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Imunoterapia anti-tumoral com células dendriticas
Anti-tumor immunotherapy dendritic cells
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RESUMO
As células dendriticas (DCs) sdo células apresentadoras de antigénio dotadas de uma extraordinaria
capacidade de estimular e regular a resposta dos linfécitos T. Devido a sua capacidade imuno-
moduladora e ao reduzido nimero de DCs ativadas capazes de gerar uma eficiente resposta imu-
noldgica, as DCs tém sido muito utilizadas em ensaios clinicos com o intuito de obter ou amplificar
uma resposta imune anti-tumoral. Apesar de estudos clinicos evidenciarem que as vacinas de DCs
sdo seguras e induzem uma resposta imunoldgica na maioria dos doentes, o nimero de casos com
remissGes completas do tumor ainda é pequeno. Para aumentar a eficdcia clinica é necessario
melhorar e criar novas estratégias que incluam a amplificacdo da imunidade adaptativa anti-tumoral
e o bloqueio da proliferacdo de linfécitos T reguladores e do micro- ambiente imunossupressor. A
combinacdo de vacinas de DCs com os protocolos convencionais de quimio e radioterapia promovem
a ativacdo de DCs, a apresentacdo cruzada de antigénios e a eliminacdo seletiva de células imunos-
supressoras, revertendo o estado de imunossupressdo inerente ao tumor. Assim, esta associagdo de
guimioimunoterapia podera explorar positivamente a capacidade das DCs na obtencdo de uma
resposta imunoldgica mais eficaz.
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ABSTRACT
Dendritic cells (DCs) are professional antigen-presenting cells, which display an extraordinary capaci-
ty to induce and regulate T-cell responses. Because of their immunoregulatory capacities and
because very small numbers of activated DCs are highly efficient in generating immune responses
against antigens, DCs have been extensively used in clinical trials in order to elicit or amplify immune
responses against cancer. While clinical trials provide evidence that dendritic cells vaccines are safe
and elicit immunological responses in most patients, few complete tumor remissions have been
reported. To improve the clinical efficacy, it is mandatory to design novel and improved strategies
that can boost adaptive immunity to cancer helping to overcome regulatory T cells and allowing the
breakdown of the immunosuppressive tumor microenvironment. The association of DCs vaccines
with conventional chemo-and radiotherapy protocols could enhance DCs activation and antigen
cross-presentation, selectively eliminating immunosuppressive cells, thus reverting the immu-
nosuppression state caused by cancer, suggesting that relevant chemoimmunotherapy associations
could fully exploit DC capacity to trigger anticancer responses.
Keywords: Dendritic cells; Cancer; Immunotherapy; Vaccine.
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INTRODUCAO

As células dendriticas (DCs) foram identifica-
das, pela primeira vez, por Paul Langerhans, em
1968, que durante um estudo anatdmico da
epiderme constatou a presenca de uma rede de
células irregulares com longas extensdes mem-
branares, semelhantes a dendrites das células
do sistema nervoso (células de Langerhans,
LCs).. A sua incognita funcdo estendeu esta
analogia até meados do século XX, errone-
amente incluida como parte integrante do siste-
ma nervoso periféricoz. Posteriormente, em
1973, Ralph Steinman e Zanvil Cohn observaram
uma populacdo de células no baco com forma
dendritica, mostrando tratar-se de uma nova
classe de leucécitos com fungdes imunomo-
duladoras do sistema imunitario®. Atualmente
sabe-se que as DCs sdo células apresentadoras
de antigénio (APCs) altamente eficientes, essen-
ciais e com uma capacidade Unica de modulagao
da imunidade e tolerancia’.

As DCs encontram-se normalmente num
estado imaturo, sendo extremamente sensiveis
a sinais de “perigo” resultantes de processos
inflamatérios, infeciosos, ou de destruicdo celu-
lar*. Num processo tumoral, as DCs migram
através da circulagdo sanguinea até ao tecido
tumoral, sendo gerados estimulos que desenca-
deiam a sua maturag3o’. Durante este processo,
as DCs perdem a sua capacidade fagocitica,
ocorrendo a producdo de citocinas e quimio-
cinas, alteracdes na expressdo de recetores de
guimiocinas e ainda a sobre-expressdao de molé-
culas co-estimuladoras e moléculas do comple-
xo major de histocompatibilidade (MHC) com-
tendo o antigénio que ira ser reconhecido pelo
recetor dos linfécitos T (TCR)°®.

A heterogeneidade das DCs, aliada a sua
capacidade de atingirem diferentes estados de
maturagdo confere-lhes um papel extrema-
mente dinamico, permitindo-lhes interagir com
diversas células efetoras, incluindo linfécitos T,
linfécitos B e linfocitos NK (natural killer). Esta
modulacdo entre resposta imunogénica e
tolerancia periférica torna-as num alvo extrema-
mente aliciante para o desenvolvimento de
novas estratégias imunoterapéuticas, nomeada-
mente na potenciacdo da resposta anti-tumoral,
no desenvolvimento de vacinas antimicrobianas
e na inducdo de tolerdncia em transplantes,
alergias ou autoimunidade’. Deste modo, o
conhecimento dos mecanismos inerentes as
alteragdes funcionais e fenotipicas desenca-
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deadas durante o processo de maturacao
assume um papel preponderante na manipu-
lacdo e compreensdo de DCs, tendo em vista a
otimizagdo dos atuais protocolos imunotera-
péuticos®. Este texto pretende ser uma revis3o
da aplicagdo das DCs na imunoterapia anti-
tumoral, tendo por base os estudos recentes
gue demonstram seguranca e viabilidade na
inducdo de uma resposta imunoldgica e clinica
em doentes oncolégicoss. Neste contexto, as
DCs serdo abordadas no que respeita a sua
imunobiologia, manipulacdo e imunoterapia,
assim como sera feita uma descricdo de
resultados de ensaios clinicos recentes.

CELULAS DENDRITICAS

Origem, diferenciagao e classificagao

As DCs tém origem a partir de células esta-
minais hematopoiéticas (HSCs) CD34" da medula
Ossea, onde as recém-formadas HSC dado origem
a uma série de precursores que migram através
da circulagdo sanguinea até ao tecido alvo®.
Entre esses precursores encontram-se os proge-
nitores comuns mieloides (CMPs) e os proge-
nitores comuns linfoides (CLPs) cujo potencial
de diferenciacdo esta intimamente ligado a ex-
pressdo e capacidade de resposta destes proge-
nitores ao ligando FIt3L (Fms-like tyrosine kinase
3 ligand)®. Em condig¢des de stress fisioldgico, os
mondcitos diferenciam-se em DCs imaturas,
entre uma variedade de outras citocinas, na
presenca do fator estimulante de coldnias de
macréfagos e granulécitos (GM-CSF)®. Segundo
o modelo de comprometimento gradual, os
diferentes precursores ndo se encontram pre-
destinados a dar origem a um tipo particular de
DCs. No entanto, existe um gradiente de
probabilidade que vai desde precursores que
podem originar todos os tipos de DCs,
precursores que s6 dao origem a DCs plasma-
citéides (pDCs) e precursores que s6 ddo origem
a DCs CD8" e CD8™.

A enorme heterogeneidade apresentada
pelas DCs torna a sua classificagdo bastante
complexa; no entanto, genericamente, podem
ser classificadas em pDCs e DCs convencionais
(cDCs). As primeiras, de origem linfoide,
encontram-se no sangue e o6rgdos linfoides,
sendo caracterizadas pela sua extraordinaria
capacidade na producdo de interferdo tipo 1
(IFN-a/p) apds infecdo viral ou apds interacdo
com agonistas dos recetores do tipo Toll (TLR) 7



e 9. Do ponto de vista funcional, apresentam
enorme plasticidade podendo induzir respostas
T auxiliares (Th) 1, Th2, ou tolerancia, através da
inducdo de células T reguladoras (Tregs). Por
outro lado, as c¢DCs sdo de linhagem mieloide e
encontram-se nos tecidos e sangue periférico,
estando envolvidas no reconhecimento de es-
truturas bacterianas e na producdo de citocinas
pro-inflamatdrias, designadamente o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e
IL-12p70, ativando células Th1/Th17 e, conse-
guentemente, recrutando linfécitos T citoto-
xicos (CTL). As cDCs apresentam ainda elevada
expressao dos recetores TLR1, TLR2, TLR3, TLR4
e TLR8 e constituem os precursores de células
de Langerhans ou de DCs intersticiais, conso-
ante os estimulos recebidos e o microambiente
a que s3o expostas>™. Tem sido demonstrado
ainda que as pDCs aumentam a resposta imune
por cross-talking com cDCs através da producao
de IFN-a e pela expressdao de CD40L, ativando a
producdo de IL-12p702"°.

IMUNOBIOLOGIA DE DCS

Captagdo, processamento e apresenta¢do de
antigénios

Atuando como sentinelas nos tecidos
periféricos nao linfoides, as DCs imaturas sdo
especializadas na captura e processamento de
antigénios, reconhecendo, assim, os designados
pathogen  associated  molecular patterns
(PAMPs) ou padroes moleculares associados a
agentes patogénicos. Estas estruturas, alta-
mente conservadas, incluem lipidos microbi-
anos, polissacarideos, acidos nucleicos e RNA
viral, sendo reconhecidas via recetores de reco-
nhecimento de padrdes (PRRs). Estes recetores
sao diversificados, que por sua vez incluem TLR,
recetores nucleo-tide-binding oligomerization
domain (NOD-like), recetores da proteina cinase
ativada (PKR) e helicases do tipo RIG-1%. Apds
efetuado o reconhecimento antigénico, a capta-
¢do dos mesmos inclui mecanismos de macropi-
nocitose, endocitose e fagocitose mediada por
recetores. A sua internalizacdo é mediada por
um vasto nuimero de recetores que, por pro-
cessos de endocitose e fagocitose, inclui receto-
res para a por¢ao FC das imunoglobulinas, rece-
tores de complemento, recetores scavenger,
recetores de lectina do tipo C e integrinas’.

As DCs processam antigénios enddgenos e
exogenos, apresentando-os aos linfocitos T sob
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a forma de péptidos antigénicos acoplados a
moléculas MHC. Este processamento é diferen-
ciado, tendo em conta a origem e a natureza
molecular do antigénio, encontrando-se descri-
tos trés mecanismo de apresentacdo: i) via MHC
classe | ou citosdlica (enddgena); ii) via MHC
classe Il ou endocitica (exdgena); iii) apresen-
tacdo de antigénios lipidicos acoplados a molé-
culas CD1. As DCs possuem ainda a capacidade
Unica de apresentar in vivo antigénios exdgenos
aos linfocitos T CD8" pela via MHC-1, num pro-

cesso designado por apresentacdo cruzada®®.

Maturagao e estimulacao da resposta imune

As DCs encontram-se normalmente nos teci-
dos periféricos num estado imaturo, sendo pra-
ticamente desprovidas de atividade imunoesti-
muladora. Contudo, apds um estimulo de “peri-
go” (danger signal) as DCs migram para os teci-
dos linfoides, sofrendo uma complexa e coorde-
nada série de alteracbes morfoldgicas, funcio-
nais e fenotipicas, que culmina com aquisicdo de
potencial imunoestimulador (maturacdo)’. Com
efeito, DCs maturadas expressam altos niveis de
moléculas co-estimuladoras, assim como molé-
culas MHC, tornando-se capazes de apresentar
antigénios aos linfécitos B e T naive’. Este pro-
cesso, continuo e altamente regulado por vias
de transducdo de sinal, pode ser desencadeado
de forma direta pelo reconhecimento de agen-
tes patogénicos através de PRRs (caracterizado
pelo aumento da producdo de citocinas e quimi-
ocinas por parte das DCs), ou de forma indireta
através da exposicdo a mediadores inflamato-
rios produzidos por outras células do sistema
imunitdrio, o que resulta num aumento da ex-
pressio membranar de moléculas co-estimu-
ladoras™®.

Nos nédulos linfaticos, as DCs apresentam os
antigénios aos linfécitos T CD4" e T CD8" via
MHC-II e MHC-1, respetivamente. Esta interagao
resulta na ativacdo dos linfécitos T CD8" e na
diferenciacdo dos linfécitos T CD4" nos seus
diferentes tipos de células efetoras e regula-
doras, requerendo estes processos o forne-
cimento de trés sinais distintos por parte das
DCs. O primeiro sinal consiste no reconheci-
mento antigénico via MHC. O segundo é deter-
minado pela interacao entre sinais positivos e
negativos originados pela interacdo de molécu-
las co-estimuladoras das DCs e respetivos
ligandos nas células T, desencadeando uma
resposta imunogénica ou tolerancia. Por fim, a
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secrecao de citocinas e quimiocinas por parte
das DCs maturadas constitui o sinal 3, provocan-
do a diferenciacdo dos linfécitos T CD8" em CTLs
e a polarizacdo dos linfécitos T CD4" em células
efetoras (Th1, Th2 e Th17) ou reguladoras (Tregs
1 e 3)". Por outro lado, o papel das DCs na
ativacdo de linfécitos B é maioritariamente indi-
reto, através da indugdo da expressdao de CD40L
e de IL-2 nos linfécitos T (fatores preponde-
rantes na ativacdo de linfécitos B). Um numero
crescente de evidéncias tem mostrado que as
DCs também interagem com outras células da
imunidade inata durante as fases iniciais da
resposta imunoldgica. Estas interagdes sao reci-
procas, produzindo efeitos em ambas as células,
ocorrendo fundamentalmente nos érgaos linfoi-
des secundarios e em locais de inflamacgdo’.

A funcdo desempenhada pelas DCs é, entdo,
crucial na modulacdo da imunidade, ao esta-
belecer a ligagdo entre imunidade inata e
adaptativa, direcionando a resposta imune ou
promovendo tolerancia antigénica. O tipo de
resposta depende do estimulo indutor da ma-
turacdo das DCs, do perfil de maturacdo indu-
zido, da concentracdo do antigénio, da inten-
sidade e duracdo da interagcdo com os linfdcitos
e dos fatores inerentes a estes”’.

IMUNOTERAPIA ANTI-TUMORAL BASEADA EM
DCS

Imunoterapia baseada em DCs

O recurso a DCs como estratégia imunotera-
péutica baseia-se na sua capacidade em captar e
apresentar proteinas tumorais, desencadeando
uma forte e efetiva resposta imunogénica, atra-
vés da ativacdo e expansdo de células efetoras
como os linfocitos Thl, linfécitos CTL e células
NK (Figura 1)". A imunidade inata desencadeia
uma primeira resposta através da libertagdao de
citocinas que visam a lise de células anormais
(via células NK), ou através da internalizagdo de
antigénios (mondcitos, macréfagos ou DCs) para
posterior apresentacdo as células T (Figura 2)™.
O reconhecimento de complexos peptidicos de
células tumorais via MHC-Il, através do recetor
TCR, promove a ativacao de CTL e a libertagao
de citotoxinas (perforina e granzima), destru-
indo as células malignas'**. A ativacdo de DCs
via MHC-Il promove a diferenciagdo das células
T CD 4" naive em, pelo menos, quatro grandes
linhagens (Th1, Th2, Th17, Tregs) que participam
em diversos tipos de resposta imune*®. Contudo,

108

[Tz _~
Q- % l e )
N @ ey
I Célula Dendritica e Kv/

f &

Y TCR

Y a1 O Pépeido

W e 1
Figura 1. Homeostase do Sistema Imunoldgico. As células
Th1l produzem IFNp juntamente com citocinas proé-infla-
matdrias, como TNF-a e TNF-p, que por sua vez ativam DCs
que irdo regular a permanéncia das CTLs CD8" como células
de memoria. A resposta Th2 promove a produgdo de IL-4 e
IL-10 e esta frequentemente relacionada com a imunidade
humoral. J& as células Th17 segregam IL-17 e IL-22, provo-
cando a inflamagdo dos tecidos implicados na autoimu-
nidade. (adaptado de: Borghaei H et al..u)
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as células tumorais geram frequentemente um
microambiente imunossupressor que impede
uma efetiva ativacdo das DCs e, consequente-
mente, uma inadequada resposta anti-tumoral.
Este microambiente estd associado a producdo
de IL-6, IL-10, fator de transformacdo do cres-
cimento p(TGF-p), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF) e inducdo de Treg’.
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Figura 2. Imunidade inata e adaptativa na resposta anti-
tumoral. As caixas cinzentas ilustram de um modo simpli-
ficado as respostas inata e adaptativa. As setas descrevem o
impacto das célulasimunes sobre astumorais. (adaptado de:
BorghaeiH. et al."?)

Vacinas com DCs

A estratégia imunoterapéutica anti-tumoral
com recurso a DCs baseia-se no desenvol-
vimento de vacinas que, partindo de precur-
sores de DCs, sdo posteriormente diferenciadas
e carregadas com antigénios tumorais autélo-
gos, favorecendo uma resposta imune direcio-
nada e efetiva™. Tal como ilustra a Figura 3, os
precursores de DCs (mondcitos ou HSCs CD34")
sdo isolados a partir do doente oncold-gico(1). A



incubacdo com GM-CSF e IL-4 promove a
diferenciagao dos mondcitos em DCs ima-turas,
enquanto a incubagao com FLt3L, GM-CSF e
TNF-a diferencia as HSCs CD4+ (2). A maturacdo
das DCs é conseguida através da utilizacdo de
citocinas proé-inflamatérias, CD40L ou agonistas
TLR (3). O carregamento com antigénios tumo-
rais (proteinas ou acidos nucleicos tumorais ou
um simples antigénio alvo) pode ocorrer simul-
taneamente com a maturagdo ou numa fase pos-
terior a este processo (4)"'°. Deste modo, DCs
maturadas carregadas com o antigénio tumoral
sdo injetadas no doente (5), migrando paraoste-
cidos linfoides. Neste local, o organismo desen-
cadeia uma resposta inata e desenvolve, ainda, a
ativacdo dascélulasTCD4" e CD8" (6). AscélulasT
ativas migram do tecido linfoide para o tecido
tumoral (7) inibindo o seu crescimento (8)*.

1 Precursores de DCs:
-Monécitos
-HSCs CD34"

/ sk Citocinas 2
;@ O s
\ Estimulo de maturagio:
~Citocinas
<— pro-inflamatérias
-Ligando CD40 3
s \ -Agonistas TLR

Tecidos linfoides

Carregamento de antigénios
tumorais:
-Péptidos ou proteinas
-Eletroporacio de RNA 4
~Vetor bacterianolvirico

DCs maturadas

| ] L J

In vivo Ex vivo
Figura 3. Imunoterapia com DCs. O recurso a vacinas como
estratégia imunoterapéutica baseada em DCs para o trata-
mento e preveng¢do do cancro tem sido, nas duas uUltimas
décadas, alvo de intensa investigagdo. A figura ilustra de um
modo simplificado este conceito de imunoterapia anti-
-tumoral. (adaptado de: Sabado RL, Bhard—wajN.ls)

A vacinaideal

Avacina de DCsideal devera ser capaz de indu-
zir DCs maturadas, com capacidade migratoria,
apresentar longevidade e estabilidade na apre-
sentagdo do antigénio tumoral, de modo a ini-
ciar e a manter uma efetiva e adaptativa resposta
imune. O aumento da longevidade das DCs pro-
move uma resposta dos linfécitos T mais efetiva
e, portanto,au menta a capacidade de eliminacao
do tecido tumoral’. Os principais e Gltimos para-
metros de avaliacdo de desempenho da vacina
tém em conta a taxa de eliminacdo tumoral e o
intervalo de sobrevivéncia livre de doenca. Os
primeiros resultados clinicos evidenciam segu-
ranca na administracao deste tipo de vacinas,
que, no entanto, conduzem por vezes a respostas
imunes e clinicas limitadas®.
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Geragoes e tipologia de vacinas

Os resultados dos primeiros ensaios com
vacinas de DCs foram pouco conclusivos, uma
vez que a regressdao tumoral foi apenas obser-
vada esporadicamente. Parte do insucesso foi
atribuido a reduzida carga antigénica apresen-
tada pelas DCs, ao possivel ambiente imunos-
supressor gerado, a fraca migracdo das DCs
injetadas para os nddulos linfaticos e ainda ao
facto dos ensaios terem sido realizados em
doentes com tumores em fase terminal, cujo
sistema imunitdrio se encontrava bastante debi-
litado. Estudos recentes referem que as DCs
manipuladas ex vivo e posteriormente injetadas
tém um papel limitado na estimulacdo direta
dos linfécitos T in vivo. Pelo contrdrio, estas DCs
ativam indiretamente os linfécitos T CD8" naive
através da transferéncia dos antigénios de que
sdo portadores para as DCs enddgenas que,
subsequentemente, os apresentam as células T
CD8". Desta forma a atividade imunogénica
pode ser limitada e os beneficios da transfe-
réncia de antigénios para as DCs enddgenas
podem ser anulados pela atividade imunossu-
pressora da maioria dos tumores. As estratégias
desenvolvidas no imediato aludem para o uso
simultaneo de vacinas de DCs em combinacdo
com o bloqueio da atividade imunossupressora
tumoral através de anticorpos direcionados para
determinadas moléculas®*.

Como forma de ultrapassar algumas limita-
¢Oes da manipulacdo ex vivo, tem vindo a ser
desenvolvida uma nova estratégia anti-tumoral
baseada na administracdo in vivo de antigénios
tumorais acoplados a anticorpos especificos
para moléculas de superficie das DCs, de modo
a direciona-los seletivamente para estas. Esta
abordagem tem mostrado resultados promis-
sores em modelos animais, desencadeando
respostas imunogénicas efetivas contra os alvos
de tratamento tumorais’.

Resisténcia Anti-tumoral

Um dos maiores obstaculos ao sucesso de
vacinas com DCs é o desenvolvimento de
mecanismos imunossupressores desencadeados
pelas células tumorais (Figura 4)'. Com efeito,
sob influéncia de um microambiente tumoro-
génico, as DCs podem adquirir um fendtipo
tolerogénico. Deste modo, as DCs condicionadas
podem produzir uma variedade de moléculas
imunossupressoras e, assim, favorecer a resis-
téncia tumoral®. As células tumorais produzem
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varios fatores imunossupressores como citoci
nas (TGF-p, IL-10 e IL-6) e moléculas de super-
ficie que medeiam este tipo de resposta (VEGF,
ligando Fas (Fas-L), ligando do recetor de morte
celular pro- gramada 1 (PD-L1) e indolamina-2 e
3-dioxigenase (IDO)). Neste microambiente,
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Figura 4. Mecanismos de resisténcia anti-tumorais desen-
volvidos pelas células tumorais. (a) A acumulagdo de lipidos
nas DCs devido a sobre-expressdo de recetores scavenger
de macrdéfagos 1 (Msrl) inibe a apresentagdo de antigénios
soltveis pelas DCs. Ligandos do recetor X do figado (LXR)
inibem a expressao do recetor de quimiocina C-C tipo 7
(CCR7) impedindo a migragdo das DCs. (b) A interagdo do
antigénio 2 do estroma da medula dssea (BST2) / immuno-
globulin-like transcripts 7 (ILT7) suprime a capacidade de
producéo de IFN-a/p pelas pDCs ap6s estimulagdo TLR7/9.
(c) A sobre-expressdo da proteina S100A9 por fatores
sollveis tumorais inibe o processo de maturagdo das DCs e
promove a acumulagdo de MDSCs, tal como acontece com
a libertagdo de GM-CSF. Exossomas de origem tumoral po-
tenciam ainda as fungdes supressoras das MDSCs através
do transdutor do sinal e ativador de transcri¢do 3 (STAT3) e
da proteina de choque térmico 72 (HSP72). (d) Prostaglan-
dinas E 2 (PGE2) reduzem a infiltracdo de DCs no tumor
(TIDC) através da libertagdo de IL-10 que induz DCs tolero-
génicas a expressarem CD25 e IDO. (e) O ligando 21 da
quimiocina C-C pode ainda recrutar Tregs CD4+ e MDSCs.
(adaptado de: Apetoh L. et al.19)

existem ainda, para além das células tumorais,
outras células imunossupressoras como fibro-
blastos associados ao tumor (CAFs), DCs tolero-
génicas, células supressoras de origem mieloide
(MDSCs), macréfagos imunossupressores associ-
ados ao tumor (TAMs) e células Treg. Estas

110

células imunossupressoras inibem a imunidade
anti-tumoral por varios mecanismos, incluindo a
deplecdo de arginina e a producdao de ROS e
NO'. Atualmente, evidéncias emergentes suge-
rem que uma forma efetiva para melhorar a
eficacia da imunoterapia com base em DCs
reside na inibicdo da regulagdo imunossu-
pressora’.

Estratégias para melhorar a efetividade imuno-
terapéutica de vacinas

Para maximizar a efetividade anti-tumoral da
vacinagdo com DCs, varias estratégias tém sido
desenvolvidas neste sentido. Estas incluem a
otimizacdo na diferenciacdo de DCs, o aumento
da imunogenicidade via modificacdo genética
das DCs e a inclusdo de adjuvantes, um carre-
gamento de antigénios otimizado, o aumento da
longevidade de DCs e a inibigdo dos mecanismos
de imunossupressao.

Com o objetivo de melhorar a resposta
imunoldgica dos linfocitos T, a diferenciacdo das
DCs deve ser adaptada e especifica ao processo
tumoral em questdo. A combinacdo de citocinas
adicionadas ao processo de diferenciacdo de
mondcitos em DCs assume um papel crucial na
qualidade de resposta dos linfécitos T. Por
exemplo, DCs maturadas obtidas pela incubacdo
com GM-CSF e IL-15 assumem um fendtipo
caracteristico de LCs. Em particular, sdo mais
eficientes in vitro no tratamento do melanoma
ao maximizar a resposta dos linfécitos T CD8"
naive e, consequente diferenciacdo em CTLs, em
comparacdo com as DCs obtidas apés diferen-
ciagdo induzida por GM-CSF e IL-4%°.

O aumento da eficacia e estabilidade da
apresentagdo de antigénios pelas DCs inclui
varias estratégias de otimizagdo, entre as quais
a administragdo in vivo de antigénios tumorais
acoplados a anticorpos especificos para as DCs
do doente, assim como uma variedade de
processos de carregamento de DCs com anti-
génios in vitro. De facto, antigénios acoplados a
anticorpos especificos para moléculas de super-
ficie de DCs, como a 33Dl (anti-dendritic cell
antibody) ou DEC205 (dendritic and epithelial
cell receptor with a m.w. of 205 kDa), estdo a ser
usadas em estudos pré-clinicos. Além disso, DCs
geneticamente modificadas ex vivo com RNAm
ou DNA tumoral, ou carregadas com péptidos
tumorais, estdo a ser testados in vitro e in vivo
na indug3o de resposta imunoldgica®. O recurso
a péptidos como fonte de antigénios tem varias



limitacdes quando utilizados em ensaios clini-
cos, principalmente na inducdo de imunoge-
nicidade efetiva. Deste modo, a inclusdo de DCs
transfectadas com RNAm para o antigénio leu-
cocitario humano (HLA) assim como para um
numero limitado de antigénios imunodominan-
tes associados ao tumor, tem demonstrado
maior beneficio terapéutico relativamente a
outras estratégias de carregamento de
antigénios na inducdo da resposta imune. A
transfeccdo de RNAm originarad a apresentagao
de multiplos epitopos antigénicos, possivel-
mente mais imunogénicos que os anteriormente
caracterizados, independentemente do haplo-
tipo HLA do doente. Adicionalmente, o RNAm
do tumor autdlogo pode ser isolado e amplifi-
cado, no sentido de obter antigénios de especi-
ficidade intrinseca ao préprio. Uma vez que o
RNAmM tem uma semivida curta e ndo se integra
no genoma do hospedeiro, modificacbes gené-
ticas nas DCs por eletroporacdo com RNAm sdo
consideradas altamente seguras e uma ferra-
menta simples de aplicacdo clinica®'®*".

O aumento da eficacia da imunoterapia anti-
-tumoral relaciona-se, intimamente, com a com-
preensdo dos mecanismos complexos inerentes
ao equilibrio entre imunidade e tolerancia e
com as caracteristicas exigidas pelas DCs para
uma resposta efetiva. Com o objetivo de
aumentar a eficacia das DCs, estdo a ser
desenvolvidas estratégias que incluem a sua
modificacdo genética, de modo a aumentar a

expressdo de reguladores positivos imuno-
génicos e a inibir reguladores negativos™.
Como supramencionado, a interagao

CD40/CD40L é preponderante na expressdo de
citocinas, quimiocinas e moléculas co-estimu-
ladoras. Para mimetizar esta interagdo, as DCs
podem ser modificadas por transducgdo via
adenovirus ou por eletroporagdao de RNAm para
expressdao do ligando CD40L. A fim de controlar
e melhorar a expressao via CD40, pode ser
adicionado um indutor quimico de dimerizagao
(CID) AP1903. Esta estratégia induz uma respos-
ta Thl anti-tumoral mais eficaz, assim como
uma migracao melhorada tanto in vivo como in
vitro®®. Outras moléculas co-estimuladoras com
evidéncia positiva incluem a proteina
relacionada com o TNFR induzida por gluco-
corticoides (GITR-L), 4-IBBL, CD70 e OX40L. A
vacinacdo com DCs carregadas com o RNAm
correspondente ao antigénio tumoral e que
expressem o ligando GITR aumentam a res-
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posta especifica via linfécitos T, prolongando,
ainda, a semivida das células T de memodria. A
expressao transgénica da molécula CD70 pelas
DCs em murganhos mostrou quebrar a toleran-
cia dos linfécitos T CD8", aumentando assim a
imunogenicidade anti-tumoral. A eletroporacdo
com RNAm que codifiqgue a combinagdo de
CD70, CD40L, entre outras moléculas co-esti-
muladoras aumenta, deste modo, a capacidade
de estimulacdo das células T".

ModificacGes genéticas que visem a
expressao aumentada de mediadores soluveis,
como citocinas e quimiocinas, também aumen-
tam a eficacia da vacinagdo com DCs. A produ-
¢do local de citocinas pelas DCs, como a IL-12,
evita a toxicidade associada a administracdo
sistémica de citocinas inflamatdrias. Esta sobre-
-expressao melhora a migracdo, maturacdo e a
atividade anti-tumoral numa variedade de
modelos pré-clinicos'’. A expressio de rece-
tores TRANCE (citocina induzida por ativacdo e
relacionada com o TNF) para os ligandos RANK
(recetor ativador do NF — B — fator nuclear de
transcricdo kappa B) dos linfécitos T promove
uma sinalizacdo autdcrina nas DCs, aumentando
a sua poténcia na expressdo de moléculas co-
-estimuladoras e a secrecdo de citocinas que,
por sua vez, aumentam a poténcia de resposta
dos linfdcitos T. Esta estratégia aumenta a taxa
de eliminacdo das células tumorais em modelos
pré-clinicos, sendo que, no entanto, aguarda
ainda por resultados clinicos®.

A longevidade das DCs é crucial para a
eficacia da vacina; assim, modificacdes gené-
ticas que estimulem a regulacdo de sinais anti-
apoptoéticos ou reduzam os pro-apoptdticos
estdo sob investigacdo. O mecanismo PI3k
(cinase responsavel pela fosforilagdo da posicdo
3 do fosfatidilinositol) / Akt (proteina cinase B)
regula multiplas atividades celulares, criticas no
processo de produc¢do, sobrevivéncia e secre¢do
de citocinas. Para aumentar a longevidade das
DCs em modelos pré-clinicos, a modificagao
genética da Akt num sinal reforcado e consti-
tutivo, regula a proteina Bcl-2 aumentando a
longevidade das DCs. A inclusao de small
interfering RNA (siRNA) direcionado para
moléculas proapoptdticas Bax, Bak e Bim
favorece, também, a longevidade de DCs em
murganhos®*.

Embora os reguladores positivos repre-
sentem uma abordagem promissora no
desenvolvimento de vacinas mais eficazes, as
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DCs permanecem sensiveis a inibidores endo-
genos que, sob microambiente tumoral, auxili-
am o processo de tolerancia e evitam a auto-
imunidade. Uma vez que um dos principais
objetivos é quebrar a auto-tolerancia aos
antigénios tumorais, estes reguladores nega-
tivos apresentam-se como um dos principais
obstdculos a imunoterapia anti-tumoral. Os
recetores inibitdrios estdo envolvidos no desen-
volvimento de tolerancia, na manutenc¢do da
homeostase e na regulacdo negativa da respos-
ta imune. A inibicdo destes ultimos é geral-
mente mediada por ITIMs (immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motifs) nas regibes
citoplasmdticas, que atuam por recrutamento
de inibidores das proteinas tirosina-fosfatases,
tais como SHP-1 e SHP-2. Estes recetores
inibitérios podem ser Uteis como alvos de
intervencdo terapéutica. Por exemplo, vdrios
estudos clinicos estdo a ser desenvolvidos para
avaliar a seguranca e a eficacia do bloqueio do
recetor PD-1; alguns destes estudos combinam
este bloqueio com anticorpos monoclonais'’. O
recetor de macréfagos com estrutura de cola-
génio (MARCO) é um recetor scavenger de
classe A, expresso por alguns macréfagos e DCs,
cuja deficiéncia melhora a migracdo de DCs.
Assim, o silenciamento MARCO mostrou melho-
rar este parametro tanto in vitro como in vivo,
sem alterar aparentemente a secre¢do de cito-
cinas, além de controlar o crescimento de tu-
mores B16 (atividade anti-melanoma)®. O re-
curso a inibidores citoplasmaticos apresenta-se
como outro método de regulacdo inibitdria de
fatores negativos responsdveis pela maturacao
de DCs, aumentando a resposta imunoldgica dos
linfécitos T. Assim, a proteina SOCS1 (supressor
de sinalizagdo de citocinas 1) atua como um
regulador negativo da secre¢do de citocinas
inibindo a via JAK (cinase de Janus) / STAT. O
silenciamento do gene SOCS1 em células
dendriticas derivadas da medula éssea de mur-
ganho (BMDCs) aumentou a resposta imune dos
linfécitos T e a regressao das células tumorais;
esta resposta foi mediada pelo aumento da
producao de IL-12. Resultados in vitro obtidos
pelo silenciamento do gene SOCS1 em DCs
humanas corroboram os resultados obtidos em
células de murganho ao aumentar a resposta
das células T?. A proteina A20 (proteina 3
induzida pelo TNF-a, TNFAIP3) é uma ubiquitina
modificada expressa em altos niveis nos orgaos
linfoides, incluindo o timo e o baco. Esta protei-
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na atua como um regulador negativo a jusante
do TLR e do recetor TNF, inibindo, portanto, a
sinalizacdo NF-1B. O direcionamento de siRNA
para esta proteina em BMDCs provo-cou uma
producado robusta de citocinas pré-inflamatérias
como o TNF-a, IL-12p40 e a IL-6, a inibicdo de
Tregs, bem como o aumento da atividade anti-
tumoral das células T. De modo similar, a inibi-
¢do desta proteina em DCs derivadas de mono-
citos humanos aumentou os niveis de NF-mB e a
poténcia de resposta dos linfécitos T/.

Terapéutica de associacdo como estratégia
anti-tumoral

Tendo em conta a diversidade de meca-
nismos imunossupressores inerentes ao cancro
metastatico, qualquer resultado clinico positivo
gue aumente a extensdo de resposta de vacinas
com DCs é considerado notavel. No entanto,
para melhorar os resultados, estas vacinas tém
de ser combinadas com outras terapias que
combatam o microambiente imunossupressor
gerado pelo tumor. Tais regimes de combinacao
envolvem diversos farmacos que atuam em
diferentes alvos terapéuticos (Figura 5)*°.

4
-

recetores inibitérios

Bloqueio de moléculas

( reguladoras

‘ i regs)
Bloqueio de citocinas

(Th2)
“ “ “ ..:..:. V imunossupressoras
Tumor %o

Destrui¢do do microambiente
imunossupressor tumoral

Figura 5. Vacinas de DCs em terapéutica combinada. Os
ensaios clinicos em decurso evidenciam regressdo tumoral
considerdvel, em parte dos doentes estudados. No en-
tanto, a eficacia clinica pode ser limitada pelo desen-
volvimento de células supressoras mieloides, células
inflamatdrias Th2 e células Tregs. Torna-se essencial, por-
tanto, desenvolver novas estratégias de modo a maximizar
a resposta adaptativa, bloquear células Treg e eliminar o
microambiente imunossupressor. A estratégia terapéutica
atual consiste na combinagdo destes trés componentes
principais. (adaptado de: Palucka K. et al”®).

Recentemente, surgiram novos paradigmas
no campo da pesquisa de vacinas contra o can-
cro. Em particular, tem sido discutido o poten-
cial uso de associa¢Oes terapéuticas que incor-
porem imunomoduladores com quimio e radio-
terapia antevendo-se sinergia com as vacinas
anti-tumorais. A quimioterapia citotdxica €, ge-



ralmente, considerada imunossupressora, devi-
do a sua toxicidade para as células em divisao
na medula éssea e no tecido linfoide periférico.
Deste modo, a combinacdo de vacinas anti-tu-
morais com quimioterapia foi, outrora, entendi-
da como inadequada, atendendo a que o efeito
imunossupressor anularia a eficacia destas vaci-
nas. No entanto, tém surgido evidéncias que
contrariam este conceito, verificando-se um
perfil de maior eficacia quando a imunoterapia
é combinada com a quimioterapia convencional.
Por exemplo, o citotdxico gemcitabina, ndo sé
exerce acdo anti-tumoral direta, como também
medeia efeitos imunoldgicos relevantes em
imunoterapia. Estudos clinicos desenvolvidos
mostram que o tratamento combinado com
este farmaco reforca a apresentacdo cruzada
dos antigénios associados ao tumor (TAAs) pelas
DCs, aumentando a expansdo de CTL e a sua
infiltracdo no tumor. Esta apresentacdo cruzada
nao conduziu a tolerancia. Além disso, a gemci-
tabina reduziu o nimero de células supressoras
mieloides, sem, no entanto, afetar os linfdcitos
T CD4" e CD8', as células NK, os macréfagos ou
os linfocitos B. Assim, este citotéxico parece ndo
ser imunossupressor e, contrariamente ao inici-
almente suposto, aumenta a resposta a imuno-
terapia administrada e ativa ou apoia a resposta
imunoldgica dirigida as células tumorais'’.
Ramakrishnan et al”® provaram que a quimio-
terapia conduz a sobre-expressdo do recetor de
manose-6-fosfato dependente de catides (Cl-
MPR) em células tumorais, aumentando o
uptake de granzima B. Como resultado, as CTLs
podem induzir apoptose num vasto nimero de
células malignas, eventos que se manifestam
num clinico e evidente efeito anti-tumoral®.
Parte dos doentes com cancro avangado, que
responde inicialmente aos tratamentos de
quimioterapia, pode sofrer uma recidiva devido
a sobrevivéncia de uma pequena populagao de
CSCs (células estaminais cancerigenas). Esta
subpopulagdo de células tumorais possui maior
capacidade de proliferacdo, relativamente as
restantes, podendo manter o crescimento
tumoral ou, até, iniciar novos tumores. Embora
a quimio e radioterapia eliminem a maioria das
células tumorais, a sobrevivéncia de CSCs cons-
titui um importante mecanismo de resisténcia,
através da sobre-expressdo de transportadores
ABC (ATP-binding cassette), reparagdes de DNA
e resisténcia a apoptose®*. Deste modo, o
desenvolvimento de estratégias imunotera-
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péuticas contra a populagdo de CSCs é altamen-
te desejavel, cujo sucesso dependera da eficacia
da resposta imunolégica, modulada por vacinas
de DCs. Recentemente foram produzidos hibri-
dos de DCs e CSCs para aumentarem o potencial
de resposta das células CTL anti-CSCs. A fusdo
DC/ CSC induziu a proliferacdo de linfécitos T
com elevados niveis de expressdo de IFN-y,
matando as células CSCs in vitro. Assim, uma
abordagem que combine a terapéutica conven-
cional, como a quimio e radioterapia que
elimina grande parte das células tumorais, com
CTLs reativas a CSCs, podera representar uma
estratégia promissora no tratamento de estados
tumorais avancados (Figura 6). Estes resultados
inauguram um novo campo de investigacdo para
o desenho de futuros ensaios clinicos*".
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Figura 6. Terapéutica de associagdo: radio e quimioterapia
em combinagdo imunoterapéutica. Atualmente, as tera-
péuticas convencionais, como a radio e a quimioterapia,
eliminam grande parte das células tumorais (CC), que sdo
menos resistentes que as CSCs. Apesar da regressao inicial
da massa tumoral, esta pode voltar a desenvolver-se
devido a CSCs residuais. A combinagdo da terapéutica com-
vencional com a imunoterapia surge, assim, como uma
nova abordagem que visa eliminar CSCs, promovendo a
irradicacdo tumoral. (adaptado de: Koido S. et al.n).

Uma vez que a terapéutica anti-tumoral
citostatica e combinada varia de tumor para
tumor, torna-se necessario desenvolver proto-
colos clinicos exclusivos que combinem DCs com
a terapéutica convencional (Figura 7).

ESTUDOS CLINICOS E APLICACAO TERAPEUTICA
ANTI-TUMORAL

Apesar dos notaveis progressos na preven-
¢do e na terapéutica anti-tumoral, assim como
no atual decréscimo de mortes relacionadas, o
cancro permanece uma das principais causas de
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mortalidade. As estratégias que combinam a
cirurgia com a radio- e quimioterapia sao, geral-
mente, bem-sucedidas na eliminacdo de grande
parte da massa tumoral, permanecendo, no en-
tanto, células tumorais residuais como as CSCs,
responsaveis por eventuais recidivas. Assim, as
vacinas anti-tumorais de DCs surgem como uma
nova esperancga dentro do campo oncolégico, ao
oferecerem vantagens Unicas que incluem baixa
toxicidade e o direcionamento de uma resposta
imunoldgica efetiva contra moléculas alvo®.
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Figura 7: IntervencgGes terapéuticas para aumentar a efica-
cia de vacinas de DCs anti-tumorais. Terapéuticas anti-
tumorais como a oxaliplatina, antraciclinas ou radioterapia
podem aumentar a fagocitose e a apresentagao cruzada de
antigénios tumorais pelas DCs, favorecendo a produgdo de
IFN-pt pelas células T CD8" e, consequentemente, a imuni-
dade anti-tumoral. Outros farmacos anti-tumorais como a
ciclofosfamida e o 5-fluorouracilo eliminam seletivamente
células Treg e MDSC, respetivamente. Ja o paclitaxel e a
cisplatina podem sensibilizar as células tumorais aos CTLs
pelo aumento da permeabilidade a granzima B. Por fim, a
migra¢do das DCs pode ainda ser melhorada pela preven-
¢do da acumulacgdo lipidica, inibindo a acetil-CoA carboxi-
lase ou a sintese de colesterol com SULT2B1b (ligando LXR
responsavel pela inativagdo da enzima sulfotransferase
2B1b). (adaptado de: Apetoh L. et al.lg).

Atualmente existe um vasto numero de
ensaios clinicos em desenvolvimento, cujos
resultados carecem, ainda, de ampla eficacia
anti-tumoral. De um modo geral, apenas uma
fragdo dos doentes envolvidos apresenta uma
resposta imunoldgica potente, que se traduz
numa moderada resposta clinica (aproximada-
mente 10-15%)°. No entanto, para alguns tipos
de cancro, os resultados obtidos sdo deveras
promissores, contando jd com aprovagdo imu-
noterapéutica pela FDA.

Seguidamente sdo apresentadas breves refe-
réncias de tumores sdlidos, para os quais a
imunoterapia com DCs tem sido intensamente
estudada e cujos resultados clinicos se afiguram
promissores.
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Imunoterapia no cancro hepatico

O cancro hepatico (CH) constitui uma das
principais causas de morte em todo o mundo.
Este problema de sadde tem vindo a assumir
contornos graves e preocupantes, ao registar-se
um aumento da incidéncia tumoral e de
esteatose hepdtica na populacdo mundial.
Tumores pequenos e localizados sdo potencial-
mente curaveis por excisdo cirdrgica ou por
transplantagdo; no entanto, a maior parte dos
doentes apresenta um diagndstico inicial de
doenca avancada®. Os resultados de diversos
estudos clinicos demonstram que a imunote-
rapia pode melhorar o es tado clinico destes
doentes. Especificamente, um estudo clinico
envolveu 31 doentes com CH, os quais rece-
beram vacinas de DCs carregadas com anti-
génios de lisados autélogos tumorais. Foram
registadas 14 respostas parciais e 17 consegui-
ram estabilizar o tumor. Os doentes obtiveram
ainda uma taxa de sobrevivéncia melhorada em
1 ano de vida (63% vs 10%; P =.038)*.

A a-fetoproteina (AFP), principal proteina do
soro fetal, encontra-se sobre-expressa na maior
parte dos CHs, desempenhando um papel im-
portante no seu diagndstico e na sua monito-
rizacdo terapéutica. A sobre-expressdo desta
proteina correlaciona-se com o aumento da
proliferacdo tumoral e resisténcia a apoptose
pelas CSCs. Foram desenvolvidos dois estudos
clinicos que testaram vacinas peptidicas de DCs;
em ambos verificou-se que os epitopos peptidi-
cos de AFP foram imunogénicos in vivo e capa-
zes de estimular os linfécitos T nestes doentes
com elevados niveis plasmaticos desta proteina.
O segundo estudo, que envolveu 10 doentes,
demonstrou também que 6 destes aumentaram
a produgdao de IFN-u. Registou-se ainda uma
diminuigdo transitéria dos niveis plasmaticos de
AFP em 2 doentes®. Uma vez que a ablagdo
térmica por radiofrequéncia estimula a resposta
dos linfécitos T aos antigénios tumorais, a
combinagdo desta técnica com imunoterapia
podera ser uma abordagem mais eficaz para o
tratamento do CH*"*>,

Imunoterapia no cancro da prdstata

Diversos estudos clinicos de fase 2 e 3
evidenciam abordagens imunoterapéuticas pro-
missoras em doentes com cancro da prostata®'.
Estas estratégias, baseadas em vacinas com DCs,
representam um avango cientifico seguro e



vidvel na inducdo de respostas imunoldgica e
clinica anti-tumorais”.

Os primeiros estudos envolveram vacinas de
DCs carregadas com péptidos derivados do
antigénio de membrana especifico da préstata
(PSMA), obtendo-se respostas parciais em 26%
dos envolvidos, cuja diminuicdo do antigénio
especifico da prdstata (PSA) foi superior a 50%5.

Recentemente, um ensaio clinico de fase 3
gue testou a administracdo da vacina
sipuleucel-T em 512 doentes com cancro da
prostata avancado, demonstrou prolongar a
taxa média de sobrevivéncia nestes doentes
(25,8 meses no grupo sipuleucel-T vs 21,7 meses
no grupo placebo; P =.017), diminuindo em 22%
o risco de morte devido ao tumor. Esta técnica
recorre a células autdlogas mononucleares do
sangue periférico, que apds incubacdo in vitro
com PA2024 (proteina de fusdo de fosfatase
acida prostatica e GM-CSF), ativa APCs, como as
DCs. O mecanismo de acdo ainda ndo é
completamente conhecido, mas podera envol-
ver a expressao da CD54, uma molécula de
adesdo crucial para a formacdo da sinapse
imunoldgica e consequente estimulacdo dos
linfécitos T. Esta vacina foi aprovada nos
Estados Unidos da América em Abril de 2010,
pela Food and Drug Administration, para o
tratamento do cancro da prostata assinto-
matico, minimamente sintomatico ou metas-
tatico, dado os seus perfis de eficacia clinica,
cujos efeitos adversos sdo similares aos do
grupo placebo>>?*3*,

Apesar destes resultados clinicos promis-
sores, a eficacia das diversas estratégias de
tratamento a base de DCs é ainda limitada para
muitos doentes com cancro prostatico. Deste
modo, torna-se essencial melhorar estas abor-
dagens, que podem ser conseguidas através da
combinagdo com outras terapéuticas como a
radio e quimioterapia, terapéutica antiangiogé-
nica ou hormonal, ou ainda com recurso a
anticorpos anti-tumorais’.

Imunoterapia no cancro do ovario

Estudos recentes tém mostrado uma corre-
lacdo positiva entre o aumento de sobrevivéncia
e a presenca de células T efetoras no seio das
células tumorais. A auséncia de células regula-
doras no tu mor (Tregs ou MDSCs) evidencia o
papel crucial de vigilancia imunoldgica na pro-
gressao do cancro do ovario, conseguida, poten-
cialmente, através da imunoterapia“.
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Varios grupos de mulheres com cancro no
ovario iniciaram, recentemente, estudos de
vacinagdo com células tumorais autdlogas ou
alogénicas, envolvendo DCs para direcionar uma
resposta imunoldgica anti-tumoral, utilizando
antigénios associados ao cancro do ovario (CA
125, HER-2/neu, recetor de folato, ou antigénio
de mucina 1 — MUC1). Um ensaio clinico
envolvendo DCs carregadas com Her-2/ neu-
GM-CSF (vacina lapuleucel-T [APC8024]) de-
monstrou uma resposta clinica ligeira contra
tumores HER-2/neu, como o cancro do ovario,
permanecendo, ainda, em estudo se a vacina
aumenta a taxa média de sobrevivéncia destas
doentes, de forma analoga a vacina sipuleucel-T*".

Imunoterapia no cancro do pancreas

Cinco doentes com cancro pancreatico
avangado foram incluidos num estudo clinico
gue envolveu a combinacdo de gemcitabina
(citotoxico padrdo utilizado em quimioterapia
no cancro pancreatico) com vacinas de DCs.
Foram ainda utilizados anticorpos monoclonais
anti-CD3 para estimular células NK. Como resul-
tado, 1 doente apresentou remissdo parcial do
tumor e 2 obtiveram uma estabilizacdo tumoral
de duragdo superior a 6 meses. Recentemente,
imunoterapia baseada em vacinas de DCs com-
binada com gemcitabina/S-1 foi efetiva em do-
entes com cancro pancredtico avangado resis-
tentes a quimioterapia padrdo. Os antigénios
MUC1 e WT1 (gene tumoral de Wilms 1) encon-
tram-se altamente expressos no cancro pan-
credtico, constituindo excelentes TAAs para o
direcionamento imunoterapéutico. Foi desen-
volvido um estudo clinico com 49 doentes com
cancro pancreatico, dos quais 38 receberam va-
cinagdo de DCs carregadas com o péptido WT1.
Alguns destes doentes receberam ainda outros
péptidos como a MUC1, CEA (antigénio carcino-
-embriondrio) e CA125 (antigénio tumoral 125).
Previamente a esta terapéutica combinada, 46
dos 49 doentes tinham sido tratados com quimi-
oterapia ou radioterapia mas sem qualquer
efeito significativo. Apesar das condi¢des defi-
citdrias no que concerne a homogeneidade
entre os grupos, surpreendentemente, 2 doen-
tes registaram remissao completa do tumor, 5
remissdao parcial e 10 estabilizaram o tumor,
cujo tempo médio de sobrevivéncia aumentou
360 dias. O uso de vacinas de DCs em
combinacao direta com quimioterapia pode ser
uma verdadeira opg¢ao para o tratamento de
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doentes com cancro do pancreas avancado™. De
facto, a gemcitabina aumenta a expressao WT1
nestes doentes e sensibiliza as células tumorais
pancredticas WT1 para o aumento de resposta
especifica T imunogénica®.

Imunoterapia no cancro do estomago

Kono et al*® observaram que a vacinagdo
anti-tumoral com DCs carregadas com o péptido
HER-2/neu podera ser uma opgdo terapéutica
no tratamento de doentes com cancro gastrico.
Segundo este estudo de fase 1, 33% dos
doentes reduziram os marcadores tumorais
apods vacinacdo e 22% tiveram uma regressao do
tumor em mais de 50%, sem efeitos adversos
significativos®. Além disso, resultados recentes
sobre o aumento da resposta imunolégica anti-
-tumoral, com recurso a DCs geneticamente mo-
dificadas por siRNA para o recetor IL-10, de-
monstraram ocorrer bloqueio da imunos-
supressao tumoral, abrindo novas perspetivas
para uma imunoterapia baseada em DCs eficaz
no tratamento do cancro do estdbmago®.

Imunoterapia noutros tipos de cancro

Encontram-se atualmente em desenvolvi-
mento vdrios estudos clinicos e pré-clinicos que
pretendem avaliar a eficdcia da imunoterapia
com DCs aplicada a outros 6rgdos em processo
tumoral. Um estudo clinico de fase | envolveu
13 doentes com cancro da mama em fase inicial,
os quais foram injetados com DCs ativadas com
uma mistura constituida pela citocina IFN-p e
pelo LPS, para produzirem IL-12p70. As DCs
foram carregadas com o péptido HER-2/neu,
que se encontra sobre-expresso neste tipo de
tumor. Czerniecki et al’’ detetaram uma respos-
ta imunogénica robusta, como evidenciado in
vitro pela inducdo de resposta das células T
CD4" e CD8", assim como in vivo pela infiltragdo
na regido tumoral de células B e T, traduzindo-
-se numa redugado drastica do tumor. Os autores
concluiram assim que esta estratégia pode apre-
sentar-se vantajosa na prevengdo e tratamento
do cancro da mama de fase inicial®’.

Dohnal et al também demonstraram segu-
ranca e viabilidade na utilizacdo de vacinas de
DCs ativadas com IFN-p/LPS para o tratamento
de cancros pediatricos. Ndo foram registados
efeitos adversos relevantes, ocorrendo secre¢do
de IL-12p70 com consequente ativacao imuno-
l6gica.

O uso de DCs em doentes com melanoma
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avancado mostrou também aumentar o poten-
cial de inducdao e amplificacdo da resposta anti-
-tumoral nestes doentes. Esta técnica, designa-
da por TriMix, consiste na eletroporacdao de DCs
com RNAm codificante do ligando CD40, CD70 e
TLR4, amplificando a produgdo de IL-12p70°.

CONCLUSAO

A década contemporanea representa, na
histéria da imunologia, um periodo extrema-
mente ambicioso no que concerne ao desen-
volvimento de vacinas anti-tumorais. Os consi-
deraveis progressos ao nivel da compreensdo da
imunobiologia das DCs, assim como das células
T efetoras, abriram novas estratégias para o
desenvolvimento de protocolos clinicos vasta-
mente melhorados®®. As DCs sdo um elemento
primordial do sistema imunitario pela conexdo
gue estabelecem entre imunidade inata e
adaptativa e pela capacidade Unica de modula-
c¢do da resposta adaptativa, podendo induzir
imunidade ou tolerancia®®. Tal papel primazia as
DCs como recurso aliciante na potenciacdo de
respostas anti-tumorais, ao amplificar e ativar a
resposta dos linfcitos T CD8", CD4" e CTL. Além
disso, as DCs podem melhorar a imunomo-
dulacdo e potencial citotoxico das células NK e,
deste modo, dilatar a resposta anti-tumoral®.

Apesar da imunoterapia com DCs emergir
como terapéutica promissora no tratamento
oncoldgico, é necessario, no entanto, aprofun-
dar o conhecimento relativo aos mecanismos
moleculares responsaveis pelas alteragGes
desencadeadas por diversos sinais de “perigo”
durante o processo de maturagio das DCs**.
Ndo obstante, permanecem ainda mecanismos
de imunossupressao mediados pelas células
tumorais que culminam com a aquisicdo de um
fendtipo tolerogénico por parte das DCs, bem
como fenédmenos de resisténcia anti-tumoral via
CSCs, sendo necessdrio estratégicas terapéu-
ticas que contornem esses eventos>™.

Varios estudos clinicos tém sido desenvol-
vidos neste ambito, tendo por base a adminis-
tracdo de DCs carregadas com péptidos deriva-
dos de TAAs, proteinas ou RNA. Os resultados
obtidos sao deveras promissores, demonstran-
do seguranca e viabilidade na inducdao de
resposta imunoldgica, tendo sido recentemente
aprovada pela FDA a vacina si- puleucel-T para o
tratamento do cancro prostatico®. Apesar destes
resultados clinicos positivos, a eficacia da imu-
noterapia baseada em DCs permanece ainda



limitada para muitos doentes com os mais
diversos tipos de cancro sélido avangado.
Portanto, torna-se essencial melhorar as
estratégias concebidas, passando pela combina-
¢do da vacinagdao imunoterapéutica com radio e
guimioterapia, anticorpos ou terapéutica
antiangiogénica'®*!.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ABC — ATP-binding cassette

AFP — a-Fetoproteina Akt — Proteina cinase B
APCs — Células apresentadoras de antigénio
BMDCs — Células dendriticas derivadas da medu-
la 6ssea de murganho

BST 2 — Antigénio 2 do estroma da medula dssea
CAFs — Fibroblastos associados ao tumor CA125
— Antigénio tumoral 125

CCR7 — Recetor de quimiocina C-C tipo 7 cDCs —
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Células dendriticas convencionais CEA — Anti-
génio carcino-embrionario

CH — Cancro hepatico

CID — Indutor quimico de dimerizagao

CI-MPR — Recetor de manose-6-fosfato depen-
dente de catides

CLPs — Progenitores comuns linfoides CMPs —
Progenitores comuns mieloides CSCs — Células
estaminais cancerigenas

CTL — Linfdcitos T citotdxicos DCs — Células den-
driticas

Fas-L — Ligando Fas

FDA — Food and Drug Administration Flt3L —
Fms-like tyrosine kinase 3 ligand HLA -
Antigénio leucocitdrio humano HSCs — Células
estaminais hematopoiéticas

GITR — Proteina relacionada com o TNFR
induzida por glucocorticoides

GM-CSF — Fator estimulante de coldnias de
macrofagos e granuldcitos

IDO — Indolamina-2 e 3-dioxigenase IFNa/p —
Interferdo tipo 1

IL — Interleucina

ILT7 — Immunoglobulin-like transcripts 7

ITIMs  —  Immunoreceptor  tyrosine-based
inhibitory motifs

HSP72 — Proteina de choque térmico 72 LCs —
Células de Langerhans

LPS — Lipopolissacarideo LXR — Recetor X do
figado

MARCO — Recetor de macréfagos com estrutura
de colagénio

MDSCs — Células supressoras de origem mie-
loide MHC — Complexo major de histocom-
patibilidade Msr 1 — Recetores scavenger de
macrofagos 1 MUCL — Antigénio de mucina 1
NF-1B — Fator nuclear de transcri¢cdao kappa B
NOD-like — Nucleotide-binding oligomerization
domain

PAMPs — Padrées moleculares associados a
agentes patogénicos

pDCs — Células dendriticas plasmacitdides

PD-L1 - Ligando do recetor de morte celular
pro- gramada 1

PGE2 — Prostaglandina E 2

PI3k — Cinase responsavel pela fosforilacdo da
posicdo 3 do fosfatidilinositol

PRRs — Recetores de reconhecimento de
padrées PSA — Antigénio especifico da prostata
PSMA — Antigénio de membrana especifico da
prostata

RANK — Recetor ativador do NF-EIB siRNA — Small
interfering RNA



SOCS1 — Supressor de sinalizagao de citocinas 1
STAT — Transdutor do sinal e ativador da
transcrigao

SULT2B1b — Sulfotransferase family cytosolic 2b
member 1

TAAs — Antigénios associados ao tumor

TAMs — Macréfagos imunossupressores associa-
dos ao tumor

TCR — Recetor dos linfécitos T

TGF-p — Fator de transformacao do crescimento p
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Th — Linfdcitos T auxiliar

TLR — Recetores Toll-like (TLR) TNF — Fator de
necrose tumoral

TNFAIP3 — Proteina 3 induzida pelo fator de
necrose tumoral a

TRANCE - Citocina induzida por ativacdo e rela-
cionada com o TNF

Tregs — Linfécitos T reguladores

VEGF — Fator de crescimento vascular endotelial
WT1 — Gene tumoral de Wilms1
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