o ATP se liga aos receptores 

purinérgicos P2RY2 e P2RX7 das células dentríticas, tendo como resultado o 

influxo de íons de K+ e Ca2+ ativando assim o inflamassoma NLRP3 (do inglês “ 

Inflammasome”), seguido da ativação da caspase-1, estimulando a maturação 

proteolítica e secreção de interleucina 1(IL-1) e interleucina 18 (IL-18), 

contribuindo para a resposta imunogênica(58). 

3.2.3 Secreção para o meio extracelular de proteína do grupo de altamobilidade 
(HMGB1) na fase tardia da apoptose. 

A HMGB1 é uma proteína caracterizada pela sua alta mobilidade 

eletroforética em géis de poliacrilamida, sendo considerada uma proteína não- 

histona ubíqua. A HMGB1 se localiza no núcleo ligado a cromatina, tendo funções 

intra e extracelulares. Desempenhando função de replicação, reparo, 

recombinação, transcrição no DNA e estabilidade genômica (59). 

 

O HMGB1 pode ser liberado pelas células do sistema imunológicas inato 

em resposta a patógenos (sem necessidade de morte celular) ou secretado por 

células em resposta algum tipo de dano na fase tardia da apoptose (necrose)  

(60). Quando secretado para o meio extracelular, o HMGB1 estimula a produção 

de fatores pró-inflamatórios. Entre os agentes causadores de danos estão alguns 

agentes antineoplásicos (antraciclinas, oxiplatina). A capacidade destes 

agressores de induzir a liberação de HMGB1 tem sido observada em vários 

modelos tanto in vitro como in vivo (55,61). 
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A liberação de HMGB1, esta associado à perda da integridade da 

membrana plasmática e a translocação núcleo citoplasma para o meio 

extracelular. O HMGB1 uma vez secretado no meio extracelular emite sinais de 

perigo (do inglês “danger signals”), e tem capacidade de desencadear uma 

resposta pro-inflamatória através da ligação com receptores TLR4 e TLR2 (do 

inglês “toll-like receptor”) nas DC. A resposta imune estimulada, leva à ativação de 

citocinas pelos monócitos e macrófagos, contribuindo assim para a morte 

imunogênica(62). 

3.2.4 Consequências da ativação dos Padrões Moleculares Associados a Danos 
(DAMPs) 

Tanto a ativação da translocação pré-apoptótica da CRT, quanto a 

liberação do ATP e HMGB, tem como resultado atração de DC para o 

microambiente tumoral. Uma vez lá, as DC fagocitam as células tumorais e 

passam a liberar substâncias pró-inflamatórias no tumor (por exemplo interleucina 

IL-1β (IL-1 β) e IL-18, de interferon-gama (IFN-γ), dentre outras)como 

demonstrado na figura 2. Além disso, as DC também realizam a apresentação de 

antígenos tumorais pelas células apresentadoras de antígenos, culminando 

principalmente com a ativação de linfócitos T citotóxicos CD8+, que são 

fundamentais na ativação da resposta antitumoral imune de retração tumoral(63). 

Este mecanismo é tão eficiente que pode levar à erradicação de células 

tumorais, tendo como resultado a morte celular imunogênica (63). 

 
Em contrapartida, a morte celular seja por apoptose não imunogênica 

culmina com a modulação de células do sistema imunológico, principalmente os 

macrófagos, promovendo a liberação de interleucinas e outros fatores anti- 

inflamatórios, estimulando a reconstrução tecidual e em vez de erradicar o tumor, 

este processo pode contribuir para a disseminação do processo neoplásico (64). 

 

Sendo assim, dado que o microambiente tumoral éextremamente heterogêneo, e 

que há uma modulação da resposta imune em favor do tumor (65). A obtenção de 

fármacos, ou a combinação dos já existentes, sobre os mecanismos de ativação 

causados pelos quimioterápicos e a escolha de um tratamento visando um tipo de 

morte celular na qual a célula é induzida, podem contribuir de forma significativa 

para uma resposta mais eficaz contra tumores, em especial o CPNPC. 
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As evidências disponíveis até o momento não permitem estabelecer um 

consenso sobre os agentes quimioterápicos utilizados na prática clínica do CPNPC 

(como cisplatina, carboplatina, etoposide, paclitaxel, gemcitabina) no que diz 

respeito à capacidade desses quimioterápicos da imunogenicidade do processo 

apoptótico quando aplicados em monoterapia ou combinados(32). 
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4 QUIMIOTERÁPICOS PARA O TRATAMENTO DE CPNPC E MORTECELULAR 

IMUNOGÊNICA 

 
 

A quimioterapia anticancerígena tem dois objetivos principais: causara 

morte seletiva de células neoplásicas ou interromper irreversivelmente o seu 

crescimento e proliferação. Geralmente as drogas citotóxicas atuam interferindo 

na síntese do DNA ou causando algum tipo de dano ao mesmo, assim levando a 

célula à morte celular. No entanto, os quimioterápicos que são capazes de induzir 

apoptose imunogênica parecem ser mais eficientes, tanto que estudos têm 

demonstrados que vários tipos de quimioterápicos são mais eficientes em  

tumores implantados em animais imunocompetentes do que em animais 

imunodeficientes (42,61,66). 

 
Estratégias terapêuticas que possam modular o sistema imunológico, tendo 

a capacidade de desencadear uma resposta imunológica e sustentar umresultado 

terapêutico duradouro são extremamente relevantes. 

 
4.1 Platinas 

 

 

Os quimioterápicos baseados em agentes alquilantes como a platina são 

os principais utilizados na prática oncológica mundialmente. São eles: cisplatina, 

carboplatina e oxiplatina(67). 

 
A cisplatina (cis-[ PtCL2(NH3)2]), foi aprovada pela FDA ( do inglês “Food 

and Drug Administration” ) em 12 de dezembro de 1978 com nome comercial de 

Platinol (Bristol-Myers Squibb)(67). Em uso há quase 40 anos, ela vem sendo 

utilizada para o tratamento em vários tipos de câncer como: ovário, CPNPC, 

câncer de pulmão de pequenas células, pescoço, cervical, testículo, vesícula, 

colorretal, mama, cabeça e pescoço, linfoma de Hodgkin e não-Hodgkin e outros 

tipos de neoplasias (68,69). 

 
No CPNPC, a cisplatina foi primeiro utilizada em 1988. Atualmente, é o 

tratamento de primeira escolha, sendo o padrão-ouro (70). Evidências apontam 

que a cisplatina aumenta a sobrevivência dos casos de CPNPC em um ano (33). 

Istolevouavaliaçãodeváriascombinaçõesàbasedeplatinaparaotratamento 
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de CPNPC, com o intuito de melhorar a sobrevida e a qualidade de vida dos 

pacientes (32). 

 
No início do tratamento, a cisplatina apresenta respostas parciais, podendo 

ocorrer à estabilização da doença. Por exemplo, a cisplatina é altamente efetiva 

contra câncer testicular de células germinativas, levando a uma remissão de 

aproximadamente 80% dos pacientes (71). No entanto, uma fração de tumores 

que são originalmente sensíveis à cisplatina, eventualmente desenvolve 

quimiorresistência aos efeitos citostáticos e citotóxicos em alguns tipo de câncer 

como, por exemplo, o de pulmão, próstata e colorretal (72). 

 
O tratamento com cisplatina é acompanhada de diversos efeitos colaterais 

como: nefrotóxicos, neurotóxicos, cardiotóxicos e ototóxicos ligeiros ou 

moderados. Tais efeitos adversos forma o principal obstáculo contra o uso deste 

quimioterápico (73). 

 
Assim, um dos grandes objetivos da pesquisa clínica em relação à 

cisplatina é estabelecer esquemas de tratamento que minimizem seus efeitos 

adversos e potencializem sua capacidade de induzir a morte tumoral, CPNPC. 

 
O mecanismo de ação da cisplatina ainda não foi muito bem esclarecido. O 

que se sabe atualmente é que a platina e seus componentes entram na célula 

através da hidrólise que ocorre pela substituição dos cloretos por água, o que leva 

à perda de íons cloretos e oxalato, ativando a cisplatina e formando derivados 

reativos de mono-aquo e di-aquo (74). Este produto hidrolisado é um eletrófilo 

composto pelas moléculas reativas de platina, que se liga aos grupos nucleófilos 

contendo oxigênio, nitrogênio, ácidos nucléicos e doadores de enxofre. Estes 

grupos são onipresentes dentro da célula, nas cadeias laterais de aminoácidos e 

nas bases de purina do RNA ou DNA(75). 

 

Uma vez que as moléculas reativas da platina se ligam a esses grupos, 

ocorre a formação de adutos de platina ao DNA, sendo esse o principal 

mecanismo de ação da cisplatina. Estes adutos bloqueiam o processo de divisão 

celular como a transcrição e replicação, tendo como resultado o dano ao DNA 

levando à célula neoplásica a morte celular por apoptose, seguida ou não de 

necrose (76). 
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A cisplatina foi testada em linhagem CT26 em modelo animal de câncer 

colorretal, neste estudo verificou-se que ela falha na indução da translocação pré- 

apoptótica da CRT na membrana plasmática. O mesmo foi demonstrado em 

outros estudos e em modelos de câncer como, por exemplo: Linhagem celular 

MG-63 de osteosarcoma (77), Lewis lung cancer cells (LLC) (40), CT26, HCT116- 

linhagem celular do carcinoma colorretal humano (42). Mas por outro lado, a 

cisplatina consegue induzir a liberação de ATP e a secreção de HMGB1, mas não 

consegue causar a translocação de CRT para a superfície celular, sendo 

insuficiente para que haja a sinalização e o processo imunogênico(39). 

 
A oxiplatina é quimioterápico conhecido por promover a morte 

imunogênica em células tumorais. Apesar das duas drogas serem similares, a 

oxiplatina e a cisplatina difere na capacidade de indução da morte imunogênica 

(39). 

 
Estudos realizados em camundongos imunocompetentes x 

imunodeficientes demonstram que a oxiplatina podem ser mais efetiva contra 

tumores com o sistema imune intacto comparando com um sistema imune 

deficiente em camundongos (42), pois esta droga tem capacidade de induzir os 3 

principais DAMPs (principalmente a translocação de CRT para a superfície 

celular, mas também a secreção de ATP e HMGB1 no microambiente tumoral) 

(42). 

 
A indução da translocação da CRT para a membrana plasmática pela 

oxiplatina foi demonstrada em estudos na linhagem CT26 em modelo animal de 

câncer colorretal, resultando em atração de macrófagos tendo como resultado um 

aumento no processo de fagocitose (48). 

 

Uma das principais diferenças observadas em alguns estudos, entre as duas 

drogas, é que a oxiplatina tem a capacidade de exposição da CRT, através de 

uma via complexa envolvida na resposta ao estresse que é acompanhada pela 

indução da fosforilação de eIF2α mediada por PERK, clivagem por caspase 8 e a 

proteína BAP 31 do retículo endoplasmático resultando a translocação da CRT na 

superfície celular (78). 
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A cisplatina não provoca estresse no retículo endoplasmático, pois falha 

para estimular a ativação de PERK/eIF2α /caspase 8/BAP 31clivagem. Sendo 

essencial este evento para que o ocorra o processo de translocação da CRT, em 

decorrência disso, não há formação de stresse granular (55). Sendo assim, seria 

necessário utilizar algumas estratégias com objetivo de aumentar a capacidade 

imunogênica da cisplatina especialmente no tratamento de CPNPC. 

 
Uma possibilidade seria a combinação de cisplatina e radioterapia, pois a 

radioterapia sozinha parece ser capaz de induzir a translocação de CRT, como 

demonstrado na linhagem CT26 e injetada por via subcutânea em camundongos. 

A radioterapia é um potente indutor da morte imunogênica, tanto sozinha quanto 

combinada com outros compostos (66). 

 
Outra possibilidade para aumentar a imunogenecidade da cisplatina é 

combiná-la com outros compostos: 

 

 Em modelo animal de carcinoma de câncer de pulmão (do inglês “ 

Lewis lung câncer” -LLC), quando a cisplatina foi combinada com 

piridoxina (precursor da vitamina B6), houve indução de altos níveis de 

fosforilação de eIF2α, tendo como resultado ativação de uma resposta 

imunogênica completa com a expressão dos 3 marcadores, 

desencadeando uma forte resposta imunológica contra o tumor(40). 

 A thapsigargin um protótipo que induz estresse no RE, age na inibição 

da SERCA geralmente mediado pela ATPase que catalisam o influxo de 

Ca2+ nas membranas intracelulares do RE. A thapsigargin causa fluxo 

de Ca2+ no RE, sendo necessário para a translocação doCRT. 

 Atunicamycin atua também causando estresse no RE, bloqueando a 

sintetização de todas as glicoproteínas de N-ligados (N-glycans). A 

thapsigargin e tunicamycin restauram a imunogenecidade quando 

combinada com a cisplatina em modelos, in vivo e in vitro na linhagem 

celular Hela ( câncer  humano cervical), carcinoma de câncer de pulmão 

LLC, CT26 e linhagem celular de fibrisarcoma MCA 205 (55).  
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Poucos estudos foram realizados in vivo e in vitro de CPNPC, a com a 

cisplatina e suas principais combinações utilizadas na clínica, sobre a indução de 

morte imunogênica em CPNPC. 

 
A Carboplatina ou Cis-diammine surgiu em 1980, como uma segunda 

geração de platina (cyclobutane-1, 1-dicarboxylate-O, O´) platinum (II), sendo 

aprovada em 1989 pela FDA (79,80). 

Foi desenvolvida com o intuito de diminuir os efeitos colaterais da cisplatina 

mantendo suas propriedades anticancerígenas. A carboplatina possui mecanismo 

de ação semelhante à cisplatina, (formação de adutos de DNA), porém com 

potencial de ação diminuído, mas sem os efeitos adversos de nefro e 

neurotoxicidade, permanecendo a quimioresistência para o tratamento de alguns 

tipos tumorais (81). 

É utilizada para o tratamento de câncer colorretal, de ovário e diversos 

tipos de câncer de pulmão. Após tratamento com quimioterapia, em biópsias 

metastáticas em fígado de pacientes com câncer colorretal, se verificou um 

aumento na densidade de linfócitos infiltrados no tumor (82). Em outro estudo, o 

uso da carboplatina resultou em aumento na sobrevida de paciente com câncer 

colorretal e mama(83). 

Até o momento, não encontramos estudos investigando sobre capacidade 

da carboplatina na indução da morte imunogênica especialmente em modelo de 

CPNPC. 

Algumas evidências já foram apresentadas neste sentido para outros tipos 

de câncer. Estudo demonstrou a translocação parcial de CRT para a superfície 

celular, um pequeno aumento na secreção de ATP extracelular e a liberação 

parcial de HMGB1 quando a combinação de carboplatina e radioterapia, em 

linhagem celular de carcinoma mamário (TSA). A combinação destes dois 

agentes pode trazer a estimulação de receptores pro-imunogênicos nas células 

dentríticas, a partir das células tumorais no processo apoptótico, que podem 

resultar em respostas imunológicas contra o processo carcinogênico (84). 
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4.2 Etoposide 
 

 

A etoposide (conhecida como VP-16) é um derivado semi-sintético do 

vegetal podofilotoxina, utilizado desde 1983 para o tratamento de vários tipos de 

câncer, como testicular, leucemia, SCLC, CPNPC e outros (85–87). 

A VP-16 age na enzima topoisomerase II. Esta enzima nuclear tem como 

função o desenrolamento e o relaxamento do DNA, durante o processo de 

replicação e transcrição, sua ação é fundamental para o processo de duplicação. 

A VP-16 se liga à toposiomerase II, formando e estabilizando um complexo 

ternário (VP-16-topoisomerase II-DNA), o qual inibe a topoisomerase de afastar a 

clivagem de moléculas do ácido nucléico. Deste modo, este complexo medeia 

quebras no DNA de cadeia dupla (88). 

Este complexo não interfere no processo de clivagem, mas prejudica na 

etapa de religação do ponto de quebra, que consequentemente impede que a 

replicação avance ao longo da fita de DNA. Essas quebras, acumuladas ao longo 

da fita de DNA, fazem com que a célula não consiga entrar na fase mitótica da 

divisão celular. Esta reação em curta duração é tolerada pela célula, no entanto, 

em altas concentrações tem efeito citotóxico, pois a reparação do DNA é 

prejudicada, resultando na morte celular (89). 

A ação da VP-16 é melhorada de forma acentuada repetindo administração 

do fármaco; dependendo da dose administrada são geradas quebras de DNA de 

cadeia simples ou cadeia dupla (89). 

A VP-16 sozinho não parece ser capaz de induzir os DAMPS, portanto, não 

seria capaz de levar à morte imunogênica. A VP-16 foi testada em várias 

linhagem celulares: de câncer de ovário (OV90), de câncer de próstata (DU 145), 

e leucemia linfoblástica aguda. Em todos esses estudos, após o tratamento de 

VP-16 não ocorreu a translocação da CRT (provavelmente porque o VP-16 não 

conseguiu causar estresse no RE). No mesmo estudo após o tratamento com VP- 

16 ocorre a liberação de HMGB1 em estágios tardios de apoptose (90). Após o 
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tratamento com VP-16 em linhagem EG7(do inglês “thymoma cells” ), os níveis de 

ATP intracelular foram reduzidos e níveis de ATP extracelular aumentados (91). 

Quando combinado com outros compostos, o VP-16 parece ser capaz de 

induzir morte celular imunogênica. Sendo demonstrado em modelo de câncer 

CT26 em camundongos imunocompetente, quando combinado VP-16 com 

tautomycin ou calyculin A ou salubrinal. Esses agentes são inibidores da eIF2α 

fosfatase composta da proteína fosfatase1, que regula a subunidade 15( 

GADD34) e pirofosfatase (inorgânica) 1(PP1), tendo como resultado eIF2α 

fosforilado, mesmo na ausência de estresse no RE. Como consequência, ocorre à 

exposição da CRT restaurando assim o processo imunogênico e aumentando 

assim a fagocitose tumoral (39). 

 

4.3 Paclitaxel 
 

 

Paclitaxel, agente semi-sintético derivado doTaxus brevifolia (nome 

comercia lTaxo l®, Bristol-Myers Squibb) é utilizado desde 1998 para tratamento 

de primeira linha de vários tipos de tumores sólidos como: mama, CPNPC, câncer 

de pâncreas, em monoterapia ou em combinação (92–94). O paclitaxel age 

inibindo a divisão celular pela estabilização dos microtúbulos, podendo atuar 

como mimético de lipopolissacarídeos ativando o sistema imunológico atraindo 

macrófagos e mediando efeitos citotóxicos contra células tumorais (95,96). 

O paclitaxel aumenta atividade antitumoral linfócito T CD8+e ativação de 

células apresentadoras de antígenos (97). Este processo demonstrado em vários 

estudos inclusive em CPNPC, podendo ser associado com aumento da 

efetividade do tratamento em pacientes com alguns tipos de câncer (96,98,99). 

O Paclitaxel pode aumentar o processo imunológico, pois apresenta 

características imunogênicas. Em um estudo em modelo in vitro TSA, o paclitaxel 

combinado com radioterapia se mostrou capaz de induzir os DAMPS, 

aumentando a liberação de ATP e HMGB1 e a translocação da CRT para a 

membrana celular. Estas evidências clínicas e experimentais sugerem que 

respostas anticâncer, estimuladas pelo sistema imunológico podem contribuir 

diretamente para o sucesso da quimioterapia, aumentando assim a eficácia do 

tratamento quimioterápico (84). 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Bristol-Myers_Squibb
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4.4 Gemcitabina 
 

 

A Gemcitabina 2´, 2´-difluoro-20-deoxycytidine) é utilizada para o 

tratamento de câncer de mama e CPNPC, entre outros (100,101). A gemcitabina 

é um análogo do nucleosídeo desoxicitidina. Ela age ao sofrer uma conversão 

intracelular complexa para a gemcitabina difosfato e trifosfato, após a absorção 

dos transportadores de nucleosídeos, que são importantes para explicar seus 

efeitos citotóxicos. A enzima ribonucleotídeo redutase catalisa a redução de 

ribonucleotídeos para deoxirribonucleotídeos, sendo essencial para a síntese de 

DNA. O mecanismo de ação da gemcitabina é justamente a inibição desta 

enzima, levando a redução do pool dedeoxirribonucleotídeos 5´- difosfato, 

facilitando assim na incorporação do metabólito ativo de trifosfato da gemcitabina 

pela DNA polimerase, evitando o alongamento da cadeia de DNA. Como 

consequência, a gemcitabina bloqueia a divisão celular, entre as fases G1 e S do 

ciclo celular, culminando com a morte celular (102,103). 

Na literatura, ainda não foram observadas evidências sobre a capacidade 

da gemcitabina de induzir morte celular imunogênica, quando utilizada em 

monoterapia. Quando combinada com outros agentes, no entanto, a gemcitabina 

parece ser capaz de induzir os DAMPs. Zhao et al., demonstrou que a 

combinação deste quimioterápico com o PX-478 (inibidor de HIF-1α), em 

linhagem de câncer de pâncreas (CFPAC-1, BxPC-3, Panc-1) desencadeandou 

uma forte resposta imunológica. Resultando na inibição do crescimento tumoral 

pela indução da morte imunogênica, sendo seu efeito dependente da fosforilação 

de eIF2α relacionado com a translocação da CRT na superfície celular, aumento 

de ATP extracelular e liberação de HMGB1, retardando a progressão 

tumorigênica (104). 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Deoxirribonucleot%C3%ADdeo&amp;action=edit&amp;redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Deoxirribonucleot%C3%ADdeo&amp;action=edit&amp;redlink=1
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JUSTIFICATIVA 

 
O câncer de pulmão é a principal causa de morte por câncer na população 

mundial, sendo o prognóstico de CPNPC extremamente ruim com uma sobrevida 

média de menos de um ano. 

Em relação ao CPNPC, existem evidências incipientes da capacidade dos 

principais quimioterápicos utilizados no tratamento do câncer de pulmão em 

relação a indução de morte celular imunogênica. Portanto, estudos sobre esse 

tema tornam-se extremamente necessários, com o objetivo de gerar evidências e 

descrever melhor o mecanismo da morte celular imunogênica destes 

quimioterápicos durante o tratamento do CPNPC, uma vez que os mesmos são 

utilizados há muito tempo. Além disso, tais investigações tem o potencial de trazer 

melhores combinações de quimioterápicos no futuro. 

 
O presente estudo poderá auxiliar no desenvolvimento e melhor 

direcionamento do tratamento quimioterápico, uma vez que se evidencie a melhor 

combinação de drogas quimioterápicas na indução de morte imunogênica no 

tratamento do CPNPC. 

 
Portanto, devido a sua extrema letalidade, estudos que busque uma melhor 

compreensão da relação entre a neoplasia e o sistema imunológico (responsável 

pela eliminação tumoral), tornam-se extremamente necessários, a fim de auxiliar 

nos tratamentos atuais utilizados. 
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5 OBJETIVOS 

 
 

5.1 Geral 
 

 

Avaliar se drogas quimioterápicas utilizadas na clínica para o tratamento de 

CPNPC tanto em monoterapia quanto em combinação induzem morte celular 

imunogênica na linhagem celular A549 de CPNPC. 

 

5.2 Específicos 
 

 

 Estimar as concentrações ideais dos quimioterápicos para o tratamento 

da linhagem A549, bem como determinar a taxa de apoptose inicial, 

tanto de drogas utilizadas em monoterapia (cisplatina, etoposide, 

carboplatina, paclitaxel, gemcitabina) quanto em combinação 

(cisplatina+ etoposide, carboplatina+ paclitaxel); 

 Analizar os marcadores da morte imunogênica (CRT, ATP,HMGB1). 
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Abstract 
 

Lung cancer is the leading cause of cancer-related mortality worldwide. It is 

known that some chemotherapeutic drugs stimulate an efficient antitumor response by 

inducing a form of apoptosis known as immunogenic death in certain tumor types. 

This type of cell death is characterized by a series of alterations that occur in the 

apoptotic process, such as the pre-apoptotic exposure of calreticulin (CRT) on the cell 

surface, as well as the release of ATP and HMGB1.Objectives: To identify whether 

chemotherapeutic agents commonly used in the clinical practice of non-small cell 

lung cancer (NSCLC) induce immunogenic cell death (ICD).Methods: Monotheraphy 

of cisplatin (40 µM and 80 µM), etoposide (13.2 µM), carboplatin (200 µM), 

paclitaxel (100 nM) and gemcitabine (0,96 µM) and combination therapy of cisplatin 

(40 µM) + etoposide (13.2 µM); carboplatin (200 µM) + paclitaxel (100nM) were 

used to treat A549 NSCLC cell line, which remained under treatment for 48 hours. 

After that, the concentration of chemotherapeutic agents needed to induce early 

apoptosis was measured by means of annexin V and propidium iodide staining by 

flow cytometry – that is, a concentration that induced apoptosis rates between IC15 

and IC50. Once the concentration for each monotherapy and combination therapy was 

determined, these concentrations were used to treat the cancer cells for another 48 

hours. ICD was evaluated by quantifying three damage-associated molecular patterns 

(DAMPs): the exposure of calreticulin (CRT), release of ATP and High mobility 

group box 1 protein (HMGB1) and also measured autophagy levels. CRT by 

quantified by flow cytometry. Released ATP was measured by the bioluminescence 

assay and HMGB1 was measured by dot blot immunoassay. Autophagy levels were 

measured by orange acridine (AO) staining of acidic vesicles. The results of all three 

DAMPs as well as autophagy levels were then compared to the control cells – that is, 

non-treated A549 NSCLC line cells – and expressed in percentage. All five 

experiments (early apoptosis, CRT expression, extracellular ATP release, HMGB1 

secretion and autophagy levels) were repeated at least three times. The mean of the 

results and its standard deviation (±SD) were presented. To determine significance, 

we performed ANOVA (Tukey pos hoc). Ap-value≤0.05 was considered statistically 

significant. Results: The percentages of early apoptotic cells found for each 

combination therapy were: control: 4 ± 1%; cisplatin 40µM + etoposide 13.2µM:42.1 

± 8.8%; p= 0.03; carboplatin 200µM + paclitaxel 100nM: 20.8 ± 4.1%; p=0.541. CRT 

exposure: control: 0.002 ± 0.001 %; cisplatin 40µM + etoposide 13.2µM: 60.7 ± 1.87 

%; p= 0.000; carboplatin 200µM + paclitaxel 100nM: 55.4 ±4.6%; p< 0.001. ATP 

levels: control: 100; cisplatin 40µM + etoposide 13.2µM: 320.4 ± 9.4; p=0.013 and 

carboplatin 200µM + paclitaxel 100nM: 299.6 ± 6.4; p= 0.029). HMGB1: control: 1; 

cisplatin 40µM + etoposide 13.2µM: 2.20 ±0.10; carboplatin 200µM + paclitaxel 

100nM:  1.56  ±  0.25.  Autophagy:control:  7  ±  1%;  cisplatin  40µM  +  etoposide 

13.2µM: 55.3± 13%; p=0.096); carboplatin200µM + paclitaxel 100nM: 61.6 ±6%; 

p=0.043; etoposide 13.2µM: 71 ±14%; p= 0.012; gemcitabine 0.96µM: 62 ±6%; 

p=0.043.Conclusion: Common chemotherapeutic drugs used for the treatment of 

NSCLC have shown the ability to trigger the three main markers of immunogenic 

death on A549 line cells. Drugs also induced autophagy, which may be related to cell 

death resistance. 

 

Keywords: Non-Small-Cell Lung Carcinoma. Immunogenic cell death, 

Autophagy. 
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Introduction 

Lung cancer is the leading cause of cancer-related mortality worldwide1.This 

cancer has two main clinical subgroups: small cell lung cancer (SCLC) and non-small 

cell lung cancer (NSCLC). NSCLC is the most common type, accounting for 

approximately 85% of all lung cancer cases. Adenocarcinoma, squamous cell 

carcinoma and large cell carcinoma constituting all subtypes of NSCLC2. The high 

mortality of this disease may be attributed to its late diagnosis, resistance to 

chemotherapy and complications in advanced stages. This disease has poor prognosis 

with an overall 5-year survival rate of 10 to 15%2,3. 

Current chemotherapy for lung cancer is not curative and provides limited 

benefits, with an average survival of less than one year4. Even though, we have faced 

a decade of significant advances in the identification of biomarkers in lung cancer and 

important progress in immunotherapy4. Most recent advances in cancer treatment 

focus on chemotherapy induced cell death; and that death may take place either 

through non-immunogenic apoptosis,  immunogenic cell death (ICD), and also 

through autophagy and autophagic cell death, necrosis, cornification, among others5. 

Recent studies have demonstrated that some chemotherapeutic agents 

(anthracyclines, oxaliplatin, cisplatin plus pyridoxine) as well as other non- 

chemotherapeutic treatments (y-irradiation, hipericin-based photodynamic therapy 

and high hydrostatic pressure) can induce ICD in cancer cells6–11. ICD is characterized 

by the emission of signals, which are referred to as “damage-associate molecular 

patterns” (DAMPs), such as the pre-apoptotic exposure of chaperones on cell surface 

including calreticulin (CRT), post-apoptotic release of protein high mobility group 

box 1 (HMGB1) and the secretion of adenosine triphosphate (ATP) into the 

surroundingenvironment12–14. 

These three classic markers (CRT, HMGB1, and ATP) bind to cell surface 

receptors: CD91, toll-like receptor 4 (TLR4,TLR2), and purinergic P2X7 and P2Y2 

receptors, respectively, which are present on the surface of dendritic cells (DCs), 

promoting engulfment of dying cells, presentation of tumor antigens, and production 

of interleukin-1b (IL-1b), respectively8,13,15,16. All these signals are responsible for 

triggering the elicitation of tumor-targeting immune responses, which are associated 

with the elimination of residual treatment-resistant cancer cells, as well as the 

establishment of immunological memory 6,7,17. 
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The recruitment of immune cells to the tumor microenvironment and the 

reactivation of these cells to fight cancer cells have presented promising in lung 

cancer biology18. In this context, the induction of ICD by chemotherapeutic agents 

may contribute to thisprocess. 

The capacity of the chemotherapeutic drugs used in day-by-day clinical 

management of NSCLC, such as cisplatin, etoposide, carboplatin, paclitaxel and 

gemcitabine in inducing ICD in NSCLC cell line is poorly understood, in both 

isolated and combination. In this context, to study the induction of ICD by 

chemotherapeutic agents is much needed in order to expand current scope of 

evidence. In this study, we evaluate the induction of ICD by these drugs in A549 lung 

adenocarcinoma cell line. 

 

Materials and methods 

Cell line and culture conditions 

All experiments were performed using exponential growing A549 cell line of 

the human lung adenocarcinoma, obtained from NCI-Frederick Cancer DCTD cell 

line repository. These cells were maintained in a humidified incubator with RPMI 

1640 medium supplement with 10%heat-inactivatedfetal bovine serum (FBS) 

(Gibco/Invitrogen, São Paulo, SP Brazil), added with 2mM-glutamine, 1% of 

penicillin/streptomycin, and 0.1% of amphotericin B (Sigma-Aldrich, St Louise, 

MO,USA)at 37oC and 5%CO2. 

Drug treatments 

A549 cell lines were seeded in 12-well plates (1x104cells/mL). After 24 hours 

of incubation, cells were treated with different concentrations of monotheraphy of 

cisplatin, etoposide, carboplatin, paclitaxel, gemcitabine and also with combination 

therapy of cisplatin + etoposide; carboplatin + paclitaxel. After that, cells were 

cultured for 48 hours after overnight adherence. Cisplatin 80μM was used as positive 

control. The concentration of the chemotherapeutic agents was increased until 

apoptosis rates reached approximately of IC15 to IC50, as described below. DMSO was 

used to dilute all chemotherapeutic agents except carboplatin, which was diluted in 

water. Non-treated cell cultures were used as controls. The chemotherapeutic agents 

were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). 
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Analysis of detection of apoptosis by Flow Cytometry 

Apoptosis of A549 cell line induced by each treatment mentioned above was 

measured after 48 hours of treatment, as well as the basal apoptotic levels of non- 

treated cells. We also analyzed the apoptosis of cells + DMSO (without any agents) in 

order to compare the effect of the diluent. The incidence of apoptosis was assessed by 

measuring membrane redistribution of phosphatidylserine and necrosis was detected 

by double staining with annexin V-FITC and propidium iodide (PI) detection kit 

according to the manufacturer’s protocol (FITC; BD Biosciences; CA, USA). Flow 

cytometry (Attune-AB Applied Biosystems) was performed using a single cell gate. 

The data were analyzed in a FITC/PE dot plot to quantify the percentage of annexin- 

/PI-(control), annexin+/PI-cells (early apoptosis), annexin+/PI+ cells (late apoptosis), 

annexin-/PI+ cells (necrotic cells). 

Immunogenic cell death evaluation 

Calreticulin expression measurement 

A total of 1 x 104 cells were plated in a 12 well plate and then treated with the 

chemotherapeutic agents for 48 hours. The cells were then collected and washed twice 

with ice cold PBS and fixed with 4% paraformaldehyde in ice cold PBS for 5min. 

They were then submitted to centrifugation (1200rpm, 5min), and washed again in ice 

cold PBS; cells were then incubated for 30min with primary antibody at room 

temperature and 4oC. Each sample was diluted in cold blocking buffer (200μL ice 

cold PBS + 4μL fetal bovine serum +1μL Anti-CRT antibody, Abcam Cambridge, 

MA). Followed by washing the cells 2 times with ice cold PBS by centrifugation 

(1200rpm, 5min) and ressuspend in ice cold PBS. Each sample was then analyzed by 

flow cytometry (Attune-AB Applied Biosystems) to identify cell surface CRT. 

Isotype-control IgG1 (BD Biosciences; CA, USA); (200μL ice cold PBS + 4μL fetal 

bovine serum + 1μL isotype-control IgG1) were used as acontrol. 

ATP release assay 

Therefore, we measured release ATP levels in A549 cell line after the 

exposure to specific cell death inducers. ATP extracellular levels were measuredusing 

cell supernatants collected after 48 hours of treatment. Dying tumor cells were 

separated from viable cells by centrifugation (1200rpm, 5min), and immediately 

analyzed by using the ADP/ATP ratio assay kit Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,USA). 
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According to the manufacturer’s protocol. Briefly, cell numbers were set up as 

1×104cells/mL for all experiments. After treatment for 48 hours, 10μL of conditioned 

medium was taken out for ATP assay. 

HMGB1 Measurement 

HBMG1 release was measured using the cell supernatants collected after 48 

hours of treatment and cleared from dying tumor cells by centrifugation ( 1200 rpm, 

5min), and then immediately analyzed for HMGB1 ( Abcam Cambridge, MA) 

abundance. HMGB1 levels in were determined by dot blot immunoassay, where serial 

dilutions of samples (1, 2, 4, and 8μL) were applied to a nitrocellulose membrane and 

HMGB1 immunocontents were determined as described for Western Blot. The assays 

were performed for each mono and combined therapy and repeated three times. To 

establish the proportion of HMGB1 release, we divided the levels of HMGB1 by the 

number of dying cells. 

Autophagy levels –Actinide Orange (AO) assay 

Autophagy levels were determined by detecting autophagosome formation. 

Cells were seeded on 12-well plates (1x104cells/mL) of incubation and were then 

treated with chemotherapeutic agents (mono and combined therapy) listed above, and 

cultured for 48 hours. Cells were trypsinized, collected, and stained for 15min at room 

temperature with acridine orange (AO), with a final concentration of 2.7mM. AO is a 

marker of acidic vacuolar organelles that fluoresce green in the whole cell but red in 

acidic compartments (mainly in late autophagosomes/autolysosomes). To quantify the 

percentage of AO positive cells and the intensity of the red fluorescence, the AO 

stained cells were analyzed in flow cytometry (Attune-AB applied biosystems). 

 

Statistical Analysis 

Shapiro-Wilk test was used to test normal distribution of the results of all 

experiments. Because each experiment was repeated at least three times, results are 

expressed as means with its respective standard deviation (± SD). The results of the 

experimental and control groups (that is, untreated A549 line cells) were tested for 

statistical significance by ANOVA (Tukey post-hoc). We used Pearson to test 

correlation. In all cases, a p-value<0.05 was considered significant. 
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Results 

Chemotherapeutic agents induce phenotypic changes thatexhibit 

apoptosis and autophagy characteristics in the A549 cell line 
 

Adjuvant chemotherapy with cisplatin-based regimens is standard at all stages 

of NSCLC. To determine the phenotypic and functional consequences of NSCLC 

A549 cell line exposure, chemotherapeutics agents widely used in clinical 

management against solid tumors were used. The following concentrations were 

shown to induced an apoptosis rate between IC15 and IC50: cisplatin 80µM, cisplatin 

40µM, etoposide 13.2µM, cisplatin 40µM + etoposide 13.2µM, carboplatin 200µM + 

paclitaxel 100nM and gemcitabine 0.96µM by 48hours. Several cellular phenotypes 

were induced, depending on the drug. As show in Figure 1A, there was an increase in 

the cellular apoptotic phenotype especially for cisplatin, increasing cellular 

complexity (SSChigh/ Side Scatter) and with a decrease in cell size (FSClow/Forward 

Scatter) (Figure 1A, red area and 1B). After treatment of the chemotherapeutic agents, 

a decrease in the percentage of viable A549 cells with relation to the control occurs 

(Figure1C). 

The toxicity of cisplatin 80µM was too high, so that cells were fragmented and 

we found an increase in cell debris. Those treatments that did not induce an increase 

in cells with apoptotic profile, showed an increase in SSC, suggesting autophagy, 

which can contribute to drug resistance. The fold-increase of FSC and SSC is shown 

in (Figure 1B). It is important to note that only cisplatin 40 and 80µM reduced, in 

average, the FSC in relation to control. Etoposide, in turn, induced the strongest effect 

in FSC and SSC. 

 

Chemotherapeutic agents induced differential rates of apoptosis 

in A549 cell line 

In order to initially determine the ability of chemotherapy in the induction of 

ICD, we determined the apoptosis rate in the A549 cell line in response to each 

treatment. We observed that all mono and combination therapies induced alterations 

in cell phenotype that resemble apoptosis induction, being the highest the response to 

cisplatin. These data corroborate the data from FSC and SSC (Figure 1A). Treatments 

triggered an increase in the apoptosis rate, both early apoptosis (annexin+/PI-cells) 
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from 14.4% (Carboplatin 200µM) to 46.5% (Cisplatin 80µM) and late apoptosis 

(annexin+/PI+ cells) from 5.9% (cisplatin 40µM + etoposide 13.2µM) to 22% 

(carboplatin 200µM + paclitaxel 100nM) as shown in Figure 1D, demonstrating 

statistically significant for early apoptosis cisplatin 40 and 80µM and cisplatin 40µM 

+ etoposide 13.2µM with *p< 0.05 and ***p < 0.001, in comparasion to control. All 

treatments induce a transient increase of annexin intensity concomitant to cell 

shrinkage, followed by a reduction of annexin staining and an even stronger cell 

shrinkage (Fig. 2A and Supplementary 1). Indeed, among annexin negative cells, 

there were cells with different FSC intensity, but both populations were in apoptosis 

stage following the same apoptosis phenotype with transient annexin increase (Figure 

2B and2C). 

 

Chemotherapeutics induced the translocation of CRT to the 

plasma membrane of A549 cell line 

After 48 hours, all treatments triggered a statistically significant increase in the 

translocation of CRT on the cell surface, as shown in Figure 3A, (*p<0.05, 

***p<0.001) in comparison to control. Treated cells with decreased FSC, i.e. cells 

with apoptotic phenotype, showed increased CRT levels (Figure3B). This finding did 

not occur in the control, suggesting that physiological cell death (not induced by 

chemotherapy) does not trigger ICD. All treated cells passed from a viable phenotype 

(Figure Supplementary 2 - green board) to a phenotype with apoptosis characteristics 

(Figure Supplementary 2 - blue board). Finally, we found a transient increase in CRT 

from the phenotype of ‘normal’ (or viable) cells (Figure Supplementary 2, green area) 

to a state of initial cell shrinkage (early apoptosis) (Figure Supplementary 2, yellow 

area). After this, there was an increased in cells fragmentation and increased debris 

(Figure Supplementary 2, blue area), suggesting late cell death. 

 

Chemotherapeutic agents increased the release of ATP 

extracellular and levels of HMGB1 in A549 cell line 

For all tested treatments (cisplatin, etoposide, carboplatin, paclitaxel, 

gemcitabine) alone or combination, we found that the induction of cell death was 

accompanied by secretion of extracellular ATP in cisplatin 40µM, cisplatin 40µM + 

etoposide and carboplatin 200µM + paclitaxel 100nM with statistically significant 

*p< 0.05(Fig. 3A). 
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We analyzed the release of the late-stage marker of ICD, HMGB1, in 

supernants of A549 cancer cell line. All mono- and combination-therapy 

demonstrated an increase of HMGB1 secretion when compared to the non-treated 

control cells, with the exception of Etoposide. Highest levels of release of HMGB1 

were found for cisplatin 80µM treatment (Fig. 4A). 

 

Chemotherapeutic agents induce an increase of autophagy in 

A549 cell line 

Data from FSC x SSC flow cytometry (Figure 1A) strongly suggest that A549 

cells increased their intracellular granularity, suggesting autophagy induction. To 

confirm this, we performed a flow cytometry analysis of AO stained cells, a 

fluorescent dye that marks the entire cell (cytoplasm and nuclei) in green, but in acidic 

compartments shine red due to the accumulation of the dye (Figure 5A). The 

treatments statistically significant with *p< 0.05, for induction of autophagy were 

etoposide 13.2µM, carboplatin 200µM+ paclitaxel 100nM and gemcitabine 0.96 µM. 

Corroborating data from SSC and FSC, flow cytometry revealed increased AO 

intensity in A549 cells exposed to all chemotherapeutics tested (Figure 5B). 

Interestingly, those treatments that increased apoptosis presented low autophagy, 

while those treatments that increased autophagy (like etoposide) had low apoptosis, 

suggesting that autophagy acts as a cytoprotective mechanism in this setting. Finally, 

cells with increased cellular complexity (high SSC) had increased levels of cell 

autophagy in relation to cells in early apoptotic cells (gray ratio) and viable cells (blue 

ratio) as demonstrated; early apoptotis cells had lower levels of autophagy when 

compared to viable cells (Figure5C). 

 

The presence of chemotherapeutic agents have demonstrated a 

strong correlation between annexin+ cells, CRT and ATP in 

A549 cell line 

The use of chemotherapeutic agents have demonstrated a strong correlation 

between percentage of cells with annexin-positive and CRT-positive (p = 0.8) and 

also between percentage of cells with annexin-positive and ATP levels (p = 0.7), 

percentage of cells CRT-positive and ATP levels (p = 0.9), as shown in figure 6A. 

Correlation between cell numbers and cells with annexin-positive (p = -0.8) and 

number of cells and cells with CRT-positive (p= -0.9), as shown in Figure6B. 
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Discussion 

Conventional anticancer chemotherapy is generally thought to act through 

killing tumor cells or by irreversibly arresting their growth. Cytotoxic drugs affect cell 

metabolism, DNA synthesis or DNA integrity, ultimately leading to cell death, mainly 

through apoptosis. Increasingly, it has been shown that apoptosis is not a 

homogeneous process, especially with regard to the clearance of death cellsand 

apoptotic bodies19. Indeed, the apparent uniformity of the apoptosis may cancel 

heterogeneous functional aspects of the mechanism, for instance the recognition of 

death cells by the immune system and the inflammatory response5. Clinically, this 

aspect may strongly affect the development of cancer as well as the response to 

therapy20,21. In the current study, platinum agents (cisplatin and carboplatin), 

paclitaxel, etoposide, gemcitabine and therapeutically relevant combinations of these 

drugs (cisplatin+etoposide, carboplatin+ paclitaxel) were assessed to their capacity to 

induce ICD in A549 human lung adenocarcinoma cells. Although, the drugs used in 

this study have different mechanisms of action, all of them ultimately lead to DNA 

damage and cell death. Cells triggered different rates of both early and late apoptosis 

in response to treatments. All treatments induced typical morphological alterations 

that resemble to apoptosis, such as cell shrinkage and fragmentation,externalization 

of phosphatidylserine, detachment from the cell plate, increased SSC and decreased 

FSC22,23. 

Data from literature about the capacity of chemotherapeutics to induce ICD in 

cancer cells are quite heterogeneous and may depend on the cell type, the conditions 

of treatment (i.e. the concentration of the drug and the duration of the treatment) and, 

as raised by some results showed here, by technical questions. Oxaliplatin induced 

ICD in UO2S osteosarcoma cells 24 and colorectal cancer cells16. In BLM human 

melanoma cells and Caco-2 colorectal adenocarcinoma cells cisplatin increased CRT 

exposure and the release of ATP and HMGB1 25. In our study, the combination of 

chemotherapeutic agents increased this three ICD hallmarks: CRT exposure, ATP 

secretion and HMGB1 release. Among the drugs tested here, cisplatin had the highest 

effect on the induction of apoptosis and ICD, reaching a plateau that was not 

increased even after its combination withetoposide. 

We also provided an important information about the profile of CRT 

externalization along the process of apoptotic cell death. We found that levels of CRT 
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(as for phosphatidilserine) increased transitorily during cell shrinkage, and then 

reducing when cells reached their small size. Thus, if assessed when cells already 

reached the end of apoptosis, authors may find low levels of externalized CRT. This 

may explain data from the literature, as for CT26 colorectal cancer murine cells, in 

which cisplatin increased the release of HMGB1 but did not increase the exposure of 

CRT. However, authors assessed CRT levels in the context of strong late apoptosis 

induction, so they probably lost the moment of high CRT exposure16. The observation 

that CRT increases transitorily during the apoptotic process is relevant, since the 

translocation of CRT from the ER to the cell surface is one of the main differences 

between immunogenic and non-immunogenic death, and a key factor to immunogenic 

death 7. At the molecular level, drugs such as oxilaplatin elicits the exposure of CRT 

through a complex pathway that involves the sequential induction of ER stress 

response accompanied by PERK-mediated phosphorylation of elF2α, caspase-8- 

mediated cleavage of the ER protein BAP 31 and, finally, the translocation process. In 

fact, in U2OS osteosarcoma cells cisplatin failed to stimulate the activation of PERK, 

as well as the PERK-dependent phosphorylation of elF2 α, which is a key event for 

the integrated ER response and the formation of stress granules and 

autophagossomes16,24.In those cells that are resistant to the apoptosis and to the 

externalization of CRT, the induction of ER the CRT from ER to the plasma 

membrane, as for U2OS osteosarcoma cells exposed to cisplatin24stress restores the 

capacity of cells to translocate. In our study, as in other cell types, cisplatin was able 

to induce the externalization of CRT, corroborating that this process depends on the 

cell model and the profile of treatment. In addition, the externalization of CRT can be 

mediated by other pathways, but these mechanisms are yet to beunderstood26. 

Interestingly, during the analysis of apoptosis and ICD we observed that cells 

exposed to those treatments that induced low levels of apoptosis had, in parallel, 

increased SSC (i.e. intracellular granularity). This suggests the inductionof autophagy, 

which has a dual role in cancer: in one hand, it can contribute to suppress cell death; 

on the other hand, at high levels in can be cytotoxic 27. Flow cytometry to AO 

confirmed the induction of high levels of autophagy by several treatments, being 

etoposide the most pro-autophagic condition. In agreement to this, etoposide induced 

autophagy and apoptosis in the Hep3B cell line 28, as paclitaxel  

inducedcytoprotective autophagy in multiple cancer cell lines29,30.  Gemcitabine can 

simultaneously induce apoptosis and autophagy in cancer cell line of lung cancer 

SPC-A1 and A549. 
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   When combination with 3-methyladenine (3-MA), gemcitabine- induced 

apoptosis was effectively enhanced suggesting that gemcitabine can activate 

autophagy to impair the chemosensitivity of lung cancer cells31.It is important to 

mention that autophagy is induced in higher extent by treatments that did not induce 

high levels of early apoptosis. When we looked to the intensity of autophagy in live or 

dead cells, we found that cells with a viable phenotype or cells with high SSC 

presented higher levels of autophagy than early apoptotic cells, suggesting that 

autophagy may contribute to the maintenance of cell homeostasis and cell survival. 

According to other studies, when combined with 3-MA or cloroquine, enhance the 

pro-apoptotic effect of cisplatin and attenuated the execution stage of etoposide 

induced apoptosis in cell lines A549 and U1810 of NSCLC 32. Corroborating these, 

the combination of paclitaxel and 3-MA also increased the rate of cell death (26). 

Whether the cell death induced in these models was ICD, however, is notknown. 

Actually, the link between autophagy and ICD has recently emerged as a 

target with clinical potential. Autophagy is essential to the immunogenic release of 

ATP by dying cells and to the accumulation of extracellular ATP33, which acts on 

purinergic receptors to attract immune effectors to the tumor microenvironment, 

hence eliciting anticancer immune response that ultimately are mediated by CTL 34. 

Similarly, anthracyclines, oxaliplatin and irradiation trigger ATP secretion in response 

to autophagy 33,35. Corroborating this data, the suppression of early steps of autophagy 

(i.e. the autophagosome formation), deeply suppressed the exposure of CRT in the 

plasma membrane in response to oxaliplatin36. This suggests that this positive link 

may occur early after cell and ER stress. Indeed, ER stress, which is the main 

mechanism to trigger the externalization of CRT, also increases autophagy37,38. In this 

sense, the induction of autophagy in parallel with immunogenic therapy may increase 

ICD and, as a consequence, the efficacy of the therapy27. On the other hand, the 

suppression of late steps of autophagy increased CRT exposure36. In this case, the 

cytoprotective role of autophagy in cell homeostasis may be dominant and the 

disruption of late autophagy may lead to the accumulation of cell trash, increase in 

oxidative stress and cell death. Clinically, this approach seems to be more effective39. 

Indeed, this is the rationale behind several clinical trials focused on autophagy: the 

combination of a chemotherapeutic with an inhibitor of lateautophagy40. 

Thus, it is plausible to suggest that cells may integrate several stress signals to 

define the cell fate, which may directly interfere with the other components of tumor 
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microenvironment, especially immune cells41.The balance between cytoprotective or 

cytotoxic autophagy and its crosstalk with apoptosis and ICD may be central to define 

the success of a given therapy. Understanding this process may allow the modulation 

of this crosstalk in order to increase the therapeutic efficacy. 

 

Conclusion 

In conclusion, we demonstrated that the drugs used for the treatment of 

NSCLC have the ability to trigger the increase of main markers of immunogenic 

death. Cisplatin, the first choice treatment for NSCLC, induced the highest levels of 

ICD markers in A549 cells. Drugs also induced autophagy, which may be related to 

cell deathresistance. 
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      Figure 1.  Rate of apoptosis of A549 cells treated with chemotherapeutics. 

A) Dot plot analysis showing FSC and SSC, after treatment with chemotherapeutic agents in 

A549 cell line by 48hours. B) Treatment with chemotherapeutic agents increases FSC and 

SSC in relation to control. C) After treatment the chemotherapeutic agents a decrease in the 

percentage of A549 cell line with relation to the control. D) The chemotherapeutic agents 

triggerd different rates of apoptosis and necrosis, annex +/IP- cells (early apoptosis- left upper 

square), annexin+/IP+ cells (late apoptosis-right upper quadrant), left annex -/IP- cells (control 

– left lower square), annexin-/IP + cells (necrotic cells- right lower square). Data represent 

mean +/- SD*p< 0.05,***p < 0.001(n=3) compared to untreated cell(control). 
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      Figure  2. Treatments induce a transient increase of annexin intensity. 

A) Treatments induce a transient increase of annexin intensity concomitant to cell shrinkage, 

followed by a reduction of annexin staining and aneven stronger cell shrinkage.B) and C) 

Among annexin negative cells, there were cells with different FSC intensity, but both 

populations were in apoptosis stage following the same apoptosis phenotype with transient 

annexin increase. 
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Figure 3. Chemotherapeutics induced the translocation of CRT to the plasma 

membrane of A549 cell line. A) After 48 hours treatment, all treatments triggered an 

increase in the translocation of CRT on the cell surface and all of them were statistically 

significant. B) Treated cells with decreased FSC, i.e. cells with apoptotic phenotype, showed 

increased CRT levels. Data represent mean +/- SD *p< 0.05, ***p <0.001(n=3) compared to 

untreated cell (control). 
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Figure 4. Chemotherapeutic agents increased the secretion of ATP extracellular and levels of HMGB1 

in A549 cell line. A) The induction of cell death was accompanied by release of ATP levels extraceluar by 

treatment chemotherapeutic agents in A 549 cell line and secretion of HMGB1. B) Data represent mean +/- 

SD *p< 0.05 (n=3) in comparison to control. 



 

 

 
67 

 

 
 

 

 

 

 
Figure 5. Chemotherapeutic agents induce an increase of autophagy in A549 cell line.  

A) Dot plots of percentage of autophagy induction detection after treatment with 

chemotherapeutic agents by 48 hours. B) Dot plot shows SSC and FSC data and autophagy 

intensity of the chemotherapeutic agents. C) Treatments induced an increased cellular complexity 

(high SSC) had increased levels of cell autophagy in relation to cells in early apoptotic cells (gray 

ratio) and viable  cells (blue ratio) as demonstrated; early apoptotis cells had lower levels of 

autophagy when compared to viable cells. 



 

 

 

 

68 

 

 

 

Supplementary Figure 1 and 2. 
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