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RESUMO

O adenocarcinoma ductal do pancreas é uma neoplasia com um prognostico
reservado, apresentando uma taxa média de sobrevivéncia global de todos os seus estadios
combinados aos 5 anos de cerca de 9%. Aquando do diagnéstico, mais de metade dos
pacientes tém metastases. A cirurgia é o Unico tratamento com potencial curativo, contudo a
maioria dos casos recorre nos dois primeiros anos. Nos Ultimos anos, tem existido um
interesse crescente por parte da comunidade cientifica no estudo do microambiente tumoral
desta neoplasia. De acordo com a literatura revista, acredita-se que este microambiente

desempenhe um papel importante no seu desenvolvimento.

Neste artigo de revisdo propusemo-nos sumariar e evidenciar o impacto da reagao
imune e inflamatdria, que constitui este microambiente, na fisiopatologia do adenocarcinoma
ductal do pancreas e a sua relacdo com a identificacédo de possiveis novos alvos terapéuticos,
tendo-se destacado os principais intervenientes da relagdo entre o microambiente tumoral e

as células neoplasicas e respetivas principais lesdes precursoras.

Para este fim, foi realizada uma pesquisa nas bases de dados bibliogréaficas
Elsevier/ScienceDirectd, Clinicaltrials.gov e PubMed, e analisadas as publica¢gfes dos ultimos
doze anos, de 2009 a 2021, na tipologia de artigos de revisdo, meta-analises, artigos de

investigacao, artigos cientificos e ensaios clinicos, relativos ao objetivo.

Neste artigo, verificamos que o microambiente tumoral desempenha um papel
importante no desenvolvimento do PDAC, tratando-se de um microambiente rico e
amplamente diversificado na sua constituicdo celular e estromal. Contudo, verificou-se que
este é uma entidade extremamente heterogénea e complexa. Por este motivo, efetuou-se
uma interligacdo de resultados de diversos ensaios pré-clinicos, de modo a permitir uma
percecdo generalista dos diferentes grupos celulares que constituem este microambiente e
identificar possiveis sinergias. Neste sentido, aborddmos o papel dos CAFs, Tregs, MDSCs,
TAMs, TANs e CDs e respetivos possiveis novos alvos terapéuticos. Realgamos a importancia
dos padrfes de resposta imunes Thl, Th2 e Th17 no préprio TME e, salientdmos também o

papel continuo da IL-6 e IL-8 no TME.



Concluimos que é importante ter uma visdo ampla da “arquitetura” e “organizacao”
deste microambiente, visto que a imunomodulacdo especifica de um determinado grupo
celular ndo sé tem impacto na relacdo do TME com a neoplasia, como também podera
desencadear uma resposta compensatéria indesejavel que, quando detetada, podera ser
revertida, através da utilizacdo e associacdo de diferentes imunoterapias. Por conseguinte,
sublinhamos a possibilidade de existir um largo beneficio entre a associacdo das
imunoterapias que tém como alvo o TME. Termindmos inferindo que este possivel beneficio,
associado ao facto destas novas terapias terem demonstrado um grande potencial efeito
sinergético com a quimiorradioterapia vigente e ainda associado a possibilidade de
sensibilizarem o tumor para a imunoterapia baseada em checkpoints, poderd mudar o

paradigma atual que representa o adenocarcinoma ductal do pancreas.

Palavras-chave: neoplasias pancreaticas; inflamacao; sistema Imunitario;



ABSTRACT

Ductal adenocarcinoma of the pancreas is a neoplasm with a poor prognosis. The
average overall survival rate for all its combined stadiums at 5 years is around 9%. At
diagnosis, more than half of patients have metastases. Surgery is the only treatment with a
curative potential, but most cases recur in the first two years. In recent years there has been
a growing interest on the part of the scientific community in the study of the tumor
microenvironment of this neoplasm. It is believed that this microenvironment plays an

important role in its development.

In this review article we set out to summarize and highlight the impact of the immune
and inflammatory reaction, which constitutes this microenvironment, on the pathophysiology
of pancreatic ductal adenocarcinoma and its relationship with the identification of possible new
therapeutic targets, with the main players highlighted the relationship between the tumor

microenvironment and the neoplastic cells and their main precursor lesions.

For this purpose, a search was performed in the bibliographic databases Elsevier /
ScienceDirect, PubMed and Clinicaltrials.gov, and the publications of the last twelve years,
from 2009 to 2021, were analyzed, in the typology of review articles, meta-analyzes, research

articles, scientific articles and clinical trials, related to the objective.

In this article, we found that the tumor microenvironment plays an important role in the
development of PDAC, as itis a rich and widely diversified microenvironment in its cellular and
stromal constitution. However, it was found that this is an extremely heterogeneous and
complex entity. For this reason, the results of several pre-clinical trials were crossed, to allow
a general perception of the different cell groups that make up this microenvironment and to
identify possible synergies. In this sense, we addressed the role of CAFs, Tregs, MDSCs,
TAMs, TANs and CDs and their possible new therapeutic targets. We highlighted the
importance of Thl, Th2 and Th1l7 immune response patterns in the TME itself. We also

stressed the continued role of IL-6 and IL-8 in TME.



We conclude that it is important to have a broad view of the “architecture” and
“organization” of this microenvironment, since the specific immunomodulation of a given cell
group not only impacts the relationship of the TME with the neoplasm, but may also trigger an
undesirable compensatory response that , when detected, can be reversed, through the use
and association of different immunotherapies. Therefore, we underline the possibility that there
is a wide benefit between the combination of immunotherapies that target TME. We ended by
inferring that this possible benefit, associated with the fact that these new therapies have
demonstrated a great potential synergistic effect with the current chemoradiotherapy and also
associated with the possibility of sensitizing the tumor to checkpoint-based immunotherapy,
may change the current paradigm that represents ductal adenocarcinoma of the pancreas.

Keywords: pancreatic neoplasms; inflammation; immune system;
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INTRODUGCAO

O cancro do pancreas, em 2020, representou a quarta causa principal de morte por
neoplasias nos Estados Unidos. (1) Estima-se que, em 2030, venha a constituir a 22 causa de

morte por cancro a nivel mundial. (2)

O adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC) corresponde a aproximadamente 85%
de todos os casos de cancro do pancreas (CP) (3) e apresenta uma taxa de sobrevivéncia
global (do inglés OS — overall survival) aos 5 anos de 9% (1), principalmente, devido ao
diagndstico tardio manifesto do caracter silencioso e assintomético desta neoplasia, em
estadios precoces da doenca. (4)

O microambiente imune e inflamatério do estroma que rodeia as células neoplasicas
do PDAC tem um papel importante no desenvolvimento e crescimento desta neoplasia.
Acredita-se que atue como uma barreira fisica a distribuicdo dos farmacos e constitua um

santudario imune para as células neoplasicas. (5)

Este estroma, definido pela sua desmoplasia, formacgéo e hiperplasia de tecido fibroso,
chega a representar 80% de todo o ndédulo maligno e consiste, predominantemente, em
fibroblastos associados ao tumor (do inglés CAFs — cancer-associated fibroblasts), matriz

extracelular (ECM), pequenos vasos sanguineos e células inflamatdrias. (3)

A caracterizacdo do componente imune e inflamatorio deste microambiente pode
desempenhar um papel prioritario na determinagéo do padréo de resposta do hospedeiro as
células neoplasicas, por forma a proporcionar o desenvolvimento de imunoterapias e

respostas imunomodeladoras no tratamento desta neoplasia. (2)

Neste ambito, o objetivo deste trabalho é realizar um artigo de revisdo, baseado na
literatura existente, com o formato IMRaD, sobre o impacto da reacédo inflamatéria e imune na
fisiopatologia do cancro do péncreas e sua relacdo com a identificacdo de novos alvos

terapéuticos,



MATERIAIS E METODOS

A metodologia tem como base uma pesquisa efetuada nas bases de dados
bibliograficas Elsevier/ScienceDirect e PubMed e clinicaltrials.gov. Foram analisadas as
publicacbes dos ultimos doze anos, de 2009 a 2021, em lingua portuguesa e inglesa, na

tipologia de artigos de revisdo, meta-analises, artigos de investigacdo e artigos cientificos.

As palavras chaves utilizadas seguiram a nomenclatura Medical Subject Headings
[MeSH]: neoplasias pancreaticas; inflamacéao; sistema imunitario, em inglés: immune system;

pancreatic heoplasms; inflammation;

Por sua vez, para cada subcapitulo do Capitulo “Sistema imunitario e Cancro do
Pancreas” verificou-se necessidade de adicionar os seguintes termos a pesquisa, [MeSH]:

pancreatic neoplasms “AND”

-immunotherapy; cancer-associated fibroblasts; pancreatic stellate cells ; neutrophils;
t-lymphocytes, regulatory; myeloid-derived suppressor cells; tumor-associated macrophages;
dendritic cells;

A pesquisas na base de dados bibliografica PubMed obteve os seguintes resultados:

"Immune System" AND "Pancreatic Neoplasms" equivalente a 1854 resultados; dos
quais 95 classificados como “*Clinical Study” e 79 “Clinical Trial” e 111 aplicando o filtro

“Review” (foram utilizados 2 do total de 111);

"Inflammation"[Mesh]) AND "Pancreatic Neoplasms'[Mesh], equivalente a 361
resultados, 11 aplicando o filtro “Clinical study”’e 8 aplicando o filtro “Clinical Trial”, e 72

aplicando o filtro “Review” (foram utilizados 2 do total de 72).



DISCUSSAO

1. Adenocarcinoma Ductal do Pancreas
O adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC - pancreatic ductal adenocarcinoma) €

uma neoplasia do pancreas exocrino.

Tradicionalmente, identificou-se as células ductais do pancreas como as células
primarias na origem desta neoplasia.(6) Recentemente, a hipdtese de existir uma metaplasia
acinar-para-ductal (do inglés ADM — acinar-to-ductal metaplasia) foi identificada como um
evento inaugural de lesdes pré-neoplasicas de PDAC. (7,8) No entanto, qualguer um deste
tipo de células ductais, acinares e centroacinares podem potenciar o inicio de um carcinoma
invasivo, num contexto celular dependente de diferentes alteragbes genéticas promotoras de

oncogénese. (8)

As neoplasias intraepiteliais pancreaticas (do inglés PanINs — pancreatic intraepithelial
neoplasias), as neoplasias mucinosas papilares intraductais (do inglés IPMN — intraductal
papillary mucinous neoplasms) e as neoplasias cisticas mucinosas (do inglés MCN- mucinous
cystic neoplasms) constituem as trés principais lesdes precursoras de PDAC, identificadas e
defendidas através de diversos modelos de ratos geneticamente projetados (do inglés GEMM
- genetically engineered mouse models) para desenvolvimento de PDAC, baseados, na
maioria dos casos, na ativagdo do oncogene KRAS. (6-9) Enquanto a ativacdo do oncogene
KRAS em células epiteliais pancreaticas é suficiente para iniciar o desenvolvimento do PDAC,
a combinacdo com mutagdes TP53, CDKN2a e SMAD4, entre outras, acelera a progresséao

de PDAC e reitera muitas das caracteristicas do PDAC humano. (9)

As PanINs sdo as les@es percursoras mais comuns do PDAC e, atualmente, segundo
o Consensus de Baltimore e segundo a nova classificacdo da World’s Health Organization
(WHO), de 2019, sao classificadas dependendo do grau de displasia, em low-grade PanINs
(PanIN-1 e 2 WHO 2010), com baixa taxa de progressao, e high-grade PanINs (PanIN3 na

WHO 2010), também referidas como “carcinoma in situ”. (10,11)

O estadiamento do PDAC rege-se, atualmente, pelo sistema de estadiamento de
neoplasias do pancreas exdcrino apresentado na 82 edicdo da American Joint Committee on
Cancer (Tabela 1) e tem por base uma classificacdo TNM: em que T compreende o tamanho
do tumor primério, N compreende o atingimento tumoral de ganglios linfaticos regionais e M

compreende a presenca de metastases a distancia. (12)
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Tabela 1 — Estadiamento TNM, Pancreas Exécrino, AJCC 82edicdo, Adaptado (12)

ESTADIO T N M INTERPRETACAO

0 Tis NO MO Carcinoma in situ, inclui high-grade
PanlINs, entre outras lesBes precursoras,

sem metastizacéo regional ou a distancia.

1A T1 NO MO Tumor limitado ao pancreas, <2cm na sua
maior dimensdo, sem metastizacao

regional ou a distancia.

B T2 NO MO Tumor limitado ao pancreas >2cm e <4cm
na sua maior dimensdo, sem metastizacao

regional ou a distancia.

IIB T1, T2 N1 MO Tumor que, independentemente do

ouT3 tamanho, ndo atinge eixo celiaco, artéria
mesentérica superior, e/ou artéria hepatica
comum e sem metastizacao a distancia,

mas com metastases regionais em até 3

ganglios.
[ T1, T2 N2 MO Tumor que, independentemente do
ouT3 tamanho, ndo atinge eixo celiaco, artéria

mesentérica superior, e/ou artéria hepatica
comum, sem metastizacao a distancia,
mas com metastases regionais em pelo

menos 4 ganglios.

1] T4 NO, N1 MO Tumor envolve eixo celiaco, artéria
ou N2 mesentérica superior, e/ou artéria hepatica
comum, independentemente do tamanho,

sem metastizacao regional ou a distancia.

vV T1, T2, NO, N1 M1 Qualquer tumor que independentemente
T30ouT4 ouN2 do tamanho ou de metastases regionais,

apresente metastases a distancia.

T, tamanho do tumor primario; N, atingimento tumoral dos ganglios linfaticos regionais; M, presenca de

metastases a distancia.
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De igual forma, o PDAC pode ser classificado segundo os critérios de condicao de
ressecabilidade da National Comprehensive Cancer Network (NCCN) em tumor ressecével,
tumor ressecavel boderline e tumor irressecavel (tumor localmente avancado ou presenca de

metastases a distancia). (13)

No PDAC, a ressecao cirurgica € o principal objetivo, com um potencial curativo. No
entanto, mais de metade dos pacientes com cancro pancredtico tém metastases ao
diagnéstico e a grande maioria dos que sao submetidos a uma ressecao cirargica RO
(remocgao macro e microscopica completa do tumor) apresentam recorréncia tumoral nos dois
anos subsequentes. (12,14) Os tratamentos adjuvantes como a radioterapia e 0s agentes
sistémicos sao, preferencialmente, utilizados pelo seu potencial de aumento da taxa média de
sobrevivéncia, uma vez que, foi demonstrado que a gemcitabina a titulo adjuvante revelou-se
superior versus a observacdo em doentes com PDAC ressecado.(14) Regimes de
guimioterapia como os baseados em gemcitabina, 5-fluorouracil/leucovorin, FOLFIRINOX
(4cido folinico, 5-fluorouracil, irinotecano e oxaliplatina), gemcitabina+paclitaxel, entre outros
estdo aprovados para o tratamento sistémico do PDAC. (13) Porém estdo em curso diversos
ensaios clinicos e pré-clinicos com vista a identificagcdo de novos possiveis alvos terapéuticos

e melhorar, assim, o outcome desta neoplasia.
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2. Sistema Imunitario

O mecanismo pelo qual o sistema imunitario, inato e adaptativo, € capaz de modular o
crescimento e a progressao de uma neoplasia, denomina-se de imunoedi¢cdo tumoral (do
inglés cancer immunoediting). (4) Este processo dindmico divide-se em 3 fases: i) fase de
eliminacdo, em que a vigilancia imune (do inglés, immunosurveillance), proveniente da
apresentacdo célula imune-célula maligna, culmina na eliminacdo do tumor; ii) fase de
equilibrio, onde surge o conceito de selecao imune (do inglés, immunoselection), em que a
resposta impede o crescimento tumoral, mas € incapaz da sua eliminacao; iii) fase de evasao,
em que a resposta prevalece a favor da célula maligna, existindo toleréncia imune (do inglés

immune tolerance) permitindo uma progressao para doenca clinicamente aparente. (15,16)

Neste mecanismo, participam células do sistema inato, que incluem neutréfilos,
macrofagos, células natural killer (NK) e células dendriticas (CDs), e ainda células do sistema
adaptativo, nomeadamente linfécitos B e T e seus subtipos. Estas células podem ser
identificadas e 0s seus subtipos categorizados por expressarem diferentes moléculas de
superficie celular, designadas de antigénios cluster de diferenciagdo (do inglés CD — clusters
of differentiation). (17,18)

2.1 Sistema inato

Os neutréfilos sdo granulécitos polimorfonucleares (PMNs), e sdo das primeiras
células a serem recrutadas na leséo tecidular. (19,20) A sua formacdo e migracdo para 0s
tecidos lesados depende de estimulos quimiotaticos, isto €, de fatores de estimulagdo de
coldnias (do inglés CSF- colony-stimulating factors), entre os quais o de granulécitos (G-CSF),
o de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e o de macréfagos (M-CSF);(21,22) de quimiocinas
da subfamilia CXC ELR positivas ( divisdo de quimiocinas CXC em que a primeira cisteina é
precedida pelo tripéptido Glu-Leu-Arg, com capacidade de ativacdo e recrutamento de
neutrofilos (23)), como por exemplo as quimiocinas CXCL1-3 e CXCL5-8 que atuam por via
do recetor CXCR2 ( do inglés — CXC motif chemokin receptor 2) (24,25); de interleucinas ( IL
- citocinas inflamatérias produzidas por células epiteliais, endoteliais, fibroblastos e leucécitos
(23)) como a IL-2, IL-6, IL-10 e outras citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF- a)
e o fator de crescimento do endotélio vascular (do inglés VEGF — vascular endothelial growth
factor). (22)
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Os neutréfilos sdo células fagociticas, secretam espécies reativas de oxigénio (ROS),
serina protéases como a elastase neutrofilica (NE), metaloproteinases da matriz (MMP);
produzem e secretam diferentes citocinas e quimiocinas, como por exemplo, quimiocinas da
subfamilia CC (residuos de cisteina adjacentes (23)), CCL2, CCL3, CCL19 e CCL20, que
atuam no recrutamento de outras células do sistema inato como mondcitos e células
dendriticas. (22,26) No entanto, a sua funcdo € heterogénea e dependente de estimulos que
caracterizam os tecidos lesados que infiltram, podendo adquirir um fen6tipo N1, com elevada
citotoxicidade, associado a produc¢do de citocinas como a IL-1, 6, 17, TNF-a, ou um fendtipo
N2, com baixa citotoxicidade, associado a producéo de citocinas como a IL-1Ra e fator de
transformacéo do crescimento beta (do inglés TGF-B - transforming growth factor beta). (27)

Os macrofagos sdo células fagociticas com um papel importante na homeostasia e
reparacdo tecidular. Podem ter uma origem embrionaria ou podem ser produto da
diferenciagdo de mondcitos que circulam na corrente sanguinea recrutados perante a agéo
de citocinas e quimiocinas provenientes de tecidos inflamados como o M-CSF, a CCL2 e o
fator derivado de células estromais 1 (do inglés SDF-1 - stromal cell derived fator 1), também
conhecido como CXC12. (28,29) Nos tecidos, sobre influéncia de diferentes estimulos, os
macrofagos polarizam-se em dois tipos celulares distintos: em resposta a lipopolissacarideo
(LPS), IL-12, IL-23, IL-18 e interferdo gama (INF-y) polarizam-se em células M1, iniciadoras
da resposta inflamatdria com um padréo de resposta celular T helper 1 (Thl); e em resposta
a IL-3, IL-4, IL-10 e IL-13 polarizam-se em células M2, imunossupressoras, culminando num
padrdo de resposta T helper 2 (Th2). (30,31)

As células NK séo, por definicdo, uma populacéo que possui propriedades citotoxicas
gue permitem a inducdo de morte celular na auséncia de sensibilizagdo (ndo antigénio-
especifica), através do reconhecimento de moléculas de superficie celular. Apresentam
recetores de superficie ativadores e inibidores que permitem discernir e identificar células alvo
para inducdo de morte celular e produzem grénulos citotoxicos e citocinas que exacerbam
esta resposta. (32) Sao geralmente identificadas pelo antigénio CD56, também conhecido por

molécula de adeséao celular neuronal (do inglés NCAM — neural cell adhesion molecule). (33)
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As células dendriticas sdo, por definicdo, células apresentadoras de antigénios (do
inglés — APCs - antigen-presenting cells) especializadas. Sédo células do sistema
hematopoiético localizadas no sistema linfatico e em tecido nao linfoide como a pele, epitélio
intestinal, trato respiratorio e reprodutivo e sdo responsaveis pela vigilia e captacdo de
antigénios patogénicos, que desencadeiam a sua ativacdo, maturacdo e migracao para o
tecido linfoide, onde estimulam a ativacéo e diferenciacdo de células T, culminando numa
resposta celular. Nos foliculos, as células dendriticas permitem o desenvolvimento de uma
resposta humoral, uma resposta imune mediada por anticorpos, por estimulacdo da formagéo
e diferenciacdo de Linfécitos B. (34,35) Durante estre processo, dependente do
processamento antigénico, expressam diferentes moléculas de superficie celular como, por
exemplo, CD40, CD80, CD86, MHC Il e o ligando da proteina de morte cellular programada
1 (do inglés PD-L1 - programmed cell death ligand 1) e produzem citocinas como a IL-12,
entre outras, que influenciam o padréo de resposta celular. (36)

2.2 Sistema adaptativo

Os linfocitos B, CD19*, ap0s ativacao e apresentacdo antigénica mediada pelas APC,
diferenciam-se em plasmacitos, que sao fabricas de anticorpos (imunoglobulinas), ou em
células B de memodria. (19,37) Séo o centro da resposta humoral do organismo, pois estes
anticorpos, por definicdo, numa forma antigénio-especifica, identificam células alvo a destruir

pelo sistema imune, acdo denominada de opsonizag&o.

As células T (CD3"), responsaveis pela imunidade celular, tém origem na medula
O0ssea e maturacdo no timo. A sua diferenciacdo em células T CD4" e células T CD8*
(citotéxicas) depende das proteinas do complexo major de histocompatibilidade (do inglés
MHC — major histocompatibility complex proteins) da classe Il e |, respetivamente.(38) A sua
ativacdo € mediada pelas APCs, nomeadamente através de um reconhecimento antigénico
via T-cell receptors (TCRs) e da interacdo entre CD28 das células T e a correspondente
proteina da familia B7 (CD80/86) das APCs. (27) As suas funcbes e padrdes de resposta
(citotoxica, Thl, Th2, Th17, reguladora) dependem de estimulos originados no microambiente
onde atuam.(39) As células T, igualmente, expressam recetores inibidores como o antigénio
4 do linfécito T citotoxico (do inglés CTLA-4- cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) e a proteina
de morte celular programada 1 (do inglés PD-1 - programmed cell death 1), cuja interacdo
com respetivos ligandos, CD80/86 e PD-L1, resulta na reducdo da atividade e do nimero

deste grupo celular. (27)
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Os linfocitos T (CD4+), por definicdo, sdo uma subpopulacéo de células T produtoras
de citocinas e como tal, sdo mediadores da resposta imune e inflamatoéria e cooperam na
ativacdo e/ou inibicdo de outras células do sistema imune. Podem ser divididos em duas
subpopulacbes, a subpopulacdo de linfécitos T helper (do inglés Th - helper inducer T-
lymphocytes) e a subpopulacédo de linfécitos T reguladores (do inglés Treg - regulatory T-
lymphocytes). Os linfocitos Treg, células CD25" e Foxp3* (do inglés proteina forkhead box P3
- um fator de transcricdo regulador do desenvolvimento e fungcdo dos linfocitos Treg),
desempenham um papel importante na regulacéo e supervisdo da resposta celular, evitando
uma resposta exagerada e exercendo um controlo inibitorio sobre as outras células imunes,

prevenindo a autoimunidade. (40-43)

Os linfocitos T citotoxicos (CD8*), por definicdo, tém um papel importante no
reconhecimento e eliminacdo de células que expressam moléculas derivadas de alteracdes
intracelulares que fujam a normalidade do proprio organismo (do inglés self) e sdo conhecidos,

em conjunto com as células T helper, como células T efetoras. (44)

O padrao de resposta Thl, por definicdo, € o resultado da acdo do conjunto de
citocinas: IL-2, TNF-a, e INF-y, produzidas por células T helper do tipo 1 (CD4"). Estas
citocinas tém um impacto no recrutamento e ativacdo de células T CD8*, macrofagos e
células NK.(19) No contexto de uma neoplasia, este padrao de resposta é muitas vezes
interpretado como anti-tumoral, pois permite que as células imunes adquiram um fenétipo que

culmine a favor da eliminacdo de células neoplasicas. (45,46)

O padréo de resposta Th2 é o resultado da produgéo das citocinas: IL-4, IL-5, IL-6, IL-
10 e IL-13 por células T helper do tipo 2 (CD4+), importantes no refor¢o da resposta humoral,
culminando na producdo de imunoglobulinas do tipo E (fortemente relacionadas com a
resposta atopica) e, em contraste com o padrao de resposta Thl, pode apresentar um efeito

supressor da imunidade celular. (47-49)

O padréo de resposta Th17, por definicdo, é o resultado da producéo das citocinas IL-
17, IL-21 e IL-22 por linfocitos T helper do tipo 17 em resposta a TGF- e a IL-6. Este padréo
esta associado a doengas autoimunes e inflamatérias, com aumento do recrutamento de

granuldcitos e células T citotdxicas. (15,39)
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3 Imunoterapia

A imunoterapia corresponde a manipulacdo do sistema imunitario de um hospedeiro
para tratamento de uma doencga. Neste artigo de revisdo, concentramo-nos na imunoterapia
ativa. A imunoterapia ativa define-se na administracdo de vacinas para fins preventivos ou
terapéuticos e na administracdo de agentes potenciadores do sistema imunitario,
modificadores da resposta biolégica, com a finalidade de estimular diretamente o sistema
imunitario. A imunoterapia baseada em inibidores de checkpoints imunes (do inglés ICls —
immune checkpoint inhibitors), nomeadamente anti-CTLA4 e anti-PD-1/PD-L1, é um exemplo
de imunoterapia ativa e, embora tenha revolucionado a era da imunoterapia, tem se revelado
insuficiente no PDAC, em parte por ndo atuar especificamente em células tumorais, mas
também pela sua eficacia ser influenciada pelo microambiente imunossupressor que

caracteriza esta neoplasia. (50,51)
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4 Sistema Imunitario e Cancro do pancreas

4.1 Microambiente Tumoral:

O microambiente tumoral do adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC) apresenta

uma natureza complexa.

O estroma desmoplésico que o caracteriza é constituido, essencialmente, por células
imunes, células inflamatdrias, fatores de crescimento, matriz extracelular e fibroblastos que,
em conjunto, podem representar 15% a 80-85% do tumor. O estroma desmoplasico localiza-
se no centro das células neoplasicas e das células normais do 6rgao, na denominada regido
peri-tumoral, uma zona de grande stress, dada a intensa producéo e libertacdo de mediadores
inflamatdrios pelo tumor. Este stress explica a sua morfologia distorcida, inflamada e, em
parte, a génese de uma resposta imune e inflamatéria que se acredita poder influenciar a
evolucdo do PDAC. (47,52-54)

Embora muitos estudos defendam que o ambiente desmoplasico, ao representar um
importante mediador da imunossupressao caracteristica do PDAC, facilite o crescimento e a
progressao desta neoplasia, 0s ensaios pré-clinicos que discutimos ao longo deste trabalho
vém demonstrar a existéncia de grande heterogeneidade dentro do estroma e que este ndo

deve ser interpretado como um todo.

Um bom exemplo deste fendmeno é a via de sinaliza¢do sonic hedgehog (Shh), que
participa na regulacdo do desenvolvimento embrionério de muitos tecidos, sendo reativada no
contexto de inflamacdo e neoplasia. A expressédo de Shh estd aumentada na presenca de
lesdo pancredtica, acompanha o aumento da dimensédo do estroma desmoplasico e esta
presente na progressdo do PDAC, sendo observada precocemente na ADM e nas lesbes

precursoras PanINs. (55-57)

No entanto, Rhim et al., num ensaio pré-clinico, verificaram que a via de sinalizacao
Shh estid presente em células estromais, nomeadamente, em miofibroblastos actina do
musculo liso alfa positivos (SMA-a*), os quais contribuem para a formacao de fibrose, mas,
pelo contrario, nao observaram beneficio na inibicdo da via Shh. Verificaram que a diminuicdo
da dimenséo tumoral, por reducdo da percentagem estromal, condicionou neste ensaio, um

aumento da indiferenciacdo e um aumento do indice proliferativo e vascular. (56)
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Também, Ozdemir et al., num ensaio pré-clinico, observaram que tumores com
deplecdo de miofibroblastos SMA-a*, apresentavam um aumento na indiferenciacéo, necrose

e capacidade de invasao tumoral, comparativamente com o controlo. (58)
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4.1.1 Principais Intervenientes

4.1.1.1 Fibroblastos Associados ao tumor; Células Estreladas Pancreaticas

As células pancreaticas estreladas (do inglés pancreatic stellate cells — PSCs), e
fibroblastos associados ao tumor (do inglés cancer-associated fibroblasts — CAFs) fazem
parte da constituicdo do TME.(59) As PSCs séo a principal fonte de CAFs no PDAC. Os CAFs
tém também origem, em menor percentagem, em células derivadas da medula 6ssea e em

fibroblastos residentes. (3)

Ohlund et al. identificaram duas subpopulac6es/fenétipos de CAFs, os iCAFs (do ingés
iCAFs- inflammatory CAFs) e os myCAFs (do ingés myCAFs- myofibroblastic CAFs). A
primeira apresentava expressao de marcadores inflamatdérios, como a IL-6 e fator inibidor de
leucemia (do inglés LIF- leukemia inhibitory factor). JA a segunda, marcadores de
miofibroblastos, como, por exemplo, 0 SMA-a. (60) Esta heterogeneidade explica porque é
gue alguns tipos de CAFs podem ser a favor da progressdo tumoral (do inglés- cancer
promoting CAFs — pCAFs) enquanto outros a restringem (do inglés cancer-restraining CAFs
— rCAFs) (61). Este estudo permitiu, de igual forma, compreender os resultados de Ozdemir
et al. e de Rhim et al., cujos estudos incidiram no subtipo myCAF (56,58) e, em parte, a 0s

resultados de um ensaios clinico que incidiu na inibicdo da via Shh (Tabela 2);

Curiosamente, Mizutani et al. identificaram a proteina Meflin com um possivel
marcador de rCAF. No entanto, verificaram que a progressdo tumoral condiciona a
diferenciagao de células Meflin* em células SMA-a* (diferenciagdo em myCAFs). Verificaram,
ainda, que este marcador € expresso em resposta a vitamina D. (61) No entanto, Gorchs et
al., embora tenham verificado que o calcipitriol (andlogo da vit D) reduziu a populacdo de

CAFs e de IL-6, este também diminuiu a resposta celular (aumento PD-L1) (62)

Elyada et al. identificaram uma nova subpopulacdo de CAFs MHCII* e CD74* com
capacidade APC (do inglés apCAFs - antigen-presenting CAFs. Por sua vez, identificaram o
recetor de angiotensina Il do tipo 1 (AGTR1) como um marcador da subpopulacéo iCAFs e
um potencial inibidor deste recetor, o losartan. (63) Na Tabela 2 podemos observar os

resultados obtidos de um ensaio que incidiu na utilizagéo de losartan.
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Biffi et al. observaram que a secrecao tumoral de TGF- B promove um predominio da
subpopulacdo de myCAFs. Contrariamente, a IL-1a e a ativacdo da via de sinalizacdo
JAK/STAT (familia de tirosina cinases JAK — do inglés Janus-activated kinase / fatores de
transcricdo da familia STAT) promovem um fenétipo iCAFs (64) A ativacdo da via de
sinalizacdo JAK/STAT foi identificada previamente por Corcoran et al., como essencial na
oncogénese e progressado do PDAC. (65) Na Tabela 2 podemos observar informacao relativa

aos resultados de ensaios que incidiram na inibicdo desta via de sinalizagéo.

A via de sinalizacdo NF-kB (do fator de transcri¢cdo nuclear kappa B), também, tem um
papel importante no desenvolvimento e progressao do PDAC e representa uma ponte de
ligagdo entre inflamacdo e neoplasia.(66) Garg et al. verificaram que a ativagdo da via de
sinalizagdo NF-kB em PSCs promove o crescimento tumoral através do aumento da
expressdo da quimiocina CXCL12, diminuindo o recrutamento e a infiltracdo de células T
citotoxicas. (67) Por sua vez, Feig et al. verificaram que os CAFs produzem CXCL12 com um
grande efeito imunossupressor sobre células T. Igualmente, observaram que a inibicdo do seu
recetor CXCR4 provocou um aumento do infiltrado de células T e reproduziu um efeito
sinérgico com inibidores do checkpoint anti-PD-L1. (68) Na Tabela 2 podemos observar
informacéo relativa aos resultados de um estudo experimental que incidiu na inibicdo do eixo
CXCL12-CXCR4;

Niveis elevados de IL-6 e IL-1B foram identificados como fatores de pior prognostico,
por Mitsunaga et al., em pacientes com cancro pancreatico avancado sob terapéutica com

gemcitabina (69)

Zhang e colegas, em 2018, identificaram beneficio na inibigdo do eixo IL1B -IRAKA4,
uma vez que reduziu a fibrose estromal, suprimiu a proliferacdo tumoral e aumentou a eficacia

de gemcitabina, in vivo. (70)

Awaji et al. verificaram que os CAFs contribuem de forma paracrina na sobrevivéncia
e proliferacéo de células PDAC. Com recurso a anticorpos anti-FGF-2 (fator de crescimento
de fibroblastos (do inglés FGF-2 — fibroblast growth factor 2) e anti-CXCL8, observaram que
apenas o primeiro diminui o efeito dos CAFs no que diz respeito a proliferacao e sobrevivéncia

das células malignas, e que o segundo diminui o0 numero de CAFs. (71)
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Tabela 2 Ensaios Clinicos CAFs

Autores Ensaio Tratamento Resultados
De Jesus- Clinica fase Il Inibidor hedgehog - Sem aparente beneficio
Acosta et PDAC (vismodegib) + na adicao de vismodegib
al., 2020 metastizado gemcitabina+nabpaclitaxel ao regime gemcitabina+
(72) nab-paclitaxel
Hurwitz et Clinico Inibidor da JAK1/JAK?2 - Sem diferencas
al., 2018 randomizado de (ruxolitinib) + capecitabina significativas na OS e na
(73) fase Ill, PDAC versus capecitabina + taxa de progressao livre
avancado/metasti placebo de doencga
zado
Ng et al., Clinico de fase |,  Momelotinib (um inibidor - Sem aparente beneficio
2020 (74) PDAC JAK1/2) + gemcitabina + na adicao
metastizado nab-paclitaxel
Murphy et Clinico de fase Il, FOLFIRINOX, Losartane - Regressao do estadio
al., 2019 NCT01821729, Quimioradioterapia da doenca (downstaging)
(75) 39 de 49 doentes e ressecao cirlrgica em
com PDAC 34 doentes
llocalmente
avancado
Hong TS., Ensaio clinicode FOLFIRINOX Em curso
MD, fase Il Antagonista AGTR1
Massachus PDAC (losartan) , ICI anti-PD-1
etts General (ressecavel (nivolumab)
Hospital(76) boderline ou LA), Cirurgia
NCT03563248 Radioterapia
Biasci et al., Estudo Inibidor CXCR4, -Aumento de células T
2020, (77) experimental AMD3100 (plerixafor) CD8+ em biopsias de
NCT02179970 metastases
PDAC MSS -Diminuicdo CXCL8
avancado/metasti - Possivel Sinergia com
zado ICI

OS — overall survival; AGTR1 —recetor da angiotensina Il do tipo 1; ICI — inibidores de checkpoints
imunes; MSS — estabilidade de microssatélites;
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41.1.2 Linfécitos T reguladores e MDSCs

O PDAC é caracterizado pela existéncia de uma profunda imunossupressao, que se
inicia muito precocemente. De facto, em lesdes precursoras, como as PanINs, predominam
infiltrados de linfocitos Treg e de células supressoras derivadas de mieloide (do inglés,
MDSCs - myeloid-derived supressor cells). (78) Este dois grupos celulares, justificam, em
parte, o défice de linfocitos T citotoxicos CD8+ no TME (43,79)

As MDSCs sédo, por definicdo, uma populacdo heterogénea derivada de células
progenitoras mieloides que ndo terminaram a sua diferenciagdo. Podem ser divididas, por
variagdo da expressao de marcadores de superficie celular, na linha monocitica (MO-MDSC
ou M-MDSC) e na linha polimorfonuclear (PMN-MDSC ou G-MDSC). Apresentam atividade
essencialmente imunossupressora: inibem o recrutamento, a proliferagéo e a atividade de
células T efetoras (aumentam os niveis de arginase-1 , enzima que metaboliza e reduz a
quantidade de arginina, substrato da proliferacdo de linfocitos T); expressam recetores
inibidores como o PD-L1 e o CTLA4; produzem substancias reativas de oxigénio (ROS) e
substancias reativas de nitrogénio (RNS)), e participam na sustentabilidade de células Treg (
pela secrecdo de TGF-$ e IL-10). (79-82)

Curiosamente, Siret et al., observaram, as MDCSs apresentavam dupla funcéo, quer
supressora da proliferacdo de células T, quer promotora da morte celular de células T, e

observaram contacto celular entre as MDCSs e as células Treg. (83)

Previamente, Tan et al. verificaram superioridade numérica das células Treg e que
aproximadamente 80% destas células expressavam o recetor CCR5. A inibicdo do eixo CCL5-
CCRS5 reduziu a prevaléncia de células Treg no microambiente tumoral e abrandou o
crescimento tumoral (40) Analogamente, Huang et al., em 2020, estudaram a utilizacdo de
maraviroc, um antagonista do recetor CCR5, verificaram que promovia a diminuicdo da
proliferacdo tumoral. (84) Por sua vez, Wang et al. verificaram que o FOXP3 promove a
transcricdo de CCL5, por ligacdo ao seu promotor nas células malignas, o que, por sua vez,
aumenta o recrutamento de células Treg. (42) Fan et al. constataram que existe uma
associacao entre a expressao de FOXP3, o aumento de IL-6 e 0 um aumento de células Treg
(85)
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Em continuacdo, Wang et al. verificaram que o FOXP3 promove, igualmente, o
aumento da expressdo de PD-L1, existindo beneficio sinergético anti-tumoral aquando da
utilizacdo combinada de inibidores de checkpoint anti-PD-L1 e anticorpos anti-CCL5.(86)
Estdo em curso ensaios clinicos de fase 1 relacionados com a inibicdo deste eixo CCL5-CCR
(Tabela 3)

No entanto, contrariamente ao esperado, Zhang et al. verificaram que a deplecéo de
células Treg condicionou uma diminuicdo de células acinares, um aumento de ADM, a

promocao de um estado de pancreatite e um aumento de lesdes precursoras PanINs, (43)

Tabela 3 Ensaios Clinicos Treg

Autores Ensaio Tratamento Resultados
Lim K, Clinicos de fase |, ICI anti-PD-1 Em curso
Ph.D, NCT03767582, (nivolumab) +
Washington PDAC localmente antagonista  duplo
University avancado anti-CCR2/anti-
School of CCR5 BMS-813160
Medicine +/- GVAX
(87)

Clinico de fase 1, ICI anti-PD-1 Em curso
Zheng L, NCT03496662 (nivolumab) +
MD, Johns ppacC ressecavel 9emcitabina nab-
Hopkins boderline e Paclitaxel+
Medical localmente antagonista  duplo
Institution avancado anti-CCR2/anti-
(88) CCR5 (BMS-

813160)

GVAX -uma vacina, ex vivo, composta por duas linhas celulares de PDAC, irradiadas e GM-CSF* (89)

ICI — inibidores de checkpoints imunes;
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Relativamente as MDSCs, Song et al., num ensaio pré-clinico, correlacionaram o
aumento do recrutamento e ativacdo de MDSCs com o aumenta da expressdo de CXCR4
promovido pela proteina PAUF (do inglés — pancreatic adenocarcinoma up-regulated factor)

(90) De facto , a inibicao deste recetor demonstrou atividade num ensaio clinico. (Tabela 4)

Porembka et al., num ensaio pré-clinico verificaram que o tratamento com acido
zoledrénico (do inglés — zoledronic acid - ZA) diminuia o infiltrado intra-tumoral de MDSCs e
aumentava o infiltrado de células T CD8*. (91) No entanto, ndo se observou beneficio na
utilizacéo de ZA. (Tabela 4).

Christmas et al., num ensaio pré-clinico verificaram que a utilizacdo combinada de
entinostat (ENT), um inibidor de deacetilases de histonas (do inglés — histone deacetylase —
HDAC) com inibidores anti-PD-1 e/ou anti-CTLA-4, melhorou significativamente a OS,
verificando um aumento do fenotipo G-MDSC e uma diminuicdo da sua funcéo

imunossupressora. (81)

Tabela 4 Ensaios Clinicos MDSCs

Autores Ensaio Tratamento Resultados

Bockorny  Clinico de fase Antagonista CXCR4, -PR de 22%. SD de 45%,

et al.,, 2020 lla, (motixafortide) + ICI DCR de 77%

(92) NCT02826486,  ant-PD-L1 Diminuicdo intra-tumoral de G-
PDAC (pembrolizumab) + MDSCs e aumento de células
metastizado apds NAPOLI-1 T CD8+ e CD4+ ativadas
tratamento de
1°linha,
gemcitabina

Sanford et  Clinico de fase 1, ZA, atitulo OS e PFS ao 2°ano de 33,3%

al., 2013 NCT00892242, neoadjuvante e 8,9%, respetivamente. Ndo

(93) PDAC ressecavel observaram diferencas em
e nao- comparacgao a controlo
metastizado histérico definido para o

ensaio

ICI- inibidores de ckeckpoints imunes; PR — resposta parcial; SD — doenca estavel; DCR- taxa de

controlo de doenca; OS- overall survival; PFS — progressao livre de doenga; ZA- &cido zoledrénico;
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4.1.1.3 Mondcitos e Macrdfagos Associados ao Tumor

As lesBes precursoras PanIN s&do rodeadas precocemente por um ambiente
inflamatério dominado por macréfagos associados ao tumor (do inglés TAMs - tumor-
associated macrophages ) que persistem até estadios invasivos da doenca.(94) Os
macrofagos associados ao tumor tém um comportamento predominante M2, contribuem para
a ativacao de linfécitos Treg, promovem a angiogénese e, através da secrecdo de arginase-
1, diminuem a proliferacao de linfécitos T (30,59,78), desempenhando um papel importante

na progressao tumoral, crescimento, angiogénese e metastizacdo do PDAC. (47)

Bishehsari et al., verificaram que a mutacdo KRAS promove a polarizacdo de
macroéfagos para um fenétipo do tipo M2 (aumento da expresséo de Arg-1). Observaram uma
correlacdo deste fenotipo com o aumento de metaplasia acinar-ductal (ADM). (95)

Os mecanismos de recrutamento de monécitos e de macréfagos no contexto do PDAC
tém sido amplamente estudados, ndo s6 porque permitem compreender o impacto deste
grupo celular no TME, mas também porque permitem o desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos, que visam a sua inibicéo.

No PDAC, a via quimiotatica CCL2/CCR2, desempenha um papel importante no
recrutamento de mondcitos e na sua diferenciacdo em TAMs. (94) De facto, Sanford et al.
verificaram que o blogueio desta via com recurso ao antagonista da cinase do CCR2, PF-
04136309 (Pfizer) diminui o recrutamento de TAMs e condicionou diminui¢do do crescimento
e da capacidade de invasdo tumoral. (96) Nywening et al. reportaram que a reducéo de TAMs
resulta num aumento compensatorio de neutrdfilos associados ao tumor (do inglés TANSs -
tumor-associated neutrophils), e que este aumento podera contribuir para a faléncia ou
diminuicdo da eficacia terapéutica da inibicdo CCR2. (25) Apresentamos 0s resultados de

ensaios clinicos relacionados com a inibicdo deste eixo na Tabela 5.

Zhu et al. observaram que o CSF-1 (também conhecido como M-CSF) é produzido
pelas células neoplasicas. Verificaram que a inibicdo do eixo CSF-1/CSFR1 diminuiu o
namero de TAMs e MO-MDSCs, favorecendo uma resposta anti-tumoral, no entanto

reportaram um aumento compensatorio da expressao PD-L1 e anti-CTLA-4. (97)
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Posteriormente, Candido et al. e verificaram que um inibidor seletivo do CSF1R,
reduziu significativamente o nimero total de TAMs, bem como a percentagem de células
CSF1R* e os niveis de IL-6, e aumentou o fendtipo M1 no TME, promovendo uma resposta
anti-tumoral com reducdo da massa tumoral, e com repercussdo no aumento da OS.

Reportam um aumento compensatorio de CCL2 e CCL12 (98)

No mesmo ano, Saung et al., num ensaio pré-clinico, verificaram beneficio na adi¢cao
de anti-CSF-1R a combinagédo de GVAX e do tratamento com ICI, uma vez que, a nivel do
TME, promoveu um aumento de células T CD4+PD1+ e CD8+ PD-1+, destacando-se pelo um

aumento da expressédo dos marcadores de ativacdo destas células, CD137, e de CD134. (99)

Chen et al., verificaram que o PDAC promove a producéo e libertacdo de IL-1p em
macréfagos M2 no microambiente tumoral e que, por sua vez, a IL-1f inibe a apoptose de
células malignas e participa no recrutamento de MDSCs, promovendo a progressédo do PDAC.
Identificaram a inibicdo da COX-2 como um novo possivel novo alvo terapéutico (100)

Tabela 5 — Ensaios clinicos TAMs e Mono6citos

Autores Ensaio Tratamento Resultados
Nywening Clinica fase Ib, FOLFIRINOX + - PR de 48,5% e DCR de 97%,
etal.,, 2016, NCT01413022, Antagonista da PD em 1 doente
(101) PDAC ressecavel cinase do CCR2 - Regressao estadio em 10
boderline e (PF-04136309) doentes.
localmente -Diminuicdo monécitos
avancgado circulantes e do infiltrado de
TAMs
-Aumento de IL-12 e TNF-a
Noel etal., Clinico de fase Ib, Antagonista da Auséncia de beneficio na adicédo
em 2019 NCT02732938 cinase do CCR2 de PF-04136309 ao regime de
(102) PDAC (PF-04136309) + gquimioterapia
Metastizado gemcitabina nab-

paclitaxel, 18inha
PR — resposta parcial; DCR- taxa de controlo de doenca; PD — progressédo de doenca; OS- overall

survival; PFS — progressao livre de doenca;
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4.1.1.4 Neutrofilos Associados ao Tumor:

O PDAC também promove a infiltracdo de neutréfilos associados ao tumor. Este
infiltrado de polimorfonucleares (PMN) esta localizado, quer na proximidade das células
neoplasicas, quer no estroma, e correlaciona-se com o crescimento indiferenciado desta

neoplasia, e com 0 seu mau prognaéstico. (22)

Bausch et al. verificaram que a MMP-9 é produzida exclusivamente pelas células
PMNs e apresenta um efeito angiogénico aditivo e independente do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF). Identificaram a doxiciclina, um antibiético, como um inibidor da
angiogénese mediada por MMP-9, e demonstraram que a sua utilizagao, in vivo, foi eficaz na
reducdo do crescimento tumoral, e na reducao da densidade média vascular. (103)

O estudo de mecanismos de recrutamento de neutréfilos também tem proporcionado
a identificagcdo de possiveis novos alvos terapéuticos, no contexto do PDAC. Chao et al.
verificaram que o estroma do PDAC apresentava uma elevada expressdo da quimiocina
CXCL5 e de CXCLS, que se incluem no grupo de ligandos do recetor CXCR2. Verificaram
que a deplecdo genética de CXCR2 condicinou uma diminuicdo de TANs, adiamento do

crescimento tumoral, com impacto no aumento da sobrevivéncia. (104)

Previamente, Song et al., num ensaio pré-clinico, verificaram aumento da expressao
de CXCL8 no tratamento com gemcitabina e que a utilizacdo de um anticorpo anti-CXCL8
atenuou o crescimento tumoral e reduziu a vascularizagéo intra-tumoral. (105) Analogamente,
Fu et al., em 2018, verificaram que a inibicdo do eixo IL-8 - CXCR1/2 com recurso aos
antagonistas CXCR1/2, reparixin e SCH527123, reproduziu uma diminui¢cdo dose-dependente

da viabiliade das células malignas. (106)

Por sua vez, Nywening et al. observaram que o aumento sistémico de TANs CXCR2*
correlaciona-se com um mau prognéstico do PDAC. Observaram que o PDAC é fortemente
infiltrado por TANs CXCR2" por agéo da quimiocina CXCL5. Constataram que a combinagéo
da inibicdo do recrutamento de TAMs (inibicdo CCR2) com a inibicdo do recrutamento de
TANSs (inibicio CXCR2) com o regime de quimioterapia FOLFIRINOX, reduziu o infiltrado
tumoral de células mieloides, aumentou o influxo e o grau de ativagéo de linfocitos T CD4+ e

CD8+ no tumor e reduziu o infiltrado de células Treg. (25)
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Também, previamente, num ensaio pré-clinico, Steele et al. verificaram que a inibicdo
do recetor CXCR2, promoveu a infiltracdo de células T, reduziu a metastizacdo e aumentou a
taxa de sobrevivéncia. lgualmente verificaram beneficio da sua combinacdo com gemcitabina
e sensibilizacdo para ICI anti-PD1. (107) Mais recentemente, Awaji et al., hum ensaio pré-
clinico, verificaram que o oncogene KRAS esta associado ao fenétipo iCAF e que a inibicdo

CXCR2 promove a ativagédo de miofibroblastos, com impacto tumoral. (24)

No entanto, o padrdo de resposta que domina no microambiente tumoral pode
influenciar o fendtipo e a polarizacdo dos TANS e 0 seu comportamento, anti-tumoral ou pro-
tumoral, devendo existir sempre a ponderacdo da heterogeneidade desta populagdo, a

semelhancga de outras células do sistema imunitario.(108)

Caisova et al. através da combinacao de agonistas TLR (R-848, poly (I:C), LTA) e de
compostos estimulantes de fagocitose (mannan-BAM), observaram que este tratamento
aumentou o recrutamento de granuldcitos (ativados com recurso a G-CSF e a TNF-a) e de
células NK, condicionando uma redugcdo do crescimento tumoral e uma supressédo da

metastizacdo, neste ensaio pré-clinico. (109)

Bru et al., num ensaio pré-clinico, verificaram que a utilizacéo do fator de estimulacéo
de colénias de granulécitos recombinante humano (rhG-CSF) aumentou o numero de
granulécitos e destacou-se pelo aumento da percentagem e centralizacdo da de necrose intra-
tumoral e pela maior centralizagdo de necrose tumoral, embora com taxas de proliferacéo

celular semelhantes as observadas com o tratamento com gemcitabina. (110)

Estd em curso um ensaio clinico, NCT04338763, com vista a utilizagdo de um
antagonista duplo anti-CXCR1 e anti-CXCR2, RP72, em monoterapia ou em associagao com
gemcitabina, em doentes com CP. (111)
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4.1.1.5 Células Dendriticas:

As células dendriticas, com frequéncia, no ambiente tumoral, apresentam um fenétipo
imaturo, e na circulacao periférica destes pacientes, estas células dendriticas encontram-se

em menor numero e debilitadas na sua funcéo de estimular a proliferacéo de linfécitos T. (112)

Lin et al., num ensaio pré-clinico, observaram que s6 a neutralizacédo de IL-6 e ndo a
de IL-1 B aumenta os niveis de cDC1s. A utilizacdo combinada de agonistas anti-CD40 (o
CD40 é um recetor expresso nas APC, que promove a sua maturacao) e agonistas anti-Ftl3 (
um recetor tirosina-cinase que especificamente promove a diferenciacdo e sobrevivéncia das

cDC1s) demonstrou beneficio e sinergia nu aumento desta populagéo..(36)

Analogamente, no mesmo ano, Hegde et al., num ensaio pré-clinico, verificaram
beneficio na utilizacdo combinada da terapia tripla de FIt3L, agonista anti-CD40 e radioterapia
(RT), que demonstraram ser superior a RT isolada. (35) Na Tabela 6 podemos observar a

informacé&o de ensaios clinicos terminados ou decorrer alusivos a terapias dirigidas a células

detriticas.
Tabela 6 Resumo — Células Dendriticas Ensaios Clinicos
Autores Ensaio Tratamento Resultados
Beatty et al., Clinico de Agonista CD40 (CP- - Demonstrou atividade
2013(113) fase | 870,893) + gemcitabina  clinica transitéria
PDAC como 1°linha - Aumento de IL-6, IL-8
avancgado e IL-10
O’Hara et al., Clinico de Agonista CD40 - Ainda a decorrer,
2021(114) fase Ib/ll, (sotigalimab) + resultados preliminares
NCT03214250 gemcitabina indicam tolerancia ao
nabpaclitaxel +- ICl anti- tratamento e resposta
PD-1 (nivolumab) clinica promissora
Hawkin W G, M.D, Clinico, Agonista CD40 (CDX- Em curso
Washington NCT04536077 1140) em +-
University School Recombinante FIt3L
of Medicine(115) (CDX-301)

ICI- inibidores de ckeckpoints imunes;
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CONCLUSOES

O microambiente tumoral € amplamente diversificado na sua constituicdo celular e
estromal, desempenhando um papel importante na resposta do hospedeiro contra o PDAC.
O estroma isola a neoplasia do restante 6rgdo e pode apresentar um papel protetor, por
exemplo anti-angiogénico e, em certo modo, diminuir a capacidade de invasdo das células
tumorais. No entanto, ao longo da revisdo, também constatamos que TME apresenta na sua
constituicdo elementos que favorecem a progresséo tumoral, como por exemplo o efeito
angiogénico da MMP-9. Igualmente, sabemos que 0 estroma pode condicionar uma
diminuicdo da distribuicdo e da eficacia de farmacos, como 0s agentes sistémicos utilizados

no combate da neoplasia.

Concluimos, por conseguinte, que o microambiente tumoral é uma entidade
extremamente heterogénea e complexa, podendo apresentar um papel restritivo e a0 mesmo
tempo um papel promotor da progressdo tumoral, o que permite, em parte, justificar os
resultados inesperados de ensaios pré-clinicos e clinicos que incidiram de uma forma ampla
no estroma, como por exemplo, aquando da inibicdo da via de sinalizacdo Shh. Por este

motivo, acreditamos que a reducdo deste estroma deve ser especifica e direcionada.

Como pudemos averiguar, o estroma fibrético é igualmente rico em células, fatores,
citocinas e quimiocinas inflamatérias que orquestram o equilibrio da resposta imune e
inflamatéria. O estudo destes mediadores tem demonstrando grande interesse na
comunidade cientifica e acreditamos que venham a desempenhar um papel importante na

identificag@o de novos alvos terapéuticos.

Percebemos que a sua intensa desmoplasia, tem origem na populagéo de fibroblastos,
que denomindmos de fibroblastos associados ao tumor. Esta classificagdo importa
caracteristicas que os fibroblastos adquirem no contexto de uma neoplasia solida,
principalmente no PDAC, que os tornam um alvo muito interessante. Ainda ndo é possivel
afirmarmos e delinearmos com exatiddo o papel na restricdo e progressdo da neoplasia dos
myCAFs, iICAFs ou mesmo, apCAFs, que foram identificados recentemente como novas
subpopulagfes destes fibroblastos. No entanto, na andlise que efetudmos, sugerimos a
hipétese de os myCAFs apresentarem um papel rCAF, principalmente pelos resultados
observados na sua deplecdo, mas também pela deplecdo de Tregs ter promovido a

diminuicdo da populacdo de myCAFs, e ainda pela associacdo recente entre a inibicdo
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CXCR2 (recrutamento de neutréfilos) e a diferenciagdo em myCAFs. (24) Contrariamente,
sugerimos a hipétese de os iICAFs apresentarem um papel pCAF, visto existir associacao
entre 0 KRAS e este fendétipo. Nao obstante, inibicdo do eixo CXCL12-CXCR4 demonstrou
interesse na diminuicdo do recrutamento de CAFs em ensaios clinicos, embora em estudos
sem diferenciacéo das subpopulacdes. E pertinente relembrar que pode existir um equilibrio

entre os papeis pro-tumoral e anti-tumoral de qualquer célula sob influéncia direta do tumor.

Apurdmos, também, que 0os mondcitos/macrofagos associados ao tumor representam
uma populacdo importante na constituicAo do estroma e na relacdo deste com o tumor.
Efetivamente, percebemos que existe um equilibrio entre os seus fenotipos M1 e M2, estando
este Ultimo associado ao KRAS. Foi possivel também constatar que o fenétipo M2 predomina
no TME e apresenta um impacto negativo na resposta imune e inflamatdria.
Consequentemente, a inibicgdo dos eixos CCL2-CCR2 e CSF1-CSFR1 demonstrou um
interesse crescente, ao contrariar a influéncia do PDAC nesta populacdo e reduzir o
predominio M2 no microambiente tumoral. Contudo, a reducdo de TAMs resultou numa
resposta compensatoria e aumentou a populagédo de TANs. Analogamente, apurdmos que o
recrutamento e o fenétipo de TANs é influenciado por fatores e quimiocinas produzidas pelo
tumor e que a inibicdo do eixo CXCL5-CXCR2 demonstrou interesse ao permitir diminuir o
infiltrado desta populagéo e, principalmente, por apresentar sinergia com a inibicdo do eixo
CCL2-CCR2. Sugerimos a hipotese de que poderdo existir mais sinergias na combinacgéo de

diferentes imunoterapias que apresentem o TME como alvo.

Num tumor onde predomina a imunossupressao, € importante identificar com exatidao
as causas e os efeitos desta mesma imunossupressao, com vista ao delineamento de novas
estratégias. As MDSCs representam uma populacao de células indiferenciadas, definidas pelo
seu impacto imunossupressor e pela sua interligacdo intima com células Treg, igualmente
imunossupressoras. A reducdo destes grupos celulares tem sido foco de interesse pela
comunidade cientifica. A titulo de exemplo, a antagonizacdo do CXCR4 podera ser uma boa
estratégia na diminuicao do recrutamento de MDCS, enquanto a inibicdo do eixo CCL5-CCR5
podera ser uma boa estratégia na diminuicdo do recrutamento de células Treg. No entanto,
também compreendemos que as células Treg, ao inibirem a resposta celular, inibem células
T helper. Dito isto, num ambiente onde apuramos existir um predominio de um padrao Th2,

esse padréo sofrera um aumento exponencial aguando da diminui¢do de células Treg.
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Por este motivo, sugerimos a hipétese de existir um beneficio maior na combinacéo
de imunoterapias que visam diminuir os padrdes de resposta Th2 e Th17, como por exemplo
a neutralizacéo de IL-6 e IL-17, ou que possibilitem diminuir o fenétipo instituido por estes

padrbes, como por exemplo TAMs e TANs, M2 e N2, respetivamente.

Pelo mesmo motivo, outra populacdo que tem demonstrado grande interesse na
comunidade cientifica é a de células dendriticas, pois ndo sé representa uma ponte entre a
imunidade inata e adaptativa, mas também representa o grupo celular que pode aumentar
exponencialmente a resposta celular e, assim, aumentar a eliminacédo tumoral. No entanto,
percebemos que esta populacdo, ao contrario das outras abordadas neste trabalho, esta em
défice no microambiente tumoral. Acreditamos que utilizacdo de agonistas checkpoints, como
0s agonitsta anti-CD40, e de agonistas FIt3/FIt3L e possam representar uma boa estratégia

num futuro muito préximo no aumento desta populacao.

Consideramos pertinente realcar o papel de duas citocinas inflamatérias cujo impacto
foi possivel apurar na maioria dos grupos celulares que aborddmos neste artigo de reviséo,
nomeadamente a IL-6 e a IL-8 (CXCL8). Foi possivel ao longo desta revisdo constatar
diversas relacdes com a IL-6: i) niveis aumentados estdo reportados como respostas
compensatorias ao tratamento com gemcitabina. ii) relagdo com os iCAFs; ii) relagdo com o
aumento de células Treg. iii) a sua redu¢do aquando da reducdo de TAMSs. iv) a sua
neutralizacdo aumentou o nimero de células dendriticas; v) o seu aumento como resposta
compensatoria a utilizagdo de agonistas CD40. Igualmente, foi possivel identificar diversas
relagbes com a IL-8: i) niveis aumentados estdo reportados como resposta compensatoria ao
tratamento com gemcitabina. ii) niveis elevados no PDAC metastizado; iii) quer a inibicdo do
eixo CXCL8-CXCR1/2, quer a utilizacdo de um anticorpo anti-CXCL8 associado a gemcitabina
diminuiram a proliferagéo de células PDAC. iv) o anticorpo anti-CXCL8 diminui o recrutamento

de CAFs. Sugerimos assim que a neutralizacdo destas citocinas, poderdo ser uma mais valia.

Desta forma, verificamos que é importante ter uma visdo ampla da “arquitetura” e
“organizagdao” deste microambiente, visto que a imunomodulagdo especifica de um
determinado grupo celular ndo sé tem impacto na relacdo do TME com a neoplasia, como
também podera desencadear uma resposta compensatoéria indesejavel que, quando detetada,

podera ser revertida, através da utilizacdo e associagéo de diferentes imunoterapias.
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Concluimos que a identificacdo de novos e diferentes imunomoduladores podera
desempenhar um papel importante na nova era da Imunoterapia, no que diz respeito ao
combate das neoplasias pancreaticas. Por conseguinte, sublinhamos a possibilidade de existir
um largo beneficio entre a associacdo das imunoterapias que tém como alvo o TME.
Terminamos inferindo que este possivel beneficio, associado ao facto destas novas terapias
terem demonstrado um grande potencial efeito sinergético com a quimioradioterapia vigente
e ainda associado a possibilidade de também sensibilizarem o tumor para a imunoterapia
baseada em checkpoints, poderd mudar o paradigma atual que representa o adenocarcinoma
ductal do pancreas. O estudo do microambiente tumoral podera vir a alterar o outcome dos
doentes com PDAC. Espera-se, assim, que este artigo de revisdo permita facilitar e incitar o

desenvolvimento de futuros ensaios pré-clinicos.
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