Daniela Martins Dias

Imunoterapia baseada em células dendriticas no cancro pancreatico

Monografia realizada no ambito da unidade de Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, orientada pela
Professora Doutora Maria Teresa Teixeira Cruz Rosete e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Julho 2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Daniela Martins Dias

Imunoterapia baseada em células dendriticas no cancro
pancreatico

Monografia realizada no ambito da unidade de Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacuticas,
orientada pela Professora Doutora Maria Teresa Teixeira Cruz Rosete e apresentada a Faculdade de

Farmacia da Universidade de Coimbra

Julho 2016

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Imagem de capa:

Adaptado de: http://www.nanotechmag.com/nanoparticle-cancer-therapy-company-
engeneic-Itd-receive-fda-approval/

Editado por: Beatriz Ribeiro


http://www.nanotechmag.com/nanoparticle-cancer-therapy-company-engeneic-ltd-receive-fda-approval/
http://www.nanotechmag.com/nanoparticle-cancer-therapy-company-engeneic-ltd-receive-fda-approval/

A Tutora,

(Professora Doutora Maria Teresa Teixeira Cruz

Rosete)

A aluna,

(Daniela Martins Dias)



Eu, Daniela Martins Dias, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n.° 2011157377, declaro assumir toda a responsabilidade pelo
contelido da Monografia apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,
no ambito da unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este é um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou
expressao por mim utilizada esta referenciada na bibliografia desta Monografia, segundo os
critérios bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de

Autor; a exce¢ao das minhas opinioes pessoais.

Coimbra, |13 de julho de 2016.

Daniela Martins Dias



Agradecimentos

Chega agora ao fim mais uma etapa, uma das mais importantes da minha vida,
traduzida num cocktail de emogoes que, tal como Fernando Pessoa, tenho pena de sentir que
nao consigo exprimir totalmente. Foram 5 anos de trabalho, esfor¢o e dedicagao que
passaram como um pestanejar.

Embora a tese seja, dado a sua finalidade, um trabalho de cariz técnico e cientifico,
nao posso esquecer de todos aqueles que, de forma direta ou indireta, contribuiram para
concretizar este sonho. Assim sendo, aqui ficam algumas palavras de sentido e profundo
agradecimento.

Em primeiro lugar quero agradecer a Deus, ao Dr. Sousa Martins, a Irma Saozinha e a
Santa Paula Frassinetti pela forga, coragem e por me acompanharem sempre.

A minha familia agradeco o apoio incondicional, por serem o pilar da minha vida.
Agradeco em especial aos meus pais, pelas raizes, por acreditarem sempre em mim, por
todos os ensinamentos de vida. A eles dedico esta vitdria.

As Irmis Doroteias por serem um porto de abrigo, pela coragem e pela ajuda nos
momentos de maior aflicio. A Margarida Oliveira pelo apoio constante e pela amizade
verdadeira.

A minha orientadora da monografia, Professora Doutora Maria Teresa Rosete, que
considero uma referéncia, pela competéncia cientifica, orientagao, disponibilidade, atengao e
apoio durante a realizagio da monografia. A sua postura humana e o seu percurso
académico e cientifico sao de minha imensa admiragao e respeito.

A minha grande amiga e madrinha de curso, Dra. Ana Bajouco, por me ter
acompanhado sempre, ao longo destes cinco anos.

Aos meus orientadores de estigio, Dr. Paulo Santos e Dra. Clementina Varelas,
agradeco a oportunidade e o privilégio da realizacao dos respetivos estagios, pela maneira
como me acolheram, pelos conhecimentos transmitidos, pela confiangca que depositaram em
mim desde o inicio e pelas responsabilidades que me incutiram.

Ao Dr. Victor Rodrigues, pela disponibilidade sempre demonstrada e pelos
conhecimentos partilhados que elevaram os meus conhecimentos cientificos e que me
despertaram o desejo de querer sempre saber mais, e a vontade de querer fazer melhor.

As colegas de casa, com quem tive a oportunidade de partilhar bons momentos. Em
especial a Beatriz Ribeiro pelo companheirismo, amizade, pela energia nos momentos de

desanimo e pela edigao da imagem de capa.



A Rita Lanca pela simplicidade, genuinidade, amizade e por ter sempre uma palavra
certa para 0 momento certo.

A Dora Ferreira, pelo incansavel apoio moral, pela sincera amizade e pela sua
disponibilidade. O seu apoio foi fundamental.

Quero também aqui agradecer a todo o corpo docente e nao docente da Faculdade
de Farmacia da Universidade de Coimbra que me permitiram adquirir uma bagagem técnico-
cientifica necessarias para o exercicio da profissao farmacéutica, e por me terem ajudado a
desenvolver capacidades pessoais, como responsabilidade, autonomia e espirito critico.
Agradeco em especial a Professora Doutora Maria da Graga Campos, com quem tive o
orgulho e privilégio de colaborar no Observatorio de Interagoes Planta-Medicamento.

Aos meus colegas de curso pelo companheirismo, momentos de diversao e
entreajuda. Em especial a Rosario Carvalho pela grande amizade, pelos desabafos e pela
partilha de conhecimentos. Agrade¢co também a Rita Fernandes pela sua autenticidade, pelo
afeto e pelos bons momentos partilhados.

A Coimbra, um enorme obrigada por estes 5 anos fantasticos da minha vida!
Guardarei, nas gavetas do coragao, todos os segredos daquela que sera, para sempre, a

cidade dos doutores.

Agora é hora de voar!

A todos aqueles aqui mencionados o meu grande e sincero obrigada!



‘“Pela via do coracao e do amor tudo se consegue, mas um pouco de cada vez”

Sta. Paula Frassinetti

“Cada sonho que vocé deixa para tras, € um pedaco do seu futuro que deixa de

existir”’

Steve Jobs



Abreviaturas

ABC - ATP-binding cassette

aGT - a (1,3)- galactosiltransferase

aGal - o galactosil

Akt - Proteina cinase B

APCs - Células apresentadoras de antigénio
ASCO - American Society of Clinical Oncology

Bad - BCL2 Associated Agonist of Cell Death

BCL-6 - B-Cell CLL/Lymphoma 6

CA - Antigénio carbohidrato

CAFs - Fibroblastos associados ao tumor

CALR - Calreticulina

CDK - Proteinas cinase dependentes de ciclinas
CD40L - Ligando do CD40

CEA - Antigénio carcinoembrioénico

cDCs - Células dendriticas convencionais

CI-MPR - Recetor de manose-6-fosfato dependente de catides
CLR - Recetores de lectina do tipo C

CSCs - Células estaminais cancerigenas

CTL - Linfécitos T citotoxicos

CTLA-4 - Cytotoxic T-lymphocyte associates protein-4
CXCLI12 - C-X-C motif chemokine ligand |2

DCs - Células dendriticas

Dex - Exossomas derivados de DCs

DFS - Sobrevida livre de doencga

DPC4 - Deleted in pancreatic carcinoma locus 4
DTH - Reagao de hipersensibilidade retardada
EGF - Fator de crescimento epidérmico

EGFR - Recetor do fator de crescimento epidérmico

FAP-a - Proteina ativadora de fibroblastos alfa



Fas-L - Ligando Fas

FCs - Fusao de células

FDA - Food and Drug Administration

FIt3L - Fms-like tyrosine kinase 3 ligand

Gal - Galectina

GM-CSF - Fator estimulante de colonias de macroéfagos e granulocitos
GTP - Guanosina trifosfato

GVAX - Vacinas baseadas em células GM-CSF

HER?2 - Recetor do fator de crescimento epidérmico humano do tipo 2
HLA - Antigénio leucocitario humano

HMGB | - High-mobility group box |

HSCs - Células estaminais hematopoiéticas

HSPs - Proteinas de choque térmico

hTERT - Transcriptase reversa da telomerase humana
IAP - Proteina inibidora da apoptose

IDO - Indolamina-2 e 3-dioxigenase

IGF - Fator de crescimento semelhante a insulina

IFN-a - Interferao-alfa

IFN- - Interferao-beta

IFN-y - Interferao-gama

KIF20A - Kinesin Family Member 20A

KLH - Keyhole limpet hemocyanin

KRAS - Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

LAG-3 - Soluble lymphocyte activation gene-3

LAK - Limphokine-activated killer cells

LPS - Lipopolissacarideo

mADbs - Anticorpos monoclonais

MAPK - Proteinas cinase ativadas por agentes mitogénicos
mDC - Célula dendritica mieloide

MDSCs - Células supressoras de origem mieloide



MHC - Complexo major de histocompatibilidade

MoDCs - Células dendriticas derivadas de monocitos

MST - Tempo médio de sobrevida

MUCI - Antigénio de mucina |

Myb - Myeloblastosis

NF-KB - Fator nuclear de transcrigao kappa B

NK - Células Natural Killer

NKG2D - Natural Killer Group 2D

NO - Oxido nitrico

NOD-like - Nucleotide-binding oligomerization domain

OS - Sobrevida global

P-Akt - Akt fosforilada

PAMPs - Padroes moleculares associados a agentes patogénicos
PBMCs - Células sanguineas mononucleares periféricas

PC - Cancro pancreatico

PDA - Adenocarcinoma pancreatico ductal

pDCs - Células dendriticas plasmocitoides

PDGEF - Fator de crescimento derivado das plaquetas

PD-1 - Recetor de morte celular programada

PD-LI - Ligando do recetor de morte celular programada |
PFS - Sobrevivéncia livre de progressao

PI3K - Cinase responsavel pela fosforilagao da posicao 3 do fosfatidilinositol
PPVs - Parvovirus

PRRs - Recetores de reconhecimento de padroes

PTME - Microambiente tumoral pancreatico

PTX3 - Pentraxin-3

RE - Reticulo endoplasmatico

ROS - Espécies reativas de oxigénio

S| - Sistema imunitario

Src - Proto-oncogene tyrosine-protein kinase



STAT - Transdutor do sinal e ativador da transcricao

TAA:s - Antigénios associados ao tumor

TAMs - Macrofagos imunossupressores associados ao tumor
TCR - Recetor dos linfocitos T

TGF-a - Fator de crescimento transformante alfa

TGF-p - Fator de crescimento transformante beta

TILs - Linfécitos infiltrantes de tumor

TIM-3 - T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing molecule 3
TLR - Recetores toll-like

TNF - Fator de necrose tumoral

Tregs - Linfocitos T reguladores

TSLP - Thymic stromal lymphopoietin

VEGEF - Fator de crescimento vascular endotelial

VVP - Particulas virus-like

WTI - Gene tumoral de Wilms |



indice de Figuras e Tabelas

Figura | - As maiores vias de sinalizagao envolvidas na patogénese de PC.

Figura 2 - Imunobiologia anti-tumoral em PC.

Figura 3 - Indugao de resposta imune pelas DCs.

Figura 4 - Maturacao de DCs e diferentes tipos de respostas imunitarias induzidas.
Figura 5 - Desenvolvimento de vacinas anti-tumorais baseadas em DCs manipuladas
ex vivo.

Figura 6 - Inducao de resposta imune por DC-tumor FCs.

Figura 7 - Representagoes de diferentes sistemas de entrega de antigénios.

Figura 8 - Pontos-chave para melhorar a vacinagao com DCs em doentes com cancro.

Tabela |- Ensaios clinicos a decorrer utilizando vacinas anti-tumorais baseadas em

DCs para doentes com PC.

N O 00 O W

16
17

21



Resumo

O cancro pancredtico (PC) representa um dos tumores sélidos mais agressivos e
devastadores, caracterizado por apresentar uma elevada incidéncia e um mau prognostico.
As estratégias terapéuticas atuais sao, muitas vezes, insatisfatorias uma vez que a maioria dos
doentes, apos o diagnodstico, nao sobrevive mais do que um ano, pelo que sio necessarias
novas abordagens terapéuticas. Nos ultimos anos, a imunoterapia tem oferecido resultados
clinicos encorajadores. As células dendriticas (DCs) sao as células apresentadoras de
antigénio (APCs) mais potentes com a capacidade Unica de estimular a imunidade inata e
adaptativa ou, em oposi¢ao, de induzir tolerancia pelas células T. As vacinas baseadas nestas
células tém apresentado resultados promissores em alguns tipos de cancro, pelo que varios

estudos tém explorado o efeito terapéutico destas vacinas em doentes com PC.

Palavras-chave: Células dendriticas, Cancro pancreatico, Imunoterapia, Vacinas anti-

tumorais.



Abstract

Pancreatic cancer (PC) represents one of the most aggressive and devastating solid
tumors, characterized by having a high incidence and an poor prognosis. The current
therapeutic strategies are often unsatisfactory since the majority of patients do not survive
more than a year after the diagnosis, therefore it is of utmost importance the development
of new therapeutic approaches. In recent years, inmunotherapy has provided encouraging
clinical results. Dendritic cells (DCs) are the most potent antigen-presenting cells (APCs),
performing a dual role in the induction of innate and adaptive immunity, as well as in the
induction of tolerance by T cells. DCs-based vaccines have shown promising results in some
types of cancer and several studies have explored the therapeutic benefit of these vaccines in

patients with PC.

Key-words: Dendritic cells, Pancreatic cancer, Immunotherapy, Antitumor vaccines.
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Introducao

O Cancro Pancreitico (PC) define-se como um problema atual e incidéncia crescente
a nivel mundial, representando atualmente o sétimo tipo de cancro mais diagnosticado na
Europa e a quinta principal causa de morte por cancro no mundo (Kourie et al., 2016). De
acordo com estimativas realizadas pela American Cancer Society , durante o ano de 2016, irao
ocorrer 53 mil novos casos de PC que serdo responsaveis por cerca de 42 mil mortes, o
que reflete as limitagoes dos regimes terapéuticos atuais (Cancer.Net, 2015).

O adenocarcinoma pancreatico ductal (PDA) é responsavel pela grande maioria de
PC, representando um dos tipos de cancro mais mortais devido a uma propensao para a
progressao metastatica (Kajihara et al., 2016).

A cirurgia surge como opgao terapéutica apenas para um grupo restrito de doentes
dado que, no momento do diagnéstico, mais de 80% dos PCs estao localmente avangados ou
metastizados. Por outro lado, apesar de a quimioterapia apresentar algum beneficio
terapéutico, a maioria dos doentes nao sobrevive mais de um ano. Com efeito, apesar do
arsenal terapéutico atualmente oferecido, os doentes com PC tém uma sobrevida global
(OS) de 5 anos de apenas 5%, o que pode ser explicado pela ocorréncia de recorréncias
locais e metastases. Deste modo ¢ imperativo o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas alternativas eficazes (Kajihara et al., 2016; Kourie et al., 2016).

Varias abordagens de imunoterapia para PC tém demonstrado resultados
promissores em  ensaios clinicos, incluindo a utilizagago de  checkpoint
inhibitors/imunomoduladores, transferéncia de células adotivas, anticorpos monoclonais,
imunoterapias adjuvantes, citocinas, virus oncoliticos e vacinas terapéuticas (Cancer
Research Institute, 2016; Constantino et al., 2015, Kotteas, Saif e Syrigos, 2016).

As DCs sao as APCs mais potentes, desempenhando um papel crucial na iniciagao,
programacao e regulagao das respostas imunitarias anti-tumorais (Kajihara et al,, 2016). O
recurso a vacinas como estratégia imunoterapéutica baseada em DCs, para o tratamento e
prevencao do cancro, tem sido alvo de intensa investigagao (Constantino et al, 2015;
Oliveira, Borges e Cruz, 2013). Durante as Gltimas décadas varios estudos tém explorado o
uso de vacinas como uma abordagem terapéutica promissora no tratamento de PC (Kajihara

et al, 2016).



| .Fisiopatologia

Com o intuito de desenvolver novas estratégias preventivas e/ou terapéuticas contra
PC, torna-se crucial compreender a sua patogénese a nivel molecular (Sarkar, Banerjee e Li,
2007).

O PC impoe-se como um cancro heterogéneo, geneticamente complexo, podendo
abrigar mais de sessenta alteragdes genéticas que afetam mais de vinte vias de sinalizagao
(Kourie et al.,, 2016). Verificou-se que varios conjuntos de genes sofrem alteragoes, quer de
ativacio ou desativacio, ao longo do desenvolvimento e progressio de PC. E sabido que o
desenvolvimento e progressao de PC é causado pela ativagao de oncogenes, inativagao de
genes supressores tumorais e desregulagao de diferentes vias de sinalizagao, em que as vias
EGFR, Akt e NF-KB surgem como relevantes na patogénese molecular de PC (Sarkar,
Banerjee e Li, 2007).

O gene Notch é, também, considerado um oncogene envolvido na patogénese de PC.
ApOs ativagao, a proteina Notch é clivada, libertando Notch intracelular que, posteriormente,
migra até ao nlcleo. Foi descoberto que a sinalizagao de Notch é frequentemente
desregulada em PCs humanos sendo que a alta expressao deste gene é responsavel pela
inibicao da apoptose, desempenhando, deste modo, um papel importante na carcinogénese
pancreatica. Por outro lado, Notch| induz fortemente a ativagao de NF-kB, que é detetada
na maioria dos PCs (Figura 1), (Sarkar, Banerjee e Li, 2007).

Além disso, a ciclooxigenase (COX) promove a formagao de prostaglandinas, o que
conduz a proliferagao celular. A COX-2 nao esta normalmente presente nos tecidos
normais, sendo a sua sintese estimulada em processos inflamatérios e carcinogénicos. Tem-
se verificado um aumento desta enzima numa variedade de cancros, incluindo PC (Figura I),
(Sarkar, Banerjee e Li, 2007).

A desregulagao da sinalizagao de EGFR esta também na base do desenvolvimento de
PC. Este recetor é composto por um dominio extracelular de ligagao ao ligando, de uma
regiao transmembrar hidrofébica e de um dominio de tirosina cinase intracelular. Faz parte
da familia de recetores tirosina cinase ErbB, onde estao incluidos ErbB-I (EGFR), ErbB-2
(HER2), ErbB-3 e ErbB-4. A ligagio de um ligando ao EGFR, como por exemplo EGF,
conduz a sua fosforilagao culminando na ativagao de diversas vias de sinalizagao incluindo
PI3K, Src, MAPK e STAT (Figura I). A sobre-expressao de EGF e EGFR é comumente
verificada em doentes com PC, desempenhando um papel importante na proliferagao,

inibicio da apoptose, angiogénese, metastase, resisténcia a quimio- e radioterapia, estando



assoaciada a uma menor OS do doente (Karandish e Mallik, 2016; Sarkar, Banerjee e Li,
2007).

Por outro lado, a desregulacao da via Akt contribui, também, para o desenvolvimento
de PC. Sabe-se que a ligagao de EGF, com consequente ativagao de EGFR, ras ou Src,
conduz a ativagao de PI3K. A PI3K ativada leva a fosforilagao, e consequente ativagao, de
Akt. Esta, por sua vez, inibe a apoptose determinada pela sua capacidade em fosforilar e
inativar diferentes moléculas envolvidas na via apoptética, incluindo fatores de transcrigao,
Bad e caspase-9 (Figura |). Verificou-se que uma parte significativa de doentes com PC
apresenta niveis elevados de Akt fosforilada (Sarkar, Banerjee e Li, 2007).

E de ressalvar, ainda, a importincia da desregulacio da via de sinalizagio NF-kB. Em
células humanas, na auséncia de estimulagio, o NF-KB encontra-se sequestrado no
citoplasma. A sua ativagao resulta na sua translocagao para o nucleo onde se liga a regiao
promotora dos seus genes alvo, participando na regulagao da transcricao de muitos genes,
como a survivina e VEGF, que estao envolvidos na sobrevivéncia celular, apoptose, invasao,
metastase e angiogénese (Figural), (Sarkar, Banerjee e Li, 2007).

Com efeito, as células cancerigenas sofrem um conjunto de alteragdoes genéticas e
epigenéticas, demonstrando o seu fenotipo maligno através da expressio de antigénios
associados a tumor (TAAs), isto &, proteinas que nao sao geralmente expressas por células

nao tumorais (Anexo l), (Amedei, Niccolai e Prisco, 2014).
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Figura | - As maiores vias de sinalizagao envolvidas na patogénese de PC
(Fonte: Sarkar, Banerjee e Li, 2007).



2.Imunologia tumoral

O processo de imunovigilaincia depende de uma série de eventos necessarios para
orquestrar uma resposta anti-tumoral eficaz (Paniccia et al., 2015). O PC ¢ unico do ponto
de vista imunoldgico (Figura 2), (Kunk et al, 2016). Diferentes tipos de respostas imunes
inata e especifica promovem o desenvolvimento de PC, ao induzirem um ambiente
imunossupressor e anti-inflamatoério que constitui um dos maiores obstaculos ao sucesso de
vacinas com DCs (Amedei, Niccolai e Prisco, 2014). Referem-se, de seguida, as células do
sistema imunitario (SI) envolvidas na fisiopatologia de PC.

As células Natural Killer (NK) sao cruciais na defesa contra agentes patogénicos e
células tumorais. Por outro lado, contribuem indiretamente para a eliminagao de tumores ao
modular as funcoes de outras células do Sl. No entanto, tem-se verificado a existéncia de um
numero limitado destas células em PC encontrando-se, muitas vezes, na forma desativada
devido a falta do recetor NKG2D, necessario para a sua ativagao (Amedei, Niccolai e Prisco,
2014; Constantino et al., 2015; Kunk et al., 2016).

A presenga de DCs é fundamental para gerar uma resposta imune anti-tumoral e, tal
como os linfocitos infiltrantes de tumor (TILs), estao associadas a um melhor prognéstico
em PC. No entanto, encontram-se em baixos niveis, muitas vezes numa forma imatura,
limitando assim a sua capacidade de apresentacio de antigénios aos linfécitos T e
consequente indu¢ao de uma resposta imunitaria anti-tumoral eficaz. Por outro lado, sob
influéncia de um microambiente tumorogénico, as DCs podem adquirir um fenotipo
tolerogénico podendo produzir varias moléculas imunossupressoras, favorecendo assim a
resisténcia tumoral. De fato, as células tumorais podem inibir a maturagao das DCs através
da secrecao de IL-10 ou através da producao de fatores derivados do tumor, produzindo as

I"

designadas DCs “pré-tumoral” que, indiretamente, promovem o crescimento tumoral. Pode
ainda ocorrer a produgao de citocinas que previnem a apoptose de células tumorais e,
indiretamente, promovem a sua proliferagao (Anexo Il), (Palucka e Banchereau, 2012).

Os TILs desempenham um papel importante na imunidade adaptativa celular
especifica de tumor. Os seus principais constituintes sio as células T citotdxicas CD8*
(TCD8), células T helper CD4*(Th) e T reguladoras (Tregs). A ligagio da molécula de MHC,
nas DCs, com o recetor TCR, nos linfocitos T, nao é suficiente para iniciar a ativagao de
células T. As células dendriticas expressam CD40, uma molécula co-estimuladora, que se liga
a CD40L nas células T, desencadeando a ativagao destas células. Varios estudos demonstram

que a expressaio de CD40 em PC correlaciona-se com um aumento de OS e da

sobrevivéncia livre de progressao (PFS) (Amedei, Niccolai e Prisco, 2014; Kunk et al., 2016).



Um grupo de TILs, as células TCD8" de memoria, parecem ser as principais células
efetoras anti-tumorais, apesar de se encontrarem em baixa quantidade em PC. Por outro
lado, o papel das células TCD4"é mais complexo. As células Thl produzem IFN-y e citocinas
pro-inflamatérias, como TNF-a e TNF-3, que ativam DCs e podem regular a sobrevivéncia e
persisténcia de células TCD8' como células de memoria. Por sua vez, as células Th2,
produzem IL-4 e IL-10, que estao muitas vezes associadas a tolerancia imunolégica (Kunk et
al., 2016; Paniccia et al.,, 2015).

No entanto, as células de PC induzem uma disfungao imune local e sistémica ao
modularem a resposta imune. Com efeito, as células tumorais sao responsaveis pela geragao
de um microambiente imunossupressor, PTME, que conduz a uma resposta anti-tumoral
inadequada (Kunk et al., 2016; Oliveira, Borges e Cruz, 2013).

O desenvolvimento de PC ¢é caracterizado por uma forte reagao estromal
desmoplasica densa, também conhecida como fibrose, que desempenha um papel
fundamental na promogao da angiogénese. A existéncia de elevadas quantidades de PDGF,
fibronectina, proteoglicanos e acido hialurénico, conduz a uma distor¢ao ao nivel da
arquitetura pancreatica normal. Por outro lado, este estroma nao funciona apenas como
uma barreira, de certa forma impenetravel, para as células do SI, participando também na
progressao e invasaio de PC, baseado na comunicagao entre fibroblastos e células
cancerigenas, bem como na hipéxia e expressao de citocinas inflamatorias. Com efeito, a
entrega de farmacos pode ficar comprometida, o que pode estar na base de fenomenos de
resisténcia (Kunk et al.,, 2016; Paniccia et al., 2015).

Sao varias as células imunes supressoras que tém um papel fundamental em PC, ao
impedir uma resposta eficaz por parte do S| (Kunk et al, 2016). Assim referem-se os
macroéfagos associados ao tumor (TAMs) que modulam o Sl através de varios mecanismos,
como a secregao de citocinas imunossupressoras, homeadamente a IL-10 e TGF-, e de
ligandos imunes inibidores, como PD-LI. A expressio deste ligando esta envolvido em
processos de supressao imune e apoptose de células T. Os TAMs alternam a sua
diferenciagao de MI, com papel anticancerigeno, para M2, com papel pré-tumoral. A sua
presenca € normalmente associada a resultados clinicos negativos, a existéncia de metastases
e a promogao de angiogénese (Amedei, Niccolai e Prisco, 2014; Kunk et al., 2016; Tanemura
etal, 2015).

Outras células imunossupressoras sao os linfocitos T reguladores (Tregs) que
constituem subconjuntos de TIL. Sio conhecidas pela sua capacidade imunossupressora
devido a secregdo de TGF-[3, IL-10 e expressio de moléculas co-inibidoras CTLA-4. Estas

dltimas ligam-se ao seu ligando CD80/CD86 nas DCs, desativando os linfocitos e induzindo a

5



sua apoptose. Este mecanismo de feedback negativo, numa situagao fisiologica normal, evita o
excesso de estimulagao das células T e possiveis danos em células saudaveis. No entanto, as
células de PC expressam quantidades abundantes desta molécula, criando assim um PTME
que promove o crescimento das células tumorais (Kunk et al., 2016; Tanemura et al.,, 2015).

As células mieloides imaturas (MDSCs) tém um papel direto na supressao imune e
crescimento de células cancerigenas. Estas células promovem o sequestro de cisteina,
conduzem a expressao de elevados niveis de arginase e produzem TGF-. Estes fatores
promovem a inibicao das fungoes das células T efetoras e NK, bem como o desenvolvimento
de Tregs (Amedei, Niccolai e Prisco, 2014; Kunk et al., 2016; Tanemura et al., 2015).

Os fibroblastos associados a cancro (CAFs) produzem uma proteina de ativagao de
fibroblastos, FAP-0, que vai suprimir as células T efetoras. Os fibroblastos, ou células
estreladas pancreaticas, respondem a moléculas como o CXCLI2 e produzem VEGF,
conduzindo a estimulagdo da angiogénese em resposta a situagoes de hipoxia ou inflamagao.
Estas células, estimuladas por TGF-3 e PDGF, iniciam um processo de sintese e produgao de
proteinas da matriz extracelular que pode levar a fibrose verificada em PC (Kunk et al.,, 2016;

Tanemura et al,, 2015).
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Figura 2 - Imunologia anti-tumoral em PC (Fonte: Tanemura et al., 2015).




3.Imunobiologia das DCs

3.1 Origem e classificacdo de DCs

As DCs, inicialmente descritas por Steinman e Cohn, sao produzidas na medula
Ossea, a partir de células estaminais hematopoiéticas (HSCs), e desempenham um papel
critico na interface entre o Sl inato e adaptativo (Steinman e Cohn, 1973, Constantino et al.,
2015; Oliveira, Borges e Cruz, 2013). Quando comparadas com outras APCs, como os
macrofagos, as DCs sao altamente eficientes e possuem uma capacidade Unica de modulagao
da imunidade e tolerancia (Palucka e Banchereau, 2012).

A classificagao destas células é bastante complexa, tendo em conta a elevada
heterogeneidade que apresentam, e tem sido objeto de intenso debate e evolugao constante.
Com base nas caracteristicas especificas que apresentam, podem ser classificadas em células
dendriticas plasmocitoides (pDCs) e convencionais (mDCs) (Constantino et al, 2015;
Oliveira, Borges e Cruz, 2013). As pDCs tém origem linfoide e localizam-se essencialmente
no sangue e orgaos linfoides. Possuem a capacidade de produzir elevadas quantidades INF-a
e P, que lhes confere propriedades anti-virais (Silva, 2013). Apresentam elevada plasticidade
do ponto de vista funcional, podendo induzir respostas Thl, Th2 ou de tolerancia, ao
induzirem Tregs (Oliveira, Borges e Cruz, 2013; Constantino et al., 2015). Por outro lado, as
mDCs tém origem mieldide e localizam-se nos tecidos e sangue periférico. Também sao
designadas por DCs inflamatorias, uma vez que produzem TNFa, IL-6 e IL-12p70, levando a
ativagao de células Thl/Thl7 recrutando, consequentemente, CTLs (Oliveira, Borges e

Cruz, 2013).

3.2 Processamento e apresentacdo de antigénios

As células tumorais, devido a sua instabilidade genética, expressam epitopos
especificos na superficie das suas células, os TAAs, que nao sao expressos ou que tem uma
expressao limitada em células normais. Nos tecidos periféricos, existem DCs imaturas que
atuam como sentinelas e que sao especializadas na captura e processamento de antigénios
(Paniccia et al., 2015; Schuster et al., 2006).

O processo de internalizagio é mediado por recetores para a porgao FC das
imunogloblinas, recetores do complemento, recetores de manose e PRRs. Estes ultimos
englobam recetores NOD-like, CLR e TLR (Oliveira, Borges e Cruz, 2013;Silva, 2013). O
processo de captura de antigénios engloba varios mecanismos como macropinocitose,
endocitose e fagocitose mediada por recetores (Constantino et al, 2015; Palucka e

Banchereau, 2012).



Os mecanismos de processamento de antigénios dependem da sua origem e da sua
natureza molecular, tendo sido caracterizados trés mecanismos: i) via MHC classe | ou
citosdlica (enddgena); ii) via MHC classe Il ou endocitica (exdgena); iii) apresentagao de
antigénios lipidicos acoplados a moléculas CDI. E de sublinhar a capacidade das DCs
apresentarem antigénios exdgenos aos linfocitos TCD8' pela via MHC-I, processo
designado por apresentagdo cruzada (Constantino et al, 2015 ; Oliveira, Borges e Cruz,

2013).

3.3 Maturacao e estimulacdo da resposta imune

Apos um “sinal de perigo”, que pode advir de um processo inflamatério, infecioso ou
de destruicao celular, as DCs ativadas migram para os ganglios linfaticos. Por outro lado, os
antigénios podem também contatar diretamente as DCs residentes nos nédulos linfaticos,

atraveés da linfa (Figura 3), (Palucka e Banchereau, 2012).
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Figura 3 - Inducao de resposta imune pelas DCs (Fonte: Palucka e Banchereau,
2012).

Posteriormente, as DCs passam por um processo de maturagao que envolve
modificagoes morfologicas, fenotipicas e funcionais, que conduzem a perda da sua capacidade
fagocitica e que culminam na aquisicao de potencial imunoestimulador (Oliveira, Borges e

Cruz, 2013; Palucka e Banchereau, 2012).



Varios estimulos demonstram capacidade para desencadear a maturagao de DCs,
incluindo citocinas pré-inflamatérias como II-1f3, IL-6, IFN-y, TNF-a. e PAMPs tais como
lipopolissacarideos, DNA bacteriano e dupla cadeia de RNA viral (Constantino et al., 2015).

No entanto, a maturagao, por si so, nao resulta num unico tipo de fenotipo. Os
diferentes sinais de alarme poderao induzir DCs com fendtipos distintos que, eventualmente,
contribuem para diferentes respostas imunes (Palucka e Banchereau, 2012) .O tipo de
resposta desencadeado pelas DCs depende de varios fatores, como o estimulo indutor da
maturagao das DCs, o perfil de maturagio induzido, a concentragio do antigénio e a

intensidade e duragiao da interagao com os linfocitos (Figura 4), (Oliveira, Borges e Cruz,

2013).
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Figura 4 - Maturagao de DCs e diferentes tipos respostas imunitarias induzidas
(Fonte: Palucka e Banchereau, 2012).

As DCs imaturas expressam uma grande variedade de recetores de quimiocinas
incluindo CCRI, CCR5 E CCRé6. Durante a maturagao, a expressao destes recetores
diminui, e aumenta a expressao de CCR7, que direciona as DCs para os orgaos linféides
(Silva, 2013).

As DCs maduras sintetizam elevados niveis de IL-12, que induzem respostas imunes
inatas e adaptativas. Por outro lado, as DCs para além de expressarem elevados niveis de
moléculas co-estimuladoras, também expressam moléculas MHC, tornando-se aptas a
apresentar antigénios aos linfocitos B e T naive (Oliveira, Borges e Cruz, 2013; Palucka e
Banchereau, 2012; Silva, 201 3).

A ativagao de células T inicia-se com o reconhecimento, por parte do complexo
TCR/CD3, de peptideos antigénicos expostos na superficie de APCs, que se encontram
acoplados a moléculas MHC. Com efeito, nos nédulos e ganglios linfaticos, as DCs
apresentam os antigénios aos linfocitos TCD4*te TCD8* via MHC-l e MHC,
respetivamente. Durante esta interagao, as DCs fornecem trés sinais cruciais para a indugao
de uma resposta imune eficaz (Constantino et al.,, 2015; Koido et al,, 201 I;Oliveira, Borges e

Cruz, 2013).



O primeiro sinal esta relacionado com o reconhecimento antigénico via MHC. O
segundo resulta da interagao de moléculas co-estimuladoras, expressas pelas DCs, e os
respetivos ligandos, na superficie das células T, desencadeando uma resposta imunogénica ou
de tolerancia. As DCs maduras produzem fatores soliveis como citocinas e quimiocinas, o
terceiro sinal, que sio cruciais para a diferenciagio dos linfocitos TCD8* em CTLs e a
polarizagio dos linfécitos TCD4™ em células efetoras ou reguladoras (Constantino et dl,
2015; Oliveira, Borges e Cruz, 2013).

Durante a apresentagio dos complexos MHC-I aos linfécitos TCD8" a presenca de
IL-12p70, IL-15 e IFN-0/B, aumenta a sua expansao, promove a diferenciagio de CTL e
regula a formagao de células T de memoria. As células T ativadas podem deixar os ganglios
linfaticos e infiltrarem-se no local do tumor, onde executam a sua atividade citotoxica
através da libertagao de enzimas citoliticas, como a granzima B e a perforina (Constantino et
al, 2015; Paniccia et al., 2015).

Por outro lado, a diferenciagao em células Thl é caraterizada pela produgao de IFN-
Yy, com fungdes de amplificacdo da resposta imunoldgica, bem como de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-o e TNF-f. Estas dltimas, por sua vez, promovem a infiltragao de
macrofagos no tumor e contribuem para a expansao e diferenciagao de CTLs. Por outro
lado, ativam DCs que irao regular a permanéncia de CTLs como células de memoria
(Oliveira, Borges e Cruz, 201 3; Silva, 2013).

A resposta Th2 promove a produgao de IL-4 e IL-10, que esta relacionada com a
indugao de respostas imunes humorais. Por outro lado, as DCs atuam de forma indireta na
ativagao de linfocitos B, através da indugao da expressao de CD40L e IL-2 nos linfocitos T.
No entanto, através da secrecao de IL-4, as células Th2 limitam a atividade citolitica das
CTLs, através da diminuicao da expressao de perforinas e granzimas (Constantino et al.,
2015; Oliveira, Borges e Cruz, 2013; Palucka e Banchereau, 2012).

A diferenciagdo Thl7 depende, principalmente, de TGF-$ e IL-6. Estas células
segregam |L-17 e IL-22, provocando a inflamagao dos tecidos implicados na autoimunidade
(Constantino et al.,, 2015; Oliveira, Borges e Cruz, 2013).

A polarizagao de Tregs depende, essencialmente, da ontogenia das DCs, da
capacidade de produgao de IL-2, II-10 e TGF-B assim como do equilibrio entre sinais co-
estimuladores positivos e negativos. Estas células podem diminuir a expansao das células
TCD8* por competirem com estas para a IL-2 (Constantino et al., 2015; Oliveira, Borges e

Cruz, 2013).



4. Imunoterapia anti-tumoral baseada em DCs

As DCs representam uma estratégia terapéutica promissora devido a sua habilidade
Unica para apresentar antigénios e ainda pela capacidade de estimular outras células do Sl
(Anexo lll e IV-A), (Constantino et al., 2015).

A estratégia imunoterapéutica anti-tumoral com recurso a DCs baseia-se na entrega
de TAAs a estas células (Chen et al,, 2015; Koido, 2016).

As vacinas de DCs representam um método pelo qual estas células sao utilizadas
como APCs profissionais, estimulando células TCD8* especificas para os antigénios
tumorais, que sejam suficientemente robustas e de longa duragao de agao, gerando a
regressao do tumor resistente e/ou a sua irradicagao (Anexo IV-B), (Palucka e Banchereau,

2012).

4.1 Vacinas ex vivo baseadas em DCs

A manipulagao de DCs ex vivo € a estratégia mais explorada e mais usada na maior
parte dos ensaios clinicos iniciados até a data (Anexo V-A), (Constantino et al.,, 2015; Silva,
2013).

Esta estratégia requer o isolamento de monodcitos ou precursores da medula ossea
do doente, uma vez que as DCs circulantes representam menos de 1% das células
mononucleares do sangue periférico (PBMC). A diferenciagio de monécitos CD14* envolve
a cultura de células, entre 5-7 dias, na presenga de GM-CSF e IL-4, produzindo DCs com um
fenétipo imaturo denominadas MoDCs. Por outro lado, a diferenciagio de HSCs CD34*
ocorre apos incubagao com FLt3L, GM-CSF e TNF-a (Figura 5), (Constantino et al., 2015;
Oliveira, Borges e Cruz, 2013).

Numa fase seguinte, utilizam-se citocinas proé-inflamatorias, CD40L ou agonistas TLR,
que induzem a maturagao das DCs. Posteriormente, as DCs sao carregadas com antigénios
tumorais autologos, desencadeando uma resposta imune efetiva. O processo de
carregamento pode ocorrer por absorc¢ao ativa, eletroporagao e mediagao por adenovirus
(Chen et al., 2015).

Por fim, as DCs, maturadas e carregadas com o antigénio tumoral, sio administradas
no doente, migrando para os tecidos linféides onde é desencadeada uma resposta inata e
adaptativa apos ativagio de células TCD4* eTCD8*. Estas células ativas migram
posteriormente do tecido linféide para o tecido tumoral, inibindo o seu crescimento

(Oliveira, Borges e Cruz, 2013; Silva, 201 3).
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Figura 5 - Desenvolvimento de vacinas anti-tumorais baseadas em DCs manipuladas ex vivo
(Adaptado de Okamoto et al., 2016).

As DCs, utilizadas em abordagens de imunoterapia-anti tumoral, podem ser
autologas ou alogénicas, de acordo com a sua fonte. As vacinas de DCs autologas tem sido a
abordagem mais utilizada (Anexo V-B). Neste caso, as DCs do doente sao isoladas e
carregadas com o antigénio antes de serem reinfundidas (Constantino et al., 2015; Kunk et
al, 2016). Por outro lado, as DCs alogénicas sao normalmente obtidas por diferenciagao de
células mononucleares do sangue periférico de dadores saudaveis. Neste método de
vacinagao, as DCs sao incubadas com uma linha tumoral de PC, em que as células sao
previamente estimuladas, normalmente com GM-CSF, de forma a elicitar uma resposta
imune, quando administradas em doentes com PC (Constantino et al, 2015; Kunk et al.,
2016).

A escolha de antigénios tumorais e os procedimentos de carregamento sao
parametros importantes para a produgao de vacinas ex vivo baseadas em DCs. Uma fragao
limitada, aproximadamente 10% dos TAAs, parecem ser imunogénicos e, entre estes, apenas
alguns sao eficazmente associados com a rejeicao tumoral. Neste sentido, as DCs podem ser
carregadas com TAAs recombinantes ou isolados, pequenos peptideos, proteinas tumorais,
células tumorais apoptoticas ou com lisados de células tumorais. Podem, ainda, ser
transfetadas com mRNA tumoral ou transduzidas com genes codificadores de TAAs (Anexo
V-C), (Constantino et al., 2015).

A via e frequéncia de administragao e o nimero de células administradas sao outros
fatores que podem induzir respostas imunes anti-tumorais especificas, com caracteristicas e

eficiéncias diferentes. Nas Ultimas duas décadas, as vacinas de DC foram administradas por



diversas vias: intravenosa (iv), intradérmica (id), subcutinea (sc), intranodal (in) e
intratumoral (it). O facto de as DCs nao conseguirem migrar para os orgaos linfoides
secundarios, pode ser, em parte, a razao pela qual as vacinas baseadas em DCs tenham tido
um sucesso clinico limitado (ANEXO V-D), (Constantino et al., 2015; Odegard, 2015).

Um outro fator que deve ser tido em consideragao é o tipo de estimulos, bem como
a sua duragao para indugao da maturagao de DCs. O contacto das DCs com “sinais de
perigo” in vivo é transitério, dado que as células migram dos tecidos periféricos e atingem os
ganglios linfaticos em 2 a 4h. No entanto, a maioria das estratégias utilizam tempos de
exposicao de 48h que podem ser muito longos, esgotando a capacidade das DCs de
produzirem |L-12-p-70, traduzindo-se numa diminuicao da sua capacidade para induzir
respostas Thl e CTL (Constantino et al., 2015; Odegard, 2015).

A estratégia da manipulagao de DCs ex vivo demonstrou ser segura, bem tolerada e
capaz de induzir respostas anti-tumorais. O maior obstaculo deriva da ineficiente migragao
das DCs do local de administracao para os ganglios linfaticos. Por outro lado, esta estratégia
terapéutica acarreta custos elevados e é morosa, pelo que as DCs sao normalmente
produzidas e criopreservadas no inicio do tratamento (Constantino et al., 2015; Silva, 201 3).

Além disso, a inexisténcia de protocolos estandardizados traduz-se na existéncia de
vacinas com qualidades diferentes, produzidas por diferentes laboratorios, o que dificulta a

reprodutibilidade desta abordagem imunoterapéutica (Constantino et al., 2015; Silva, 201 3).

4.2 Vacinas baseadas na fusdo DCs - células tumorais

Por outro lado, a fusao de DCs com células tumorais intatas para gerar células de
fusao DC-tumor (DC-tumor FCs), também designadas por “dendritomas”, é uma estratégia
terapéutica alternativa em oncologia, que permite que as DCs sejam expostas a vasta gama
de TAAs originalmente expressos por células tumorais intatas e que demonstraram induzir

respostas imunes tumorais in vivo (Figura 6) (Constantino et al., 2015; Koido, 2016).
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Figura 6 - Inducao de resposta imune por DC-tumor FCs (Fonte: Koido, 2016).

Em DC-tumor FCs, o citoplasma de ambas as células é integrado, nao se verificando, no
entanto, a fusao nuclear, permitindo a retencao das fungoes originais dos dois tipos de
células, incluindo a co-expressao de TAAs inteiros derivados de tumor, tanto conhecidos
como nao identificados, e de moléculas MHC classe | e Il derivadas de DCs (Koido, 2016).

De um modo geral, multiplos TAAs de células tumorais intatas sao degradados no
proteossoma. Os antigénios sao posteriormente acoplados a moléculas MHC classe | ao
nivel do reticulo endoplasmatico (RE), sao expressos na superficie destas células e sao
subsequentemente apresentados as células TCD8% especificas de antigénio (Koido, 2016).

DC-tumor FCs também podem sintetizar peptideos antigénicos restritos MHC-classe I
de células tumorais intatas no RE. As moléculas MHC classe Il, derivadas de DCs, e os
peptideos antigénicos, derivados de tumor, sao transportados para o citoplasma onde irao
ser gerados complexos peptideo-MHC classe Il. Estes complexos siao, posteriormente,
expressos na superficie destas células e sdo apresentados as células TCD4"especificas de
antigénio (Koido, 2016).

Com efeito, esta abordagem terapéutica apresenta inUmeras vantagens na indugao de
respostas imunes anti-tumorais. Por um lado, evita a necessidade da identificagao de
antigénios para cada doente, por outro lado, podem ser processados varios TAAs,
conhecidos e desconhecidos, que serao apresentados num contexto de co-estimulagao,
impedindo a indugao de tolerancia. Além disso DC-tumor FCs migram para os nédulos
linfaticos e formam aglomerados com células TCD4*e TCD8* (Koido, 2016).

A principal desvantagem desta abordagem terapéutica prende-se na disponibilidade
limitada de células tumorais autdlogas. De modo a ultrapassar esta desvantagem, podem ser

usadas linhas celulares tumorais alogénicas (Koido, 2016).



Por outro lado, devido ao microambiente tumoral imunossupressor, as DCs
derivadas de doentes com cancro sao fracas APCs. Como tal, a utilizagao alogénica de DCs

de dadores saudaveis, constitui uma alternativa promissora (Koido, 2016).

4.3 Vacinas in vivo baseadas em DCs

Uma alternativa, que representa um enorme avango na imunoterapia anti-tumoral,
consiste em carregar as DCs in vivo, permitindo ultrapassar a maior parte das limitagoes das
vacinas geradas ex vivo (Anexo VI). Esta abordagem permite a eliminagao da obtengao de
DCs autologas, que apenas poderiam ser usadas no proéprio individuo (Constantino et al.,
2015; Odegard, 2015; Silva, 201 3).

De modo a garantir uma resposta imunolégica dirigida e eficaz numa vacina de DC in
vivo, o antigénio escolhido deve ser administrado e direcionado (Odegard, 2015).

Uma das abordagens para atingir esse objetivo, envolve a utilizagdo de proteinas
mediadoras sollveis, como por exemplo as proteinas de choque térmico (HSPs), que podem
transportar TAAs. Ao interagir com recetores de superficie de DCs, as HSPs induzem a sua
maturagao, promovendo a consequente apresentagao de antigénios via MHC-| (Odegard,
2015, Kim et al,, 2014).

Outro método de administracdo de antigénio envolve a utilizagio de vacinas de
particulas como forma de entrega de antigénios in vivo para as APCs, nomeadamente as DCs.
Estes métodos apresentam algumas vantagens, das quais se pode destacar a protecao do
antigénio da degradagao, o aumento da sua captacao bem como o prolongar do tempo de
apresentagao (Figura 7), (Chen e Zhang, 2015; Odegard, 2015).

Diferentes tipos de particulas podem ser usados nas vacinas, tais como virus-like
particles (VLPs) e parvovirus (PPVs). Estes virus tém a capacidade de se rearranjarem em
particulas que podem encapsular antigénios. A exposicao a VLP induzira a maturagao das
DCs com libertagio de citocinas inflamatorias, que poderao estimular as células TCD4" e
TCD8* in vivo (Odegard, 2015).

Por outro lado, nano e micro particulas sintéticas constituem outros tipos de
particulas que podem ser usadas para entregar antigénios a DCs in vivo. Nesta abordagem, os
antigénios podem ser conjugados ou encapsulados em particulas criadas sinteticamente, que

podem ser captadas pelas DCs (Odegard, 2015).
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Figura 7- Representagoes de diferentes sistemas de entrega de antigénios
(Fonte: Odegard, 2015).

A entrega de antigénios para recetores especificos de DCs, constitui outra
abordagem de entrega de antigénios a DCs in vivo. O procedimento envolve o acoplamento
de antigénios a anticorpos monoclonais (mAbs) que siao especificos para as moléculas de
superficie das DC, tais como os recetores Fc, CRLs, recetores de manose (Constantino et

al, 2015; Odegard, 2015).

4.4 Outras estratégias de vacinas baseadas em DCs

Outras abordagens, para além da manipulagao ex vivo e do carregamento in vivo,
exploram o potencial imunogénico das DCs na terapia do cancro (Anexo X), (Constantino
etal, 2015).

Por exemplo, foram testadas vacinas baseadas na administracio de péptidos,
proteinas ou acidos nucleicos tumorais. Quando injetados, estes antigénios sao capturados e
processados por DCs, ativando uma resposta imunitaria especifica. No entanto, o sucesso
clinico desta estratégia foi limitado (Constantino et al., 2015; Palucka e Banchereau, 201 3).

Para além disso, as DCs estao envolvidas na resposta a vacinas baseadas em células
tumorais. Nas vacinas GVAX, duas linhas tumorais alogénicas (PANC 6,03 e PANC 10,05)
foram irradiadas e geneticamente modificadas para expressar GM-CSF, que ativa e atrai DCs.
Estas vacinas demonstraram ativar a resposta imune e clinica em PC e outros tipos de
tumores solidos (Palucka e Banchereau, 2013; Paniccia et al., 2015).

Os exossomas derivados de DCs (Dex), por outro lado, também tém despertado
algum interesse clinico devido aos estudos pioneiros de Zitvogel et al. que demonstraram
ocorrer inibicio do crescimento tumoral devido a ativagio de respostas TCD4*e TCD8™

(Constantino et al., 2015 apoud Zitvogel et al., 1998).



Em suma, a vacina ideal de DCs devera induzir a maturacao destas células, apresentar

estabilidade na apresentagao de TAAs, promovendo, deste modo, uma resposta imunogénica

duradoura e eficaz. A taxa de eliminagcado tumoral e o intervalo de PFS constituem

parametros importantes de avaliagao da eficacia da vacina (Oliveira, Borges e Cruz, 2013).

O aumento da eficacia da imunoterapia anti-tumoral relaciona-se com a compreensao

dos mecanismos inerentes ao equilibrio entre a imunidade e tolerancia. Com

aumentar a eficacia das DCs, estao a ser desenvolvidas estratégias que incluem

o objetivo de

a modificacao

genética destas, com o objetivo de aumentar a expressao de reguladores positivos

imunogénicos e inibir os negativos (Figura 8), (Oliveira, Borges e Cruz, 2013).
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5. Ensaios clinicos

Atualmente, nao existem imunoterapias aprovadas para o tratamento de PC. Nos
ultimos anos, tém sido utilizadas varias estratégias baseadas em DCs, de forma a induzir
respostas imunes anti-tumorais eficientes. De fato, a imunoterapia para o tratamento do
cancro pancredtico encontra-se, atualmente, num estado de intensa investigagao clinica

(Pancreatic Cancer Action Network, 2016; Kajihara et al., 2016).

5.1 Vacina baseada em DCs para doentes com PC no Japao (‘“Vaccell’)

No Japao foi desenvolvida uma vacina anti-tumoral baseada em DCs, intitulada de
“Vaccell”, para o tratamento de PC (Okamoto et al., 2016).

Tentou-se demonstrar que as DCs quando estimuladas com adjuvante imune
estreptococico (OK-432) produzem IL-12, induzem um estado de Thl dominante e
desencadeiam respostas anti-tumorais mais potentes, comparativamente com outros fatores
de maturagao de DCs conhecidos (Okamoto et al., 2016).

Neste ensaio clinico multicéntrico foram analisados 255 doentes com PC inoperavel,
que receberam quimioterapia padrao combinada com vacinas de DC carregadas com
antigénios especificos de PC, como o WTI| e MUCI (Okamoto et al., 2016).

Os resultados sugerem que a vacina de DC podera apresentar algum beneficio
terapéutico em doentes com PC avangado. O tempo médio de sobrevida (MST) dos doentes
com reagoes positivas de hipersensibilidade retardada (DTH) foi significativamente
prolongado quando comparado com doentes com DTH negativas (Okamoto et al., 2016).

Com base nos resultados obtidos no ensaio anteriormente descrito, foram realizados
dois ensaios clinicos prospetivos em doentes com PC avancado (Okamoto et al., 2016).

Num dos ensaios, os doentes receberam terapia com gemcitabina combinada com
uma vacina de DCs, para PC, carregadas com o WT especifico do MHC-| (DC/WTI-I). No
outro ensaio, os doentes receberam terapia com gemcitabina combinada com uma vacina de
DGCs, para PC, carregadas com o WTI especifico do MHC-1 e do MHC-II (DC/WTI-1/1l)
(Okamoto et al., 2016).

No primeiro ensaio, o controlo da doenga foi associado com uma baixa razao de
neutrofilos/linfocitos (N/L), que foi observada nos 3 doentes com DTH positivas. No
segundo ensaio a sobrevida de 7 doentes que receberam estas vacinas foi significativamente
maior comparado com os 3 doentes que receberam vacinas DC/WTI-I (Okamoto et dl,

2016).



Os doentes com uma resposta DTH positiva demonstraram um significativo aumento
de OS e de PFS, quando comparado com o OS dos doentes DTH negativos (Okamoto et al.,
2016).

Os resultados sugerem assim a viabilidade e possivel beneficio clinico da adigao de
uma vacina DC em doentes com PC avangado, em combinagao com a quimioterapia.
Atualmente estao a ser feitos estudos de fase Il/lll de “Vaccell” recorrendo a protocolos

apropriados (Okamoto et al., 2016).

5.2 Imunoterapia com algenpantucel-L em doentes com PDA

Algenpantucel-L é uma das vacinas mais avangadas em estudos clinicos de PC. Esta
vacina combina duas linhas celulares de PC alogénicas irradiadas (HAPa-1 e HAPa-2). Estas
foram geneticamente modificadas para expressar a enzima o(l,3)-galactosiltransferase (aGT),
responsavel pela sintese de a-galactosil (aGal), que nao é expresso nas células humanas
contrariamente ao anticorpo anti-aGal (Coveler et al., 2016; Milland, Christiansen e Sandrin,
2005).

Este tipo de vacina foi testada em diversos tipos de cancro, incluindo PC. A sua agao
baseia-se na indugdo uma resposta imune inata contra PC, com inicio numa rejeicao
hiperaguda e fagocitose dos epitopos aGal das linhas tumorais (Coveler et al., 2016).

As linhas tumorais sao injetadas sendo posteriormente destruidas por lise mediada
pelo complemento, o que resulta na apresentagao cruzada de antigénios tumorais as DCs,
sendo geradas células TCD8 especificas (Anexo VII-A), (Coveler et al., 2016; Paniccia et dl.,
2015).

Um estudo multicéntrico de fase Il, open-label, denominado NLG-0205, envolveu
cerca de 70 doentes cujo objetivo principal era aumentar em | ano a sobrevida livre de
doenca (DFS) de <50 para 256% (Coveler et al., 2016).

Os doentes receberam a vacina de algenpantucel-L, que foi doseada com 100 ou 300
milhoes de células, administrada por via intradérmica (Coveler et al., 2016).

De uma forma geral, algenpantucel-L foi bem tolerada. Apés uma média de
acompanhamento de cerca de 2| meses, o objetivo principal foi alcangcado em 62% dos 69
doentes avaliados (Coveler et al., 2016).

Dos doentes que receberam vacinas com 300 milhdes de células/dose, (n=26), 81%
tiveram um ano de DFS enquanto que os doentes tratados com 100 milhoes de células/dose,
(n=43), apenas 51% tiveram | ano de DFS. Por outro lado, a percentagem de doentes que
tiveram um ano de OS foi de 96% para o subgrupo que recebeu 300 milhoes de células/dose

e de 79% para o subgrupo que recebeu 100 milhdes de células/dose (Coveler et al., 2016).
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O estudo NLG-0205 avaliou os biomarcadores imunologicos farmacodinamicos
durante o tratamento, comparando a linha de base com o fim do tratamento. As linhas
tumorais utilizadas expressam calreticulina (CALR). Verificou-se que, apos o tratamento, os
titulos de anticorpos anti-CALR aumentaram, estando este resultado correlacionado com
uma melhoria de OS. Por outro lado o aumento de anticorpos anti-mesotelina, anti-
antigénio carcinoembrionico (CEA) e anti-aGal, também foram correlacionados com uma
melhoria de OS (Coveler et al., 2016).

O OS de trés anos e a mediana de OS para doentes que nao tiveram resposta
imunoldgica, (n=27), foi de 19% e |7 meses, respetivamente, enquanto os doentes que
tiveram um titulo de anticorpos aumentado, (n=26), foi de 42% e 26 meses, e para os
doentes com varios titulos de anticorpos aumentados, (n=13), foi de 69% e mais de 36
meses, respetivamente. Conclui-se que a resposta imune humoral montada para TAA pode

ser associada com um aumento da sobrevida (Anexo VII-B), (Coveler et al., 2016).

5.3 Outros ensaios clinicos

Tém sido conduzidos varios ensaios clinicos recorrendo a vacinas anti-tumorais
baseadas em DCs carregadas com MUCI. Num ensaio de fase l/ll, apos ressecgao cirurgica,
|2 doentes com PC ou cancro biliar foram vacinados e acompanhados durante mais de
quatro anos apoés a vacinagao, sendo que nesse ponto quatro doentes estavam vivos e sem
recidivas. Noutro ensaio clinico de fase |, que envolveu 7 doentes com PDA, estes
apresentaram reagoes imunes especificas de MUCI, apesar de nao ter sido detetado
nenhum beneficio clinico evidente, pelo que é necessdrio realizar mais ensaios clinicos
(Anexo VIII), (Kajihara et al., 2016).

Num ensaio clinico de fase |, foi administrada uma vacina de DC transfectada com
mRNA de hTERT (DCs/ mRNA hTERT) a um doente que teve uma recaida de PC, tendo
sido demonstrado que as respostas imunes especificas anti-hTERT sao seguras. Estes
resultados explicam-se pelo fato da unidade catalitica da telomerase, hTERT, ser um
promissor candidato de diagnostico de PC. Como a perda da atividade da telomerase pode
inibir a progressao das células de PC, o hTERT constitui um alvo aliciante para desencadear
respostas CTL especificas (Anexo VIlI), (Hashimoto, Murakami e Uemura, 2008; Okamoto et
al,, 2016).

As células de PC expressam, por outro lado, elevados niveis de antigénio CEA. Nesse
sentido, foi realizado um ensaio clinico onde 3 doentes com PDA sujeitos a ressecgao clinica

receberam vacinagao com DCs/CEA mRNA durante um periodo de 6 meses. Verificou-se

20



que todos os doentes envolvidos desenvolveram uma reagao no local de injegao e
permaneceram vivos e sem recidiva de PC (Anexo VIII), (Okamoto et al., 2016).

Além disso, o gene kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS) encontra-se
mutado em cerca de 75-95% dos doentes com PDA, pelo que as respostas imunes
especificas de KRAS mutante podem influenciar os beneficios clinicos do tratamento de
doentes com PDA. Foi, por isso, realizado um ensaio clinico em que 9 doentes foram
vacinados com DCs carregadas com este TAA. Apenas | dos 9 doentes demonstrou uma
resposta imune celular positiva, com uma média de OS de 60 dias (Anexo VIII), (Okamoto et

al, 2016).

5.4 Ensaios clinicos a decorrer
Atualmente, a area das vacinas contras PDA encontra-se num estado ativo de

investigacao clinica, em particular as vacinas baseadas em DCs (Tabela ).

Tabela | - Ensaios clinicos a decorrer utilizando vacinas anti-tumorais baseadas em DCs
para doentes com PC.

Ensaios clinicos a decorrer

Qutcome OQOutcome

. .. Participantes  Referéncias
primirio secundirio

Nome ID Fase Intervengdes

Ensaie clinice de vacina
de células dendriticas

carregada com WTI e JPRN- Eg;mt Administragio da vacina Eventos PFS e resposta 10, com idades Nagasaki
MUCI para doentes pés- UMINOODO|03 " " acada 2 semanas num imune anti compreendidas University
=1 randomi adversos .
operatério com cancro 88 4 total de 7 vezes tumaoral entre os 20 e 80 Hospital, 2013
pancreitico ou cancro zdo anos
das vias biliares
Ensaio clinice que avalia PES. 05,
a vacinag3o de células open- Administragio de DCs Respostas I )
o JPRIN- N . ) marcador 20, com idade )
dendriticas como uma label, ndo  carregadas com células imunes o Yokohama City
q q o UMINO000099 . tumeoral, minima de 20 L
imunoterapia adjuvante randomi  de tumores ressecados especificas ) University, 2012
94 e qualidade de anos
em deentes com cancre zado ou com péptido MUC-| de tumor vida
pancreitico
Administragio de vacinas
de DCs carregadas com
lisados tumorais em
doentes com avangado
Estudo clinico de vacina cancro Gl e HEP.
de células dendriticas em PRN- VIl open- Administracio de vacinas R, i 100, com idades Department of
doentes com cancro J label, ngg 9@ DCs carregadas com o SEsPOs Resposta compreendidas  Gastroenterolo
. LUMINOOO0058 X péptido MUC-1 em clinica, PFS e X .. X
gastroenteroldgico e 20 randomi doentes com cancro Gl o5 imunolégica entre os 20 e os gical Surgery,
eancro pancreitico- zado avangado e HBP. 80 anos 2001
hepate-biliar Administragio, pés

operatoria, de vacinas de
DCs carregadas com
lisado tumoral em doentes
com ICC e HCC
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Ensaios clinicos a decorrer (continuagio)

Nome

Estudeo clinico de
imunoterapia para
cancro pancreitico
avangado irressecavel
Ensaio de seguranga de
fase | de vacina de células
dendriticas e
quimieterapia para
doentes com cancro
pancreitico

Estudo de fase Il da
indug3o de apoptose
direta através da injegio
tumoral direta de
THMFerade ou radiagic
sozinha seguida de
cé€lulas dendriticas
autélegas pulsadas com
KLH em doentes com
cancro pancreitico
irressecivel

Ensaie clinico de fase /1l
que a avalia a DCVax-
Direct, células dendriticas
autdlogas ativadas para
injegio intratumoral em
doentes com tumores
solidos

Terapia de vacinagio
com cé€lulas dendriticas
carregadas com H5P 105
para deentes com cancro

recorrente/avangado

Estudo piloto de fase |
de vacinagio com células
dendriticas carregadas
com péptido WTI do
gene Wilms® tumor
combinade com
gemcitabina em doente
com cancro pancredtico
avangade

ID

JPRIN-
UMINODOOOT |
35

NCT02548169

NCT008681 14

NCT018825946

JPRN-
UMINOOO00S7
30

JPRN-
UMINDO00048
55

Fase

VI, open-

label, nio

randemi
zado

I, open-
label ndo
randomi
zado

Il, open-

label, nio

randemi
zado

I/1l, open-
label

open-

lgbel, nio

randomi
zado

Intervencdes

Administragdo de DCs
intratumoral combinado
com gemcitabina

VYacina de DC em
combinagdo com
quimioterapia padrio

3 injegdes semanais de
TMFerade intratumoral
mais radiagio e 3
injegdes intratumorais
semanais de vacina de
DCs. Radiagio com 3
injegdes intratumorais
semanais de vacina de
DCs

Administracdo
intratumoral de DCVax-
Direct : DCs autdlogas

ativadas

Administracio de
vacinas de DCs
carregadas com péptido
HSP sio injetadas no dia

Administracio de
vacinas de DCs
carregadas com péptido
WTI combinado com
gemcitabina

Outcome
primario
Respostas

clinicas e
seguranga

Seguranga
clinica e
viabilidade

Sobrevida
global

Mimero de
doentes com

eventos
adversos
(durante &
meses)

Seguranga

Eventos
adversos

Outcome
secunddrio

Resposta
imune

Eficdcia clinica

MNumero de
doentes com
resposta
tumoral
(durante 18
meses)

Respostas
imunoldgicas,
efeito anti
tumoral, O,
PFS

Taxa de
resposta, PFS,
08§, DTH para
péptido WTI

Participantes

20, com idades

compreendidas

entre os 20 e os
75 anos

20,com idade
minima de |18
anos

35, com idade
minima de |8
anos

&0, com idade
compreendida
entre os |8eos 75
anos e que tenham
tumaores localments
avangados, tumores
de tecidos sclidos
metastiticos,
melanoma, cancro
do figado, coloretal
ou pancredtico
19, com idade
minima de 20
anos que tenham
cancro
pancreitico,
colon, vias
biliares, esdfago,
faringe ou mama
recorrente/avanca
do

10, com idades
compreendidas
entre os 20 e os

75 anos

Referéncias

Tokyo Medical
University
Hospital, 2008

Baylor Research
Institute, 2015

Jenkins e
Meffitt, 2009

Morthwest
Biotherapeutics,
2014

The University
of Tokyo
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School of
Medicine, 2011
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6. Papel do farmacéutico

Na drea de oncologia e integrado numa equipa multidisciplinar, o farmacéutico
destaca-se pelos seus conhecimentos que deverio ser usados em beneficio do doente,
assegurando um tratamento clinico adequado, suportado por evidéncias cientificas e pela
prestacao de um servigo personalizado e humano de elevada qualidade, com vista a melhoria
da qualidade de vida do doente (IPO Porto, 2016).

Enquanto especialista do medicamento, o farmacéutico deve eleger, juntamente com
o médico, a melhor terapéutica a instituir para cada doente, ao disponibilizar informagoes
sobre as diferentes alternativas terapéuticas disponiveis e ao acompanhar as visitas médicas.
A manipulagao de agentes quimioterapéuticos, em regime isolado ou em associagao com
outras estratégias terapéuticas, como a imunoterapia, também é da responsabilidade do
farmacéutico, sendo fundamental para diminuir os riscos associados a manipulagao destes.
Devido a estreita margem terapéutica dos medicamentos usados em regime de
quimioterapia, o acompanhamento farmacoterapéutico é de extrema importincia, ao
garantir a monitoriza¢ao e promogao da adesao a terapéutica instituida e ao propor medidas
de intervencao face a efeitos secundarios decorrentes dos tratamentos.

Em virtude dos avancos tecnolégicos e da descoberta de novas terapias, € provavel
que, num futuro proximo, seja disponibilizado ao doente oncolégico em Portugal um amplo
espetro de tratamentos inovadores. A imunoterapia envolve um vasto arsenal de abordagens
terapéuticas, que diferem ao nivel dos mecanismos de acio e de efeitos secundarios,
desafiando o farmacéutico a manter-se informado sobre a existéncia de novas terapias no
combate ao cancro.

Por outro lado, para que estas novas terapéuticas cheguem ao mercado, sao
necessarios varios anos de estudos pré-clinicos e clinicos, de modo a garantir a seguranga e a
eficacia das mesmas. Dado o seu vasto conhecimento técnico e cientifico dos mecanismos
celulares e moleculares que poderao constituir alvos farmacolégicos em diversas patologias,
a participagao do farmacéutico na area da investigacao é essencial na descoberta de novas
estratégias terapéuticas para combater o cancro, garantindo a veracidade, confidencialidade e

qualidade dos resultados clinicos obtidos.
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Conclusao

O desenvolvimento de PC é caracterizado pela instabilidade genética inerente das
células cancerigenas do pancreas, pelo microambiente imunossupressor e por uma notavel
reagao desmoplasica envolvida nos mecanismos de resisténcia a quimioterapia convencional,
comprometendo a eficacia destas terapéuticas (Brunet et al., 2016; Karandish e Mallik, 2016).

A imunoterapia é uma das inovagoes mais recentes e fascinantes, constituindo um
tratamento promissor para o PC, tendo em conta os resultados clinicos positivos obtidos
bem como o facto de ser altamente especifico para as células cancerigenas e, por
conseguinte, sem os efeitos secundarios associados a quimioterapia tradicional, traduzindo-
se numa melhor qualidade de vida do doente oncologico (Amedei, Niccolai e Prisco, 2014;
Oliveira, Borges e Cruz, 2013; Sinn et al., 2016).

As vacinas anti-tumorais, testadas em ensaios clinicos em doentes com PC,
demonstraram ser seguras, bem toleradas e induzirem uma resposta imunologica em grande
parte dos doentes. Os ensaios evidenciam ainda que estas abordagens induzem fortes
respostas imunes anti-tumorais especificas de antigénio. No que respeita a efeitos
secundarios, demonstraram induzir uma toxicidade minima, sendo as manifestacdoes mais
comuns as reagoes locais nos locais de injegao, como erupgdes cutaneas e prurido, podendo
ocorrer, ocasionalmente, febre e mal-estar (Constantino et al., 2015; Silva, 201 3).

No entanto, a maioria destes estudos nao conseguiram, ainda, demonstrar uma
resposta clinica sustentada e uma melhoria significativa na sobrevida do doente (Amedei,
Niccolai e Prisco, 2014; Silva, 2013). Para aumentar a eficacia clinica, sera essencial melhorar
estratégias que incluam a amplificacao da imunidade adaptativa anti-tumoral e ainda o
bloqueio da proliferagao de linfocitos Treg e do microambiente imunossupressor (Anexo
IX), (Oliveira, Borges e Cruz, 2013). Por outro lado, sao necessarios mais ensaios clinicos de
fase lll baseados em imunoterapia, que visem demonstrar o beneficio em PC (Chen et al,
2015; Silva, 2013).

Um dos principais obstaculos ao desenvolvimento de novas terapias para o PC ¢é a
falta de expressao de marcadores especificos de células tumorais pancreaticas. Por outro
lado, é necessario otimizar e estandardizar protocolos para a produgao de vacinas, de modo
a que o resultado clinico seja o mais eficaz possivel ao nivel das taxas de mortalidade
(Amedei, Niccolai e Prisco, 2014; Silva, 2013).

E, também, de extrema importincia desenvolver protocolos clinicos que combinem
DCs com a terapéutica convencional promovendo, desta forma, ativagio de DCs,

apresentagao cruzada de antigénios e eliminagao seletiva de células imunossupressoras,
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revertendo o estado de imunossupressao inerente ao tumor (Koido, 2016 ; Oliveira, Borges
e Cruz, 2013). Por exemplo, a combinagao de vacinas de DCs com bloqueadores dos
immune checkpoint, como o PD-| e CTL-4, podera potenciar a fungao efetora das células T
(Paniccia et al., 2015).

A participagao do farmacéutico em oncologia com visao e experiéncia em diversas
estratégias terapéuticas torna-se fundamental, de modo a que sejam realizadas as melhores
escolhas e para que se possa recorrer a tecnologias com melhor beneficio custo-eficacia em
prol de um aumento da esperan¢a e qualidade de vida do doente. Outro dos grandes
desafios advém da questio econdmica, uma vez que estes tratamentos sao muito
dispendiosos, podendo nao ser suportados por todos os doentes (Isabel Correia Tavares,
2014).

A imunoterapia foi a grande protagonista do maior encontro, a nivel mundial, na area
de oncologia (congresso da ASCO que decorreu em Chicago de 3 a 7 de Junho de 2016).
Muitos investigadores e clinicos acreditam que a imunoterapia podera ser a solugao chave
para travar, com maior eficicia e com menos efeitos secundarios, a progressao de varios

tipos de cancro (Bettencourt e Passos, 2016).
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Anexos

Anexo | - Antigénios associados a PC e potenciais alvos para o desenvolvimento de vacinas

anti-tumorais baseadas em DCs.
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Anexo Il - Interacao de DCs com células tumorais: modulagao da maturagao de DCs.

As células cancerosas atraem células dendriticas imaturas, através de quimiocinas como
CCL20 e CXCLI2. As DCs podem ser expostas a fatores derivados do cancro como a
linfopoietina do estroma do timo (TSLP), que distorce o seu amadurecimento na diregao de
Th2 do tipo inflamatério. Estas, por sua vez, promovem o desenvolvimento do tumor

diretamente ou através de macroéfagos (Fonte: Palucka e Banchereau, 2012).

Macrophage

IL-13 gr:} T cells @ Dendritic cell
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Anexo Il - Imunoterapia anti-tumoral baseada em DCs (Fonte:Koido, 2016).

Tumor Cell |mﬂll)agure
Tumor
Antigens
V / PN (= g. =}
GM-CSF

Endothelial GF-R
Cell I V l

MUC1

s

(e.g TGF-B,
IL-10)

/

o I
Mature DC

|—|
T cell activation V= rcen \l( Y

36



Anexo IV - A: O papel central desempenhado pelas DCs na vacinagao; B: Atuagao de

vacinas terapéuticas de modo a gerar imunidade protetora de células TCD8* (Adaptado de:

Palucka e Banchereau, 2013).

A Desired properties of CD8* T cell
- High TCR affinity, T cell avidity
- High granzyme, perforin
- High proliferation potential
XCR1 Ex h ki t
TGF-B - Express chemokine receptors
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Dendritic cell

o
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Recombinant proteins
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Nucleic acids
(DMNA, RNA)
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L
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e ’
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w
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Anexo V - A: Ensaios clinicos com abordagens que exploram diretamente DCs:
manipulagao ex vivo, seguida de reinfusao, e in vivo DC targeting; B: Distribuicao de
frequéncias de ensaios clinicos por fonte genética de DC (autologas ou alogénicas) e tipo de
DC; C: Distribuicao de frequéncias de ensaios clinicos por estratégias de carregamento de
antigénios; D: Vias de administracao para DCs manipuladas ex vivo (Adaptado de:

Constantino et al., 2015)).

A Loading procedures

DC/Tumor hybridomas (15)

DNA transfected (24)

RNA transfected (46)

Peptide pulsed (76)

Protein pulsed (41)

Tumor lysates / apoptotic cells (68)
Multiple loading strategies (14)
Unloaded (14)

Not defined (5)

BEORRO0NRD

B Administration routes

=3 id. (107)

/= il(3) / [ id.+i.n.(2)

3 in.(23) 3 id.+iv.(8)

3 it (15) B3 id. +s.c. (12)
mm iv. (61) Total=322 Wl il +sc (1)

E3 s.c.(45) @l in. +it (1)

EE Multiple routes (26) \ Bl iv.+sc (2
[ Not defined (42)

C

[ Ex vivo manipulation (303)
B /n vivo-targeted (9)

A\ / [ DEC-205 (5)
5=} [0 Manose receptor (3)
\ 3 DC-SIGN (1)
|

D DC type

3 Cell lines (2)

Genetic source 3 MoDCs (4)
/ @@ Not defined (3)
@@ Allogenic (9)
[ Autologous (291)
[ Not defined (12)
[0 MoDCs (120)
. [ CD34+ Derived DCs (7)
* \ N CD34+ Derived LCs (4)

@ aDC1s (8)

Sipuleucel-T (31)

@l DC-derived exosomes (3)
[ In vivo-targeted DCs (9)
[ Natural DCs (1)

8 Not defined (108)
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Anexo VI - Vantagens e desvantagens de diferentes metodologias usadas na produgao de

vacinas anti-tumorais baseadas em DCs (Fonte: Constantino et al., 2015).

Advantages

Drow backs

Ex vivo DC manipulation
Ganafic sauwrca
Aulclogous
Aloganc
DO source
CD14™ maonocoylas
CD3A4™ namatopoatc praganitars
Natural aocuring DCs
PEC-ganmved Dos

Antigons and loadihg procodunes
Pagtaa pulsng

Protesn pulging

Tumear bysatas

Tumar apaptotc bodas

AMA transfactan

iral transductaon

D2 -tumnor ol nyoecs

DC matwration profocols
THF-a + IL-13 + ILE + PGE2

THF-a + IL-18 + IFM-a +
IFM-y + paiyenosanic:
patyeyticyie acid

Raoutas of administration

Intravanous

Intradarmal subculanacus

- Mo nekx of grafl-vshosl disaasa

= Apoganc HLA malacuas raprasant potant

mmunaganic sgnake™ 53

- Abundant sourca: SD147 manocyles raprasant

10% of PEMCs

- CDA4™ -genived DCs stmuate mora affactve

CTL rasponsas than MaDCs™ ™

- Low dosas of plasmacylod DCs affectvaly

nduce CO4™ and CDA™ T-cal respansas’

- IPSCs may ba conbnuaustly expandad in ra' =
- [ can ba tadorad 1o a dasred phandlyoe

{eg, CO11c7 G041 "XCR1 T Dog)"

- Paglicas ara synthaszad and purfiedat low cast
- Enalpias dwact mandanng of T-call responsas
- Shorl papbaas aa draclly lsaded nts MHC

mosacuhas

- Syninatic paptdas alow for madificatons
- Fub-lpngth grotaine may prasont maoro apidopos

for inmung recagnibion

- Projonged antigan prasantation

- Encompassas multole TAAS lavan thosa nol vet

charactanzod)

- Encompassas mulboa TAAS (avan thasa not yat

charactanzed)

- Tumear mBNA may ba ampgilied as neadad
- Possioity to miraduce mANAs coding Tor

mmanostmuatory protans

- Tha vector many intrinsically activata DO
- Possindty to ntroduce ganas cading far

cylokinas and costimulatory mokacuas™

- Encompassas mulliple TAAs
- Antgan presantation = maintamad for days

- PGE2 anhancas CCORT axprassion ang DO

migratary capacibas' ™

- Efficeantty inducas IL-12p70
- aDC1s et potant CTL responsas

T2 101

- Inducas antgan-sgaciic humaral responsas

mara efficiantly than i.d. and in. rouas' "7

- BEbc strong spachic anttumas Th1 andg STL

raELOnEaE

- DZs fom cancar-baanng patants ara

fraquantly dysfunctional™ ™

= Burvival of mpacted DCs may e

shartaned by T-cal-madatod rajcton

-S04 damved DCs MoDCs) ara not as

afficant as othar DO subsals i aboting
CTL responsas

- Limitad numbar: raprasant 0.1% of

FPEMCe

- Limiad numtar: crouating DCs

raprasant lass than 1% of PBMCs

- Lananous and axpansve
- Production accondng to GMP

raguramants = tachncaly chalangeg

- Limndad numizar of known immuanagans

Tahs

= HLA rastncton
- Paptaas with low aflindy for MHC may

ba paardy mmunagenic

- Limiad numioar of known immunaganc

TaAs

« Propansity of protens 1o be largated

for BAHC- Il

- Dapandanca an the avalabdty of tumar

oaks

= Immunaloged rasnonSas mara oompax

1o manitar

- Dapandanca an tha avalabdty of tumar

cals

= Immunalogs raenanSas mara compax

1o manitar

- Raagants and procaduras 1o lranskct

DCs may affect thar waodty

< Limiad stabdty and short Maspan of

mEkA

= Immuna raseonsas 1o vactar antigans

may cvarwnalm nosa for tumor
antgans™

- Viral vactars may parurt DG funations™
« Low axprassion of IL-12p70 and

costmulatony maacuks™

- PGE2 may reduce tha capacity of DCs

1o praduce IL-12p70"7

- aDC1s may have roduced rmigratary

capacas comparad wilh slandard
maturad DCs

- Ipactad DCs prafarantaly accumulata

1 tha spsaan and bvar

= Jusl 1%-5% of mpctad DCs raach tha

parpharal ymph nades'' 71138
WCantinuad)
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Advanioges

Drowbacks

Intranodal
Intratumnaral

In vive DC targeting
Cancer anbigans fused 1o
manackanal antioodas largatng
D sudace racantars

- Substantaly maore DCs reach the T-coll araas
n hmph nadag! 1819
-« May dalay and revarsa ha tolanzation of

tumnar-infitrating affactor T caks' ™

- Bypassas tha axpansia and labonous ax
wiva DO ganaration procass -
- Alowe targating speciic DO subeets' 199

Other strategies directlyfindirectly invalving DCs

Montargatad antigan-ased
VASCNEas

Gh-CESF-gocratng tumar calis

Implantaclo DC-recrutng scaffolds

- Eamear 1o praduce

= Staoka i many slorage condibans

< Induca Cha ™ and COA™ T-oal raspansas

- Potantatas TAAS prasantabon by andaganaus
DGSI.‘J’J

= Cangstant mauctan of calular and humaral
antitumas immuna responsas ' 19

- Bypazsos tho axpansia and abonaus ox
wiva DT ganaralon procass

- Tha appraach lakes advantaga of endoganaus
DCs

- Pracincal studas show mducton of spacific
and affectve antitumar smmunity! #1143

< Dax ara abda to abat CDAT ana COA™ Toa
respansag 144157

- Excsomeas may carmy addibona mAkAs and
miAkAS 1o anhancea mMmmung ressonsas

- Praguctionundar GMP condions ke wall dofined

- Technicaly exsgant

- Graat vanabdty botwaan pabants
= Tachnicaly exsgant

- Agzociatad with high morbedity

- Limitad to known TAAs

- It raguras tha coadmmstraton of
adpvants'™

- Targated recaplor must ba
UNAM g USUSY axprassad

- Limdad to known TAAs

- Immuna rasoonsas may oa transant ands
ar of kew magniuda

- Pralanged GM-CSF producton by tumar
calls may causa mmune lolaranca'™”

- Dapandonca on tha avalabdty of tumear
calle

- Immunaohogis responsas mara Compax
1o mantar

- Tha dazign of ocompatitla polymanc
scaffoids moconparating funcbonal
oratans (chamaknas) = tachncaly
chalangng

- Untd prazant tha rasults ara anly fom
prachknical studas

- BExizting chncal data sndecate that T-cal
raspansas akatad by Dax ara
.-nleclii’.l 150

- Reguwras larga quantibas of ax vivo
ganarated DCs for axosome praduction

Abbevahons CTL oytctoxic T el DC, denditic csll: Dex, dendrific cel-dedvad excsomeas: GMP, good marufactaing proceduras: GM-CEF,
grandkccyte-macrophage colony-stimulating factor: ALA, human leuakcoyte antigen: IFN, Interfaron: (L, Interdeakin: IPSC, Induced pluipotant
stem cal: MHC, maor histocompatitlity comples: MoDC, monooyta-daedved dandritic call: mitiA, massangsr BNA; PEMC, paiphaml blocod
moncnudsaar osll; ASEZ, prostaglandn E2: TAA, tumor-assoclated antigan: TNF-e, bumor necrods foctor e
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Anexo VIl - A: Mecanismo de agao proposto para a imunoterapia de algenpantucel-L; B:

Aumento de anticorpos apos algenpantucel-L correlacionado com o aumento da sobrevida
(Adaptado de: Coveler et al 2016).

A . A ety
Algenpantucel-L e

e ..:"'-° =
\r- Tumor target cell |
. )\Anti-a.Gal antibodies S
— i )

Tumor specific

antibodies and T cells
Complement-mediated 3 X

cell lysis 1
ly: v ¥
St

i
wd
|
ol

)
¢ Y
CD8* T cells
CD4+ T cells ! (0}
Dendiritic cells -
Macrophages
Eosinophils '
NK cells ~
MK-T cells _-/
. Activated dendritic cell
Immunotherapy © Future Science Group (2016)
110
100
gG -
80+
707 -
£ 60
=
z
2z 50
=
[
40
30
2041
—&— No Ab response
107 |—m— One parameter (Ab)
—l- Multiparameter (Ab)
o T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60

Overall survival (months)
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Anexo VI - Ensaios clinicos de vacinas anti-tumorais a base de DCs em doentes com PC
(Adaptado de: Kajihara et al., 2016).

Cell-based cancer
varoch nes

Results

Diendritic cells
(DCs)

Perphernal bloosd
monone kear cells
(PBMCE)

Targets Vaccines Phase Patients
MUC1 DCsloaded with MUCT  Phase [ /10 12 pancrealic or
peptide biliary cancer patents
follonaring: surgical
resechion
Phasa [ 16 patients with
pancreatic cancer
Phase [ 7 patents with
pancmatic cancer
s ramslected with Phase [ /11 10 patients with
MLUICT cDMA pancreatic cancer
WTI DCs loaded with MHC Retmspective 49 patients with
class 1 mestricted WT1 analysis pancmeatic cancer
pephides mlmctory o standard
teatiment
DCs loaded with MHC  Retmspective 255 patents with
class 1 mestricted WT1 analysis pancmabic cancer
pephides mlmctory o standard
e alment
D loaded with MHC Phase [ 1 patients with
class 1 mestricted WT1 pancreatic cancer
pophides
s loaded with MHC Phasa [ 7 patients with
class [ and class 11 pancieatic cancer
restricted WTI peptides
WTEET s travshected with Phase | A patient who
hTEET mEMA could nol receive
chemotherapy due bo
sEver neutropenia
CEA s loaded with CEA Phase 1 3 patien ts with resected
mBEM A panciealic cancer
folle wi:l':g :\emfﬁu vant
wvaccine therapy
s tarstected with an adenovirus Phase | 3 patients with
encoding [L-12 pancrealic cancer
perdcillinckilled and lyvophilized Phase [ 5 palients with
preparations of a low virulence pancreatic cancer
strain (Su) of Septococcus pyojenes
(OE~432-activated s and CTE-
sHmulated LAK cells
F-ras irradiated PEMCs Phase [ 4 patients with

wiimre usatd s anbgen-
presenting cells and
loaded with E-ras peptide

]:H'ITIG'I.'EII:‘E canoeT

These patients have baen followed bor more
than 4 yr after vaccination, and 4 of them
wergalive without mcurrence.

2015 patients with resecbed FDUA wene
alive and disease freeat 32 and 61 mo,
These patents showed MUC]-specific

immmune resporses; however, them was no
significan| clirdcal benefil.

MU specific immune esponses were

obgerved in 4 of 10 patents.

The median survival Hime from vaccines was
36l d. Frythema reaction at the vaccination
dbe was a prognostic factor for a significant

survival benefit,

The median survival Hiome from diag nosis
was 165 mo, Erythema reaction at the
vaccination site was a prognostic factor for a
significant survival benefit.

The therapy was feasible, tolerable and
effective in P A patients without liver
mitaskases,

WT1 peptide-specilic delayed-type
Iiyperseradtivity (DTH) wis detected ind of
7 patents with FDA vaccinated with D3OS
WL T and in i of 3 patients with PDA
vaccinated with DC WT1-I or DC/WTL-TI.
A3 PDA patients with strong W -specific
DTH mactions had a median 05 of 717 4. A
patient withmulliple liver melastases has
rermained alive for over TI00 d and received
maore than 71 vaccinations,
Vaccination was associated with induction of
strong imamune responses to mulliple hTEET
epitopes. The patient had been vaocina bed
with DC MTERT mENA alone for 3 yr and
resulted inno evidenoe of active disease.
All3 P A patients showed imgection site
reactivily and remained alive withoul
recurrerce at more than 25 yr froan the
original diagmesis
Intratumoml DO imjections were guided by
ultrasound. Vaccines induced a sigrdficantly
iremeased infilltraton of CE8+ T cells in somme
patients, A partial resporse was observed in
1 of 3 patients.

Intrahmnoral irgection of OK4A32-activated
D, followed by intravenous infusion of
ClG-stimulated LAK cells, One patient had
a partial response and 2 had stable disease
for over & mo. The median OF was 478 d.
Oy cne patient showed a positive cellular
immmune responze, The worse progmosts of
PO patients o this imemuardzation protocol
using PBMCs as AFCe may be associated
with fmpaired indue Hon of an ant humor
i mEponss,
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Anexo IX - Estratégias de combinagao para maximizar a eficicia da imunoterapia a base de
DCs e o seu subsequente mecanismo de agao. As terapias anti-tumorais baseadas em DCs
procuram explorar a capacidade intrinseca das DCs para: (A) estimular as células efetoras
imunes anti-tumorais, como os linfocitos T citotoxicos especificos de TAAs e células NK,
(B) inverter a imunossupressao associada ao tumor, (C) para reduzir a carga tumoral e

aumentar a suscetibilidade imune das células tumorais (Adaptado de: Palucka e Banchereau,
2013).

A B C
Increase in immune Reversal of Decrease in tumour burden
effector response immunosuppression  Increase in tumour immunogenicity
] 1 1 ' i 1
@ S
Increase of f - / | Decrease of f:: :atlon
Adoptive lymphopenia- ¢ | Decrease of tumour mass; s
T-cell therapy associated | Tregs MDSCs immunogenic
oytokines : = cell death Homone
therapy
V// . COX-2
i inhibitor ATRA

g\/\/ @

TLR-Ucytokines  Intedeukin 2 IMID/TKI

N i
TCR : 1-MT | !U\k

120
O H & T
N A
g % i 2 N 2 |
‘k Patient selection
« MRD or low tumour burden
(increase in likelihood of
developing immunity)
« Early disease stage
(increase in time for
immunity to develop)

aPD-1 aCD25
mAb  mAb

Denileukin
diftitox
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