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RESUMO

Doengas autoimunes, como a esclerose multipla (MS), resultam de uma tolerancia
imunitaria desequilibrada. As células dendriticas (DCs) sao elementos fundamentais para
iniciar a imunidade (DCs imunogénicas) e regular as respostas imunes (DCs tolerogénicas
(toIDCs)). As terapias com tolDCs sao altamente direcionadas e modificam apenas as
respostas inflamatodrias auto-reativas. As vacinas tolerogénicas representam, por isso, uma
nova classe de vacinas concebidas para reestabelecer a tolerancia imunoldgica e reverter
doengas autoimunes. Esta terapia induz a longo prazo uma memoria inibitoria que bloqueia
as respostas das células T auto-reativas através da perda de células T efetoras e ganho de
células T reguladoras.

Foram realizados alguns avangos significativos na geragao de vacinas tolerogénicas que
inibem a encefalomielite autoimune experimental, o modelo animal da MS, em estudos pré-
clinicos. No entanto, diversos procedimentos necessitam ainda de otimizagao e validagao

antes desta terapéutica ter aplicabilidade clinica.

Palavras-chave: doenga autoimune, esclerose multipla, células dendriticas, vacina,

encefalomielite autoimune experimental.



ABSTRACT

Autoimmune diseases, like multiple sclerosis (MS), are the result of an imbalanced
immune tolerance. Dendritic cells (DCs) are key players in both initiating immunity
(immunogenic DCs) and regulating immune responses (tolerogenic DCs (tolDCs)).
Therapies with tolDCs are highly targeted and modify only the autoreactive inflammatory
responses. Tolerogenic vaccines represent therefore a new class of vaccine designed to re-
establish immunological tolerance and thereby reverse autoimmune disease. This therapy
induces long-term, antigen specific, inhibitory memory that blocks auto-reactive T cell
responses via loss of effector T cells and gain of regulatory T cell function.

Some substantial advances have been realized in the generation of tolerogenic
vaccines that inhibit experimental autoimmune encephalomyelitis, the animal model of MS, in
preclinical studies. However, many procedures require optimization and validation before

this therapy have clinical applicability.

Keywords: autoimmune disease, multiple sclerosis, dendritic cells, vaccine,

experimental autoimmune encephalomyelitis.



.  INTRODUCAO

A resposta imune inata e a resposta imune adaptativa em doengas
neurodegenerativas tornaram-se recentemente um foco de intensa investigacio e
discussao.")

Trés décadas atras, num estudo pioneiro, DCs transferidas de ratos portadores de
uma inflamagao neural induzida eram capazes de promover a patologia em ratos saudaveis,
mostrando assim o seu potencial extraordinario como células apresentadoras de antigénios
(APCs). Desde entao, varios estudos tém demonstrado o envolvimento crucial das DCs em
praticamente todos os aspetos da imunidade.?

Em 201 [, Ralph Steinman foi premiado com o Prémio Nobel da Medicina e Fisiologia
pelo seu contributo na descoberta das DCs e do papel que tém na iniciagao da resposta
imune adaptativa.”’ Por outro lado, as DCs sio também componentes essenciais na
regulacao da resposta imune. Quando o antigénio é apresentado num contexto de sinais de
perigo, ocorre ativagao dos linfocitos e desencadeia-se a imunidade. Na auséncia de um sinal
de perigo, a apresentagao de auto-antigénios pelas DCs aos linfocitos T pode inibir a
ativagao de linfocitos T auxiliares (Th) e induzir linfocitos T reguladores (Treg), o que se
traduz em tolerancia. A esclerose mdltipla (MS), tal como outras doengas autoimunes, € o
resultado de um desequilibrio na tolerancia imunolégica.””

A maioria dos farmacos usados atualmente para o tratamento da MS tém como alvo
as respostas imunes, no entanto nao sao seletivos para as células T auto-reativas. Apesar de
serem eficazes em alguns casos, nao é a estratégia ideal para o tratamento da doenga. O
ideal seria restaurar seletivamente a tolerancia dos auto-antigénios, deixando o sistema
imunolégico saudavel intacto.”” As tolDCs sao, por isso, alvos ideais para o tratamento da
MS, uma vez que modificam apenas as respostas inflamatérias auto-reativas.®

Alguns estudos pré-clinicos realizaram avancgos significativos na producao de vacinas
tolerogénicas que demonstraram inibir a encefalomielite autoimune experimental (EAE), o
modelo animal de MS. Estes estudos podem vir a ser um preludio de vacinas tolerogénicas
com beneficios terapéuticos na MS.®

Esta monografia incide sobre os conceitos atuais e perspetivas futuras da vacinagao
tolerogénica para a MS, assim como nos principais desafios para a sua aplicagao clinica. Neste
ambito, fazemos também uma breve referéncia a imunobiologia das DCs e a fisiopatologia da

MS.



II. CELULAS DENDRITICAS

2.1 Origem e diferenciacao

A origem das DCs ainda esta pouco definida, no entanto sabe-se que sao produzidas
na medula ossea a partir de células estaminais hematopoiéticas. Inicialmente, pela sua
distribuicao, morfologia, fenotipo, atividade enzimatica e capacidade fagocitica semelhantes a
monocitos e macrofagos, as DCs foram consideradas como pertencentes a linhagem
mieloide. No entanto, varios estudos em ratinhos e humanos demonstraram a existéncia de
DCs com proveniéncia da linhagem linfoide. Recentemente, evidenciou-se que tanto os
precursores linfoides como os mieloides que expressem Fms-like tyrosine kinase 3 (Flt3)

possuem a capacidade de se diferenciar em todos os tipos de DCs.*”

2.2 Distribuicao e classificacao

Os varios tipos de DCs estao classificados com base nas caracteristicas especificas
que apresentam, homeadamente a expressao de marcadores de superficie, a localizagao no
organismo, as fungoes especificas que desempenham e ainda a diversidade dos estimulos
inflamatérios e infeciosos que induzem a diferenciagao.®

A enorme heterogeneidade apresentada pelas DCs torna a sua classificagao bastante
complexa. No entanto, genericamente, as DCs, sao agrupadas em duas populagoes principais
designadas por:*¢7"®

. DC plasmocitoides (pDCs)

. DC convencionais ou classicas (cDCs)

As pDCs localizam-se principalmente nos orgaos linfoides e no sangue, e
desempenham um papel crucial na imunidade inata por terem a capacidade de produzir
elevadas quantidades de interferao tipo | a e B (INF-a/B), apés uma infegao viral ou ativagao
por meio de recetores Toll-like (TLRs), como o TLR7 e o TLR9. Sao também importantes na
resposta imune adaptativa, uma vez que tém capacidade para induzir respostas Thl, Th2,
assim como Treg. Além disso, sao capazes de realizar apresentagao cruzada (cross-
presentation) de antigénios acoplados ao complexo major de histocompatibilidade classe |

(MHC-I).67:8

Por outro lado, as ¢cDCs sao de linhagem mieloide e encontram-se nos tecidos e
sangue periférico, estando envolvidas no reconhecimento de estruturas bacterianas e na

producgao de citocinas pro-inflamatorias, tal como o fator de necrose tumoral o (TNF-a),

7



interleucina 6 (IL-6) e [IL-12p70, promovendo resposta do tipo Thl/Thl7 e,
consequentemente, recrutando linfocitos T citotoxicos (CTL). As cDCs apresentam ainda
uma elevada expressao dos recetores TLRI, TLR2, TLR3, TLR4 e TLR8 e constituem os
precursores de células de Langerhans, DCs intersticiais ou da mucosa, ou DCs da derme,
dependendo dos estimulos recebidos e do microambiente a que sio expostas.®”*'?

Tem sido demonstrado ainda que as pDCs aumentam a resposta imune por cross-

talking com cDCs através da produgao de IFN-a e pela expressaio de CD40L, ativando a

produgio de IL-12p70.%¢7

2.3 Reconhecimento de antigénios

As DCs sao consideradas APCs profissionais e sao capazes de captar e processar
qualquer tipo de antigénio, reconhecendo, assim, os designados padroes moleculares
associados a agentes patogénicos (PAMPs) ou os padroes moleculares associados a dano
(DAMPs) presentes apds o estimulo de “perigo”. Estes sao reconhecidos por diferentes
familias de recetores do sistema imunologico, resumidas sob o nome de recetores de
reconhecimento de padroes (PRRs), sendo os recetores toll-ike (TLRs) os seus
(7.8, 11) [VER FIGURA 1]

representantes mais proeminentes.

Encontrando-se em orgaos e tecidos periféricos, as DCs imaturas internalizam

antigénios endogenos e exogenos
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2.4 Processamento de antigénios

O processamento de antigénios pelas DCs ocorre essencialmente através de trés
vias: via endocitica, em que os antigénios sio acoplados a moléculas de MHC-II, via
citosolica, em que os antigénios sio acoplados a moléculas de MHC-|, e por fim, na
apresentagio de antigénios lipidicos, que sio acoplados a moléculas CD|.& 7 VER FIGURAZ]

Através da via endocitica os antigénios sao captados do meio extracelular por
endocitose, fagocitose e pinocitose, formando-se endossomas que, por sua vez, sofrem
maturagao e fusao com lisossomas. Nestes existem enzimas hidroliticas que clivam o
antigénio em moléculas mais pequenas, péptidos, que de seguida siao acoplados a moléculas
de MHC-Il formando um complexo. O complexo MHC:péptido, durante o processo de
maturagao das células dendriticas, € transportado para a superficie celular para que possa

ocorrer a apresentagio antigénica aos linfocitos T CD4" naive.© VR FICURA 2
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Através da via citosolica, os antigénios intracelulares (que podem ser proteinas
proprias ou de origem patogénica — viral) sao ubiquitinados e degradados em péptidos pelo
proteassoma. Por intermédio do transportador associado ao processamento de antigénios

(TAP), os péptidos dirigem-se para o reticulo endoplasmatico onde se ligam as moléculas de



MHC-I. O complexo MHC:péptido é posteriormente transportado para a superficie celular
para que possa ocorrer a apresentacio do antigénio aos linfocitos T CD8" naive.® V¥R FICURA 2]

As DCs tém uma capacidade unica de apresentar antigénios exogenos através de
moléculas MHC-I, sendo esta funcao designada como apresentagao cruzada (cross-
presentation) de antigénios. Os antigénios exogenos sao degradados pelo proteassoma e
acoplados a moléculas de MHC-I para serem apresentados aos linfocitos T CD8" naive. Este
processo assegura que as DCs consigam ativar uma resposta imunologica citotoxica contra
antigénios captados do meio exterior, nomeadamente células infetadas. No entanto, o

processo de cross-presentation pode originar, por parte dos linfocitos T CD8", tanto uma

imunidade eficaz (cross-priming) como induzir tolerancia (cross-tolerance).®

Os antigénios lipidicos, presentes em microrganismos ou em tecidos enddgenos, sao
apresentados aos linfocitos pelas DCs através de moléculas CDI. Estas sao essenciais na
apresentacao de glicolipidos especificos aos linfocitos T natural killer (NK); as pDCs nao

possuem moléculas CDI.©®

2.5 Maturacao das DCs e apresentacao de antigénios as células T

O antigénio induz nas DCs imaturas diferentes caracteristicas fenotipicas e funcionais.
Ao iniciar o processo de maturagao, as DCs aumentam a sua capacidade de migragao dos
tecidos periféricos para os orgaos linfoides secundarios, onde apresentam particulas
antigénicas aos linfocitos naive. As DCs maduras sintetizam altos niveis de |IL-12 que induzem
respostas inatas (células NK) e adaptativas (células B e T). Além disso, expressam moléculas
essenciais para a sua migragao para os 6rgaos linfaticos promovendo ainda uma interagao
com os recetores das células T. O aumento da expressao de moléculas MHC classe l e Il e
de moléculas coestimuladoras CD40, CD83, CD80 e CD86 durante a maturacao € crucial
para que se estabeleca a sinapse imunolégica e consequente estimulagio dos linfocitos.® ”

Regra geral, os antigénios apresentados pelas DCs no contexto MHC-I, ativam
linfocitos T CD8" enquanto os antigénios apresentados pelas DCs no contexto MHC-II,
ativam a diferenciagio dos linfocitos T CD4" nos seus diferentes tipos de células efetoras e
reguladoras, sendo necessirio a presenca de 3 sinais. O primeiro sinal consiste no
reconhecimento antigénico via MHC. O segundo é determinado pela interagao entre sinais
positivos e negativos originados pela interaciao de moléculas coestimuladoras das DCs e
respetivos ligandos nas células T, desencadeando uma resposta imunogénica ou tolerancia.

Por fim, a secregao de citocinas e quimiocinas por parte das DCs maduras constitui o



terceiro sinal, provocando a diferenciagio dos linfécitos T CD8" em CTLs e dos linfocitos T

CD4" em células efetoras (Thl, Th2 e Th17) ou reguladoras.® 7 '% VER FIGURA3]

Dendritic-cell maturation Activation and proliferation T-cell products
of effector T cells
Cytokines \ IFNY

Interleukin-2
Interleukin-2

v J“ cD28 ( |0
Donor APC g \'/' ’ 3
»

ﬂg# ‘ cD4 | — g I Inler\eukms4 5,and 13
MF TCR ‘
7—4?
CD40 D154 Naive Activated {h17 i
Tecell T cell

Interleukins 17, 21, and 22

reg

Incoming immature N
dendritic cells
Interleukin-10

TGF-B

Figura 3 | Esquema representativo da apresentagao de antigénios
pelas DCs e diferenciacao dos linfocitos T.

(Retirado de NANKIVELL, B. J. et. al, 2010) (*)

2.6 Inducao de Imunidade e Tolerancia

As DCs, quanto a capacidade de induzir respostas imunologicas, podem ser
agrupadas em dois grupos: DCs imunogénicas e DCs tolerogénicas (tolDCs).

As DCs imunogénicas sao caracterizadas por expressarem altos niveis de moléculas
MHC-Il e moléculas coestimuladoras CD80, CD86 e CD40, assim como produzirem
elevadas quantidades de citocinas inflamatérias, apos reconhecimento e captagao de
antigénios. Como resultado, possuem uma elevada capacidade de apresentagao de antigénios

e de ativacio dos linfécitos T naive.©

Apesar de, dependendo do antigénio apresentado e do estado de ativagao das DCs,
tanto ¢cDCs como pDCs poderem estimular respostas imunogénicas ou tolerogénicas, as
DCs imunogénicas sao maioritariamente cDCs.?

As tolDCs sao caracterizadas por expressarem baixos niveis de moléculas MHC-Il e
de moléculas coestimuladoras CD80, CD86 e CD40 e pela produgao de citocinas
supressoras, como a IL-10 e o TNF-a. Como resultado, possuem fraca capacidade de induzir
a ativagao de células T naive, tendo um papel relevante na manutengao da tolerancia

imunoldgica.®



2.6.1 O papel das DCs em doencas autoimunes

O envolvimento das DCs em tolerancia e imunidade é, como ja referido, complexo e
bidirecional.

Dependendo do contexto inflamatorio e da expressao de reguladores intrinsecos, a
apresentacao de auto-antigénios pelas DCs pode promover ou inibir as respostas
autoimunes. Por exemplo, a apresentagao de auto-antigénios a células T na presenca da
proteina de morte celular programada | (PDI) e o ligando PDI (PDLI) e/ou o fator de
crescimento transformante-f3 (TGF-P) pode conduzir a anergia de células T auto-reativas ou
pode promover o desenvolvimento de células Treg.?

Por outro lado, se DCs apresentam auto-antigénios a células T na presencga de
mediadores proé-inflamatorios (tais como a IL-12 e IL-23), ocorre o desenvolvimento de
células T CD4". Estas células T auto-reativas podem contribuir para as respostas autoimunes

presentes na MS.?

DC restricts autoimmunity DC promotes autoimmunity

Protection

Treg Cell
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Ty17 cell
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Figura 4 | Papel potencial das DCs na resposta das células T auto-reativas.

(Adaptado de GANGULY, D. et al, 2013) @

ll. ESCLEROSE MULTIPLA

A MS foi descrita, pela primeira vez, em 1868 por um neurologista francés, Jean
Martin Charcot, apos observar um acimulo de células inflamatérias numa distribuicao
perivascular dentro do cérebro e da substancia branca da medula espinhal de doentes com
episodios de disfungio neurologica.!'?

Atualmente a MS ¢é definida como uma doenca desmielinizante com

neurodegeneragao progressiva causada por uma resposta autoimune a auto-antigénios num

individuo geneticamente suscetivel.



Os sintomas clinicos variam consoante o local das lesoes neurologicas. Entre os mais
frequentes, pode-se referir a fadiga, perda da for¢a muscular nos bragos e pernas, dor,
problemas sexuais, alteragdes cognitivas, alteragoes de sensibilidade, alteragoes de

equilibrio/coordenacio, alteragdes de humor e depressio.!"*

3.1 Etiologia

Segundo a Federagao Internacional de MS, estima-se que o niumero de pessoas com
MS aumentou de 2,| milhdes, em 2008, para 2,3 milhdes, em 2013, VER FIGURAS]

A MS afeta com maior incidéncia mulheres e surge frequentemente entre os 20 e os
40 anos de idade."* ' '® Apesar de ji terem sido efetuados diversos e numerosos estudos
cientificos, ainda nao se sabe quais sao as causas da MS. Pensa-se que seja causada por uma
combinagao de fatores, sendo o sistema imunologico o principal.

A MS afeta especialmente individuos de raga branca, na Europa, América do Norte e
Austrdlia. As diferengas nao sao tao acentuadas como se pensava anteriormente, mas sabe-
se atualmente que a MS é tanto mais frequente quanto mais afastado do equador esta o pais.
Por isso, pensa-se que o meio ambiente em que as pessoas vivem e a exposigao ao sol pode

ter influéncia no desenvolvimento da MS.!'"'®
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Figura 5 | Distribui¢ao global da MS.

(Retirado de Multiple Sclerosis International Federation, 2013)('¢)

Resultados de estudos efetuados com gémeos homozigoticos comprovaram que a MS
é parcialmente hereditaria, uma vez que existe 25% a 30% de probabilidade da MS afetar dois
gémeos. Relativamente aos restantes membros da familia, estes também tém um risco maior

de contrair a doenga do que um individuo sem antecedentes de MS.!*'"+'®



Inicialmente pensava-se que a MS poderia estar associada ao contacto com algum
virus. No entanto, apesar de intensas investigagoes, até ao momento nao foram encontradas

provas seguras de qualquer associacio entre MS e toda a espécie de virus.'®

3.2 Diagnéstico

A MS pode produzir sintomas idénticos aos de outras patologias do sistema nervoso
central (SNC), pelo que o diagndstico podera demorar algum tempo a acontecer. Uma vez
que nao ha um ensaio imunologico especifico, o diagnostico da MS é baseado na histéria
clinica do doente e em exames complementares de diagnostico (ressonancia magnética

nuclear, estudo de potenciais evocados e pungio lombar).'* '®

3.3 Diferentes tipos de MS

A divisao da MS em tipos clinicos de acordo com a progressao da doenga é muitas
vezes baseada na avaliagao retrospetiva da histéria clinica do doente. O facto de um doente
apresentar, num determinado momento, uma forma especifica de MS, nao significa que se
possa prever com seguranga a evolugao da patologia.

Atualmente sio descritos varios tipos de MS.(!% !9 VER FIGURA €]

3.3.1 Surto-Remissao ou Recorrente-Recidente (RRMS)
Este tipo de MS caracteriza-se por surtos, seguidos por periodos de remissao com

recuperacio total ou parcial dos efeitos sentidos. Observa-se em 85-90% dos doentes.'® '?

[VER FIGURA 6]

3.3.2 Secundaria Progressiva (SPMS)
Dos doentes com RRMS, cerca de dois tergos progride para SPMS. Este tipo de MS
inicia-se com a forma clinica de surtos, e 2 medida que o tempo passa instala-se uma perda

gradual das fungdes, sendo as recuperagdes frequentemente incompletas.('® '?) VER FIGURA €]

3.3.3 Primaria Progressiva (PPMS)
Este tipo de MS nao apresenta surtos, mas num periodo de anos vai-se instalando
uma perda gradual e insidiosa das fungdes do organismo. Presente entre 10% -15% dos

doentes com MS.(18 19 [VER FIGURA ]



3.3.4 Benigna

Este tipo inicialmente caracteriza-se por MS por Surto-Remissao, mas ao longo do

tempo a incapacidade é praticamente inexistente ou muito reduzida.('® '?) VER FIGURA ]

—

Figura 6 | Progressao dos varios tipos da MS.
(Retirado de Esclerose Multipla, 2014)('®
a) RRMS

b) SPMS
c) PPMS
d) MS Benigna

3.4 Papel das DCs na patogénese da MS

A presenca abundante de DCs nas lesées do SNC e no liquido cefalorraquidiano
(LCR) de doentes com MS tem sido demonstrado em varios estudos. Tanto as cDCs como
as pDCs acumulam-se nas leptomeninges e lesoes da substancia branca destes doentes.
Tendo em conta o papel importante das DCs na manutencio do equilibrio entre a
imunidade e a tolerancia das células T, alteragdes na quantidade ou no estado de ativagao
das DCs afetam significativamente este equilibrio.®”

O uso da EAE como o modelo protétipo da MS tem permitido esclarecer alguns
mecanismos fisiopatologicos associados a MS, incluindo o pressuposto de que a MS é uma
doencga inflamatéria autoimune mediada por células patogénicas T CD4" especificas para
proteinas da mielina do SNC. Células T CD4" especificas das proteinas da mielina também
podem recrutar outras células efetoras com reatividade anti-proteinas da mielina, tais como
as células B e células T CD8", que participam ativamente na destrui¢io autoimune do tecido
alvo do SNC.*'>2!

Apos a ativagao patolédgica de células T mielina-reativas por DCs na periferia, as
células T auto-reativas podem secretar citocinas pro-inflamatérias, que facilitam a sua
entrada através da barreira endotelial hemato-encefalica (BBB). Uma vez no SNC, as células
T mielina-reativas sao reativadas apos encontrar novas APCs, tais como DCs.

Subsequentemente, estas células T perivasculares secretam citocinas pro-inflamatorias que
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permitem o recrutamento de outras células inflamatorias. Esta cascata inflamatoria conduzira

a desmielinizacio dos axonios, causando assim os sintomas sensoriais e motores

caracteristicos da MS.% 22 [VERFIGURA 7]
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Figura 7 | Papel das DCs na patogénese da MS.
(Retirado de NUYTS, A. H. et al, 2013)®

3.5 A terapia ideal em MS

Uma caracteristica fundamental do sistema imunologico € a distingao entre antigénios
estranhos e auto-antigénios.

Em individuos saudaveis, as células T auto-reativas sao geralmente mantidas sob
controlo por diferentes tipos de células reguladoras naturais e induzidas [ FICURA &
Atualmente sabe-se que as doengas autoimunes sao o resultado de um desequilibrio do
sistema imunitario, devido a hiperativagao das DCs imunogénicas e/ou redugao dos efeitos
das tolDCs IR FICURA 8] por isso, as estratégias terapéuticas que usam DCs para o
tratamento de doengas autoimunes tém como objetivo diminuir o potencial imunogénico das
DCs ou promover as suas caracteristicas tolerogénicas.®’

Tendo em conta que a terapia ideal para uma doenga autoimune sera restaurar a

a [VER FIGURA 8d]

toleranci e sendo as tolDCs fundamentais na criagcio e manutencio de

tolerancia, varias estratégias tém sido desenvolvidas para produzir ex vivo tolDCs V¥R FICURA S,
A observagao de beneficios terapéuticos no decurso da doenga em modelos animais,
apos injegdo destas ex-vivo tolDCs, abriu novas perspetivas na potencial utilizagdo destas

células como vacinas em doencas autoimunes e, no caso em estudo, na MS.® %)



As tolDCs tém a grande vantagem de restabelecer a tolerancia antigénio-especifica

sem promover a imunossupressao geral, porque induzem as células Treg e promovem

anergia das células T auto-reativas.® >
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Figura 8 | Vacinagao com tolDCs.
(Retirado de GROSS, C. C. et al, 2013)*
(2) tolDCs e Tregs sao responsaveis por induzir e manter a tolerancia.

(b) Devido a hiperativagio imunogénica das DCs e/ou redugio dos efeitos das
tolDCs, a tolerancia antigénio-especifica esta desequilibrada em doencas autoimunes.

(c) Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas ex vivo para diferenciar mondcitos
humanos em tolDCs, para induzir Treg e/ou anergia das células T auto-reativas in vitro.

(d) Administracao de tolDCs geradas ex vivo restauram, in vivo, a tolerancia especifica

para o antigénio.

IV. VACINAS TOLEROGENICAS EM MS

4.1 O "mimetismo molecular”

O "mimetismo molecular" é o modelo atualmente aceite que justifica a etiologia da
MS. Este modelo baseia-se no pressuposto que os agentes infeciosos crénicos ou
recorrentes sao os instigadores etiologicos da MS. A suposicio € que esses agentes
etiologicos tém epitopos antigénicos que se sobrepoem parcialmente e sao partilhados com
as principais proteinas da mielina. Estes antigénios promovem a diferenciagao de células T
em células de memoria/efetoras. A potencial consequéncia é a iniciagdo de uma resposta

autoimune contra as proteinas da mielina e indugio de MS.® VER FIGURAS]



Um assunto que ainda gera bastante controvérsia na comunidade cientifica e médica
assenta na identificagao das proteinas derivadas da mielina que intervém na patogénese da
MS. No entanto, estudos indicam que a proteina de proteolipido (PLP), uma glicoproteina de
mielina de oligodendrocitos (MOG) e a proteina basica de mielina (MBP) participam na

desregulagio imunitaria da MS.?

A PLP, a proteina mais abundante na mielina no SNC, é
essencial para a manutengao estrutural da bainha de mielina e é considerada o principal alvo
de células T auto-reativas. A MBP ¢ a segunda proteina mais abundante na mielina, pode ser
encontrada na superficie intracelular da membrana e a sua fungao é manter a adesiao das
superficies citoplasmaticas e permitir a transferéncia eficiente do sinal. Como a MOG
encontra-se na superficie externa da membrana dos oligodendrocitos no SNC, é muito

acessivel aos anticorpos, por isso pensa-se que pode ser um alvo da resposta imune na

MS.®
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Figura 9 | Modelo hipotético de agao das vacinas tolerogénicas.
(Retirado de MANNIE, M. D. et al, 2013)®

Setas representam interagoes estimulantes.
Linhas com extremidades esféricas representam agoes inibitorias.
Mecanismos homeostaticos naturais de auto tolerancia estao a azul.

O mecanismo de agao proposto para as vacinas tolerogénicas esta
representado a verde.

O "mimetismo molecular” esta representado a vermelho.

4.2 Mecanismo de acdao proposto para as vacinas tolerogénicas

Vacinas tolerogénicas representam uma nova classe de vacinas concebidas para

reestabelecer a tolerancia imunoldgica, restaurar a homeostasia do sistema imune, e, assim,
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reverter a patologia autoimune. Vacinas tolerogénicas sao especificas para um (ou mais que
um) antigénio e induzem a longo prazo uma memoria inibitéria que bloqueia as respostas das
células T patogénicas através de perda de células T efetoras e ganho de fungao de células T
r'egu|ador'as.(5‘ 25) [VER FIGURA 9]

As vacinas tolerogénicas diferem das imunogénicas em alguns aspetos. As vacinas
tolerogénicas sao concebidas para ter uma minima atividade adjuvante, para que os
antigénios da vacina sejam reconhecidos num ambiente nao-inflamatorio para favorecer a
auto tolerancia. Contrariamente ao conceito classico de vacina que visa prevenir o
desenvolvimento de infegoes, estas vacinas tém aplicabilidade na terapia de doencas cronicas,
uma vez que atuam contrariando a memoéria imunolédgica do patogénico em causa, tendo
sido referidas como vacinas inversas.®

Diversas vacinas tolerogénicas estao atualmente a ser desenvolvidas em contextos

pré-clinicos ou em ensaios clinicos de fase inicial.

V. SITUAGAO ATUAL E ABORDAGENS MAIS
PROMISSORAS

Apesar da vacinagao baseada em DCs ser uma terapia muito promissora para o
tratamento da MS, os estudos nesta area, assim como o conhecimento da patologia, ainda
sao bastante escassos. Infelizmente, existem varios obsticulos que tém dificultado o
desenvolvimento e aplicagao de vacinas baseadas em tolDCs na pratica clinica da MS.

De seguida, abordaremos os principais estudos ja realizados e os desafios centrais

desta terapéutica.””

5.1 Origem e protocolos de diferenciacao

Dependendo da origem e do protocolo de diferenciagao utilizado, tolDCs geradas ex
vivo podem migrar para diferentes tecidos e induzir tolerancia in vivo através de diferentes

i 50 @
mecanismos de agao.

As tolDCs podem ser geradas ex vivo utilizando varios percursores (células
pluripotentes estaminais, células precursoras de medula &ssea, monocitos do sangue

periférico) e varios métodos de diferenciagao que envolvem a utilizagao de citocinas anti-

inflamatorias (por exemplo: IL-10 e TGF-B), farmacos imunossupressores (por exemplo:



| ,25-di-hidroxivitamina D3 VitD3, desoxiespergualina) e/ou modificagdes genéticas.” '™

FIGURA 8c]

De acordo com um estudo que comparava diferentes protocolos de produgao de
tolDCs ex vivo, a combinagao das citocinas TNF-a, IL-I e prostaglandina E2 (PGE2)
demonstrou maior potencial.”

Nestes estudos torna-se crucial evidenciar que a estabilidade e o fenotipo das DCs
derivadas de monécitos de doentes com MS deverao ser asseguradas nao podendo diferir
dos controlos saudaveis. Neste contexto, Huang e os seus colaboradores demonstraram que
apesar das DCs derivadas de mondcitos de doentes com MS (geradas in vitro) diferem dos
controlos saudaveis, estas diferengas nao eram significativas quando o processo de
diferenciagio in vitro se processava na presenca de IL-10 e IFN-B.%??

Outros estudos demonstraram que apoés tratamento com |a,25-di-hidroxivitamina-
D3 as DCs derivadas de mondcitos carregadas com proteinas de mielina de doentes com
RRMS induziram uma menor resposta das células T mielina-reativas, do mesmo modo que os
controlos saudaveis.* >

Um aspeto que também deve ser valorizado ¢ a utilizagao de tolDCs autdlogas ou
alogénicas no tratamento da MS. Um estudo recente mostrou que, in vitro, tolDCs derivadas
de doentes com MS assim como de individuos saudaveis, foram capazes de induzir tolerancia
em células T CD4" especificas para o antigénio de maneira comparavel, o que indica que

teoricamente poderao ser usadas tolDCs autélogas in vivo.* >

5.2 Antigénios utilizados na inducao de tolerancia especifica

Tendo em conta que os auto-antigénios relevantes para a patogénese da MS nao
estaio completamente identificados, um grande obstaculo no desenvolvimento de vacinas
tolerogénicas é a escolha dos antigénios que deverio ser utilizados para carregar as DCs.*”

Além disso, assume particular relevancia esclarecer se a vacinagao tolerogénica é
eficaz quando as DCs sao carregadas apenas com um numero limitado de epitopos de
mielina ou se o beneficio terapéutico é superior quando se usa uma grande diversidade de

alvos antigénicos. Para além disso, é fundamental esclarecer se ocorre variabilidade de

doente para doente no que refere ao tipo de antigénio indutor da MS.

Num estudo clinico de Fase lla, a MS foi exacerbada em doentes tratados com um
antigénio leucocitario humano (HLA) de MBP. Este estudo evidenciou a fragilidade dos
métodos utilizados para induzir tolerancia antigénio-especifica, através dos quais a tentativa

de induzir tolerancia resultou no efeito oposto.”
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Contrariamente, outro estudo demonstrou, in vitro, que tolDCs derivadas de
monocitos carregadas com PLP ;4 o, e cultivadas com VitD3, induziram anergia em células T
CD4" derivadas de doentes com MS.® )

Foi realizado um estudo clinico de fase | de seguranga em doentes com MS (sete
doentes com RRMS e dois com SPMS). Os doentes foram tratados com uma unica infusao
de PBMCs autodlogas quimicamente combinadas com sete péptidos de mielina (MOG,,,,
MOG;;s, MBPy;; MBPgyge, MBPy 5 MBP e PLP5), usando  I-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodimida (EDC). O EDC catalisa a formagao de ligacoes peptidicas
entre os grupos amino e carboxilo livres, produzindo, assim, PBMCs revestidas com os
péptidos da mielina (MOG, MBP e PLP) que foram identificados como alvos das células T
auto-reativas relevantes na MS. A administracao destas células foi viavel, segura e bem
tolerada, e doses elevadas de péptidos de mielina acoplados a PBMCs resultaram numa
diminuigdo das respostas das células T especificas para estes antigénios.” * Estes resultados

sao bastante promissores e encorajam o desenvolvimento desta terapia.

5.3 Ildentificacao do periodo propicio para a vacinacao

O momento da vacinagao também pode determinar a selegao de auto-antigénios
usados para carregar as tolDCs. Diferentes auto-antigénios podem desempenhar um papel

diferente na autoimunidade, dependendo da fase da patologia.””)

5.4 Numero e frequéncia de administracao

A capacidade de regular a resposta autoimune devera ser duradoura ou, pelo menos,
manter-se durante anos apos a interven¢ao o que podera obrigar a uma série de injegoes
repetitivas com tolDCs. Nesse caso, seria necessario gerar um grande nimero de DCs. A
producao de grandes nimeros de DCs, nao sé melhoraria a viabilidade, mas também
reduziria as variagoes de lote para lote. Um método de conservagao destas DCs podera ser
a criopreservagao, uma vez que varios estudos tém demonstrado que DCs imaturas e
maduras criopreservadas apresentam maior similaridade na fungao e fenoétipo, relativamente
a DCs recém-preparadas de diferentes lotes.?"

No entanto, sao necessarios mais estudos que permitam clarificar os procedimentos
ideais para o congelamento/descongelamento das tolDCs.?"

5.5 Via de administracao
Na MS, as DCs parecem influenciar o destino das células T auto-reativas em muitos

locais, tais como o timo, tecidos linfoides, a barreira hemato-encefilica e o espago

perivascular, dificultando a selegio do local de administragao.”
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Como as varias estratégias para gerar tolDCs originam diferentes fenotipos
migradores, a via de administracio vai depender da origem e do protocolo utilizado.®

No entanto, embora as vacinas tolDC possam ser administradas por via intravenosa
ou subcutanea, na maioria dos casos, a probabilidade das DCs alcangarem eficazmente o seu
destino final é muito baixa. Por isso, idealmente, as tolDCs deverao ser administradas

diretamente no local alvo.”” No caso de nio ser possivel, as tolDCs deverio ser capazes de

migrar para tecidos especificos, onde ocorre a autoimunidade.

5.6 Adjuvantes

Uma das principais preocupagoes atuais associadas a esta terapéutica ¢ a possibilidade
da vacina poder ser imunogénica e, deste modo, precipitar a progressao da doenga.

O conhecimento atual do estado da arte permite inferir que as vacinas tolerogénicas
induzem tolerancia porque sao administradas sem adjuvantes e, portanto, os peptideos sao
apresentadas ao sistema imunologico num ambiente nio ativado.® Neste sentido, a
apresentacao do antigénio na auséncia de moléculas coestimuladoras e de citocinas pro-
inflamatorias € um passo critico para a atividade tolerogénica da vacina. No entanto, sera
dificil o controlo total da auséncia de inflamagao na pratica clinica, uma vez que alguns
doentes poderao ter, quer localmente quer sistemicamente, infe¢oes inaparentes ou estarem
expostos a outros estimulos proé-inflamatoérios. Nestes casos a administragao da vacina
tolerogénica podera nao apresentar qualquer beneficio terapéutico ou, pelo contrario,
agravar a patologia.”

No entanto algumas evidéncias experimentais refutam, este conceito, uma vez que
em individuos normais, as células T auto-reativas circulam no organismo sem causar
autoimunidade, mesmo quando o individuo é exposto a algum processo inflamatério. Por
estas razoes nao é evidente que a atividade inibidora de uma vacina tolerogénica sera

contrariada num ambiente pré-inflamatério.®

5.7 Avaliacao e monitorizacao do efeito biologico terapéutico

Outra questao relevante no estudo da indugao de tolerancia imunolodgica é a
avaliagao qualitativa e quantitativa da imunossupressao em doentes. Neste sentido, na
avaliagdo da resposta ao tratamento em ensaios clinicos, torna-se crucial identificar end-
points nos ensaios de indugao de tolerancia, bem como selecionar criteriosamente os

doentes e tipos de MS.®"
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VI. CONCLUSAO

Embora a investigagdo em imunoterapia no século passado tenha incidido
maioritariamente no potencial imunogénico das DCs e a sua aplicagdo no tratamento de
infecoes e cancro, neste século, as caracteristicas tolerogénicas destas células tém sido
exploradas na indugao de tolerancia em transplantes e doengas autoimunes.

Os dados atualmente disponiveis sugerem que as DCs sao fundamentais na regulagao
da imunidade em condicdes de homeostasia, estando também envolvidas no
desenvolvimento de doengas autoimunes resultantes de uma desregulagao da tolerancia
imunitaria. A imunoterapia com DCs apresenta um potencial extremamente promissor na
reversao desta desregulagao.

Apesar da vacinagao baseada em DCs emergir como uma estratégia terapéutica viavel
na MS, os estudos nesta area sao bastante recentes e escassos, sendo imperativo esclarecer
os mecanismos celulares e moleculares subjacentes a esta patologia, bem como otimizar
varios aspetos da vacinagdo. No entanto, os escassos estudos desenvolvidos neste ambito
apresentam resultados deveras promissores no que refere a seguranca e viabilidade na
indugao da homeostasia imunologica.

O farmacéutico tem e tera um papel preponderante no desenvolvimento,
comercializagdo e tratamento da vacinagao baseada em DCs, tendo responsabilidades
acrescidas e uma necessidade de atualizagao cientifica cada vez mais acentuada. Em todo o
processo, apesar de ser necessario a rentabilidade economica do produto e da profissao,
este devera ter como objetivo prioritario o doente, fazendo justica ao seu dever ético e

social.
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