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RESUMO

As Células Dendriticas (DCs) sao células apresentadoras de antigénios com uma
capacidade Unica de induzir e modular respostas imunitarias. Capturam e processam
potenciais sinais de perigo, transferindo posteriormente a informagao para as células do
sistema imunitario adaptativo. As DCs, nao sao apenas criticas para a indugao de respostas
imunitarias, mas também sido importantissimas para a indugao de tolerancia imunolodgica.
Estas caracteristicas funcionais Unicas tornam as DCs ferramentas de grande relevancia no
estabelecimento de imunoterapias, nomeadamente no desenvolvimento de vacinas
antitumorais. A enorme evolugao no conhecimento acerca da imunobiologia dos tumores e
das DCs possibilitou nos ultimos anos que se desenvolvessem vacinas antitumorais de uma
forma muito mais racional. Deste modo a proxima geragao de vacinas antitumorais baseadas
em DCs, podera estar na base da massificagao da imunoterapia celular para tratamento de

doentes oncologicos.

Palavras-chave: Células dendriticas; Cancro; Imunobiologia das células dendriticas; Vacinas

antitumorais baseadas em células dendriticas.
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ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are antigen presenting cells with an unique ability to induce and
modulate primary immune responses. These cells sense and process potential danger signals
and posteriorly transfer the information to the cells of the adaptive immune system. DCs are
not only critical to induce immune response, but they are also very important to the
maintenance of immune tolerance. These unique functional characteristics render DCs a
very attractive tool to the design of cell immunotherapies, namely to the development of
anti-tumor vaccines. Our substantial progress, in recent years, on the knowledge of the
tumors and DCs immunobiology enabled the development of anti-tumor vaccines in a more
rational way. Therefore, the next generation of anti-tumor DC-based vaccines can be the

basis to the massification of cell immunotherapy to treat cancer patients.

Key-words: Dendritic cells; Cancer; Immunobiology of dendritc cells; anti-tumor dendritic

cell-based Vaccines.
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I.INTRODUCAO

Paul Langerhans, ao observar a camada epidérmica da pele, em meados de 1868,
efetuou a primeira descricao daquelas que viriam a ser designadas em sua homenagem de
Células de Langerhans (LCs). Observou que estas células apresentam forma irregular e
longas extensoes membranares, semelhantes a dendrites das células do tecido nervoso (dai o
nome de células dendriticas)". Sendo a sua fungio uma incognita e devido a sua semelhanca
com as células do tecido nervoso, foram erroneamente consideradas como parte do sistema
nervoso periférico até meados do séc. XX®. No inicio da década de 70, Ralph Steinman e
Zanvil Cohn, identificaram uma populagao de células no bago com forma dendritica, sendo
descritas como uma nova forma de leucocitos com fungoes ativadoras do sistema
imunitario®. Até hoje, todos os tipos de células dendriticas conhecidas caracterizam-se por
uma enorme capacidade de apresentagao antigénica e por uma habilidade Unica de induzir e
modular respostas imunitarias primarias.

As DCs encontram-se nos tecidos periféricos nao linfoides, tais como a pele, o trato
respiratorio e o sistema digestivo, frequentemente num estado imaturo, atuando como
sentinelas. A maturacao é desencadeada aquando da interagao das DCs com estimulos
patogénicos/pro-inflamatorios, envolvendo o processo grandes alteragoes fenotipicas,
morfolégicas e funcionais®. O processo de maturagio é caracterizado pela perda da sua
capacidade fagocitica, alteragoes na expressao de recetores de quimiocinas, pela produgao
de quimiocinas e citoquinas e ainda pela expressaio aumentada de moléculas co-
estimuladoras e do complexo major de histocompatibilidade (MHC) que contém o antigénio
que posteriormente ird ser reconhecido pelo recetor dos linfécitos T (TCR)®. A grande
heterogeneidade das DCs, aliada a sua capacidade de atingirem diferentes estados de
maturagao, permite-lhes interagir com uma grande variedade de células efetoras,
nomeadamente, linfocitos T, linfocitos B, e células NK (natural killer), conferindo-lhes assim
um papel extremamente dindmico e aliciante para o desenvolvimento de novas estratégias
imunoterapéuticas®.

Varios ensaios clinicos tém demonstrado que a imunizagao de pacientes oncologicos
com DCs carregadas com antigénios tumorais € uma abordagem segura e promissora. Neste
sentido, o presente trabalho pretende rever o estado do conhecimento acerca da
imunobiologia das DCs, as suas aplicagdes em vacinas antitumorais e concluir sobre os atuais

desafios e perspetivas futuras.
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2. IMUNOBIOLOGIA DAS CELULAS DENDRITICAS

2.1 Origem e classificacdao

A ontogenia precisa dos varias sub populagoes de DCs, ainda se encontra por
esclarecer. No entanto, todos os tipos de DCs conhecidas, até ultima instancia, tém origem
nas células estaminais hematopoiéticas (HSCs) na medula ossea. As recém formadas HSCs,
vao dar origem a inUmeros percursores que conseguem atingir o tecido alvo através da
circulagio sanguinea®. De entre os percursores, destaca-se os progenitores comuns
mieldides (CMPs) e os progenitores comuns linféides (CLPs), que originam posteriormente
percursores intermediarios como os percursores de macrofagos e DCs (MDPs). Os MDPs
dao origem aos percursores comuns de DCs (CDPs) que estao restritos a originarem as
duas grandes linhagens de DCs conhecidas: as DCs classicas (cDCs) e as DCs plasmocitoides
(pDCs)®. Independentemente da linhagem do percursor, o seu potencial para originar as
diferentes subpopulagoes de DCs encontra-se relacionado com a capacidade de resposta e

expressio a citosina Fms semelhante a tirosina cinase 3 ligando (FIt3") (Figura 1). Segundo o

Medula 6ssea HSC
CMPs / \ CLPs
F|t3" @
MDPs / \ pré-DCs / \ pDCs
O
Sangue gre-bes pD S
| l‘ [ 1
Tecidos Md DCs CD8* DCs CD8- pDCs
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o

Figura |: Origem e diferenciacdo das células dendriticas. Através de inimeros estudos, principalmente em
murganhos, foram isolados do bago pré-DCs (pre-DCs) que mostraram dar origem a DCS CD8*+ e CD8-, onde também
foram identificados percursores (MDPs) que podem dar origem a mondcitos (Mo), macréfagos (M®) e ainda DCs CD8* e

CD8-. Os pro-DCs, mostraram dar origem a DCs plasmocitoides (pDCs). (Adapatado de Neves BMR.,2010 (2).
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modelo de comprometimento gradual ou modelo de regulagao plural de desenvolvimento,
quanto mais proximo estiverem os percursores das HSCs, maior sera a probabilidade de
darem origem a todas as subpopulagdes de DCs".

A enorme heterogeneidade, torna a classificagao das DCs bastante complexa. No
Homem, o conhecimento dos diferentes tipos de DCs, esta muito limitado pela possibilidade
de obtengao de amostras, sendo as mais estudadas as isoladas a partir do sangue e da pele.
Tendo por base a ontogenia, marcadores de superficie e caracteristicas funcionais, as DCs
podem ser agrupadas em duas grandes populagoes: as pDCs e as ¢DCs. As primeiras
encontram-se no sangue e nos orgaos linféides, possuem uma enorme plasticidade funcional
podendo induzir respostas T auxiliares do tipo Thl e Th2 ou mesmo tolerancia através de
inducao de células T reguladoras (Tregs). Apos uma interagao com agonistas dos recetores
do tipo Toll (TLR) 7 e 9 na sequencia de uma infegao viral, possuem uma enorme capacidade
de produzir elevadas quantidades de interferao tipo | (IFN-LI/[]). As segundas (cDCs),
encontrando-se no sangue periférico e nos tecidos linfoides e nao linfoides, possuindo uma
elevada expressao de recetores TLR 1,2,3,4 e 8. Este tipo de DCs encontra-se normalmente
envolvida no reconhecimento de estruturas bacterianas e na produgao de citoquinas pro-
inflamatorias, nomeadamente a interleucina 6 (IL-6) a IL-12p70, e o fator de necrose tumoral
] (TNF-LI), conseguindo assim recrutar linfocitos T citotoxicos (CTL) resultantes da

2.8)

ativagio das células Th1/Th17%®. Por fim, as células de Langerhans representam uma
subpopulagao de células com muitas caracteristicas fenotipicas e funcionais semelhantes as
DCs mas foi recentemente evidenciado que apresentam uma ontogenia distinta. As LCs
derivam de percursores embrionarios e contrariamente as outras subpopulagoes de DCs,

apresentam capacidade de se autorrenovarem localmente®.

2.2. Captacao, processamento e apresentacao de antigénios

Uma das mais relevantes caracteristicas funcionais das DCs é a sua capacidade para
captar, processar e apresentar antigénios. As DCs captam antigénios através de diferentes
mecanismos, nomeadamente por macropinocitose, fagocitose e endocitose mediada por
recetores!'”. Seguidamente, as DCs processam os antigénios e apresentam aos linfocitos T
sob a forma de péptidos antigénicos acoplados a moléculas MHC ®. Este processamento dos
antigénios ¢ diferenciado de acordo com a sua natureza molecular (lipidico ou proteico) e
com a sua origem. Encontram-se, portanto, descritos na literatura trés vias de

processamento e apresentagao: uma via endocitica (exdgena) em que os antigénios sao

3
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apresentados a linfocitos T CD4" ou via MHC classe II, uma via citosélica (endogena) ou em
que os antigénios sio apresentados a linfocitos T CD8" via MHC classe |; e ainda uma via de
apresentagao de antigénios lipidicos acoplados a moléculas da familia CDI, sendo estes
apresentados a células NK. Para além destas vias de apresentagao classicas, as DCs possuem
ainda a capacidade Unica de apresentarem antigénios exogenos via MHC classe |, um
processo designado de apresentagao cruzada. A apresentagao cruzada é fundamental no

desenvolvimento de respostas imunologicas em infegoes virais e também para a destruigao

de células tumorais ",

All DCs

MHC class | pathway

Peptide-MHC class |
(endogenous)

Peptide-MHC class Il
(endogenous and exogenous)
(&)

MHC class Il pathway

Exogenous
antigen
\/

CD8* DCs only
Cross-presentation

Peptide-MHC class |
(exogenous)

i

T

* Endogenous
antigen

Endogenous
‘g‘;ﬁamwgen

Proteasome

,% @}* *

Endocwc route
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i
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Endoplasmic reticulum :
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Nature Reviews | Immunology

Figura 2: Vias de apresentacdo de antigénio nas células dendriticas. Via MHC Iclasse |: Ocorre a
degradagao proteossomal de proteinas endogenas, e os peptideos gerados sdo dirigidos através do TAP (Transportador
associado ao processamento de antigénios) para o reticulo endoplasmatico onde se vao ligar a moléculas MHC-| recém
sintetizadas. Os complexos MHC-|-peptideos sdo transportados para a membrana citoplasmatica através da rede trans-
Golgi. Via MHC | classe |1: Antigénios exdgenos sio internalizados por endossomas (autofagia), que apos um processo
de maturagido, fundem-se com lisossomas formando fagolisossomas, e ocorre a sua degradagdo em peptideos antigénicos.
Posteriormente, os peptideos ligam-se a moléculas MHC-II, atravessando o citoplasma em direcdo a superficie celular
através de vesiculas exociticas. Apresentagdo cruzada: Os antigénios exogenos sao internalizados maioritariamente por
macropinocitose ou fagocitose, sendo libertados no citosol por mecanismos ainda desconhecidos. Sao degradados pelo
proteossoma e os peptideos antigénicos resultantes migram para o reticulo endoplasmatico onde sio acoplados a
moléculas MHC-| e sdo posteriormente transportados para a membrana citoplasmatica. Apesar de nao estar ilustrada na
figura relativamente a apresentacdo de antigénio lipidicos acoplados a moléculas CDI, o reticulo endoplasmatico
sintetiza as proteinas CD| e estas s3o transportadas em vesiculas até a superficie celular. Parte das moléculas sintetizadas

associam-se a antigénios lipidicos de origem endogena ou exdgena. (Adapatado de Villadangos, J. and Schnorrer, P., 2007

(12N
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2.3. Maturacio

Apos um “sinal de perigo”, as DCs migram dos tecidos periféricos, para os tecidos
linfoides, e sofrem uma complexa e coordenada série de alteragoes fenotipicas, morfologicas
e funcionais, conseguindo adquirir assim um grande potencial imunoestimulador. O processo
de maturagao é um processo continuo, sendo apenas concluido durante a interagao da DC
com o linfocito T. Este processo pode ser desencadeado nas DCs, através do
reconhecimento de agentes patogénicos ou de padroes moleculares associados ao dano
celular (DAMPs), pelos recetores de reconhecimento de padroes (PPRs), e indiretamente
através da exposigao de varios mediadores inflamatorios que sao produzidos por outras
células do sistema imunitario. O processo de maturagao € assim caracterizado por:
alteragées na morfologia das células, em que ha uma profunda reorganizagio do
citoesqueleto das DCs, com grandes alteragoes na rede de microfilamentos de atina;
diminuicao da capacidade de internalizagao de antigénio, (apesar de estudos recentes terem
demonstrado no entanto que DCs maduras sio também capazes de internalizar
eficientemente os antigénios)!'?); alteragio das caracteristicas dos compartimentos
endociticos, nomeadamente a diminuicao do pH nas vesiculas endossomais o que provoca
um aumento da atividade das enzimas proteoliticas, aumentando assim a disponibilidade de
moléculas MHC-II, e também facilitando o processamento dos antigénios internalizados;
alteragoes na expressao de moléculas co-estimuladoras, sendo este passo crucial para a
formagao da sinapse imunologica e para a estimulagao dos linfocitos T; alteragoes na
expressao de quimiocinas e citoquinas, que irao conferir uma enorme plasticidade funcional,
uma vez que diferentes perfis levam a polarizagao de diferentes subpopulagoes de linfocitos

T, nomeadamente linfécitos Thl, Th2, Th17, Treg, e T citotoxicos®'?.
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2.4. Interacao das DCs com linfocitos

Apos a maturagao, as DCs expressam elevados niveis de moléculas co-estimuladoras,
assim como moléculas MHC, tornando-se assim capazes de apresentar antigénios aos
linfocitos T naive e aos Linfocitos B ®. O tipo de resposta imunolégica desencadeada pelas
DCs ira depender do estimulo indutor de maturagao, do perfil de maturagao induzido
(quimiocinas, citoquinas, expressao de moléculas co-estimuladoras), da concentragao de
antigénio apresentado, da intensidade e duragao da interagao destas com os linfocitos e
também de fatores inerentes aos proprios linfocitos®.

Classicamente, as DCs migram para os nodulos linfaticos e conseguem apresentar os
antigénios aos linfocitos T CD4" pela via MHC-Il e aos linfocitos T CD8" pela via MHC-1.
Esta interacio vai resultar na ativacao dos linfécitos T CD8" e na diferenciaciao dos linfocitos
CD4", nos seus diferentes tipos de células reguladoras e efetoras. Estes processos exigem
por parte das DCs trés sinais distintos: o primeiro trata-se do reconhecimento dos
complexos MHC-antigénio pelos recetores TCR no linfocito; o segundo resulta da interagao
entre os sinais positivos e negativos que sao originados pela interagao das moléculas co-
estimuladoras das DCs e os respetivos ligandos nas células T, podendo desencadear assim
tolerancia ou uma resposta imunogénica; a terceira resulta do microambiente de quimiocinas
e citoquinas que promovem a diferenciacido dos linfécitos T CD8" em CTLs e a polarizagio
dos linfécitos T CD4" em células efetoras (Thl, Th2, Thl7) ou reguladoras (Tregs
adaptativas, le 3)!'". Relativamente aos linfocitos B, o papel das DCs é maioritariamente
indireto. Resulta essencialmente da indugao da expressao de CD40L e da IL-2 nos linfocitos
T, o que por sua vez ira facilitar a ativagao dos linfocitos B.

As DCs desempenham assim um papel central na modulagao da imunidade, uma vez
que estabelecem a ligagao entre a imunidade inata e adaptativa, direcionando a resposta

adaptativa ou promovendo a tolerancia a antigénios ambientais e a auto-antigénios®.
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3. APLICACOES DAS DCs EM VACINAS ANTITUMORAIS

Foram até a data realizados mais de 300 ensaios clinicos, com recurso a DCs como
estratégia imunoterapéutica para tratamento de inUmeros tipos de tumores solidos e
hematologicos. As DCs, dada a sua enorme capacidade de captagao e apresentagao de
proteinas tumorais, conseguem desencadear fortes respostas imunogénicas, através da
ativagao e da expansao de células efetoras como as células NK, os linfocitos Thl e os
linfocitos CTL"®. As DCs apresentam portanto diferentes mecanismos no que concerne a
destruicao de células malignas, nomeadamente através da ativagao de efetores da Imunidade
Inata (resposta primaria) como por exemplo células NK ou da imunidade adaptativa
(linfocitos Thl e CTL). Através da apresentagao de antigénios via MHC Il e MHCI| as DCs
ativadas vio promover a diferenciacio das células T CD4" e TCD8" em THI, TH2, Thi7,

Tregs e CTL, respetivamente’ (Figura 3)(|e,|7>.

Imunidade Inata Imunidade Adaptativa
Linfécito NK Citotoxicidade via Citotoxicidade via
reconhecimento CD16 Sistema do Complemento 1. ~<Y
Q’—"“‘B do dominio Fc da IgG 4 = Y )
T ” Iti?\:rlzigi?sil?zi\;eis Y
Citotoxicidade Y i Linfécito B

Citocinas |

.{

IL-12
IFN-o/p IFN-y

Apresentagio de Citf)d';a; £
Célula peptidos antigénicos estunliatores
Dendritica " via MHC-II
) Captagio e TCR Y Linfocito
) processamento de A\ Yy / Th
antigénios (CPA)
CD4
o : __ Citocinas co-
Célula Tumoral Citotoxicidade estimuladoras
Monécito/ .
Apresentacao de CTL

Macréfago i e
péptidos antigénicos

=
viaMHC-l  TCR /) \-J

i
@

Apresentagio de péptidos
antigénicos via MHC-II

Figura 3. Imunidade inata e adaptativa na resposta antitumoral. As setas indicam o impacto das células do sistema

imunitario sobre as células tumorais. (adaptado de Oliveira, et al.,(!8)).

No que concerne a sua capacidade de desencadear respostas, as vacinas de DCs
demonstraram ser bastante promissoras em inimeros ensaios clinicos. !? Os primeiros
estudos datam de 1990, e comegaram por utilizar DCs imaturas ou parcialmente imaturas,

caracterizadas como vacinas de primeira geragao®. A vacina de primeira geragio sipuleucel-
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T (Provenge®) é a primeira vacina aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) para
o tratamento do cancro da proéstata resistente ao tratamento hormonal. A vacina consiste
em DCs autologas do sangue periférico incubadas in vitro com uma proteina recombinante
constituida por GM-CSF e PA2024 (antigénio prostatico fosfatase acidica). A eficacia da
sipuleucel-T foi avaliada num ensaio clinico de fase Ill, envolvendo 512 pacientes com cancro
da prostata avangado, tendo-se demonstrado um aumento da taxa de sobrevida de cerca de
22 % ™. Inimeros outros estudos tém vindo a demonstrar que as vacinas de DCs
representam uma oOpGao terapéutica segura com inegavel capacidade de indugio de
respostas imunoldgicas antitumorais efetivas®**?. Diversas vacinas antitumorais de DCs tém
sido aprovadas sob regimes especiais nomeadamente como Medicamento Orfio e sob o
regime de Excecao Hospitalar, afigurando-se deste modo como uma nova esperanga na
terapéutica contra o cancro.

As vacinas antitumorais baseadas em DCs tém sido desenvolvidas tendo por base

duas abordagens distintas: a manipulagao ex vivo e o direcionamento in vivo (Figura 4).

EX VIVO GENERATED
RANDOM DC TARGETING ANTIGEN-LOADED DCs
Pep[idgs with adju\/ants Ex vivo instruction to generato
Viral vectors appropiate cytotoxic effectors
DNA vaccines and helper T cells
Transduced tumor cells > ®

\—" N MHC class Il
APPROACHES Anti-DC amlbodyfuscd
otimized to cancer antigens
ol os and DC activators
f‘ a3 de of . SPECIFIC DC TARGETING

Building on inherent
properties of DC subsets
in vivo

Figura 4. Diferentes abordagens da imunoterapia tumoral baseada em Dcs. (Adaptado de Palucka et dl,
2009 23)).
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4. MANIPULAGCAO EX VIVO

4.1. Fontes das DCs

As DCs diferenciadas ex vivo podem ser obtidas a partir de mondcitos do sangue
periférico (CD14") ou de percursores da medula éssea (HSCs CD34"), isolados a partir do
sangue periférico®. Por questdes de maior abundéncia os percursores monociticos sio os
mais frequentemente utilizados. Dos varios métodos para obtencio de percursores CD 14"
sanguineos, destacam-se os que apresentam maior grau de pureza e consequentemente
maior rendimento, nomeadamente a elutriagao (as células sao separadas por densidade e
tamanho, com um liquido corrente, sujeitas a centrifugagoes constantes) e a separagao
imunomagnética (microesferas magnéticas revestidas com anticorpo monoclonal anti-CD 14,
que se conseguem ligar especificamente as células-alvo). Dos dois métodos referidos
anteriormente, o que tem maior rendimento € o primeiro uma vez que permite a obtengao
de um numero elevado de mondcitos (87 * 7%), com um elevado grau de pureza (82 + 3%).
@) Posteriormente e tal como ilustrado na Figura 5 (2) os mondcitos obtidos sio sujeitos a
um meio de cultura com GM-CSF (Fator estimulante de colonias de macrofagos e
granulocitos) e IL-4 durante 5 a 7 dias, conseguindo assim obter-se uma grande quantidade

1 DC precursors:

- Monocytes
- CD34* hematopoietic progenitors

/ Cytokines 2
&

- \
| FLN Immature DCs
‘51 )
"‘.’3 Maturation stimuli
f j - Proinflammatory
OKIr
w
\ D40L 3
\\ TLR a t
S Loading of tumor antigens
Mature DCs - Peptides or proteins
- BRNA electroporation 4
- Bacteria/viral vectors

Figura 5. Conceito de imunoterapia antitumoral por manipulagdao Ex vivo. (I) Mondcitos HSCs CD34+
isolados do doente oncolégico; (2) Diferenciagdo de monécitos em Dcs imaturas, por incubagio com  GM-CSF e IL-4; (3)
Ocorre o processo de maturagao pelas citoquinas proé-inflamatérias CD40 L ou agonistas TLR; (4) Processo de carregamento

antisénico aue nodera ocorrer em simultineo com maturacio ou posteriormente. (adantado de: Sabado RL. Bhardwai. 2010 (14).
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de DCs imaturas, com uma elevada capacidade de captagao e processamento de antigénios

(26.27)

4.2. Tipo e processo de carregamento antigénico

Posteriormente a diferenciagao, as DCs sao carregadas com antigénios tumorais. Este
carregamento pode ser efetuado através da transfegao com RNA ou DNA total do tumor
ou mRNAs sintéticos codificando antigénios especificos, por transdugao viral, exposicao a
lisado tumoral ou células tumorais apoptoticas, ou finalmente a proteinas ou péptidos
tumorais recombinantes®®,

A transfe¢ao com mRNA ¢é das abordagens mais utilizadas, tendo mostrado maior
beneficio na inducao da respostas CTL e Thl relativamente as outras estratégias.
Adicionalmente a utilizacggo do mMRNA total isolado de células tumorais leva ao
desenvolvimento de respostas imunoldgicas contra um grande numero de antigénios
tumorais (conhecidos ou nao), facto que nao acontece por exemplo com a utilizagao de
péptidos ou proteinas tumorais recombinantes'®. Ainda de referir o carregamento
antigénico por recurso a células tumorais apoptoticas ou lisados tumorais. Esta abordagem é
também ela bastante usada uma vez que cobre todo o proteoma to tumor. A principal
limitagao reside na necessidade de realizagao de biopsia tumoral e consequente isolamento

de células tumorais em quantidade suficiente.

4.3. Vias de administracdo

As DCs apos sofrerem maturagao e carregamento com os antigénios tumorais sao
posteriormente re-administradas no paciente. As vias de administragao mais frequentes sao
as vias intravenosa (iv), subcutinea (sc) e intradérmica (id), no entanto também se
encontram referenciadas na literatura as vias intratumoral (it) e intranodal (in).

Para o tratamento de tumores solidos, mais de 50% das vacinas de DCs testadas até
a data foram administradas por via sc ou id. Estas vias sao tecnicamente menos exigentes e
mostraram induzir efetivamente respostas Thl e CTL. As DCs administradas sc e id migram
para os tecidos linfoides e aqui desencadeiam a ativacio das células T CD4" e CD8"
antigénio-especificas. No entanto a percentagem de DCs injetadas na pele que efetivamente

migram para os nodulos linfaticos € relativamente baixa (apenas | a 4%), tendo este fator
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sido apontado como uma importante limitacao e fonte de variabilidade entre ensaio
clinicos®. Por sua vez a administracio de DCs iv mostrou levar a uma acumulacio
preferencial destas células nos pulmoes, figado e bago. Embora seja uma via de administragao
que induz respostas humorais mais robustas, as respostas celulares sao relativamente
limitadas.

Alternativamente, as vacinas de DCs também podem ser administradas diretamente
nos nodulos linfaticos ou mesmo no tumor. No entanto, sao procedimentos extremamente
exigentes em termos técnicos, exigindo um radiologista experiente para a orientagao
ecografica da agulha de injegao. Esta via de administragao esta como tal associada a uma
grande variabilidade de resposta e a taxas elevadas de morbilidade.

A via ideal de administragao assim como a quantidade ideal de células a serem
administradas esta ainda por estabelecer. Recentemente, com o intuito de induzir uma
resposta mais eficaz, estabeleceram-se protocolos de administragao usando diversas vias em
simultdneo (por exemplo iv + sc, sc + id)'Y. Quanto ao nimero de DCs a administrar por
vacina, parece haver uma clara relagao entre este e a efetividade da resposta induzida, tendo
o valor minimo sido teorizado em cerca de |5x10726 células. No entanto esta relagao é
também ela afetada pela via de administracao escolhida. Foi recentemente demonstrado que
para as vias sc ou id é preferivel administrar um menor numero de células em multiplas

administracoes®”.

5. DIRECIONAMENTO IN VIVO

O direcionamento de antigénios para as DCs in vivo representou um importantissimo
avanco no desenvolvimento de novas abordagens imunoterapeuticas, uma vez que veio
solucionar alguns dos maiores problemas associados a manipulagao ex vivo, nomeadamente a

@Y O direcionamento in vivo

nivel de custos e falta de viabilidade das células re-injetadas
baseia-se na administragao de antigénios tumorais acoplados a anticorpos especificos para
algumas moléculas de superficie das DCs, de modo a direciona-los seletivamente para estas
@, Este procedimento mostrou ser capaz de desencadear respostas imunologicas T CD4" e
T CD8" antigénio-especificas de uma forma bastante eficiente®?.

Entre os recetores de DCs mais frequentemente visados por esta estratégia encontram-
se por exemplo os recetores DEC-205, CD40, DC-SIGN, DCIR, recetor de manose,
receptor Cleac9A e recetor XCRI. De realcar que o direcionamento de antigénios para as

DCs endogenas através de anticorpos monoclonais requer a administragao simultanea de um
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adjuvante (indutor de maturagao), caso contrario as respostas induzidas serao
fundamentalmente tolerogénicas®®. Apesar da existéncia abundante de dados pré-clinicos
gerados com esta abordagem os ensaios em humanos sao ainda muito escassos. De realgar
os ensaios clinicos NCT00948961, NCT01834248 e NCT02166905 que visam avaliar a
seguranga e eficacia da administragao do antigénio tumoral NY-ESO-I hibridizado com um
anticorpo monoclonal para o recetor DEC-205 e os ensaios NCT00709462 e
NCTO00648102 em que o recetor visado é o recetor de manose e o antigénio tumoral a

gonadotrofina coridnica B.

6. ATUAIS DESAFIOS E PERSPETIVAS FUTURAS

Apesar dos avangos promissores da imunoterapia com vacinas de DCs e dos
inimeros resultados clinicos positivos, torna-se fundamental, continuar a aprofundar os
nossos conhecimentos acerca da biologia das DCs e dos proprios tumores em si®. Os
atuais desafios para conduzir a uma resposta imune eficaz passam pela identificacao de
antigénios tumorais especificos para um determinado tipo de tumor, pela otimizagao do tipo
e processamento de carregamento antigénico, pela procura de uma combinagao adequada de
estimulos de maturagao capazes de induzir especificamente respostas imunes citotdxicas e
pela minimizagao de reagoes indesejadas, maximizando assim o potencial das vacinas de
DCs®,

Um facto que se tornou bem claro ao longo destes cerca de 20 anos de ensaios
clinicos com vacinas antitumorais baseadas em DCs € que as células administradas para além
de terem que estimular adequadamente respostas CTL e Thl tém também de superar varios
mecanismos tumorais imunossupressores. As células tumorais conseguem gerar
frequentemente um micro-ambiente imunossupressor (estando associado a produgao de IL-
6, IL10. TGF-1], VEGF e indugao de Treg), o que impede uma efetiva ativagao das DCs e

@3 O estabelecimento de

consequentemente uma inadequada resposta antitumoral
mecanismos imunossupressores gerados pelas células tumorais é considerado como um dos
maiores obstaculos no sucesso da resposta imune citotoxica. Como tal, neste ambito tém
sido desenvolvidas inumeras estratégias terapéuticas para o bloqueio da atividade
imunossupressora®?”), Neste sentido, vacinas de DCs sdo cada vez mais usadas em regimes
terapéuticos em combinagao com outras terapias antitumorais. De entre estas combinagoes,

sao de destacar as associagoes de vacinas de DCs com anticorpos monoclonais ou inibidores

que visam bloquear os mecanismos imunossupressores tumorais como por exemplo o
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basiliximab, daclizumab, denileukin diftitox, bevacizumab e os anticorpos anti-CTLA4 e anti-
PD-I, entre outros. Finalmente, também as associagoes de imunoterapia com DCs e terapias
convencionais (como a quimioterapia e a radioterapia) tém vindo a ganhar algum destaque. A
virtude destas associagoes prende-se com o aumento da apoptose de células tumorais
induzida pela quimioterapia e radioterapia, o que vai posteriormente “alimentar” as DCs
enddgenas com os antigénios resultantes ®%),

Embora a primeira geragao de vacinas antitumorais baseadas em DCs tenha suscitado
alguma apreensao quanto ao real valor clinico da abordagem, podemos afirmar atualmente
que se trata de um procedimento seguro e com capacidade para desencadear respostas
imunoldgicas efetivas. O conhecimento adquirido ao longo destas duas décadas de
experimentagao acerca da biologia das DCs e das caracteristicas optimas de uma resposta
antitumoral permitiu o desenvolvimento de abordagens muito mais racionais. E atualmente

depositada uma enorme esperanga nas novas geragoes de vacinas de DCs, podendo estas vir

a representar o futuro da imunoterapia celular para o tratamento de doentes oncoldgicos.
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