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RESUMO

As células dendriticas (DCs) sao consideradas o centro do sistema imunitario, dado que
estabelecem a ligagao entre a imunidade inata e adaptativa, apresentando capacidade de
controlo nao s6 da reposta imune, mas também da tolerancia. Na ultima década, tém
constituido alvo de estudos cientificos e clinicos intensivos nomeadamente no que concerne
ao desenvolvimento de estratégias imunoterapéuticas contra o cancro, através da vacinagao.
Deste modo, assume importancia crucial conhecer os eventos celulares e moleculares
ocorridos durante a diferenciagio e maturagao das DCs, a regulacio dos sistemas imunes
inato e adaptativo, o contexto do microambiente tumoral, assim como investigar a aplicagao
dos mais recentes avangos biotecnoldgicos, de modo a extrair o maior beneficio possivel do

enorme potencial que as DCs apresentam em estratégias imunoterapéuticas antitumorais.

ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are considered the centre of the immune system, given that they
establish the link between innate and adaptive immunity, with the ability to control not only
the immune response, but also tolerance. For the last decade, they have been the subject of
various studies that seek the development of immunotherapeutic strategies against cancer,
through vaccination. It is crucial to hold focus on the DCs immunobiology, regulation of
innate and adaptive immune systems, the context of the tumor microenvironment, as well as
explore the application of the latest advances in biotechnology, in order to extract the

greatest possible benefit from their enormous antitumor immunotherapeutic potential.

| | INTRODUGCAO TEORICA

A imunidade resulta da interligacdo complexa entre dois sistemas: o sistema imunitario inato
(que é antigen-nonspecific) e o sistema imunitario adaptativo celular e humoral (que é antigen-
specific)." Primordialmente descritas por Steinman e Cohn, as DCs funcionam como um elo
imprescindivel entre ambos os sistemas supracitados."”” Apresentam atividade
imunorreguladora, atuando como membros de sentinela do sistema imunitario inato.
Evidenciam, além disso, elevada eficiéncia no desenvolvimento de resposta imunologica,
através da produgao de citocinas na presenga de antigénios (AGs) e moléculas contendo
padroes moleculares associados a agentes patogénicos — pathogen-associated molecular
patterns (PAMPs) — ou padroes moleculares associados ao dano — damage-associated molecular
patterns (DAMPs), também designados por sinais de perigo, que contribuem para o
desenvolvimento de uma resposta imunolégica robusta.’ Apesar de corresponderem a uma

reduzida populagao de glébulos brancos (GB) ou leucécitos, sao as mais potentes células




apresentadoras de antigénio (APCs), apelidadas “APCs profissionais”, exibindo a capacidade

Unica de ativacio de células T naive. "

2 | IMUNOBIOLOGIA DAS CELULAS DENDRITICAS

As DCs sdo produzidas a partir de células estaminais hematopoiéticas (HSCs) CD34", na
medula éssea.’ A produgdo da maior parte dos subtipos de DCs é regulada no estado
estavel ou steady state pela citocina ligando do FIt3 (FIt3L) ou Fms-like tyrosine kinase 3 ligand
enquanto na presenga de inflamagao e infegao outra citocina, o fator estimulante de colénias
de granulocitos e macréfagos (GM-CSF), mobiliza niumeros crescentes de DCs derivadas de
mondcitos.”

As DCs imaturas residem em locais com elevado potencial de entrada de AGs, sendo
especializadas na captagdo e processamento antigénicos. Encontram-se abundantemente na

pele e nas superficies internas ou mucosas dos sistemas respiratorio e gastrointestinal.>*

As DCs imaturas efetuam o reconhecimento de PAMPs - que nao sao mais que estruturas
altamente conservadas nos microrganismos, designadamente lipidos microbianos, hidratos de
carbono, acidos nucleicos e intermediarios da replicagao viral — por via de recetores de
reconhecimento de padrao ou pattern recognition receptors (PRRs). Existem numerosos PRRs
que se encontram envolvidos no reconhecimento inato de agentes patogénicos,
nomeadamente recetores Toll-like (TLR), receptores nucleotide-binding-oligomerization-domain
(NOD-like), recetores de lectina do tipo C (CLRs), proteina cinase ativada (PKR) e helicases
do tipo RIG-I.}

As DCs detém um sistema endocitico especializado, apresentando multiplos recetores que,
apos devida captagao, dirigem os AGs para compartimentos de processamento. As DCs
realizam o processamento de proteinas, convertendo-as em péptidos que sao apresentados
aos linfocitos T por intermédio de moléculas do complexo major de histocompatibilidade
(MHC) — moléculas MHC da classe | e II."* Os AGs lipidicos, por sua vez, sio processados
de modo distinto, sendo apresentados por intermédio de moléculas MHC nao classicas e da
familia CDI.'

Apos a captagao dos AGs, segue-se a apresentagao de AGs via MHC-Il (via exogena) aos

linfécitos T CD4", via MHC-I (via enddgena) aos linfocitos T CD8" e ainda através de um




processo de apresentagao cruzada — cross-presentation — que permite apresentar AGs
exogenos em contexto MHC-l estimulando células T killer CD8'. Este processo de

apresentagao cruzada constitui-se como uma capacidade Gnica das DCs.*®

As DCs nao representam uma populagao homogénea, existem varias subpopulagoes de DCs
que expressam marcadores distintos e exibem fungoes diferenciadas. Primeiramente,
estabelece-se a distingdo entre DCs plasmocitoides (pDCs) e DCs mieldides ou
convencionais (cDCs). As DCs plasmocitoides (pDCs) constituem um elemento-chave que
desempenha fungoes efetoras no sistema imunitario inato, dada a sua extraordinaria
capacidade de produgao de IFN tipo |, em resposta a infegao viral. Adicionalmente, podem
estar envolvidas na tolerancia quando no seu estado imaturo. As cDCs, podem ser
subdivididos, de acordo com a sua localizagao em: DCs residentes nos érgaos linféides; DCs
residentes nos tecidos periféricos - como por exemplo, células intersticiais e células de
Langerhans (na epiderme) - e DCs circulantes. As c¢DCs reconhecem componentes
bacterianos e produzem citocinas pro-inflamatorias, como TNF-q, interleucina 6 (IL-6), IL-
I2p70 para ativagao de subtipos de células T proé-inflamatérias (Thl e Thl7) e,

consequentemente recrutar linfocitos T citotoxicos (CTLs).>*

As DCs desempenham um papel critico na polarizagao de células T efetoras para uma
resposta Thl, Th2, Th17 ou resposta de células T reguladoras (Treg). Apos a sua maturagao,
as DCs sao responsaveis pela regulagao da expressaio de determinadas moléculas,
fornecendo 3 tipos de sinais aos linfocitos T que determinam o seu estado de ativagao e
respetivo fenétipo final:?

- Sinal 1: Sinalizagao especifica de AG através de recetores das células T (TCR), mediada pela
ligagao do complexo MHC-péptido aos TCR. Esta corresponde a interagao inicial entre DCs
e células T;?

- Sinal 2: Coestimulagio por moléculas de superficie das APC. E responsavel por amplificar
ou regular a interagio com as células T;?

- Sinal 3: Secrecao de citocinas pro e anti-inflamatorias. Este sinal estimula a diferenciagao
das células T naive em células T efetoras. A IL-12p70 trata-se de uma citocina pro-
inflamatoria multifuncional bastante estudada, dado que é fundamental na induciao de
resposta Thl e CTL. Promove a ativagao das células natural killer (NK) e células T e induz a
producao de IFN-y, que favorece a ativagao de CTLs e potencia a agao citotoxica das células

NK. Adicionalmente, além da ativagao da imunidade inata e adaptativa contra as células




N e el

desenvolvida pela IFN-y.’

A localizagao e a apresentagao de AGs determina a selegao de clones especificos, a partir de
diversos meios de reconhecimento. De facto, geram-se respostas distintas de células T,
consoante a captagao do AG é realizada nos tecidos periféricos ou diretamente nos nédulos
linfiticos."* Além disso, a maturagio e os diferentes subtipos de DCs facilitam o controlo
das diversas respostas de células T, bem como de outras classes de linfocitos,

nomeadamente células B e células NK.*

Am%w Figura | | Iniciacdo da resposta imunolégica.'
Nos tecidos periféricos, as DCs captam AGs através de
(=] (=)0 &=} (=) <
Hodo Lol ] o varios mecanismos complementares.'
0] | ofO [ of¢ P .
o © ) O . ApOs captagio do AG, as DCs sofrem um processo de
) ) maturagcao altamente regulado e transformam-se em
Capture Activators . . .
sLectins | | = Pathogens APC extremamente eficientes, detendo a capacidade de
» FcR processing = Cytokines

¥ ! induzir resposta imunolégica.” A maturagiao encontra-

Migration of tissue-resident DCs to lymph node |

wmphnode  S€ associada a um decréscimo da atividade de captagao

Migratory

antigénica e a uma expressao aumentada dos niveis de
moléculas MHC, assim como de multiplas moléculas
coestimuladoras, na sua superficie celular. A maturacao
das DCs também se relaciona com uma maior secrecao
de quimiocinas (que atraem células T naive e de

memoria). Durante este processo de maturagao, as

DCs carregadas com o AG, aumentam os niveis de

r Immune suppro;sion ] [- Immune response ‘

recetor de quimiocina C-C tipo 7 (CCR7), o que lhes

permite o abandono dos tecidos periféricos (niao linfoides), e a migragao para os nédulos
linfaticos (tecido linfoide).'"” Neste local, sio responsaveis pela ativagio dos linfocitos T e B,
na medida em que se verifica o reconhecimento dos AGs sob a forma de complexos MHC-
péptido, presente na superficie das DCs. A coestimulagio e secregao de varias citocinas
proporcionam uma amplificagao adicional da apresentagiao antigénica, sendo crucial para
indugdo de resposta imunolégica apropriada.’

Como referido previamente, os AGs também podem alcangar diretamente as DCs
residentes nos noédulos linfaticos. Nesse caso, estas sao as primeiras responsaveis pela

apresentacio dos péptidos as células T CD4" naive, o que resulta na produgio primordial de
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células T, bem como sintese de IL-2 que, por sua vez, facilita a proliferagao e expansao clonal
de células T.'

Na auséncia de estimulos, as DCs imaturas encontram-se em steady state, pelo que
apresentam AGs proprios as células T, induzindo tolerancia ora por eliminagao de células T,
ora através da polarizagio para células Treg ou supressoras.*

Em suma, na sequéncia da interagio entre as DCs e as células T CD4" e células T CD8"
pode ocorrer diferenciagio em células T efetoras com fungdes distintas. As células T CD4"
podem ser convertidas em células Thl, Th2, Thl17 ou células T auxiliares foliculares (Tfh),
auxiliando a diferenciagao das células B em células secretoras de anticorpos, assim como em
células Treg, contrariando as fun¢des de outros linfocitos. J4 as células T CD8" naive podem
dar origem a CTLs.'

Por ultimo, saliente-se que as DCs também podem interagir com outras células do sistema

imunolégico, como células NK, fagdcitos e mastocitos.'

) Figura 2 | Acdo cooperativa dos

L , s
@ Pj @ at' diferentes subtipos de DCs sobre a
e ] imunidade inata e adpatativa no

combate de tumores e infecdes virais.’

Os subtipos de DCs ainda comunicam entre

U/ / 0 n ‘ si. Por exemplo, as pDCs produzem
e s B-cell . ~ A
Ny interferoes e  expressam  moléculas
Ny | [y TNy « 1gG1 for ADCC coestimuladoras ligadas a membrana que
* Tumor cell lysis . (,mn_zymcfmq * T-and B-cell help . (,991}»1e1ﬂ€1\(-dependem
perforine secretion . ?]sal;s 1T Ag-presentation

recrutam outras DCs para intervirem na
imunidade.* Tem sido demonstrado que as pDCs potenciam a resposta imune por cross-
talking com as cDCs - através da produgao de INF-a — comportando, deste modo, um papel

na estimulagio da imunidade adaptativa.’

3 | CANCRO: ELIMINAGCAO, EQUILIBRIO E EVASAO

De acordo com o modelo atualmente aceite de Cancer Immunoediting, apesar de uma
competente agao do sistema imunitario, os tumores adquirem a capacidade de
desenvolvimento e crescimento em trés passos sequenciais (eliminagao, equilibrio e evasao).
Numa fase inicial — fase de eliminagao - verifica-se controlo eficiente do crescimento de

células cancerigenas devido & indugio de robustas respostas imunes especificas do tumor. *
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consequéncia da instabilidade genética das células tumorais mantidas em equilibrio poderao
surgir alteragoes: i) perda de reconhecimento da imunidade adaptativa (perda de AGs ou
desenvolvimento de defeitos de processamento ou apresentagao antigénica); ii)
insensibilidade aos mecanismos efetores imunoldgicos; ou iii) indugao de um estado
imunossupressor no contexto de microambiente tumoral. Deste modo, tais modificagoes,
que se traduzem na redugiao da sua imunogenicidade ou aumento de resisténcia as agoes
citotoxicas promovidas pelo sistema imunitario, propiciam o crescimento tumoral
descontrolado associado a uma consequente manifestagao clinica de cancro — fase de

evasio.®’

4 | METODOS EX-VIVO E IN VIVO DE IMUNOTERAPIA BASEADA EM DCS

O desenvolvimento de métodos ex vivo de produgao de DCs é uma das abordagens de uso
imunoterapéutico das DCs. Nao existe ainda consenso quanto a um método ex vivo ideal,
podendo recorrer-se a diferenciagdo a partir de precursores monodcitos ou precursores

hematopoiéticos CD34", bem como a expansio in vivo de DCs circulantes.®

4.1.1 | DCs derivadas de mondcitos (moDCs)

A diferenciagao de DCs a partir de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)
obtidas do doente trata-se da técnica utilizada mais comum. Envolve indugao de
diferenciacao dos monodcitos em DCs imaturas através de incubacao com GM-CSF e IL-4,
durante varios dias. Posteriormente, as DCs imaturas podem ser convertidas em DCs

maduras através de incubacio adicional na presenca de estimulos indutores de maturagio.®"°
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Enquanto este método pode durar 5 a 7 dias, um outro método que culmina na obtencao
das designadas fastDCs permite reducao de periodo de tempo para 2 dias; porém, sao
requeridos estudos adicionais para testar este procedimento. Baseia-se na incubagao de
mondcitos com GM-CSF e IL-4 durante 24 horas, sendo obtidos monodcitos com
caracteristicas semelhantes a DCs imaturas. Estes, por sua vez, sao cultivados na presenga de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6) e prostaglandina E, (PGE,), durante mais 24

horas, com obtengio de DCs fenotipicamente maduras.®

4.1.2 | DCs derivadas de precursores hematopoiéticos CD34"

Outra possibilidade prende-se com o uso de precursores CD34". Os precursores CD34"
sao mobilizadas a partir da medula 6ssea, recorrendo-se ao tratamento dos doentes com
GM-CSF (previamente ao procedimento de leucaferese). As células colhidas sao cultivadas
na presenca de GM-CSF, FIt3L e TNF-a, durante uma semana, obtendo-se uma mistura de
moDCs, DCs fenotipicamente semelhantes as células de Langerhans (LCs) epidérmicas e
uma elevada proporg¢ao de células mieldides em diferentes estados de diferenciagao. Note-se
que a estimulagao das células T pode dever-se as LCs em vez das DCs, enquanto as DCs
podem desempenhar uma agao mais preponderante sobre a indugao de resposta associada

as células B.2

4.1.3 | Expansao in vivo de DCs circulantes

A expansao de DCs circulantes, que constituem menos de 1% das PBMCs, pode ser
alcangada através de administragao de fatores de crescimento hematopoiético (como Flt3L).
A expansao in vivo de subtipos de DCs leva a sobre-regulagao de marcadores de maturagao,

producio de citocinas apos estimulagio, assim como indugio de resposta de células T.?

O procedimento de maturagao das DCs previamente a vacinagao assume particular
relevancia. Porém, é complexo determinar os estimulos indutores de maturagao apropriados
para a obtengao de DCs com potente atividade imunoestimuladora. Tém sido testadas varias
combinagoes de possiveis estimulos indutores de maturagao, que incluem citocinas pro-
inflamatérias, ligando do CD40 (CD40L ou CD154) e agonistas dos TLR.*'"® A utilizagdo
destes Ultimos resulta na elevagao dos niveis de IL-12, o que se pode traduzir numa indugao

potente de DCs para estimulacio de resposta imunologica efetiva.®
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4.3.1 | Carregamento de péptidos, proteinas e células tumorais

O mecanismo mais comum para carregamento de DCs envolve a incubagao de DCs com
péptidos, proteinas ou células tumorais, antes ou apds maturagao. Os péptidos sao
carregados diretamente em moléculas MCH-I e Il na superficie das DCs, enquanto as
proteinas e células tumorais requerem processamento inicial e apresentacao por DCs para
estimulagio de células T CD4" e CD8". A maior desvantagem associada ao uso de péptidos
corresponde a necessidade de conhecimento do haplétipo do doente e quais os péptidos
proprios que se ligam a estes haplotipos especificos. Ja as proteinas e células tumorais
apresentam como principal vantagem nao serem limitadas a um determinado haplotipo.
Contudo, a sua maior desvantagem reside no facto da via MHC-l nao se encontrar
especificamente ativa, embora existam estudos que apontem para estimulagao de células T

CDS8", o que indica ocorréncia de apresentagao cruzada.®

4.3.2 | Vetores virais e bacterianos

O uso de vetores virais ou bacterianos para o carregamento de AGs nas DCs é uma
alternativa atrativa, possibilitando a inser¢ao de genes codificantes de AGs tumorais ou
proteinas completas, assim como eliminacao de genes codificantes de fatores de viruléncia
ou de replicagido. Em determinados casos, o vetor pode induzir maturagao das DCs,
contornando-se, deste modo, a necessidade de aplicagao de um procedimento de maturagao
isolado. A possibilidade de adicdo de genes codificantes de citocinas ou moléculas
coestimuladoras é outra mais-valia que acarreta, visto que permite incremento da
imunogenicidade das DCs. Todavia, em contrapartida, a existéncia de imunidade pré-
existente contra o vetor podera reduzir a capacidade de indugao de resposta in vivo, sendo
que, aquando da ocorréncia de tais situagoes, a seguranga do doente passa a constituir a
preocupacio primaria. E de notar que vetores baseados em lentivirus sio tipicamente menos
imunogénicos, dada a remogao da maioria dos genes codificantes de proteinas virais, sendo
possivel o seu uso repetido sem inducao de resposta imune contra o vetor. Além disso,
detém potencial para estimular sensores citoplasmaticos ou endossomais (isto é, TLRs, RIG-
I, PKR, etc.) para ativagao do sistema imunitario inato; capacidade adicional de transdugao de
células quiescentes e em nao divisao; potencial para uso como veiculo de vacinagao
terapéutica direta, podendo conjugar-se glicoproteinas que direcionam para tipos celulares

especificos, tendo como alvo direto os subtipos de DCs in vivo.®
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4.3.2 | Transfegao de RNAm

O carregamento de DCs com RNAm codificante de AGs associados ao tumor (TAAs)
constitui uma opgao atrativa, sendo que a transfegago de RNAm demonstrou induzir
respostas das células T CD4" e CD8". Apresentando semivida curta e nio integrando o
genoma do hospedeiro, o RNAm pode ser carregado diretamente nas DCs, nao exigindo o
uso de vetores nem identificacio de haplétipos de doentes.*® Possibilita a apresentacio de
multiplos epitopos antigénicos, assim como carregamento de estimulos indutores de
maturagao (como CD40L) ou citocinas. O método que se tem mostrado mais eficiente para
introdugao do RNAm no interior de DCs é a eletroporagao, na medida em que promove
um aumento temporario da permeabilidade celular que facilita a entrada do RNAm, sem

recurso a reagentes adicionais.®

A administracao in vivo de AGs acoplados a ACs especificos para as DCs representa uma
abordagem mais recente - fazendo uso de vacinas baseadas em DCs - que contorna todo o
processo dispendioso e intensivo de geragao de DCs ex vivo. Esta estratégia permite a
obtencao de vacinas em larga escala, visto que nao assenta no conceito de vacina
personalizada para cada doente. Mais importante ainda é o facto de permitir a estimulagao in
vivo de subtipos de DCs naturais em mdltiplos locais.® Sao inimeros os fatores a considerar
para o desenvolvimento destas vacinas de DC targeting, nomeadamente a fungao biologica do
subtipo de DC alvo (ex: indugao de imunidade humoral e/ou celular); selecao de AGs e a sua
formulacao para controlo da doenca; expressao de recetores caracteristicos de determinado

subtipo de DCs; escolha de adjuvantes e distribuicdo de subtipos de DCs pelos tecidos."

5 | ENSAIOS CLINICOS: PROGRESSOS EM IMUNOTERAPIA
ANTITUMORAL COM DCs
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capazes de induzir resposta imunoldgicas clinicamente relevantes. '

Pretende-se, nesta secgao, apresentar um sumario dos resultados dos ensaios clinicos (ECs)
recentemente completos, bem como a apresentacao de alguns exemplos concretos destes
ECs, a fim de avaliar os progressos de intervengoes baseadas em DCs para terapia

antitumoral.

Esta estratégia terapéutica tem sido alvo de uma variedade ampla de ECs de fase I/ll para
avaliagdo da sua seguranga e eficacia, englobando linfoma das células B, leucemia linfocitica
cronica, linffoma das células T cutineas, glioma, glioblastoma multiforme, carcinoma da
tiroide, carcinoma pulmonar de células grandes, carcinoma da mama, mesotelioma,
carcinoma hepatocelular, colangiocarcinoma intra-hepatico, melanoma, carcinoma das células
renais, carcinoma colorrectal, carcinoma das células renais, cancro da proéstata, neoplasias
malignas pediatricas e cancros avangados mistos. Na sua globalidade, os resultados obtidos
foram encorajadores, indicando auséncia de toxicidade particular associada a esta estratégia,
bem como ativagao de resposta imunolégica num nimero elevado de casos.'

Num estudo realizado com doentes com melanoma (43 doentes no estadio IV e 7 em
estadio lll), conclui-se que a vacinagao com DCs autodlogas carregadas com lisado celular
alogénico (TRIMEL) derivado de trés linhagens celulares de melanoma resultou em mais de
60% dos doentes com reagao de hipersensibilidade retardada do tipo IV (DTH) positiva,
associada a um aumento da sua sobrevivéncia e estabilidade da doenca.'* Note-se que, a
partir de alguns estudos como este, foi possivel correlacionar o desenvolvimento de
respostas imunes antitumorais (avaliado em termos de aparecimento de DTH) com a
melhoria de resultados clinicos, pelo que se mantém elevado interesse nesta estratégia

imunoterapéutica.'?

DCs carregadas ex vivo com TAAs (sejam proteinas de elevado tamanho, sejam pequenos
péptidos) sao capazes de gerar respostas imunologicas antitumorais tanto terapéuticas,
. 12 . . . .
como preventivas. © Desde os primeiros resultados provenientes de um estudo piloto da
seguranga de DCs carregadas ex vivo com TAAs em 4 doentes com linfoma folicular das
células B com resultados clinicos evidentes em 3 deles (uma regressaio completa, uma
regressao parcial e uma resolugao completa da doenga, mediante avaliagao de
desaparecimento de marcadores moleculares especificos da doenca),"” inimeras tém sido as

abordagens testadas num numero consistente de ECs de fase l/ll, envolvendo uma grande
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variedade de tumores.”” No seu conjunto, tém demonstrado a seguranca desta estratégia,
assim como respostas clinicas completas ou parciais; porém, poucos sao aqueles que seguem

|I2

para ECs de fase Ill."* Excegao disso &, contudo, a vacina sipuleucel-T (carregada e ativada ex
vivo com a fosfatase acida prostatica (PAP) recombinada com GM-CSF) que obteve, em 2010,
aprovagao pela FDA para o tratamento do cancro prostatico, apés EC de fase Il que

denunciou aumento da sobrevivéncia média dos doentes em cerca de 4 meses.'®

O uso de RNA (quer RNA derivado do tumor, quer RNAm codificante de TAAs especificos
sintetizados in vitro) tem sido testado durante a Gltima década. Multiplos foram os resultados
obtidos constituindo prova inequivoca de que DCs carregadas ex vivo com RNA derivado de
tumores sao passiveis de induzir tanto resposta imune terapéutica, como preventiva. Na sua
generalidade, estudos de fase I/ll demonstraram que DCs ora transfectadas com RNA
derivado do tumor, ora sujeitas a modificagao genética para expressao exogena de TAAs sao
seguras, levando (numa parte dos casos) a ativagio de resposta imune antitumoral.'> A titulo
de exemplo, apresenta-se o tratamento de doentes com melanoma com a vacina TriMixDC-
MEL, que recorre a co-eletroporacao de DCs com RNAm TriMix (codificante do ligando
CD40L, TLR4 constitutivamente ativo e CD70) combinado com um de quatro RNAm
codificantes de TAAs (tirosinase, MAGE-A3, MAGE-C2 ou gpl00). Procedeu-se a
monitorizacio da presenca de células T CD8" especificas de TAA infiltrantes na pele nos
locais de injegao intradérmica, bem como na circulagao sanguinea de doentes com
melanoma. Nestes dois compartimentos, 10 de 14 doentes examinados - ou seja, em 71%
dos doentes - revelaram reconhecimento de qualquer um dos quatro TAAs presentes na
vacina. Na totalidade, foram detetadas 30 respostas de células T especificas de TAA na pele
e 29 respostas das células T do sangue periférico, das quais 24 comuns. Uma caracteriza¢ao
detalhada da especificidade antigénica das populagdes de células T CD8" permitiu concluir
um determinado grau de compartimentagido de células T CD8", dada a sua distribuicio na

pele e no sangue periférico apds terapéutica com TriMixDC-MEL."

Esta estratégia baseia-se na formagao de células hibridas resultantes da fusio de DCs com
células cancerigenas, também designadas por “dendritomas”. ECs de fase I/ll que decorreram
na ultima década demonstraram que a administragao de dendritomas apresenta seguranga,
sendo associada ao desenvolvimento de respostas DHT (indicativas de ativagao do sistema
imunitario) numa alargada proporgio de casos.'” Por exemplo, a vacinagio com dendritomas

resultantes da fusio de DCs autdlogas e células de mieloma derivadas dos doentes com
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mieloma mdltiplo, em conjunto com GM-CSF, demonstrou indugao de respostas
imunoldgicas antitumorais humoral e celular, sendo que a maioria dos doentes com doenga

avancada revelou estabilizacdo da doenca.'®

Outras estratégias, além das anteriormente descritas, tém explorado o potencial
imunogénico das DCs com varidveis graus de sucesso, nomeadamente a administragao
intratumoral de DCs expandidas ex vivo (mas nao carregadas com TAAs); DCs baseadas em
exossomas; e administracio direta de AGs acoplados a ACs (in vivo DC targeting).'> Dada a
continua necessidade de desenvolvimento de estratégias imunterapéuticas antitumorais, num
estudo de fase | realizado com doentes com cancro pulmonar das grandes células, foram
testados exossomas - que nao sao mais que vesiculas lipidicas derivadas de células que
expressam elevados niveis de um espetro estreito de proteinas celulares. Os exossomas
derivados de DCs autdlogas e carregados com TAAs evidenciaram viabilidade e boa
tolerabilidade, além de alguns doentes revelarem estabilizagao de longo termo da doencga e
ativagdo da resposta especifica de células T e aumento da atividade litica de células NK."” A
administragao intratumoral de DCs expandidas ex vivo, que nao € aplicavel a um alargado
conjunto de cancros pela altissima taxa de morbidade associada, tem demonstrado melhoria
de resultados clinicos em ECs de fase I/ll; mas nao sempre, muito provavelmente devido ao
facto de subtipos distintos de DCs nao serem discriminadas de modo apropriado pelos

marcadores comuns detetados por imunohistoquimica.'?

Dado o manancial de ECs usando métodos semelhantes para a maturagao de DCs ¢é crucial
investigar mudancas de métodos baseadas nos mais recentes resultados. Os resultados de
ECs até ao momento divulgados refletem unanimidade quanto a seguranga associada a
imunoterapia antitumoral baseada em DCs. Como tal, a iniciagao desta pratica em doentes
em estadios menos avancados da doenca pode resultar em melhores resultados clinicos.”

Um aspeto relevante associado a selecao de TAAs pode centrar-se na identificacio de AGs
relacionados com o crescimento tumoral. Uma limitada fracao de TAAs (aproximadamente
10%) parece ser imunogénica, da qual apenas alguns TAAs constituem genuinos AGs
associados a rejeicao tumoral (TRAs), isto é, AGs indutores de resposta imunologica
resultante em erradicagao tumoral. Deste modo, esforgos adicionais terao que ser exercidos
para identificagao de auténticos TRAs, um processo altamente personalizado que envolve

sequenciagao do exoma seguido de testes de validagio funcional.'**
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Relativamente ao carregamento de AGs, as vacinas podem conter multiplos TAAs, de forma
a induzir os diferentes efetores do sistema imunitario. As DCs podem ser carregadas com
células tumorais inteiras ou lisados de células tumorais ou ainda transfetadas com todo o
RNA tumoral, o que leva a uma vacinagao com um completo contetdo antigénico associado
ao tumor.®?'

Outro aspeto relevante prende-se com a via de administragao mais apropriada de vacinas,
pois a via intradérmica demonstrou nivel reduzido de migragao para os nodulos linfaticos
(inferior a 2%), enquanto a via intranodular sob controlo de ultrasonda apresenta risco de
injecao numa area de gordura, ao invés de na area celular. A monitorizacdo da migragao in
vivo de DCs (como, por exemplo, através de uma nova estratégia baseada em ressonancia
magnética recorrendo a marcagio de vacinas de DCs com perfluoropoliéter (PFPE)*?) e a
otimizagao de vias de administragao podera contribuir para a obtengao de uma vacinagao
com DCs mais potente."

A propésito de a administragao de DCs poder nao resultar numa eficiente localizagao a nivel
tumoral e embora DCs extra-tumorais possam fornecer beneficios terapéuticos, estao a ser
desenvolvidas estratégias que visam dirigir a migragao de DCs para os nichos tumorais.'?

As vacinas baseadas em DCs podem apresentar limitagdes enquanto terapéutica isolada, no
entanto, em combinagdo com outras estratégias podem aumentar a eficacia, como sera
abordado adiante mais detalhadamente. Numerosos sao os ECs a decorrerem atualmente
focados na combinagado da imunoterapia com as terapias convencionais (cirurgia,
quimioterapia e radioterapia), dado o seu enorme potencial.?

Em ultima analise, conclui-se que sao indubitaveis os progressos no campo da vacinagao com
DGCs através da aplicagao de abordagens cada vez mais definidas, focadas e coerentes com
base em resultados anteriores. Adivinha-se uma futura geragao de vacinas na area de
medicina personalizada, isto €, vacinas seletivas para cada doente tendo por base a sua

biologia tumoral especifica."

6 | NOVAS ESTRATEGIAS E PERSPETIVAS FUTURAS

O ambiente imunossupressor medeia inUmeros mecanismos de escape/evasio a
imunovigilancia antitumoral, designadamente: i) perda de expressao de AGs tumorais; ii)
alteragao de moléculas MHGC; iii) falta de coestimulagao; iv) expressao de ligandos inibitorios;
v) indugao de células T reguladoras; vi) expressao de indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) -

enzima implicada na geragao de células Treg; vii) produgao de citocinas imunossupressoras
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(fator de transformagao do crescimento § (TGF-B), IL-6 e IL-10). Deste modo, estratégias
que visam inibir a tolerancia/supressao induzida por tumores podem aumentar a

imunogenicidade e potenciar a eficicia in vivo de vacinas baseadas em DCs.?

e 7 .

6.1.1 | Inibicao de moléculas inibitorias

O bloqueio da interagao entre o recetor de morte programada | (PD-1) de células T ativadas
e seu ligando (PD-LI) sobrexpresso em varios tumores e DCs tem mostrado aumentar a
resposta imunologica in vitro. A interferéncia sobre este mecanismo pode ser realizada com
recurso a ACs anti-PD-1,> bem como silenciamento dos ligandos PD-L| e PD-L2 em DCs
através de small interfering RNA (siRNA).2*?

Outro alvo promissor que tem sido sujeito a inibicao é o antigénio 4 associado ao linfocito T
citotoxico (CTLA-4) - envolvido na inibicao da ativagao de células T — através de ACs anti-
CTLA-4, que visa a manutengio das respostas imunologicas mediadas pelas CTLs.** O
ipilimumab trata-se de um AC anti-CTLA-4, que devido ao seu sucesso terapéutico foi
aprovado pela FDA em 201 | para o tratamento de melanoma metastatico.”

Outra possibilidade é o direcionamento de componentes para alvos das vias de sinalizagao
envolvidas na inibicao da fungao de DCs, nomeadamente familia de supressores de
sinalizagao das citocinas (SOCS) e Glucocorticoid-induced leucine zipper (GILZ). A familia SOCS
tem mostrado inibir a via de sinalizagao JAK/STAT - importante para a resposta das DCs a
agonistas TLR. Pode recorrer-se ao uso de siRNA para a sua inibicao. Também a inibicao do
GILZ podera apresentar beneficios terapéuticos, uma vez que tem demonstrado alterar a
maturagao de DCs em resposta a agonistas TLR e CD40L; além de a sua expressio em
macroéfagos infiltrantes associados a linfoma de Burkitt contribuir para a falha do sistema

imunolégico na rejeigio do tumor."!

6.1.2 | Inibigao de células Treg

Atualmente estao a ser exploradas estratégias imunoterapéuticas dirigidas para citocinas
imunossupressoras (IL-10 e TNF-B) com o intuito de aumentar a eficicia de vacinas. A
inclusao de anticorpos anti-recetor da IL-10 em terapias combinadas demostrou aumento da
resposta imunolégica especifica e produgao de IL-12. Por sua vez, a inibicao da TGF-f
suprimiu a proliferagao de células Treg e aumentou o nimero de células T especificas de

TAA."

6.1.3 | Aumento da coestimulagao de células T
O recetor 4-1BB/CD137 (membro da familia do recetor do TNF) é expresso por células T

ativadas e reconhece ligandos presentes nas APCs, pelo que se presume que apresente um
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papel relevante na sobrevivéncia de células T CD8" de meméria. Um AC anti-CDI37
demonstrou aumento de rejei¢io tumoral por promover a sobrevivéncia de células T CD8",
sendo este efeito antitumoral mediado por DCs. Outro recetor promissor parece ser o
CD40. A sua expressao em DCs aumenta a conexao com o ligando, CD40L, presente nas
células T CD4", gerando-se aumento da produgido de moléculas coestimuladoras e citocinas
com subsequente ativacio de células T CD8". A interagio entre CD40 e CD40L pode
também aumentar a apresentagao cruzada efetuada pelas DCs. Uma nova abordagem para
aumento do estado ativado de DCs relaciona-se com o uso de um recetor recombinante
contendo o dominio citoplasmatico de CD40 fundido com o dominio de ligagao do ligando e
uma sequéncia dirigida para a membrana. A ativacao de DCs com este recetor recombinante
resultou numa ativagio prolongada, indugido mais potente de células T CD8" e erradicagio

tumoral."

6.1.4 | Ativagao de potenciadores imunoldgicos

As citocinas IL-15, IL-17 e IL-12 tém demonstrado aumentar a sobrevivéncia e funcao das
células T. O uso de agonistas TLR, por sua vez, tem sido associado a ativagao sustentada de
DCs, aumento da fungao de CTLs, aumento dos niveis de IL-2, maior migragao em resposta
ao ligando CCR7, indugdo de resposta humoral e inducio de células T CD4". De entre
alguns exemplos de ligandos TLR eficazes na ativacao de resposta imunologica encontra-se o
imiquimod (ligando para TLR7 e TL8) usado para o tratamento do carcinoma das células
basais superficiais, assim como inumeros outros testados atualmente em ECs -
oligodesoxinucledtidos CpG dirigido para TLR9 e acido polinosinico-policitidilico (polyl:C),

que dependendo do seu tamanho, é direcionado para TLR3 ou helicases."®

Esta nova abordagem de in vivo DC targeting, alternativa aos métodos ex vivo, envolve o
direcionamento para moléculas especificas de DCs. Os recetores candidatos abrangidos sao
recetores Fc, CD40 e CLRs. Estes ultimos sao os mais atrativos, na medida em que distintos
subtipos de DCs expressam diversos CLRs (como DEC205, DC-SIGN, retores de manose
(MR) ou Dectin-1). Além disso, os CLRs encontraram-se envolvidos na captagao de
numerosos AGs glicosilados proprios e de patogénios para apresentagao antigénica,
recrutamento de DCs, interagoes entre DCs e células T e, consequentemente, ativagao de
resposta imunologica.® Acrescente-se a tudo isso que o direcionamento de AGs para CLRs
resultou no aumento de respostas de ACs.** A maioria dos estudos realizados decorreram
em ratos, sendo requeridos estudos adicionais que comprovem a eficacia desta estratégia em

humanos.®
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Dado que a resposta imunitaria resulta de esfor¢cos combinados de multiplos intervenientes

do sistema imune, estratégias dirigidas para células NK, células NKT, DCs CDI4", LCs e

pDCs poderao assumir particular interesse.®**?
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enquanto a sua capacidade de cross-talk
com células NK tem sido frequentemente ignorada.”®*' Estas DCs conduzem 2 ativagio de
células NK, que atuam diretamente na destruicao de células tumorais e corpos apoptoticos.
Apos ativagao, as células NK também libertam citocinas relevantes (INF-y e TNF-a) que se
traduz em multiplos efeitos no desenvolvimento da resposta imunolégica adaptativa,
nomeadamente na polarizagao de respostas T do tipo |, ativagao de DCs e promogao da sua
capacidade para apresentagao cruzada de antigénios adquiridos apos destruigao de células
tumorais mediada pelas células NK.*'

Os mecanismos de cross-talk entre DCs e células NKT podem potenciar a ativagao de DCs e
produgao de IL-12; de referir ainda que a presenga de células NKT disfuncionais em varias
neoplasias malignas avangadas sustenta a necessidade de abordagens dirigidas para este tipo
de células.’

Estudos realizados em subclasses de DCs da pele humana indicam que as LCs parecem ser
especializadas na indugio de CTLs.” Ja as DCs CD 14" da derme revelam indugio potente de
resposta humoral. Para este caso, o recetor DC-SIGN expresso pelas DCs CD14" pode ser
usado como alvo.'"”*” Deste modo, as vacinas mais eficientes poderio ser as que
apresentam como alvos DCs CD14" e LCs, com o objetivo de desencadear uma resposta
imune humoral e celular.! Mais estudos sio necessérios para clarificar o beneficio clinico do
uso especifico de DCs CD14" e pDCs, uma vez que grandes expectativas foram criadas face
a recente descoberta que enfatiza o papel das DCs CD14" como a subclasse de DCs mais
eficiente na apresentagao cruzada, bem como o papel das pDCs que podem estar envolvidas
na resposta imunitaria contra tumores, particularmente devido ao seu potencial como APC

profissional.
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6.4.1.

Combinagao com quimioterapia ou radioterapia convencional

O tratamento citotoxico pode surtir multiplos efeitos positivos sobre o sistema
imunoldgico, desde a simples libertagio de AGs tumorais devido a destruicao de células
cancerigenas, até aos efeitos imunoldgicos desencadeados pela agao citotoxica. De facto, a
libertagao de AGs tumorais potencia a captagao e apresentagao de um conjunto amplo de
AGs para ativagao de células T. No que diz respeito aos efeitos imunologicos promovidos
pela sua acdo citotoxica, destaca-se a sobre-regulagao de moléculas imunoestimulatorias (ex.
DAMPs), expressao aumentada de AGs tumorais, redugao de células supressoras, bem como
acréscimo da proliferagao e ativagao de CTLs."

Como exemplo, 26 doentes afetados por tipos distintos de cancro avangado refratario ao
tratamento foram sujeitos a uma terapéutica combinada de radioterapia, DCs imaturas,
hemocianina (KLH) e células T; 21 de 26 doentes mostraram uma eliminagao bem sucedida
de tumores metastaticos e recorrentes no tratamento inicial, sendo que metade revelou
resposta completa, sem evidéncia de recorréncia da doenga. Estes resultados promissores
incentivam a investigagao da combinacdo de métodos convencionais juntamente com

imunoterapia antitumoral baseada em DCs.?®

6.4.2. | Combinagao de vacinas baseadas em DCs com a supressao de sinais inibitorios

Tal como anteriormente abordado, estratégias de supressio de sinais inibitérios,
nomeadamente através do silenciamento em DCs dos ligandos PD-LI e PD-L2 através de
small interfering RNA (siRNA),** bem como o uso do ACs anti-CTLA-4 (como ipilumab)
poderao constituir estratégias promissoras para combinagao com vacinas baseadas em

DCs.?

7 | PAPEL DO FARMACEUTICO

Tendo em consideragao os solidos conhecimentos que o farmacéutico detém na area de
tecnologia farmacéutica e no ambito da biotecnologia, este profissional de salde pode
constituir, a meu ver, um elemento de exceléncia para desenvolvimento de investigacao de
novas estratégias focadas na viabilizagao e potenciagao da imunoterapia baseada em DCs.
Com a finalidade de exemplifica-lo, apresentam-se dois recentes estudos focados na
aplicacao de duas tecnologias distintas bastante promissoras: nanoencapsulagao associada a

microneedles,”” bem como a reprogramacio celular.*®
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O primeiro corresponde a utilizagao de microneedles, consistindo num método que facilita a
entrada dos AGs por via transdérmica, pois sao aplicadas na superficie da pele, atravessando
a camada coérnea e atingindo as camadas da pele viaveis. Trata-se de uma técnica
minimamente invasiva que permite veicular AGs nanoencapsulados especificamente para
DCs residentes na pele. Apos captagao in situ dos AGs, as DCs adquirem a capacidade de
conduzir as nanoparticulas (NPs) de AGs encapsulados para os nédulos linfaticos drenantes
cutaneos, onde subsequentemente induzem expansao significativa de células T. A
nanoencapsulagao facilita a retengao dos AGs nas camadas cutaneas, a0 mesmo tempo que
potencia a estabilidade dos AGs nas microneedles. Em suma, esta estratégia de vacinagao é
extremamente promissora, uma vez que a administragao de NPs poliméricas biodegradaveis
através das microneedles parece aumentar a sua seguranca, eficicia e adesdo a terapéutica.”
O segundo exemplo assenta nos recentes avangos decorrentes da area de reprogramagao
celular, relacionando-se com o desenvolvimento de protocolos para gerar fontes ilimitadas
de DCs a partir de células estaminais pluripotentes induzidas (iPSC). Estudos recentes
sugerem que um subtipo de DCs CDI141" apresenta um potencial elevado na indugio de
resposta antitumoral; no entanto, este subtipo de DCs existe em quantidades diminutas no
sangue periférico, facto que compromete fortemente a sua aplicagao clinica. Como tal, foi
realizado um estudo que aborda a sua diferenciagao a partir de iPSC humanas demonstrando
resultados bastante promissores. Tal estratégia foca-se no desenvolvimento de fontes
ilimitadas de DCs autologas eficazes na apresentagao cruzada de TAAs no contexto de

imunoterapia antitumoral.®

8 | CONCLUSAO

A importancia das DCs na modulagio da imunidade, quarenta e um anos apds a sua
descoberta, foi recentemente enfatizada com a atribuicao do Prémio Nobel da Medicina, em
2011, a Ralph Steinman “pela descoberta das DCs e o seu papel na imunidade adquirida”.
Embora tenha sido inicial alvo de algum ceticismo por parte da comunidade médica, a
utilizagdo das DCs em imunoterapia continua a constituir uma abordagem terapéutica
bastante promissora,' facto evidenciado pela sua ampla utilizagio em ECs com o intuito de
originar ou amplificar respostas imunoldgicas antitumorais. O conceito subjacente baseia-se
na instrugio das DCs do préprio doente para eliminarem as células tumorais. **° Contudo, a
necessidade de otimizagao das condigoes para producao de DCs imunoestimuladoras, assim
como a tolerancia e supressao induzida pelo microambiente tumoral tém contribuido para o
seu sucesso limitado. Novas estratégias poderao constituir a chave para o alcance de

respostas imunologicas antitumorais eficazes e de elevada duragao, traduziveis em excelentes
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resultados clinicos, nomeadamente a associagao de vacinas de DCs com novas abordagens
que contornem oOs mecanismos imunossupressores, o aumento da imunogenicidade e a
interacao e ativacao de diversos intervenientes do sistema imunitario, recentemente
identificados como criticos para a resposta antitumoral.

Reforce-se, em ultima andlise, que o contributo do farmacéutico nesta area pode ser
fundamental através da aplicagao dos seus conhecimentos inerentes as areas de tecnologia e

biotecnologia farmacéutica.

“Just as immunotherapy is moving to the forefront of cancer therapy, DC-based
therapy is moving to the forefront of cancer immunotherapy.”'

(Karolina Palucka e Jacques Banchereau)
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