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Resumo

A esclerose mdltipla (EM) é uma doenga autoimune crénica que afeta o sistema nervoso
central. O processo degenerativo ocorre em consequéncia da destruicio da bainha de
mielina por parte de células T auto-reativas e auto-anticorpos, causando interferéncia na
comunicagao entre o cérebro, espinal medula e outras areas do corpo. A etiologia da
doenca nao ¢ ainda totalmente conhecida embora fatores genéticos e ambientais como por
exemplo infe¢oes virais possam desempenhar um papel importante. A EM nao tem cura
sendo o tratamento fundamentalmente direcionado para a diminuicao dos sintomas e dos
episddios de recorréncia.

Dado o caracter autoimune da patologia, novas abordagens terapéuticas tém-se focado na
modulagdo do sistema imune, nomeadamente na inducio de tolerancia a antigénios
relevantes na EM. Neste contexto, uma das estratégias mais promissoras passa pela inducao
de tolerancia através da utilizagao de células dendriticas (DCs) tolerogénicas (TolDCs). As
DCs sao células apresentadoras de antigénios com uma capacidade inigualavel de controlar
as respostas imunes, podendo induzir imunidade ou tolerancia.

A utilizacio de TolDCs carregadas com antigénios mielinicos tem revelado excelentes
resultados em diversos modelos animais de EM. Nestes estudos pré clinicos as vacinas de
TolDCs mostraram ser seguras e induzir tolerancia a auto-antigénios quer por indugao de
células T reguladoras quer por inibicao direta de células efetoras. Apesar dos resultados
serem extremamente promissores a transposi¢ao para a pratica clinica tem sido bastante
lenta, sendo no entanto expectavel que possa vir a ser implantada num futuro préximo com
um impacto significativo na melhoria da qualidade de vida dos doentes com EM.

A presente monografia visa desta forma transmitir uma perspetiva sobre o estado atual das

vacinas baseadas em DCs para a prevencao e tratamento da EM.

Palavras-chave: Células dendriticas, células dendriticas tolerogénicas, doengas autoimunes,

Esclerose Multipla, indugao de tolerancia, vacinas de células dendriticas.
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Abstract

Multiple Sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease that affects the central nervous
system. The degenerative process occurs due to the destruction of the myelin sheath by
auto reactive T cells and auto antibodies. This causes interferences in the communication
between the brain, spinal cord and other body areas. The disease’s etiology is not yet fully
known although genetic and environmental factors, such as viral infections, may play an
important role. MS has no cure and the treatment is mainly directed to the reduction of
symptoms and recurrent episodes.

In view of the autoimmune nature of the pathology, new therapeutic approaches have
focused on the modulation of the immune system, namely in the induction of tolerance to
the relevant antigens in MS. In this context, one of the most promising strategies involves the
induction of tolerance by using tolerogenic dendritic cells (TolDCs). DCs are antigen-
presenting cells with an unrivalled ability to control immune responses by inducing immunity
or tolerance.

The use of TolDCs loaded with myelin antigens has showed excellent results in several
animal models of MS. In these preclinical studies, TolDCs vaccines showed to be safe and to
induce tolerance to auto antigens by induction of regulatory T cells or by direct inhibition of
effector cells. Despite the extremely promising results, the transposition into clinical practice
has been rather slow. However, it is expected that it may be deployed in the near future
with a significant impact on improving the quality of life of MS patients.

This monograph intends to convey an overview of the current state of DC based vaccines

for the prevention and treatment of MS.

Keywords: Dendritic cells, tolerogenic dendritc cells, autoimmune diseases, multiple

sclerosis, tolerance induction, dendritic cells vaccines.
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I. Introducao

A esclerose mdltipla (EM) é uma doencga neuroldgica de carater devastador, que se
manifesta predominante em adultos jovens podendo atingir niveis de incidéncia de 150/
10.000 habitantes em certas regices do globo. Em Portugal o nimero de casos de EM é
idéntico as séries internacionais, estimando a Direcao Geral de Salde que este atinga 5.000
portugueses. Contudo, existe uma grande falta de conhecimento acerca da doenga no seio
da populagao, o que pode atrasar o diagnostico e tratamento e levar a uma subestimativa do
real nimero de doentes.

Atendendo a enorme perda de capacidades fisicas e cognitivas que acarreta, a
esclerose multipla apresenta um elevadissimo impacto a nivel socioeconomico (1).

A sua etiologia nao é totalmente conhecida embora se saiba tratar-se de uma doenga
auto-imune com carater inflamatorio cronico em que células T auto-reactivas e auto-
anticorpos levam 3 destruicao da bainha de mielina dos axdnios neuronais, cerebrais e
medulares (2). Neste processo ha uma acumulagao de células T, células B e macrofagos
ativados na substancia branca do SNC, meninges, fluido cérebro espinal e producao de Ig
intratecal (3).

Pode desta forma afirmar-se que esta patologia esta claramente associada a um
processo onde o sistema imunitario desempenha um papel central, havendo uma perda de
tolerancia a antigénios endogenos. Existem também evidéncias de alteracoes genéticas
associadas ao desenvolvimento da esclerose multipla, nomeadamente polimorfismos no
complexo HLA- DRBI*150, o qual esta intimamente envolvido com a apresentagio
antigénica por células do sistema imune (4).

A nivel clinico a esclerose multipla pode apresentar-se de diferentes formas, sendo
normalmente dividido em duas grandes categorias: doenga remitente-recorrente (EMRR) e
doenga progressiva, sendo que os doentes portadores desta segunda forma, evoluem muitas
vezes para a esclerose multipla secundaria progressiva (EMSP) (5). Segundo a Sociedade
Portuguesa de Esclerose Multipla, os sintomas mais comuns sao a fadiga, neurite otica, perda
de forga muscular nos bragos e pernas, altera¢oes de sensibilidade e dores faciais na qual se
destaca a nevralgia do trigémeo. Ocorrem também alteragoes a nivel urinario, intestinal, de

equilibrio ou coordenacao, assim como alteragoes de humor e cognitivas.
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I.1- Abordagem terapéutica

Até aos dias de hoje nao existe ainda cura para a EM. A terapéutica existente visa
fundamentalmente o alivio dos sintomas e também a redugao da frequéncia de recaidas (2).

Entre as varias opgoes terapéuticas de primeira linha fazem parte os corticosteroides,
interferdes, acetato glatiramero (GA) e citostaticos como a azatioprina, o mitoxantrona e
ciclofosfamida.

A terapia corticosteroide tem como base a metilprednisolona intravenosa e é usada
para acelerar a recuperagao clinica, sendo mais eficaz aquando da fase aguda das recaidas da
EM. Os interferoes nomeadamente o interferao-f§ age como imunomodelador sendo usado
predominantemente na EM remitente-recorrente. Por sua vez o acetato glatirimero é um
conjunto de polipepdideos sintéticos constituidos por quatro aminoacidos, nomeadamente o
acido glutamico, a lisina, a alanina e a tirosina, o qual tem sido usado no tratamento de
EMRR. Bioquimicamente, o GA é um analogo da proteina basica mielina (MBP), competindo
diretamente com esta para a ligagdo as moléculas do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) nas células apresentadoras de antigénio.

Relativamente aos farmacos citostaticos, a mitoxantrona e a azathioprina sao os mais
relevantes, pela forte agao imunossupressora (2). A mitoxantrona tem como alvo a microglia
no SNC, induzindo a apoptose desta (6), ao passo que a azathioprina possui como sua forma
ativa a 6-mercaptopurina (6-MP) um potente imunossupressor frequentemente usado em
transplantes de orgaos e também na limitagao de leses autoimunes, como as verificadas na
EM (2).

Recentemente, fruto de alguns casos de sucesso a nivel pré-clinico/clinico, a utilizagao
de vacinas celulares para a modulagao do sistema imune, tem vindo a ser encarada como
uma abordagem bastante promissora para o tratamento da EM. Atendendo as suas
caracteristicas peculiares que abaixo se enunciarao, de entre essas novas abordagens

terapéuticas destacam-se as vacinas de células dendriticas (DCs) ou os seus sucedaneos.

2. Imunobiologia das DCs

2.1- Origem e Diferenciacao

As DCs sao células da imunidade inata com uma capacidade inegualavel de captar,
processar e apresentar antigénios as diferentes populagoes de linfocitos T. Estas células sao

deste modo centrais no estabelecimento de um equilibrio entre a imunidade e a tolerancia.
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A ontogenia exata das DCs encontra-se ainda por esclarecer, no entanto, pode
afirmar-se de uma forma geral que todos os tipos de DCs conhecidos até a data tém a sua
origem num precursor hematopoiético comum. Na medula o6ssea, as recém-formadas
Células Estaminais Hematopoiéticas (HSCs), geram um conjunto de precursores como os
progenitores comuns mieloides (CMPs) e os progenitores comuns linfoides (CLPs), que por
sua vez darao posteriormente origem aos precursores de macrofagos e linfocitos e aos
varios subtipos de DCs (7).

Estudos recentes mostraram que independentemente da linhagem do precursor, o
seu potencial para originar os diferentes tipos de DCs esta diretamente associado com a
expressao e capacidade de resposta a tirosiacinase 3 ligando (FIt3L). No mesmo sentido o
modelo de comprometimento gradual proposto por Naike e colaboradores (8) propoe que
nao ha uma pré destinacao para os diferentes precursores originarem um determinado tipo
de DCs mas sim um comprometimento gradual com uma determinada linhagem (7).

Atendendo a sua enorme heterogeneidade, a classificagao das DCs humanas é uma
area em constante evolugao, embora em termos gerais estas possam ser divididas em dois
grupos principais: DCs convencionais (cDCs) e DCs plasmocitoides (pDCs) (7). As primeiras
sao de linhagem mieloide e encontram-se nos tecidos e sangue periférico estando
principalmente ligadas ao desenvolvimento de respostas Thl e Th2. Ao invés as pDCs, sao o
Unico subtipo de DCs de origem linfoide no humano (9). As pDCs estio presentes no
sangue e orgaos linfoides e sao capazes de induzir respostas Thl, Th2 ou tolerancia através
de inducao de células T reguladoras (Tregs) (10). Desempenham ainda um papel fundamental
na resposta anti tumoral no combate a infegoes virais pela sua capacidade de ativarem

linfécitos CD8 citotdxicios.

2.2- Captacao, processamento e apresentacao de antigénios

As DCs sao células apresentadoras de antigénios com a especial capacidade de
reconhecer agentes patogénicos e/ou moléculas originadas por dano celular, sinalizando
depois a presenga de perigo para as células do sistema imune adaptativo (I1). O
reconhecimento de agentes patogénicos ou seus constituintes por parte das DCs é levado a
cabo por um conjunto de recetores designados de recetores de reconhecimento de padroes
nos quais se destacam os recetores do tipo Toll (TLRs) e os recetores de lecitinas do tipo C

(CLRs). A captagao de antigénios por parte das DCs pode ser realizada por diferentes
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processos, sendo os mais comuns a endocitose mediada por recetores, fagocitose mediada
por recetores e macropinocitose.

As DCs sio também extremamente eficientes no processamento de antigénios
apresentando- os aos linfocitos T sob a forma de péptidos antigénicos acoplados a moléculas
Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC) (12). Assim, os antigénios sao processados
pelas DCs de acordo com a sua origem e natureza molecular, existindo trés formas de
processamento e apresentagao: uma via exogena (ou endossomica), a via endogena (ou
proteossomica) e ainda uma via usada na apresentagao de antigénios lipidicos acoplados a
moléculas da familia CDI.

Na via exodgena, os antigénios de natureza proteica formam complexos com
moléculas MHC classe |l sendo apresentados a linfocitos T CD4+. Pela via enddgena, os
antigénios de natureza proteica provenientes de degradagao proteossomal de proteinas que
se encontram no citoplasma sao apresentados a linfocitos T CD8+ através de moléculas
MHC classe I. Por fim, os antigénios lipidicos sao acoplados a moléculas da familia CDle
apresentados a células natural killer dos linfocitos T (NKT). Para além destes processos de
apresentacao as DCs possuem ainda a capacidade Unica de apresentarem antigénios
exogenos via MHC |, num processo designado de apresentagao cruzada. Este tipo de

apresentacao assume especial relevancia na resposta imunologica a tumores e infegoes virais

(7).

2.3- Maturacao e interacao com linféocitos T

De uma forma genérica as DCs podem ser vistas como sentinelas que patrulham os
tecidos periféricos em busca de potenciais agentes patogénicos ou sinais de perigo.
Encontram-se inicialmente num estado imaturo mas apos entrarem em contato com um sinal
de "perigo®, elas vao sofrer um conjunto de alteragoes do ponto de vista morfologico,
funcional e fenotipico, que se traduzem num processo designado de maturagao. No decorrer
deste processo, as DCs migram dos tecidos periféricos para os tecidos linfoides e adquirem
a capacidade de apresentar os antigénios que captaram aos linfocitos T CD4+ pela via MHC-
Il e aos linfocitos T CD8+ pela via MHC-| (7).

Esta interagao resulta na activagao dos linfocitos T CD8+ e na polarizagao dos
linfocitos T CD4+ nos seus diferentes tipos de células efetoras e reguladoras, requerendo

estes processos o fornecimento de trés sinais distintos pelas DCs (13).
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O 1° sinal trata-se do reconhecimento dos complexos MHC-antigénio pelos
recetores TCR no linfécito, sendo que este sinal | sem a presenca do sinal 2 e 3 promove
tolerancia, ocorrendo a inactivagio dos linfocitos T naive, através de processos que
envolvem delegao ou anergia.

O 2° sinal resulta da regulagao entre os sinais co-estimulatérios positivos e negativos
que resultam da interagao das moléculas co-estimuladoras expressas pelas DCs com os
respectivos ligandos presentes nos linfocitos T, como por exemplo a ligagao da molécula
CD28 expressa pelos linfocitos aos ligandos CD80 e CD86 expressos pelas DCs maduras.
Este sinal 2, pode desencadear uma resposta imunogénica, ou pelo contrario, provocar
tolerancia (7).

O 3° sinal resulta das quimiocinas e citoquinas presentes no microambiente onde se
da a apresentagao antigénica. Sera este microambiente que ira promover a ativagao dos
linfocitos T CD8+ a linfocitos T citotdxicos (CTL) (14) e a polarizagao dos T CD4+ em
células efetoras (Th1,Th2 e Th17) (15) ou reguladoras (Tregs adaptativas,Trl eTh3) (16).

3. O possivel papel das DCs na fisiopatologia da esclerose multipla

Nos udltimos anos sugiram diversas evidéncias de que as DCs se encontram funcional
e fenotipicamente alteradas em pacientes com EM. Adicionalmente estudos com modelos
animais de EM como por exemplo o modelo de encefalomielite auto-imune experimental
(EAE) vieram demonstrar que as DCs podem ter um papel de grande relevo no
desenvolvimento e progressao da patologia (17).

Viérios trabalhos tém mostrado a presenga abundante de cDCs e pDCs nas lesoes
inflamatorias do SNC e liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com EM (18). No LCR,
a frequéncia dos cDCs esta dependente da duragao da doenga, uma vez que estas siao
encontradas mais frequentemente numa sindrome clinicamente isolado e em pacientes numa
fase inicial da doenca, diminuindo com o tempo (19). E também observado um aumento do
numero das pDCs no LCR de pacientes com EM, comparando com os niveis das mesmas em
pacientes com outras doengas neuroldgicas nao inflamatérias. Além disso, as pDCs também
se encontram aumentadas no LCR durante as recaidas, em comparagao com os pacientes
em remissao (20).

Além da frequéncia, também o fenotipo das DCs se encontra alterado em pacientes

com EM, variando consoante o estado clinico do paciente.
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As cDCs circulantes dos pacientes com EMPS apresentam uma expressio mais
elevada de marcadores co-estimulatorios, quando comparada com os pacientes com EMRR e
com os controlos saudaveis. Estas células apresentam deste modo um fenétipo pro-
inflamatoério mais exacerbado (21).

As cDCs de pacientes com EMRR também apresentam um aumento de expressao de
marcadores de ativagao quando comparadas com os controlos saudaveis (22). Por outro
lado nos pacientes com EMPS, as DCs apresentam-se mais imaturas face aos padroes
normais, uma vez que as moléculas CD80 e CD86 se encontram sub-expressas (23).

Outra observacao interessante prende-se com o facto das cDCs presentes no LCR
de doentes com EM revelarem um estado de maturagao mais avangcado quando comparado
com as c¢DCs circulantes (19). Juntamente com os marcadores de ativagao, também os niveis
do recetor de quimiocinas CCR5, se encontram aumentados nas ¢cDCs no LCR quando
comparado com as cDCs circulantes (24). Este facto pode indicar que niveis elevados de
CCL3 e CCLS, os ligandos do recetor CCRS, sao responsaveis pelo aumento de cDCs no
LCR de doentes com EM em fase inicial (25).

Em ambos os pacientes com EM remitente-recorrente ou progressiva secundaria, o
perfil de citoquinas das cDC encontra-se alterado, havendo um aumento da produgao de
citoquinas proé- inflamatorias tais como IL-12p70, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-
23pl19 (26).

Segundo um estudo realizado relativamente 4 produgao de citoquinas pela ¢cDCs, ha
ainda outro facto a constatar: foram detetados nestas células em pacientes com EMRR, niveis
elevados de mMRNA de osteopontina, que resultam do facto das células T CD4+ aumentarem
a expressao dos recetores de osteopontina (CD44, CD5| e B3 integrina). Como
consequéncia, as células T CD4+, apods a estimulagao pela osteopontina, produzem IFN-y e
IL-17 em maior quantidade do que o observado em individuos saudaveis (27). Em resumo, as
c¢DCs dos pacientes com EM apresentam um fendtipo pro- inflamatério que aparenta
correlacionar-se com o desenvolvimento e estadio da patologia.

No que se refere as pDCs e ao seu fenotipo, ao contrario do observado para as
cDCs, os seus valores aproximam-se mais dos valores de individuos saudaveis (28). Schwab e
colaboradores mostraram que este tipo de DCs se divide em dois conjuntos nos pacientes
com EM: pDCs do tipo | e pDCs do tipo 2. As primeiras expressam niveis elevados de
CD23, niveis baixos de CD86 e TLR2, e sao a principal fonte de IFN-qo. Estimulam ainda as

células T a produzirem IL-10. Por sua vez as pDCs do tipo 2 apresentam elevados niveis de
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CD86 e TLR2, niveis baixos de CD123, produzem IL-6 e TNF-a, e medeiam a diferenciagao
das células T naive em células Th17, produtoras de IL-17 (29).

Nos pacientes com EM, o fenétipo e a fungao das pDCs encontra-se alterado, como
demonstrado pela menor expressio de CD86 e de ligando 4-1BB (uma glicoproteina
membranar), em comparagao com os controlos saudaveis. Apresentam também uma menor
capacidade de maturagao apos estimulagago com CD40L ou IL-3 (30). Além da mudanga de
fenotipo das pDCs, na EM a secrecao de citoquinas também se encontra alterada, dado que,
as pDCs de pacientes com EM apresentam menor capacidade de secregao de IFN-o apos
estimulagao com CpG, em relagao aos controlos saudaveis. Esta diminui¢ao traduz-se numa
menor capacidade de estimulagao e indugao de proliferagao de linfocitos alogénicos (30).

O papel relevante das DCs no desenvolvimento e progressaio da EM é ainda
evidenciado pelo facto de se comegar agora a verificar que algumas das agoes farmacologicas
das principais abordagens terapéuticas convencionais se deverem a modulagao destas células.
Deste modo, no tratamento a curto prazo com metilprednisolona intravenosa, observa-se
uma diminuigao das pDCs e cCDs no sangue periférico, um aumento das Tregs e ainda uma
reducao das DCs imunogénicas (31). Apesar do mecanismo nao ser ainda totalmente
conhecido, sabe-se que o IFN- B pode afetar a imunobiologia das DCs, dado que induz a
secregao de citoquinas anti-inflamatorias, inibe a secregao de citoquinas pro-inflamatoérias e
de quimiocinas, estando desta forma conotado com a inibicao da ativagao das células T e
diminuicao da infiltragao destas no SNC. Além disso, o INF-3 também impede a migragao
das DCs através da inibicao da expressao de CCR7 e da metaloprotease da matriz 9, o que
compromete a apresentacao de antigénios e contribui para um ambiente anti-inflamatoério.
Dados clinicos mostram que o INF-B em pacientes com EMRR altera o fenotipo das DCs e
diminui o seu nimero em circulagao (32).

Também o Acetato Glatiraimero regula a secrecao de citoquinas pelas DCs,
reduzindo a produgao de IL-12 (33), reduzindo a sua penetragao na barreira
hematoencefilica, durante a neuro-inflamagao (34) e tem um papel importante no seu
fenotipo anti-inflamatorio, uma vez que inibe a expressaio de CD40 o que possibilita um
baixo risco de recaidas (2).

Por fim, a mitoxantrona é capaz de reduzir o desempenho das DCs no que respeita a
apresentacao dos antigénios e também reduz a apoptose daquelas (35) ao passo que a
azathioprine inibe a ativagao das DCs e induz a diferenciacao das DCs para um fenotipo

menos imunogénico (36).
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4. O uso de vacinas de DCs para inducdo de tolerancia em doencas auto-imunes

As DCs sio extremamente importantes no estabelecimento e manutengao de
tolerancia periférica a auto antigénios. Esta caracteristica advém da sua capacidade de induzir
apoptose ou anergia das células T e de promover a diferenciagao de linfocitos Tregs que por
sua vez irao controlar as populagoes efetoras. Este papel central na manutengio de
tolerancia foi enfatizado pela demonstragio que modelos animais desprovidos de DCs,
acabam por sucumbir a doengas autoimunes (37). Inicialmente foi proposto que apenas as
DCs num estado imaturo (baixa expressao de moléculas co-estimuladoras, baixa produgao
de citoquinas) teriam capacidade para induzir tolerancia no entanto é agora aceite que o
processo € bastante mais complexo e resulta de um equilibrio entre co-estimulagao positiva
e co-estimulagao negativa (37).

Em condi¢goes normais as células T auto-reativas que escapam a delegao a nivel do
timo sao eliminadas na periferia pelas DCs através de diversos mecanismos, nomeadamente
producao de fatores soluveis como IL-10, TGF-B e Indoleamina 2,3-desoxigenase (IDO) ou
através da polarizacio de Tregs (38). As Tregs mais estudadas, as CD4"CD25'FOXP3", sio
potentes inibidores da ativagao de células T sendo também eficazes na supressao de células
T CD4" e CDS8" ja ativadas. Esta populacio subdivide-se em dois tipos: os linfécitos Treg
nativos, originados centralmente a nivel do timo, e os linfocitos Treg adaptativos, originados
perifericamente a partir de linfécitos T naive FOXP3" CD25CD4. Grande parte dos
estudos mostra que as DCs estao fortemente envolvidas na diferenciagao periférica dos
linfocitos Treg adaptativos (39).

Gragas ao maior conhecimento que se tem vindo a acumular acerca das capacidades
tolerogénicas das DCs, estas tém vindo a ser encaradas como potenciais meios terapéuticos
para indugao de tolerancia em doengas autoimunes, transplantes e alergias. Relativamente ao
seu uso em doengas autoimunes grande parte dos estudos encontram-se ainda numa fase
pré clinica em que sao usados modelos animais de diversas doengas como diabetes tipo |,
artrite reumatoide, lupus ou EM (40). Apesar dos resultados altamente promissores a
transposi¢ao para a clinica tém-se revelado algo lenta havendo no entanto ja alguns ensaios

clinicos em curso.
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5. Vacinas das DCs ou seus derivados na inducdo de tolerancia em modelos de

esclerose multipla

As abordagens terapéuticas para tratamento de EM baseadas em DCs visam
fundamentalmente diminuir o seu potencial imunogénico e aumentar as suas caracteristicas
tolerogénicas (TolDCs). Assim, o objetivo terapéutico passa pelo restabelecimento da
tolerancia periférica especifica a determinados antigénios através da administragao de
TolDCs diferenciadas ex-vivo. Na seguinte figura estd representado um esquema do

potencial uso das TolDCs no tratamento da EM (41).
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Figura | — Uso das TolDCs no restabelecimento do equilibrio entre a imunidade e a tolerancia na

EM (imagem retirada de Catharina C. Gross, Helmut Jonuleit and Heinz Wiend|; Fulfilling the dream:

tolerogenic dendritic cells to treat multiple sclerosis) (42).

Os dados atuais relativos a esta abordagem resultam fundamentalmente do uso de
modelos animais de EM, nomeadamente do modelo EAE (41). Na comparagao dos
resultados relatados na literatura devem ter-se em atengao algumas variantes tais como: a
fonte e o procedimento de producao usados para a preparagao das TolDCs, o método e via
de administracao, os antigénios usados para a indugao de tolerancia e o momento exato em
que é estabelecida a tolerancia (43).

Maria José Mansilla e colaboradores, usando TolDCs obtidas por diferenciagao com

vitamina D3 e carregadas com peptideos de mielina de oligodendrécito (MOG),
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demonstraram que estas células quando injetadas em murganhos com EAE levam a uma
diminuicao de células T aloreativas e a uma melhoria dos sinais e manifestages clinicas da
patologia (43). Este efeito foi em parte devido a indugao pelas TolDCs de células Tregs
produtoras de IL-10. O tratamento mostrou ainda ser bem tolerado a longo termo e
proporcionar uma prolongada manutengao da tolerancia mediada pela indugao de células B
reguladoras, redugao de células NK e ativagao de célula NKT imunoreguladoras (43). Este
estudo demonstrou claramente que esta abordagem poderd, aquando da sua transposi¢ao
para a pratica clinica, apresentar enormes beneficios terapéuticos para os pacientes.

Numa tentativa de aproximagao ao uso clinico, Raich-Regué e colaboradores
diferenciaram TolDCs a partir de monocitos do sangue periférico de pacientes com EM
remitente-recorrente. As células foram diferenciadas na presenca da vitamina D e carregadas
com antigénios de mielina como por exemplo o peptideo mielina derivado da proteina
proteolipidica (PLP 139-154). O processo de diferenciagao destas TolDCs de pacientes
mostrou ser tao efetivo quanto ao procedimento a partir de sangue de dadores saudaveis
(44). No entanto o resultado mais promissor prendeu-se com o facto de estas TolDCs
conseguirem induzir de forma estavel hiporesponsividade especifica em células T reativas a
mielina de pacientes com EM remitente-recorrente.

Num outro estudo recente, o tratamento de DCs diferenciadas ex-vivo e tratadas
posteriormente com mitomicina C mostrou induzir a expressao nestas de cerca de uma
centena de genes ligados a imunossupressao (45). Os investigadores mostraram que estas
células quando carregadas com antigénios mielinicos inibiam a proliferacao de linfocitos T in
vitro. De forma surpreendente verificaram que os animais vacinados com estas TolDCs se
tornavam resistentes a indugcao de EAE (45). Posteriormente os autores mostraram que
células monociticas do bago (precursoras das DCs) tratadas com mitomicina C e carregadas
com acetato glatiraimero quando injetadas em animais com EAE diminuiam significativamente
a progressao da doenga. Este efeito mostrou ser devido a uma diminui¢ao de células T auto-
reativas em parte por aumento de Tregs CD25+, CD4+,FoxP3+ (46). Para além das DCs
tém sido testados alguns derivados como por exemplo vesiculas exosomais (47). Foi
mostrado que culturas de DCs apos serem estimuladas com baixos niveis de IFN-y, libertam
exossomas (IFN-y-DC-EXOS) que contém micro-mRNAs que por si aumentam o grau de
mielinizagao, reduzem o stress oxidativo, além de melhorarem a re-mielinizagao, em
resposta a um episodio de desmielinizagao induzido por lisolecitina (47). A administragao
intranasal de IFN-y-DC-EXOS em murganhos com EAE provoca alteragoes na mielina,

promovendo a re-mielinizagdo das areas afetadas no SNS. In vitro, o tratamento de
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oligodendrocitos com estes FN-y-DC-EXOS, produz também um efeito protetor dos

mesmos podendo ser esta a explicagdo para o impacto positivo na re-mielinizagao (47).

6. Conclusio

Sendo a Esclerose Multipla uma doenca crénica autoimune com enorme impacto nas
atividades diarias dos doentes e cuja progressao leva a sua incapacidade total, urge encontrar
formas mais eficazes de retardar os sintomas e de tratar esta patologia.

A imunoterapia por vacinas de células dendriticas tolerogénicas surge deste modo
como uma abordagem extremamente promissora. Os dados pré-clinicos sao bastante
animadores e sustentam a sua experimentagao a nivel clinico. Neste sentido foi
recentemente aprovado um ensaio clinico onde é testada a seguranga e eficacia da
administracio de DCs tolerogénicas a doentes com EM. E expectavel que este tipo de
terapias venha a ser implementado num futuro proximo trazendo ganhos consideraveis para

o bem-estar dos doentes.
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