MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA — TRABALHO FINAL

PATRICIA GOMES SANTOS

Adenocarcinoma do Pancreas — Estratégias Terapéuticas Atuais e

Perspetivas Futuras

ARTIGO DE REVISAO NARRATIVA

AREA CIENTIFICA DE FISIOPATOLOGIA

Trabalho realizado sob a orientagéo de:
PROFESSORA DOUTORA ANABELA MOTA PINTO
PROFESSOR DOUTOR RUI VASCO QUINTAIS GRADIZ

Abril, 2021



Adenocarcinoma do pancreas — Estratégias Terapéuticas Atuais e Perspetivas

Futuras

Patricia Gomes Santos '

Anabela Mota Pinto "2

Rui Vasco Quintais Gradiz "2

' Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra, Portugal

2 Instituto de Patologia Geral, Coimbra, Portugal

Endereco eletrénico: rgradiz@fmed.uc.pt

Coimbra, Abril 2021



1= 1 1 U 5
ADSEFACT......cc o ——— 6
Lista de @CrONIMOS .......ccceiiiiiii s an s e e s 7
4 0T [T o 2 11
MetodOlOgia .....cciiiiieeire e ——————— 15
D T L= o1 L7 L 15
1. Microambiente tumoral (TME)..........cooomiiirr e 15
1.1 EStroma deSMOPIASICO.......cuuiiiiiiiiicierrrr e sscssrrr e sssn s smnn e s e e s s smmnnn e e e s 17
1.1.1. Matriz extracelular (ECM) ... 17
HIGIUFONIAASES ...t e e e e e e e e e e e 17
Inibidores da via de sinalizagdo Hedgehog (Hh) ........coocuiiiiiiiii e 19
LR IR V- = o T ] = 2= Lo o R 20
Agentes antiaNgIOGENICOS ........uuuriiiiiieiiaiit ettt e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e e e e e e 20
1.1.3. Fibroblastos associados a cancro (CAFS) ..o e 22
Inibidores da proteina ativadora de fibroblastos (FAP) ... 23
Inibidores do fator de crescimento transformador-beta (TGF-f)........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 24
Acido all-trans retinGico (ATRA) .......cooovoueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeee et ee e eae s e ese s e eaeeesnanann. 25
VIAMING D ..t e e e e e e e e e e 25
1.2. Microambiente imUNOSSUPIESSOL ............couimiiiimiimmiieereeerereeee e e eerreserrere e eeseeseeseees 25
1.2.1. Macroéfagos associados ao tumor (TAMS)........ccouimiieee s 26
e o] a1y £= K O I 2 OO 27
Inibidores do recetor do fator estimulante de colénias-1 (CSF-1R) ........cccccoiiiiiiiiiieennne 27
Inibidores do recetor de quimiocinas CC 2 (CCR2) .........ooiiiiiiiiiiiiiee et 28
1.2.2. Células supressoras derivadas da linhagem mieldide (MDSCS)..........cccccerrrrunnen. 29



BLABOA0 ... e 30

ENBINOSTAL........eeeeeee e e e 30
1.2.3. Células T reguladoras (Tregs) .....cccceriirrmmrririierrrrsrser s s s nne s 31
MOGAMUIZUM@D ... e e e e e e e e e e e e 31
2. Inibidores de checkpoints imunes (ICl) ..o 32
2.1. Proteina citotoxica 4 associada a linfocitos T (CTLA-4) .......ccccevvrrmnrincienessssnennnns 32
10111y T g2 =T o 33
TremelimUMAD...... ..o e 34
2.2. Proteina da morte celular programada-1 (PD=1) .......ccccevmmriniimmnnnnnsensiseee e 34
PemBIOlIZUMED ...t e e 35
NIVOIUMAD ... e e e e e e 36
3. Transferéncia adotiva de Células T (ACT).....ccccerrrrimrrrrrsmrr s 36
MESOTEIING ... e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 37
MUCING 1 (MUGCT) ettt e et e e s e e e e e nbe e e e s annneeeaen 38
L Y T | 4 - T L 39
4.1. Vacinas de células tumorais totais ..........ccccerivimiiirinncc e 39
Vacinas modificadas para exprimirem GM-CSF (GVAX) .......ooiiiiiiiiiiieeieee e 40
L0013 T T = T 42
AGradeCimentos ........ciiiiiiiiiieirrr e ————————— 44
Referéncias bibliograficas .........ccccciiiinieiinc e ——————— 45



Resumo

Este artigo de revisdo narrativa teve como principais objetivos sumariar os obstaculos ao
sucesso terapéutico no adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC) e as terapéuticas
atualmente aprovadas para o tratamento do PDAC. Para além disso, sao referidos os
resultados de ensaios pré-clinicos e clinicos de novas perspetivas terapéuticas, como a
imunoterapia dirigida a componentes especificos do microambiente tumoral, a inibigdo de

checkpoints imunes, a transferéncia adotiva de células T e as vacinas antitumorais.

Para este fim, foram usadas as bases de dados MEDLINE-Pubmed, Cochrane Library e
Clinicaltrials.gov, tendo-se analisado artigos cientificos publicados entre 2005 e 2020,
relativos ao microambiente tumoral do PDAC, aos regimes terapéuticos atuais e a

imunoterapia aplicada ao PDAC.

O PDAC é um cancro altamente letal, com elevada resisténcia a terapéutica e que,
geralmente, se apresenta ao diagndstico em estadio ndo ressecavel. Verificou-se que o PDAC
possui um microambiente tumoral (TME) Unico, em que as células tumorais se encontram
envolvidas por uma abundante reacdo desmoplasica formada por matriz extracelular e
elementos celulares como células imunes, fibroblastos, células endoteliais e fatores de
crescimento. O microambiente tumoral, ao interagir entre si, e com células tumorais, promove
ativamente a carcinogénese, a progressao tumoral, a metastizacdo e a resisténcia a
terapéutica. Com a descoberta da importancia do TME no crescimento do PDAC, os seus
componentes tornaram-se alvos terapéuticos promissores, com bons resultados em ensaios
pré-clinicos. Todavia, apesar de alguns terem demonstrado beneficio, os ensaios clinicos
frequentemente falharam em traduzir os resultados pré-clinicos. Verificou-se ainda que a
combinagéo de imunoterapia dirigida a mais do que um alvo especifico, ou a combinagéao de
imunoterapia com outras modalidades terapéuticas, pode ter efeito sinérgico com aumento da
taxa de resposta. Atualmente, diversos ensaios clinicos procuram determinar a eficacia de
estratégias de imunoterapia no PDAC, entre elas, a inibicdo de checkpoints imunes,
transferéncia adotiva de células T e vacinas antitumorais. A combinag¢ao de imunoterapia com
estratégias inibidoras da agao dos constituintes do microambiente tumoral parece promissora

e foi explorada ao longo deste artigo de revisao narrativa.

Palavras-chave: cancro do pancreas; terapéutica; imunoterapia; terapéutica farmacoldégica;

microambiente tumoral.



Abstract

This narrative review article aimed to summarize the obstacles to the therapeutic success in
pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and the currently approved therapies for PDAC
treatment. In addition, this article refers to preclinical and clinical trials, and their respective
results, prepared based on new therapeutic perspectives, such as immunotherapy directed at
specific components of the tumor microenvironment, inhibition of immune checkpoints,

adoptive cell transfer and anti-tumor vaccines.

We used the databases MEDLINE-Pubmed, Cochrane Library and Clinicaltrials.gov and we
analyzed scientific articles published between 2005 and 2020, relating to the tumor

microenvironment, current therapeutic regimens and immunotherapy applied to PDAC.

PDAC is a highly lethal cancer, with high resistance to therapy and that, generally, at diagnosis,
presents itself in a non-resectable stage. It was found that PDAC has a unique tumor
microenvironment, in which the tumor cells are surrounded by an abundant desmoplastic
reaction composed of extracellular matrix and cellular elements such as immune cells,
fibroblasts, endothelial cells and growth factors. The interactions that occur in the tumor
environment itself and between the tumor environment and tumor cells actively promote
carcinogenesis, tumor progression, metastasis and resistance to therapy. With the discovery
of its role in PDAC growth, its components have become promising therapeutic targets, with
good results in preclinical trials. However, although some have shown benefit, clinical trials
have often failed to translate preclinical results. It was also found that the combination of
immunotherapy directed at more than one specific target, or the combination of
immunotherapy with other therapeutic modalities, can have a synergistic effect with an
increase in the response rate. Currently, several clinical trials seek to determine the
effectiveness of immunotherapy strategies in PDAC, including the inhibition of immune
checkpoints, adoptive cell transfer and anti-tumor vaccines. The combination of
immunotherapy with strategies that inhibit the action of the components of the tumor

microenvironment seems promising and will be explored throughout this review article.

Keywords: pancreatic cancer; therapy, immunotherapy; drug therapy; tumor

microenvironment.



Lista de acréonimos

a-SMA — Alfa-actina do musculo liso (do inglés a-Smooth Muscle Actin)

ACT - Transferéncia adotiva de células T (do inglés Adoptive Cell Transfer)

APCs — Células apresentadoras de antigénios (do inglés Antigen Presenting Cells)

Arg-1 — Arginase-1

ATRA — Acido all-trans retindico (do inglés All-Trans Retinoic Acid)

CAFs — Fibroblastos associados a cancro (do inglés Cancer Associated Fibroblasts)

CAR-T - Células T com recetor quimérico de antigénios (do inglés Chimeric Antigen Receptor
T cells)

CCLA17 - Ligando de quimiocinas CC 17 (do inglés CC chemokine Ligand 17)

CCL2 - Ligando de quimiocinas CC 2 (do inglés CC chemokine Ligand 2)

CCL22 - Ligando de quimiocinas CC 22 (do inglés CC chemokine Ligand 22)

CCR2 - Recetor de quimiocinas CC 2 (do inglés CC chemokine Receptor 2)

CCR4 - Recetor de quimiocinas CC 4 (do inglés CC chemokine Receptor 4)

CSF-1 — Fator estimulante de coldnias-1 (do inglés Colony Stimulating Factor-1)

CSF-1R — Recetor do fator estimulante de coldnias-1 (do inglés Colony Stimulating Factor-1

Receptor)

CTLA-4 — Proteina citotoxica 4 associada a linfécitos T (do inglés Cytotoxic T-Lymphocyte

Associated Antigen 4)

CXCL12 - Ligando de quimiocinas CXC 12 (do inglés CXC chemokine Ligand 12)



CXCR2 — Recetor de quimiocinas CXC 2 (do inglés CXC chemokine Receptor 2)

CXCR4 — Recetor de quimiocinas CXC 4 (do inglés CXC chemokine Receptor 4)

ECM — Matriz extracelular (do inglés Extracellular Matrix)

EGFR - Recetor do fator de crescimento epidérmico (do inglés Epidermal Growth Factor

Receptor)

FAP — Proteina ativadora de fibroblastos (do inglés Fibroblast Activation Protein)

FGF — Fator de crescimento dos fibroblastos (do inglés Fibroblast Growth Factor)

Foxp3 - Fator de transcricdo Forkhead box P3

FSP — Proteina especifica de fibroblastos (do inglés Fibroblast Specific Protein)

GM-CSF - Fator estimulante de colonias de granulocitos e macréfagos (do inglés

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor)

GVAX - Vacinas modificadas para exprimirem GM-CSF

HA — Acido hialurénico (do inglés Hyaluronic Acid)

HGF — Fator de crescimento dos hepatdcitos (do inglés Hepatocyte Growth Factor)

Hh — Via de sinalizacdo Hedgehog

HIF-1 — Fator indutivel por hipéxia-1 (do inglés Hypoxia-Inducible Factor-1)

ICI - Inibidores de Checkpoints Imunes

IDO1 - Indolamina 2,3-dioxigenase 1

IL — Interleucina

INF-a - Interferao-alfa



iNOS - Sintetase do 6xido nitrico induzivel (do inglés Inducible Nitric Oxide Synthase)

mADb — Anticorpo monoclonal (do inglés Monoclonal Antibody)

MDSCs — Células supressoras derivadas da linhagem mielodide (do inglés Myeloid Derived

Supressor Cells)

MHC-I/ll — Complexo major de histocompatibilidade-I/Il (do inglés Major Histocompatibility
Complex-I/Il)

MMP — Metaloproteinases da matriz (do inglés Matrix Metalloproteinases)

MMR - Sistema de reparagao de DNA “Mismatch Repair’

MUC1 — Mucina 1

ORR - Taxa de resposta tumoral objetiva (do inglés Objective Response Rate)

OS - Sobrevivéncia global (do inglés Overall Survival)

PD-1 — Proteina da morte celular programada-1 (do inglés Programmed Death protein-1)

PD-L1/2 — Ligando da proteina da morte celular programada-1/2 (do inglés Programmed
Death Ligand-1/2)

PDAC - Adenocarcinoma ductal do pancreas (do inglés Pancreatic Ductal Adenocarcinoma)

PFS — Progresséo livre de doenga (do inglés Progression Free Survival)

PSCs — Células pancreaticas estreladas (do inglés Pancreatic Stellate Cells)

PTCH — Recetor transmembranar Patched

SDF1A - Fator-1-alfa derivado de células do estroma (do inglés Stromal cell Derived Factor-
1a)

SHh — Sonic Hedgehog



SMO — Proteina Smoothened

TAMs — Macréfagos associados ao tumor (do inglés Tumor Associated Macrophages)

TANs — Neutrdfilos associados ao tumor (do inglés Tumor Associated Neutrophils)

TGF-B — Fator de crescimento transformador-beta (do inglés Transforming Growth Factor- 8)

TME — Microambiente tumoral (do inglés Tumor Microenvironment)

tMUC1 — Mucina 1 associada ao tumor

TNF-a - Fator de necrose tumoral-alfa (do inglés Tumor Necrosis Factor-c)

VDR - Recetor da vitamina D (do inglés Vitamin D Receptor)

VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial (do inglés Vascular Endothelial Growth

Factor)

VEGFR - Recetor do fator de crescimento vascular endotelial (do inglés Vascular Endothelial

Growth Factor Receptor)
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Introducao

O cancro do pancreas representa a 72 causa de morte mais comum por cancro e o 11° cancro
com maior incidéncia, a nivel global. Em 2018, teve uma prevaléncia estimada de 2.5% e

2 Com um ratio

representou 4.5% das mortes relacionadas com cancro.
mortalidade/incidéncia de 94%, atualmente o cancro do pancreas é um dos cancros mais
fatais e com pior prognéstico associado, com uma taxa de sobrevivéncia a 5 anos de 9%. ? A
incidéncia e a mortalidade séo superiores em paises desenvolvidos 2 e aumentam com a
idade com, aproximadamente, 90% das mortes a ocorrerem apds os 55 anos. * Ao contrario
do que se verificou noutros cancros, na ultima década, por motivos desconhecidos, as taxas
de incidéncia e de mortalidade do cancro do pancreas tém vindo a aumentar. *° Prevé-se que,
em breve, na Unido Europeia, como aconteceu nos Estados Unidos da América (EUA) em
2016, o cancro do pancreas ultrapasse o cancro da mama, tornando-se na 32 causa mais
frequente de mortes por cancro. ' Nos EUA projeta-se que, em 2030, o cancro do pancreas
se converta na 22 principal causa de morte por cancro, ultrapassado apenas pelo cancro do

pulmao. +°

O adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC) é o subtipo mais frequente de cancro do
pancreas, correspondendo a cerca de 90% dos tumores exdcrinos deste 6rgdo. © Apesar de
ser uma doenga complexa e multifatorial, tem diversos fatores de risco associados, como o
tabaco, consumo etilico marcado, obesidade, pancreatite crénica, diabetes mellitus, sexo
masculino e histdria familiar. ” O PDAC, na maioria dos casos, surge na sequéncia de uma
lesdo precursora conhecida como neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN) que, com a
acumulagado continua de alteragdes genéticas, se torna progressivamente mais displasica. 8
Apesar de ser uma doenga heterogénea, verificam-se alteragdes recorrentes em quatro genes
promotores da carcinogénese e da progressao tumoral: Kirsten Rat Sarcoma (KRAS, 90-
95%), Tumor protein P53 (TP53, 75-90%), Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A (CDKN2A,
50-98%) e Smad family member 4 (SMAD4, 20-50%). = A mutagdo do oncogene KRAS ¢é a
mais comum no PDAC, e esta presente desde o inicio da carcinogénese, em lesdes de baixo
grau. A medida que as lesdes precursoras aumentam de grau, também a frequéncia da

mutacédo do KRAS se acentua. 57

O estadiamento (Tabela 1) do tumor no momento do diagndstico € o fator mais importante de
progndstico. ' Em fases iniciais da carcinogénese, ha auséncia de sinais e sintomas, no
entanto, com a progressdo da doenga, podem surgir sinais e sintomas insidiosos e
inespecificos como perda de peso, anorexia, ictericia, acolia fecal, coluria, e entre outros. °

Devido a auséncia de manifestagdes clinicas especificas em fases precoces da doenca e a
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falta de métodos de diagndstico com sensibilidade para a sua detegao em estadios iniciais, a

maioria dos PDAC s&o diagnosticados em estadios avancgados. 2 Aquando do diagndstico,

apenas 15% dos doentes apresentam doencga ressecavel (estadio I/1l), 35% apresentam

doencga localmente avangada (estadio Ill) e 50% apresentam doenga metastizada (estadio

V). 10

Tabela 1. Sistema de estadiamento TNM do cancro do pancreas segundo a AJCC (82 edigéo)

Tumor primario (T)
Tx
TO
Tis
T1

T2

T3
T4

Ganglios linfaticos regionais (N)

Nx
NO

N1
N2
Metastases a distancia (M)
MO
M1
Estadio

Tumor primario ndo pode ser avaliado
Sem evidéncia de tumor primario
Carcinoma in situ

Tumor confinado ao pancreas, com didmetro < 2 cm

Tumor confinado ao pancreas, com didmetro > 2cm e < 4 cm

Tumor confinado ao pancreas, com didmetro > 4 cm
Tumor estende-se além do pancreas e envolve o plexo

celiaco ou a artéria mesentérica superior

Ganglios linfaticos ndo podem ser avaliados

Auséncia de metastases em ganglios linfaticos regionais

Metastases em 1 a 3 ganglios linfaticos regionais

Metastases em = 4 ganglios linfaticos regionais

Sem metastases a distancia

Metastases a distancia presentes

Tis NO MO

T1 NO MO

T2 NO MO, T1 N1 MO

T3 NO MO, T2 N1 MO, T1 N2 MO
T3 N1 MO, T2 N2 MO

T3 N2 MO

T4 qualquer N MO

Qualquer T qualquer N M1

12



As opcodes de tratamento sdo bastante limitadas. A ressec¢éao cirurgica do tumor primario com
linfadenectomia dos ganglios linfaticos regionais e quimioterapia adjuvante "' ¢ o unico
tratamento com potencial curativo. "2 Nos pacientes submetidos a ressegéo cirurgica, as taxas
de recorréncia local e sistémica da doenca sao elevadas e a taxa de sobrevivéncia aos 5 anos
ronda os 20%. ®'"''* Os pacientes que, ao diagndstico, apresentam doenga em estadio Ill ou
IV ndo sao elegiveis para tratamento curativo. Desta forma, a quimioterapia é o tratamento

utilizado nestes doentes, para prolongar a sobrevivéncia e melhorar a qualidade de vida.

Em 1997, a gemcitabina tornou-se o tratamento de 1?2 linha para o PDAC metastatico,
providenciando uma sobrevivéncia global (OS) média de 6 meses e melhoria da qualidade de

* sendo que, a OS corresponde ao tempo entre a inclusdo no estudo e a morte,

vida,
independentemente da causa. '° Devido a reduzida sobrevida atingida com a administragéo
Unica de gemcitabina, a eficacia da sua associagdo a outros regimes terapéuticos foi
amplamente testada em ensaios clinicos. ' Apesar da combinagdo de gemcitabina com
erlotinib, um inibidor do recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), ter demonstrado
aumento da OS comparativamente & administragédo de gemcitabina (6.24 vs 5.91 meses), '
nenhuma associagdo revelou superioridade significativa relativamente ao regime ja

estabelecido. "

Em 2011, a combinagéao de acido félico, fluorouracil, irinotecano e oxaliplatina (FOLFIRINOX),
demonstrou vantagem sobre gemcitabina no tratamento do PDAC, com uma OS média de
11.1 meses (vs 6.8 meses, no grupo controlo). No entanto, FOLFIRINOX apresentou efeitos
adversos significativos como neutropenia febril, trombocitopenia, diarreia e neuropatia
periférica. ' Na fase Ill de um ensaio clinico, realizada para confirmar o beneficio terapéutico
e a seguranga de um farmaco numa amostra alargada e em comparagéo com o tratamento
padronizado ou placebo, ' foi testada uma formulagdo de paclitaxel ligado a albumina (nab-
paclitaxel), em associacdo a gemcitabina. '® Neste ensaio participaram 861 pacientes com
PDAC em estadio IV. A OS foi superior no grupo experimental (8.5 vs 6.7 meses), no entanto,
nos pacientes que receberam a associagao verificou-se maior frequéncia de efeitos adversos,
como neuropatia periférica. '® Posto isto, FOLFIRINOX e gemcitabina/nab-paclitaxel estdo
ambos aprovados para o tratamento de 12 linha do PDAC metastizado, em pacientes no grau

0 ou 1 (Tabela 2) da escala ECOG performance status. >'*
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Tabela 2. Escala Eastern Collaborative Oncology Group (ECOG) performance status (Adaptado de Sok
etal., 2019) '°

Grau Descrigao
0 Totalmente ativo. Capaz de realizar todas as suas atividades sem restrigio como
previamente ao surgimento da doencga.
1 Restrigao a atividade fisica extenuante, mas capaz de realizar trabalhos de natureza
leve ou sedentaria.

2 Capaz de realizar as suas atividades de vida diaria, mas incapaz de realizar
qualquer atividade de trabalho. Levantado mais de 50% das horas de vigilia.

3 Capaz de realizar somente autocuidados limitados. Confinado ao leito ou cadeira

em mais de 50% das horas de vigilia.

4 Incapaz de realizar quaisquer autocuidados. Totalmente confinado ao leito ou
cadeira.
5 Morte

Apesar dos esforgos, o PDAC permanece um cancro altamente letal, com reduzida sobrevida
e marcada quimiorresisténcia, tornando-se clara a necessidade de serem desenvolvidas

novas estratégias terapéuticas.

Nos ultimos anos, a imunoterapia tem vindo a ser incorporada no tratamento de algumas
neoplasias malignas e os resultados sdo promissores, reforcando esta opgao como um 4°
pilar no tratamento oncoldgico, conjuntamente com cirurgia, quimioterapia e radioterapia. 2°
No entanto, este sucesso ndo se refletiu no tratamento do PDAC, que nao responde a
imunoterapia convencional. Esta auséncia de resposta pode ser explicada pelo facto de o
PDAC reunir um conjunto de carateristicas que o tornam particularmente dificil de tratar, entre
elas o seu microambiente tumoral (TME) que, por diversos mecanismos, tem a capacidade
de promover uma resisténcia a terapéutica e a progressao tumoral, contribuindo em grande
parte para o mau prognostico associado a esta doenga. Neste trabalho vao ser descritos os
componentes deste complexo TME e os mecanismos através dos quais estes limitam o
sucesso da imunoterapia. Serdo também expostas estratégias que utilizam os componentes
do TME como alvo terapéutico, para bloquear a sua agdo na carcinogénese e permitir assim
a expressao do potencial da imunoterapia. Por ultimo, irdo ser referidos os sucessos,
insucessos e 0s progressos da aplicagdo de novas estratégias de imunoterapia no PDAC,
nomeadamente, a inibigdo de checkpoints imunes, a transferéncia adotiva de células T e a

vacinagao.

14



Metodologia

Este artigo de revisdo bibliografica foi realizado através da pesquisa e analise de artigos
cientificos publicados e referenciados nas bases de dados MEDLINE — Pubmed e Cochrane
Library, publicados online entre novembro de 2005 e junho de 2020. A pesquisa foi limitada a
artigos escritos em inglés e portugués. De 283 artigos, 109 foram selecionados de acordo
com o titulo e o conteudo do resumo. As palavras chave utilizadas na pesquisa foram os
termos MeSH “pancreatic cancer”, “therapy”, “immunotherapy”, “drug therapy” e “tumor
microenvironment”. Adicionalmente, para cada alvo terapéutico individual explorado neste
artigo de revisao foram utilizados o respetivo alvo ou a terapéutica como palavra chave (por
exemplo, “PEGPH20”, “Sonic Hedgehog inhibitors”). A base de dados Clinicaltrials.gov foi
utilizada para obtengao de informagéo acerca dos ensaios clinicos mencionados nos artigos

recolhidos na pesquisa bibliografica.

Discussao

1. Microambiente tumoral (TME)

A imunovigilancia tumoral é uma teoria que prevé que o sistema imunitario é capaz de suprimir
tumores em fases iniciais da doenga através da identificagdo de neoantigénios e da
eliminagéo de células tumorais, por células T efetoras. ' Tumores pouco imunogénicos ou
que possuem mecanismos supressores da fungdo imune, escapam a imunovigilancia e
progridem, tornando-se clinicamente evidentes. Surgiu entdo o conceito de imunoedi¢ao
tumoral, baseado na capacidade de o sistema imunitario limitar o desenvolvimento do tumor
mas também de promover o seu crescimento. 2'?2 A imunoterapia, pelo bloqueio de sinais
imunossupressores promotores do crescimento tumoral, estimula a eliminagdo do tumor pelo
sistema imune. Os avangos na area da imunoterapia revolucionaram o tratamento de diversas
neoplasias solidas e hematoldgicas. No entanto, o PDAC permanece refratario a imunoterapia
convencional pois, para além das carateristicas ja mencionadas, é um tumor
imunologicamente “frio”, porque possui poucos neoantigénios tumorais que possam ser
reconhecidos pelo sistema imunitario. 2 No entanto, o obstaculo mais significativo contra a

eficacia da imunoterapia no PDAC é o seu microambiente tumoral (TME). (Figura 1)

O TME refere-se especificamente ao ambiente interno onde os tumores ocorrem e se
desenvolvem. 2 No PDAC, o TME é formado por células tumorais envolvidas por um estroma
fibroso denso, que pode representar até 90% do volume tumoral. 8 O estroma é constituido

por células imunes infiltrativas, células endoteliais, fibroblastos, neurénios, pericitos, fatores
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soluveis (citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e fatores pro-angiogénicos) e
proteinas da matriz extracelular (ECM), entre elas, colagénio, acido hialurénico (HA) e

fibronectina. 2426

O TME contribui para a progressdo tumoral de forma multifacetada. Através do estroma
fibroso, constitui uma barreira fisica a penetragéo de agentes terapéuticos na massa tumoral,
contribuindo assim para a quimiorresisténcia; € também capaz de induzir um microambiente
imunossupressor promotor da evasdo as defesas do hospedeiro, por inibicdo direta da
imunidade antitumoral ou por inducdo da proliferacdo de células imunossupressoras. 2’ As
carateristicas do TME facilitam a proliferagdo, crescimento, invasdo, metastizacdo e
resisténcia & terapéutica no PDAC. *?’ Devido & sua influéncia na carcinogénese, o
entendimento dos mecanismos de atuagdo do TME e o seu estudo como potencial alvo
terapéutico, tornaram-se muito relevantes. Os ensaios clinicos estao focados nos seus dois

grandes compartimentos: o estroma desmoplasico e o microambiente imunossupressor.

A Primary tumor

F\ ’
4 Immunosuppression { o— Galh ECM,
P gin]_-zésr D —> Cytokines,
y € TGF-B, FAP-a
| A @ / TNF-q, 4 Immunosuppression

Cytokines, IL-10
VEGF,
TGF-a )
4 Tumor progression

4§ Cancer cell survivor

@ @ - L -
@ PAC ’ MDSC /%%%i
@ TAM @ ﬁ Blood Vessels

Figura 1. Microambiente tumoral (TME) do cancro do pancreas. (A) O TME cria uma barreira a

@

penetragao de farmacos citotdxicos e de imunoterapia. (B) As complexas interagdes entre os elementos
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do TME induzem mecanismos de resisténcia que promovem a progresséo tumoral, imunossupressao
e sobrevivéncia das células tumorais. CAF: fibroblastos associados a cancro. CTL: linfocitos T
citotoxicos. ECM: matriz extracelular. MDSC: células supressoras derivadas da linhagem mieldide.
PAC: adenocarcinoma pancreatico. PSC: células pancreaticas estreladas. TAM: macréfagos

associados ao tumor. (Adaptado de Schizas et al., 2020) %

1.1 Estroma desmoplasico

Uma das carateristicas histopatolégicas do PDAC é a desmoplasia, que corresponde a
existéncia de fibrose extensa no tumor primario e em localizagbes secundarias. 2°%° A
desmoplasia manifesta-se através da secrecdo excessiva de proteinas da ECM e da
conversdao de fibroblastos residentes no pancreas na sua variante fenotipica de
miofibroblastos. 2’ A desmoplasia forma uma barreira mecéanica a volta das células tumorais,

limitando a penetragéo de farmacos, de células imunes infiltrativas e a perfusdo tumoral. %°

O PDAC desenvolve-se num ambiente hipoxico, promotor da progressao tumoral. Células
tumorais secretam agentes pré-angiogénicos, como o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), no entanto, formam-se neovasos aberrantes e ineficazes na perfuséo tumoral. 3! As
células tumorais, em contraste, produzem também fatores antiangiogénicos, como a
angiostatina, intensificando a hipoxia. 232 A hipoxia gerada ativa células pancreaticas
estreladas (PSCs), promotoras da produgao de proteinas da ECM, perpetuando a fibrose e,
consequentemente, o ambiente hipdxico. * Em resposta & hipoxia, ocorre ativacdo do fator
indutivel por hipoxia-1 (HIF-1), que, por mecanismos adaptativos, contribui para a
manutencéo da viabilidade celular em condigdes de hipoxia, inibicdo da apoptose, proliferacédo

celular, invasdo, metastizagdo e quimiorresisténcia. 232732

A maioria dos ensaios clinicos cujo alvo € o estroma focam-se em trés constituintes

fundamentais: ECM, vascularizagio e fibroblastos.

1.1.1. Matriz extracelular (ECM)

Hialuronidases

O acido hialurénico (HA) € um glicosaminoglicano hidrofilico abundante na ECM do PDAC.

Ensaios pré-clinicos demonstraram que o HA promove a carcinogénese ao atuar como

molécula sinalizadora que ativa vias de sinalizacao intracelulares, promovendo a invasao e a
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metastizacdo. **** A acumulacdo de HA aumenta a pressao intersticial, com colapso de vasos

sanguineos e reducgéo da perfuséo tumoral.®%

A elevada concentragdo de HA na ECM esta associada a pior prognéstico. 2° Numa analise
retrospetiva, que incluiu 110 pacientes, verificou-se que a OS em pacientes com elevada
acumulagéo de HA foi inferior a de pacientes com menor acumulagéo (9.3 vs 24.3 meses,
respetivamente). 3*3° Com base na associagéo entre a acumulagdo de HA e a dificuldade de
acesso de farmacos ao tumor, com consequente diminuigdo da sobrevida, surgiu interesse no

desenvolvimento de estratégias redutoras da concentragcdo de HA no TME.

Hialuronidases sdo enzimas enddgenas que degradam HA. PEGPH20 é a forma peguilada
da hialuronidase recombinante humana PH20, com um tempo de semivida de 1 a 2 dias, o
que permite atingir a circulagéo sistémica e o alvo terapéutico. *3° A administragéo sistémica
de PEGPH20 em modelos pré-clinicos revelou deplecao da concentragao de HA no estroma
em 24 horas, diminuicdo da pressao intersticial intratumoral e aumento do didmetro dos vasos
sanguineos. %° Devido a estes resultados promissores, foram realizados ensaios clinicos para
testar se o uso concomitante de PEGPH20 e de agentes sistémicos poderia traduzir-se no

aumento da eficacia destes ultimos.

A fase Ib/ll de um ensaio clinico corresponde a realizagdo de um ensaio clinico de fase Ib, na
qual o farmaco é avaliado pela primeira vez, em doses ascendentes, numa amostra reduzida
de pacientes, para determinar a seguranga e a dose minima eficaz; seguida de um ensaio
clinico de fase Il, onde é explorada a eficacia terapéutica num grupo de doentes restrito. '°
Um ensaio clinico de fase Ib/ll, foi realizado em 28 pacientes com PDAC em estadio 1V, para
avaliar a combinagdo de doses gradualmente superiores de PEGPH20 com gemcitabina. *
Ocorreu aumento significativo da perfusdo tumoral, da OS e da sobrevivéncia livre de
progressao (PFS), que corresponde ao intervalo entre o inicio da terapéutica e o agravamento

da doenca ou morte por qualquer causa, '

sendo que, em pacientes com elevadas
concentragdes de HA, verificaram-se tempos mais longos de OS e PFS. *** No seguimento
deste ensaio foi realizado um ensaio clinico de fase Il, em 279 pacientes com PDAC em
estadio IV sem tratamento prévio, para comparar o efeito da associacdo nab-
paclitaxel/gemcitabina + PEGPH20. " Por elevada incidéncia de eventos tromboembdlicos foi
implementada profilaxia com enoxaparina. A PFS no grupo experimental foi superior a do
grupo controlo (6.0 vs 5.3 meses, respetivamente), principalmente nos pacientes com maior

concentragdo de HA intratumoral (9.2 vs 5.2 meses). ¥’
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Em 2019, um ensaio de fase Ib/ll testou a atividade de FOLFIRINOX + PEGPH20 em 138
pacientes com doenga pancreatica em estadio IV. No grupo experimental foram reportados
mais efeitos adversos, gastrointestinais e tromboembdlicos. A OS no grupo experimental (7.7
meses) foi inferior a do grupo controlo (14.4 meses). O estudo terminou precocemente devido
a sobrevivéncia inferior no grupo experimental. 3*3° Os autores assumem que a toxicidade
neste grupo possa advir de interagdes adversas entre as terapéuticas ou de efeitos negativos
exercidos por esta associagdo, no TME. A toxicidade elevada, no grupo experimental,
provocou atrasos na administracdo dos farmacos e reducao das doses fornecidas, pelo que,
a mortalidade podera dever-se a menor exposicéo a terapéutica. ** Os autores enaltecem a
importancia da realizagcdo de ensaios pré-clinicos na avaliacdo de associagdes terapéuticas

e suas interacoes.

A fase lll de um ensaio clinico foi efetuada para avaliar a eficacia da associacao de
gemcitabina/nab-paclitaxel + PEGPH20, em 494 pacientes com adenocarcinoma pancreatico
em estadio IV ndo tratado e com elevada concentracdo de HA intratumoral. *® A associacéo
nao prolongou a OS no grupo experimental, comparativamente ao grupo controlo (11.2 vs
11.5 meses); nem a PFS (7.1 meses nos dois grupos). Os autores concluem que néo ha
suporte para o desenvolvimento de estudos adicionais acerca da aplicagdo de PEGPH20 no

tratamento do PDAC metastatico. 28

Inibidores da via de sinalizagcdo Hedgehog (Hh)

A via de sinalizagdo Hedgehog (Hh) esta implicada na carcinogénese de varios tumores,
incluindo tumores pancreaticos. Quando o ligando, Sonic Hedgehog (SHh), estabelece
ligagdo com o recetor transmembranar Patched (PTCH), o efeito inibitorio que este exerce
sobre a proteina Smoothened (SMO) é anulado e a SMO é ativada. * A ativacdo da SMO
induz a ativacao e translocagao para o nucleo dos fatores de transcricao GLI-1, promovendo
a expressao de varios genes alvo envolvidos na proliferagéo, sobrevivéncia e angiogénese

de diversas neoplasias. 3%

O ligando SHh, sobreexpresso em aproximadamente 70% dos tumores pancreéticos, 442
induz a expressao aberrante de Hh, estimulando a secrecdo de metaloproteinases da matriz
(MMP), de fatores de crescimento nervoso e a diferenciagdo de PSCs em miofibroblastos. 8
E também aumentada a motilidade e a capacidade de invasdo das células tumorais

pancreaticas. *°
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Em modelos experimentais, a inibicdo da via Hh revelou reducdo do estroma e maior
penetracdo de agentes sistémicos, providenciando evidéncia para a realizagdo de ensaios

clinicos. 3940

O vismodegib é um antagonista de SHh, testado em multiplos ensaios clinicos. Num ensaio
clinico de fase Ib/ll, NCT01064622, realizado em 106 pacientes com cancro pancreatico em
estadio IV, foi associado a gemcitabina. A adi¢gao de vismodegib a gemcitabina n&o prolongou
a OS nem a PFS, relativamente a administracdo de gemcitabina. *' A associacdo de
vismodegib a gemcitabina/nab-paclitaxel foi testada num ensaio clinico de fase |II,
NCT01088815. A adigdo de vismodegib nao prolongou significativamente a OS,
comparativamente a OS atingida com gemcitabina/nab-paclitaxel (10 vs 8.7 meses,
respetivamente). *° Estes resultados néo suportavam a continuidade da investigagéo da agéo

dos inibidores SHh nesta populacéo de pacientes. *°

Olive et al., demonstraram que a administragdo de saridegib (IP1-926), inibidor da SMO,
aumenta a penetragédo de gemcitabina no TME, em modelos animais de PDAC. *° Saridegib
foi testado em diversos ensaios clinicos, com resultados promissores. No entanto, um ensaio
clinico de fase Il, que testou a associagao de saridegib e gemcitabina, terminou precocemente

apos a detegdo de OS e PFS inferiores no grupo experimental. 2

Varias hipoteses procuram explicar o insucesso desta terapéutica, como a existéncia de
limitagdes nos modelos animais utilizados em ensaios pré-clinicos ou de efeitos off-target dos
farmacos. ** Alguns ensaios pré-clinicos sugerem ainda que a inibicdo desta via, apesar de
reduzir a desmoplasia, incrementa a progressao tumoral, dai a falha no prolongamento da
0S. *

1.1.2. Vascularizagao

Agentes antiangiogénicos

O crescimento de neoplasias malignas solidas depende de fendmenos de angiogénese. Os
agentes antiangiogénicos possuem beneficio terapéutico, estando aprovados para o
tratamento de diversos cancros como glioblastoma, cancro coloretal e cancro do pulméo de

ndo pequenas células. > No entanto, ainda nenhum agente antiangiogénico demonstrou

beneficio clinico no tratamento do PDAC.
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Através de modelos animais e de linhas celulares de pacientes, verificou-se que o PDAC é
um tumor pouco vascularizado, com vasos de diametro inferior ao dos vasos presentes no
pancreas normal. 2°>*' N&o obstante ser hipovascular, a angiogénese é crucial para que ocorra
invasédo e metastizagdo no PDAC. HIF-1, que surge devido a hipoxia, para além dos efeitos
ja mencionados, aumenta a expressao de VEGF-A, o subtipo da familia VEGF mais estudado,
promovendo a angiogénese e, consequentemente, a invasdo e a metastizagdo. 3! Desta
forma, estima-se que exista potencial terapéutico na administragdo de agentes

antiangiogénicos.

VEGEF, o estimulador mais potente da proliferagdo de células endoteliais, € expresso em 93%
dos PDAC. Diversos estudos comprovam que a sobreexpressao de VEGF-A e do seu recetor
(VEGFR) promovem a proliferagéo, invasdo e metastizacdo nesta doenca. “° Em modelos
ortotépicos de PDAC, a administracdo de terapéutica anti-VEGF demonstrou reducédo do

crescimento do tumor e da densidade microvascular intratumoral. 2

Bevacizumab, um anticorpo monoclonal (mAb) anti VEGF-A, revelou OS média de 8.8 meses,
em associagao a gemcitabina, num ensaio clinico de fase Il que incluiu 52 pacientes com
PDAC em estadio IV. *¢ No entanto, num ensaio clinico de fase lll, em que participaram 602
pacientes com PDAC em estadio ll/1V, a adi¢gdo de bevacizumab a gemcitabina ndo aumentou
a OS, relativamente a administragdo de gemcitabina (5.8 vs 5.9 meses). 4’ A associagéo de
bevacizumab ao regime erlotinib + gemcitabina, foi testada num ensaio clinico de fase lIl, e,
no grupo experimental, ndo houve prolongamento da OS, apesar de ter ocorrido um aumento

estatisticamente significativo da PFS. *2

Foram realizados diversos ensaios clinicos com o objetivo de determinar a eficacia de outros
agentes antiangiogénicos como aflibercept (inibidor VEGF), axitinib e sorafenib (pequenas
moléculas inibidoras do recetor da tirosina cinase). ** Estes regimes foram testados em

combinagédo com gemcitabina em ensaios clinicos de fase Ill, sem aumento da OS.

Numa meta-analise realizada com farmacos anti-VEGF/VEGFR (axitinib, bevacizumab,
aflibercept e elpamotide), concluiu-se que a inibicdo da angiogénese, apesar de aumentar de
forma pouco significativa a PFS e a taxa de resposta tumoral objetiva (ORR), que corresponde
a proporcéo de doentes que demonstraram respostas parciais ou completas, '° ndo contribui

para o prolongamento da OS. “®
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1.1.3. Fibroblastos associados a cancro (CAFs)

Os fibroblastos associados a cancro (CAFs) compdem a populagdo de células mais
abundante no estroma do PDAC “° e desenvolvem-se a partir de células estaminais
mesenquimatosas, de fibroblastos quiescentes residentes no pancreas e de PSCs, que
adquirem fenétipo de miofibroblastos e representam a maior fonte de CAFs no PDAC. %51 A
formacgao de CAFs é estimulada por diversos mediadores, entre eles, ligando de quimiocinas
CC 2 (CCL2), fator de crescimento dos hepatdcitos (HGF) e fator de crescimento dos
fibroblastos (FGF); e a sua ativagdo ocorre através da via de sinalizagdo Hh e de citocinas
como fator de crescimento transformador-beta (TGF-B), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a) e interleucinas (IL)-1, -6 e -10. ®' A populagdo de CAFs é heterogénea, pelo que, n&o foi
ainda estabelecido um marcador especifico que comprove a sua ativagao, no entanto, CAFs
ativos podem expressar alfa-actina do musculo liso (aSMA), proteina ativadora de fibroblastos
(FAP), fator-1a derivado de células do estroma (SDF1A) e proteina especifica de fibroblastos
(FSP). 592 CAFs ativados abundam no estroma, podem compreender até 85% das células
estromais, e encontram-se densamente organizados em torno de estruturais tumorais. ** Uma
vez ativos, contribuem para a progressao tumoral de diversas formas. Geram desmoplasia
pela secregdo abundante de proteinas da ECM e secretam citocinas, quimiocinas e fatores

de crescimento, que estimulam o crescimento tumoral. %

CAFs FAP+ contribuem para o estabelecimento do microambiente imunossupressor pelo
aumento da expresséo de ligandos de checkpoints imunes. ** Checkpoints imunes, como a
proteina citotoxica 4 associada a linfocitos T (CTLA-4) e proteina da morte celular
programada-1 (PD-1), constituem pontos de controlo que, durante uma resposta imune,
limitam a ativagéo de linfocitos T. ®° CAFs FAP+ promovem também imunossupressdo ao
excluirem linfécitos T CD8+ do TME, ** que s&o células fundamentais na geragdo de respostas
imunes antitumorais e estdo proporcionalmente relacionadas com a sobrevida. ?” Macréfagos
associados ao tumor (TAMs) séo células imunes que compreendem uma porgao significativa
do componente celular imunossupressor do TME. CAFs FAP+ estimulam a polarizacéo de
TAMs para o fendtipo imunossupressor através da produgdo de IL-6, IL-10 e TGF-3,
contribuindo para a imunossupressdo. ** A diversidade de acdes exercidas por CAFs na
modulagdo do TME torna estas células fundamentais para a iniciagéo, progressao, invasao,
metastizagéo e quimiorresisténcia do PDAC. *'*® Devido & significancia de CAFs na promog&o
deste cancro, torna-se imperativa a investigagdo de estratégias terapéuticas que manipulem

a acao destas células.
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As estratégias terapéuticas surgem a partir de duas abordagens distintas. Por um lado,
através de terapéuticas redutoras do estroma, como nab-paclitaxel e PEGPH20. Por outro
lado, como vai ser explorado a partir daqui, através de estratégias terapéuticas redutoras da

ativacao e proliferacdo dos CAFs. 5

O ligando SHh, secretado por células pancreaticas, estimula a ativagao de CAFs através da
ligagéo ao seu recetor SMO. A inibigdo da via Hh foi ativamente investigada e tornou-se na
primeira abordagem bem-sucedida na inibicdo de CAFs, em ensaios pré-clinicos. ?* No

entanto, como referido, estes resultados ndo foram reproduzidos nos ensaios clinicos.

Inibidores da proteina ativadora de fibroblastos (FAP)

A inibicao da proteina ativadora de fibroblastos (FAP) é uma abordagem investigada para o
bloqueio dos CAFs. Feig et al., consideraram a possibilidade de que CAFs FAP+ poderiam
mediar a imunossupressao e levaram a cabo um ensaio pré-clinico no qual diminuiram o
numero de células FAP+, através da expressao seletiva de recetores da toxina diftérica nestas
células. *® A reducéo de CAFs FAP+ traduziu-se no abrandamento do ritmo de crescimento
tumoral, exceto quando foram removidas células T efetoras. A diminuigéo do crescimento do
tumor tornou-se mais acentuada quando, a deplecdo de CAFs FAP+, foram associados
inibidores de checkpoints imunes (ICl). *® Segundo os dados, o bloqueio de células FAP+
reduz o crescimento tumoral, mediado pelo sistema imune, e potencia a eficacia da

imunoterapia com ICl, sustentando a hipétese de que CAFs FAP+ sdo imunossupressores. >

Foi também demonstrado que o ligando de quimiocinas CXC 12 (CXCL12), produzido por
CAFs FAP+, é critico para a imunossupressdo mediada por CAFs. Para confirmar estes
achados, procederam a administragdo de AMD3100, um inibidor do recetor de quimiocinas
CXC 4 (CXCR4), que é recetor de CXCL12. Verificou-se aumento da infiltragcdo de células
imunes e efeito sinérgico quando associado a ICI, confirmando que o ligando CXCL12 medeia
a excluséo de células imunes efetoras do TME. 2% A pequena molécula inibidora, AMD3100
(Plerixafor), esta a ser estudada num ensaio clinico de fase Il, NCT04177810, em combinagéo
com cemiplimab (anti PD-1). Estes achados séo de elevada importancia clinica, ndo s6 devido
a prevaléncia de CAFs FAP+ no PDAC, mas porque elucidam para a existéncia de interagdes
entre o estroma e as células imunes e para a importancia de uma abordagem terapéutica
multimodal que atinja ambos os componentes do TME. * O antagonismo de CXCR4

continuara a ser desenvolvido mais adiante neste trabalho.
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Pequenas moléculas inibidoras da FAP foram investigadas na deplecdo dos CAFs.
Gunderson et al., realizaram um ensaio pré-clinico em que testaram os efeitos da pequena
molécula inibidora da FAP, UAMC-1110. UAMC-1110 foi administrada em monoterapia, e em
combinacdo com radiagao, e verificou-se diminui¢ao da quantidade de TAMs e incremento da
infiltragéo e da funcéo de linfocitos T CD8" e CD4". ** No entanto, manteve-se a progresséo

tumoral, sem melhoria da sobrevida, pelo que, ndo ocorreu atividade significativa. **

Outra abordagem explorada na redugao de CAFs FAP+ foi a transferéncia adotiva de células
T (ACT) modificadas para expressarem um recetor quimérico de antigénios (CAR-T)
especifico para FAP. 5" ACT é uma técnica que consiste na colheita e expans&o em laboratério
de linfécitos T com especificidade para antigénios tumorais, que s&o posteriormente
transferidos para o doente. 2 Uma das formas de ACT é a imunoterapia com células CAR-T.
Em modelos animais de PDAC, células CAR-T-FAP provocaram diminui¢cao da producgéo de
proteinas da ECM e do crescimento tumoral, 0 que motivou varios grupos a aplicar células
CAR-T-FAP no bloqueio dos CAFs. *® O efeito destas células em tumores sdlidos, incluindo o
PDAC, esta a ser testado num ensaio clinico de fase I, NCT03932565. > Em contraste, ha
evidéncias de que, pela expressao da FAP em adipécitos e em células estaminais
mesenquimatosas, a terapéutica com CAR-T-FAP origina toxicidade severa com caquexia e
faléncia da medula 6ssea. %" O debate relativamente a seguranca desta terapia encontra-

se a decorrer.

Inibidores do fator de crescimento transformador-beta (TGF-f)

O fator de crescimento transformador-beta (TGF-B), ativador de CAFs, participa na via de
transducao de sinal mais frequentemente mutada no PDAC e é uma abordagem terapéutica
atualmente investigada. *° Em condi¢des fisiolégicas, TGF-p promove a proliferacdo,
diferenciagdo e manutengdo da homeostasia celular, no entanto, na carcinogénese,
desempenha uma funcdo mais complexa dependente do estadio desta. ®° No estadio inicial
do desenvolvimento do tumor, TGF-3 promove supressao tumoral por inibi¢ao da proliferagao
celular. Em estadios avancados, as células tumorais anulam este efeito imunossupressor e
as formas patoldgicas de TGF-p passam a estimular o crescimento, invasao, evasao imune e
metastizacdo do tumor. ®© O antagonismo de TGF-B em ensaios pré-clinicos demonstrou

beneficios na diminuicdo da densidade do estroma e na supressdo de metastases.

Galunisertib, um inibidor TGF-p, foi testado em combinagao com gemcitabina, num ensaio

clinico de fase Ib/ll, que incluiu 156 pacientes com adenocarcinoma pancreatico em estadio
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lI/IV, para verificar se a sua acdo redutora do estroma se poderia traduzir em maior
penetragéo de quimioterapia no TME. *° Os resultados revelaram que o perfil de seguranca
da associagao é semelhante ao da gemcitabina e que a OS foi superior no grupo experimental
relativamente ao grupo placebo (8.9 vs 7.1 meses, respetivamente). ** Com base nestas
observacgdes promissoras, ha interesse na realizagao de ensaios clinicos que validem o efeito

terapéutico de galunisertib, com quimioterapia e imunoterapia.

Acido all-trans retinéico (ATRA)

As PSCs, no pancreas saudavel, armazenam acido retindico, um metabolito da vitamina A.
No PDAC, quando ativadas, perdem as reservas de acido retindico e adquirem fendtipo de
miofibroblastos, contribuindo para a ativagédo dos CAFs. O acido all-trans retindico (ATRA),
um derivado da vitamina A, esta aprovado no tratamento da leucemia promielocitica aguda.
%5 A restituicdo das reservas de vitamina A em modelos animais de PDAC, por administracéo
de ATRA, reduziu a desmoplasia e o crescimento tumoral, motivando a realizagdo de um
ensaio clinico de fase | (NCT03307148) no qual se testou a associagcao de ATRA com
gemcitabina/nab-paclitaxel em 27 pacientes com PDAC em estadio IlI/IV. 8" O regime provou
ser seguro e a OS média foi de 11.7 meses. Os resultados deste estudo validaram a avaliagao

desta associagdo num ensaio clinico de fase Il, a decorrer (NCT04241276). ©’

Vitamina D

A estimulagdo do recetor da vitamina D (VDR), altamente expresso por CAFs ativos,
demonstrou capacidade para o bloqueio destas células. 2 Em amostras in vitro, a
administragao de calcipotriol, um analogo da vitamina D, suprimiu significativamente as
propriedades malignas induzidas por CAFs e, em modelos animais de PDAC, a administragao
de calcipotriol e gemcitabina aumentou a sobrevivéncia em 57%, relativamente a
administragdo de quimioterapia. % Estes achados sustentaram a realizagdo de ensaios
clinicos para testar o efeito de paricalcitol (analogo da vitamina D), com imunoterapia e em
monoterapia (NCT03331562 e NCT03300921, respetivamente). 4°

1.2. Microambiente imunossupressor
O PDAC desenvolve-se num microambiente imunossupressor. Os linfocitos T citotoxicos
(CD8"), essenciais na imunidade antitumoral, sdo ativados por interagdo com neoantigénios

tumorais expostos no complexo major de histocompatibilidade-I (MHC-I). O MHC-I esta

presente na superficie de células tumorais e de células apresentadoras de antigénios (APCs).
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Linfécitos T CD8" ativados induzem apoptose de células tumorais através da secrecdo de
perforinas, granzimas e da expressao do ligando Fas. No PDAC, ha inibigdo da ativagédo de
linfécitos T CD8" por diminuigdo da expressdo de MHC-I na superficie das células tumorais.
Ocorre também resisténcia a apoptose mediada por Fas, por diminuicdo da sua expressao
nas células tumorais. Citocinas imunossupressoras, como IL-10 e TGF-f, sao secretadas por
elementos do TME e contribuem para o recrutamento de células envolvidas na evasdo ao
sistema imunitario. ®® As células tumorais sobreexpressam indolamina 2,3-dioxigenase 1
(IDO1), fator de transcrigdo Forkhead box P3 (Foxp3), CTLA-4 e PD-1, que estimulam a
imunossupressao através da inibicdo da funcdo de células T efetoras e, no caso do Foxp3,
através da acumulagdo de células T reguladoras (Treg) no TME. 2”8 Tregs, identificadas
como CD4" CD25" e definidas pela expressdo de Foxp3, participam na manutencdo da
tolerancia imunoldgica a autoantigénios e na promogéo da homeostasia das células imunes,

através do controlo da inducéo e proliferacdo de células T efetoras. %’

Modelos pré-clinicos demonstraram que, numa fase precoce da carcinogénese, estdo
presentes células infiltrativas imunossupressoras no TME: TAMs, Tregs e células supressoras
derivadas da linhagem mieldide (MDSCs), que compreendem uma populagédo heterogénea
de células mieldides imaturas com atividade imunossupressora. % Estas bloqueiam a
infiltracdo de células T efetoras e promovem o aumento da expressdao de moléculas de
checkpoints imunes, ® diminuindo a imunidade antitumoral. Com base nestes achados, surge
a hipétese de que a diminuicao destas células possa incrementar a resposta do sistema imune
ao PDAC.

1.2.1. Macroéfagos associados ao tumor (TAMs)

Os macréfagos sao APCs que podem diferenciar-se em dois fenétipos, M1 e M2. No PDAC
existem os dois subtipos de macréfagos associados ao tumor (TAMs), sendo que a
quantidade de cada um é variavel. O fenétipo M1, é pré inflamatério, tem atividade antitumoral
e predomina nas fases iniciais da carcinogénese. Com a progressao da doenga, o subtipo
dominante é o M2, que tem atividade anti-inflamatdria e promove crescimento e invasao
tumoral. °*%° VEGF e diversas citocinas promovem o recrutamento de TAMs para o TME. No
TME, os TAMs M2 secretam citocinas (IL-10, TGF-B), quimiocinas, fatores de crescimento e
enzimas, que induzem progressao tumoral por inibigdo da atividade de linfocitos T CD8",
recrutamento de Tregs, angiogénese, invasao tumoral, apoptose de células imunes efetoras

por expressdo de PD-L1 e desmoplasia, por estimulacdo de PSCs. 27:6°
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Agonistas CD40

CD40 ¢é um recetor coestimulatdrio encontrado na superficie de APCs, como os macrofagos.
Ao estabelecer ligagdo com o seu ligando, CD40L, promove apresentagdo de antigénios e
ativagéo de linfocitos T CD8*. ® Em modelos animais de PDAC, a estimulagdo de CD40
revelou aumento da expressado de CD86 e de moléculas MHC-Il por TAMs, exacerbacao da
sua atividade tumoricida e involugéo do estroma, com regressao tumoral. %" Posto isto, ao
invés da deplecdo de TAMs, a otimizacdo da sua atividade antitumoral, através de agonistas

CD40, podera ser uma estratégia terapéutica.

APX005M, um mAb agonista de CD40, esta a ser testado num ensaio clinico de fase I/ll
(NCT03214250), em associagao com gemcitabina/nab-paclitaxel + nivolumab (mAb anti PD-
1). %8 O ensaio inclui 129 pacientes com PDAC em estadio IV. Os resultados preliminares s&o
promissores com uma ORR de 54% (a ORR de gemcitabina/nab-paclitaxel, com e sem
nivolumab, numa amostra semelhante varia entre 18-23%). % O estudo encontra-se ainda a

decorrer. &

Inibidores do recetor do fator estimulante de colénias-1 (CSF-1R)

Recetor do fator estimulante de colonias-1 (CSF-1R) é um recetor transmembranar, cuja
ligagdo ao fator estimulante de colonias-1 (CSF-1) ativa vias de sinalizagao intracelulares.
Esta ativagdo promove a diferenciagéo, propagagao, sobrevivéncia e migragao de TAMs e
MDSCs. A sobreexpressdo de CSF-1R/CSF-1 no PDAC associa-se a imunossupressao e
prognéstico precario, logo, a sua inibicdo podera potenciar a atividade antitumoral, como

verificado em ensaios pré-clinicos. %%

Encontra-se em estudo o bloqueio de CSF-1R/CSF-1 por pequenas moléculas inibidoras que,
pelo reduzido peso molecular (<500 Da), atravessam a membrana celular, atingem o
citoplasma e anulam proteinas intracelulares especificas, interferindo com mecanismos de
sinalizacdo. ® Em modelos animais de PDAC xenotransplantados, o uso da pequena
molécula inibidora de CSF-1R, PLX3397, demonstrou deplegdo de TAMs M2 no TME,
reprogramagao dos restantes TAMs para o fenétipo antitumoral e aumento da expressao de
checkpoints imunes. % Na sequéncia destes resultados, a adi¢do de antagonistas de PD-1 e
CTLA-4 a PLX3397 foi testada e verificou-se uma redugao da progressao tumoral superior a
90%, o que suporta observagdes prévias de que a terapéutica com pequenas moléculas
inibidoras de CSF-1R potencia a terapéutica com ICI. ®° Ensaios clinicos, como NCT02777710

e NCT02880371, realizados com estas moléculas confirmaram os beneficios da associacao
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desta terapéutica com imunoterapia. O ensaio de fase I/ll, NCT02829723, esta a testar o efeito

da associagédo da pequena molécula inibidora, BLZ945, a PDR001, um antagonista PD-1. 58

Outras estratégias terapéuticas estao a ser exploradas para o bloqueio do CSF-1R. Li et al.,
desenvolveram uma nanomicela (sistema de entrega de farmacos) especifica para TAMs M2,
criada para fazer chegar um inibidor a PI3K-6 (NVP-BEZ 235) e um pequeno RNA de
interferéncia (siRNA) a CSF-1R, num modelo de PDAC. ® Como PI3K-5 é uma cinase cuja
supressao diminui a acumulagao de MDSCs e estimula a reprogramacgao de TAMs, testou-se
a hipétese de que este bloqueio duplo poderia potenciar a imunidade antitumoral. "© Os
resultados revelaram reprogramagdo dos TAMs do fenoétipo M2 para M1 e diminuigéo da
infiltracdo de MDSCs, com suspensao parcial do microambiente imunossupressor e cessagao
do crescimento tumoral. % Este estudo evidencia que a reprogramacéo de TAMs é mais eficaz

quando realizada por mais do que um mecanismo.

Para intensificar as respostas clinicas obtidas, estdo a decorrer ensaios clinicos com
associagao de imunoterapia e/ou quimioterapia ao bloqueio do CSF-1R. O ensaio clinico de
fase |, NCT03153410, (Tabela 4) esta a decorrer com o objetivo de avaliar o efeito do mAb
anti CSF-1R, IMC-CS4, em combinagdo com GVAX (vacinas antitumorais modificadas para
exprimirem fator estimulante de colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF)), 28

ciclofosfamida e pembrolizumab (mAb anti PD-1). #°

Inibidores do recetor de quimiocinas CC 2 (CCR2)

A modulagao das vias de sinaliza¢do das quimiocinas é uma possivel abordagem para reduzir
a infiltragdo de TAMs no TME. A expresséo de ligando de quimiocinas CC 2 (CCL2) pelo
tumor, recruta mondcitos inflamatérios positivos para o recetor de quimiocinas CC 2 (CCR2")
para o estroma, onde se diferenciam em TAMs imunossupressores. '' A elaboracdo de
ensaios clinicos com inibidores CCR2 surgiu devido a exacerbagao da resposta antitumoral

aquando do seu blogueio em modelos animais de PDAC.

O ensaio de fase Ib, NCT01413022, incluiu 44 pacientes com PDAC em estadio Il/lll. Neste
ensaio testou-se a associacdo de FOLFIRINOX com a pequena molécula inibidora de CCR2,
PF-04136309. O regime provou ser seguro e bem tolerado e a proporgéo de pacientes a
atingir resposta parcial foi significativamente superior no grupo experimental, relativamente ao
grupo controlo (48.5% vs 25%, respetivamente). "> Apurou-se também que houve redugéo da
quantidade de mondcitos inflamatérios CCR2" circulantes e da infiltragdo de TAMs no tumor

primario. > A diminuicdo de TAMs foi associada a influxo compensatério de neutréfilos
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associados ao tumor (TANs), o que pode contribuir para a faléncia da terapéutica com
inibidores CCR2. ™ Por esta resposta compensatdria e pelos resultados promissores do
bloqueio de CCR2, foi testado o beneficio terapéutico da inibicdo de TAMs CCR2" e de TANs
CXCR2" + quimioterapia. /' Esta associacdo demonstrou resposta a quimioterapia com
FOLFIRINOX superior a obtida com qualquer um destes inibidores em monoterapia, e
aumento da imunidade antitumoral, com intensificacdo da infiltragao de linfécitos T efetores
no TME. 7" Estes achados sugerem que o bloqueio duplo de TAMs e TANs representa uma

estratégia terapéutica com potencial para debelar o microambiente imunossupressor.

A inibicao de CCR2 esta a ser investigada em multiplos ensaios clinicos. No ensaio de fase
I/ll, NCT03184870, esta a testar-se uma pequena molécula inibidora de CCR2 (BMS-813160)
com nivolumab ou quimioterapia. No ensaio de fase |, NCT02345408, esta a ser averiguado

o beneficio de um antagonista de CCR2 (CCX872), em monoterapia.

1.2.2. Células supressoras derivadas da linhagem mieléide (MDSCs)

A producgao de células supressoras derivadas da linhagem mieldide (MDSCs) é regulada por
diversos fatores soluveis, de entre eles, 0o GM-CSF. No PDAC, o GM-CSF é excessivamente
produzido por células tumorais e estromais, o que estimula a diferenciagao de progenitores

mieldides em MDSCs, a sua migragdo e acumulagéo no tumor. *°

No TME, MDSCs medeiam a progressédo tumoral por interferéncia em diversas vias de
sinalizagdo intracelular, com aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
intensificagao da expressao da sintetase do oxido nitrico induzivel (iNOS), suprimindo a
atividade e induzindo a apoptose dos linfécitos T citotdxicos por inibicdo de JAK3, STAT5 e
da expressdo de moléculas de MHC-II. ™ A inibicdo da acdo e da infiltracdo de células T
efetoras por MDSCs ocorre também através da deplegao de L-arginina por expressao de
arginase-1 (Arg-1), indugéo da expressédo de PD-L1 nas células tumorais e recrutamento de
Tregs. 8" As MDSCs estimulam ainda a progressao tumoral, angiogénese, metastizagéo e

quimiorresisténcia.

Agentes redutores de MDSCs demonstraram beneficio na reposi¢ao da imunidade antitumoral
e aumento da eficacia da imunoterapia, no PDAC. " De destacar que a mielossupressao é
um efeito secundario reportado em diversos regimes de quimioterapia, estando demonstrado

que os niveis de MDSCs diminuem apds tratamento com gemcitabina. "
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BL-8040

A interagao entre a CXCL12, produzida por CAFs, e o recetor CXCR4, presente em células
imunes, promove o recrutamento de MDSCs para o tumor. 8 Como referido, estas moléculas
participam na modulagdo do TME e a sua inibicdo aumenta a resposta a imunoterapia com
ICI. 77

Com base nestas observacgdes, foi conduzido um ensaio clinico de fase lla, NCT02826486,
com 37 pacientes com PDAC em estadio IV previamente tratado, onde se testou a associagao
do antagonista CXCR4, BL-8040, a pembrolizumab e quimioterapia. ” No grupo que recebeu
a associagdo como terapéutica de 22 linha, a OS média foi de 7.5 meses. Este resultado é
uma comparagao favoravel relativamente ao Unico regime de quimioterapia aprovado como
22 linha no tratamento do PDAC metastatico, cuja OS média é de 6.1 meses. '® Para além dos
efeitos clinicos neste grupo especifico, também os efeitos imunobioldgicos devem ser
salientados. A associagcdo diminuiu a densidade de MDSCs intratumorais, aumentou a
infiltragcéo e ativagao de linfocitos T citotoxicos e suprimiu significativamente a frequéncia de
linfécitos T efetores PD-1+, sendo que, a supressao foi mais acentuada nos pacientes que
experimentaram maior taxa de controlo da doenca. ’’ Os achados sustentam as observacdes
pré-clinicas e sugerem que este bloqueio duplo tem efeitos antitumorais e que pode aumentar
o beneficio da quimioterapia no PDAC. Aguardam-se estudos adicionais que suportem estes

resultados.

Entinostat

Em modelos experimentais, a associacdo de entinostat a ICl demonstrou resposta imune
robusta, com diminuicdo da capacidade imunossupressora de MDSCs. Concluiu-se que a
administragao de entinostat modifica a atividade de MDSCs, intensifica a infiltragao tumoral
de células T e aumenta a sensibilidade de tumores n&o imunogénicos a ICI. "® A associagéo
de entinostat a nivolumab encontra-se a ser testada num ensaio clinico de fase Il, em
pacientes com PDAC em estadio lIl/IV (NCT03250273). ’°

Os resultados obtidos com a modulagao de MDSCs validam a sua investigagdo como alvo
terapéutico. Estes achados sugerem que a combinagao de terapéutica supressora de MDSCs
com imunoterapia podera resultar na otimizagéo de regimes que, até ao momento, ainda n&o

foram bem sucedidos no tratamento do PDAC.
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1.2.3. Células T reguladoras (Tregs)

As células T reguladoras (Tregs) exercem a sua fungao através de multiplos mecanismos,
entre eles, a produgao de citocinas imunossupressoras (TGF-B, IL-10, IL-35), a expresséao de
moléculas reguladoras de checkpoints imunes (CTLA-4), a indugédo de toxicidade direta
mediada por perforinas e granzimas, a inibigdo da maturagao e fungéo de células dendriticas
%4 e a alteracdo metabdlica da atividade de células T efetoras através do consumo de IL-2. 7
A abundancia de células Treg Foxp3™ infiltrativas esta reportada no PDAC e associa-se a pior
prognostico. Através da expressdo constante de CTLA-4 por Tregs e dos restantes
mecanismos referidos, estas células contribuem para a supressao da imunidade antitumoral
e manutencdo do microambiente imunossupressor, promovendo a evasao imune e a
progressdo do PDAC. ?*7® Assim, as Tregs tornaram-se num alvo terap@utico promissor,

motivando a investigacéo de diversas abordagens terapéuticas.

Mogamulizumab

O recetor de quimiocinas CC 4 (CCR4), predominantemente expresso por Tregs, reconhece
dois ligandos, o ligando de citocinas CC 17 (CCL17) e o ligando de citocinas CC 22 (CCL22).
8 A producdo destas citocinas por células tumorais promove o recrutamento de Tregs CCR4*

para o TME. & Desta forma, CCR4 tornou-se um potencial alvo terapéutico.

Mogamulizumab, um mAb anti CCR4, provocou redugéo de Tregs no sangue periférico de
pacientes com tumores solidos. Num ensaio clinico de fase | com 64 pacientes, foi testada a
associagao de mogamulizumab a ICI, em pacientes com tumores soélidos (incluindo PDAC),
em estadio avangado. ' Este ensaio sustentou os achados dos ensaios pré-clinicos, pois a
administragcdo de mogamulizumab reduziu significativamente a quantidade de Tregs no
sangue periférico e, de forma variavel, no tumor. 8 No entanto, com ORR de 5.3%, a redugéo

de Tregs néo se traduziu em resposta clinica. &'

Existem diversas estratégias que promovem a diminuicdo dos niveis de Tregs ou inibem a
sua acao imunossupressora. Entre estas, como referido, o bloqueio de mediadores solUveis
secretados por Tregs, como TGF-, demonstrou ser uma abordagem terapéutica promissora.
Também o efeito de quimioterapia com baixa dose de ciclofosfamida na deplecao de Tregs,

no TME e sangue periférico, esta bem estabelecido. ™
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2. Inibidores de checkpoints imunes (ICl)

O sistema imunitario consegue distinguir constituintes do hospedeiro (self) de constituintes
externos ao organismo (ndo self). Como mencionado, para evitar fendmenos de
autoimunidade, os linfécitos T passam por checkpoints imunes. CTLA-4 e PD-1 sdo dois
checkpoints imunes que atuam em diferentes fases da resposta imunoldgica e a sua inibigao

exacerba a atividade do sistema imune. %°

O tratamento com inibidores de checkpoints imunes (ICl) demonstrou resposta clinica em
varios tumores sélidos como melanoma, carcinoma do pulm&o de n&o pequenas células e
carcinoma de células renais. ® Apesar de a maioria dos tumores pancreaticos serem
refratarios a monoterapia com ICI, parece haver efeito sinérgico, com aumento da taxa de
resposta, quando se combina a imunoterapia com outros regimes terapéuticos. 22 Assim, o
sucesso do uso de mAb podera depender da utilizagdo concomitante de agentes
imunomoduladores e modificadores do estroma. Desta forma, podera ser possivel aumentar

a penetragao destes anticorpos no TME.

2.1. Proteina citotoxica 4 associada a linfécitos T (CTLA-4)

A proteina citotoxica 4 associada a linfécitos T (CTLA-4) € um recetor inibitério expresso em
linfocitos T CD4* e CD8" que exerce a sua fungdo nos estadios iniciais de ativagao de linfocitos

T, nos ganglios linfaticos. *°

A ativagéo de linfocitos T requer mais do que um sinal estimulatério. A ligagéo do recetor da
célula T a um peptideo no MHC providencia especificidade para a ativacdo destas células
mas, para a amplificagéo desse sinal, é necessaria a ligagéo do co-recetor CD28 a B7-1 ou a
B7-2, moléculas presentes na superficie das APCs. *® Quando em quantidade suficiente, a
ligagdo CD28:B7-1/2 aumenta a produgao de IL-2, promovendo a proliferagédo, aumento da
sobrevivéncia e diferenciagdo de linfocitos T. °*# O CTLA-4 tem maior afinidade para B7-1/2
do que o CD28. Desta forma, a sua acumulagdo na membrana das células T inibe
competitivamente a ligagao CD28:B7-1/2, substituindo o sinal co-estimulatério e bloqueando

a acumulacéo de IL-2. 8
A acdo de CTLA-4 atenua a resposta imune. Para além de exercer uma agao inibitéria sobre

linfécitos T citotdxicos, o CTLA-4 é produzido de forma constitutiva por Tregs CD4" através do

fator de transcricdo Foxp3*, participando na ativacdo destas células. %
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O bloqueio de CTLA-4 diminui a atividade supressora de Tregs e ativa linfécitos T efetores,

induzindo imunidade antitumoral. 208

Ipilimumab

Ipilimumab é um mAb totalmente humano, do tipo IgG1, que bloqueia o CTLA-4. Em 2011 foi

aprovado para uso clinico na Europa e nos EUA. 2882

O tratamento com ipilimumab mostrou atividade e aumento da OS em pacientes com
melanoma metastatico. 8% No entanto, num ensaio clinico de fase 1l (NCT00112580), em
que o seu efeito foi avaliado em 27 pacientes com carcinoma pancreatico em estadio IV, os

resultados foram desanimadores, ndo tendo ocorrido melhoria da sobrevivéncia. 2%82

Apesar da auséncia de evidéncia que suporte o uso de ipilimumab em monoterapia no
tratamento de adenocarcinoma pancreatico, a sua combinagdo com outros agentes

terapéuticos revelou resultados mais promissores.

A associagao de ipilimumab e gemcitabina foi avaliada num ensaio clinico de fase Ib, que
incluiu 21 pacientes com adenocarcinoma pancreatico em estadio Ill/IV. # A OS média (6.9
meses) foi semelhante a atingida aquando da administragéo de gemcitabina em monoterapia,
no entanto, a associagao provou ser segura e bem tolerada e a duragao das respostas obtidas
sugere que a ativagdo do componente imune no tratamento do PDAC é uma area que deve

ser mais profundamente investigada. 2284

A combinacao de ipilimumab com a vacina GVAX revelou aumento da OS comparativamente
a administracdo de ipilimumab em monoterapia. 2*%° Em contraste, a administracdo de
ipilimumab com GVAX, em contexto de terapéutica de manutencao apds quimioterapia com
FOLFIRINOX, nao demonstrou aumento da sobrevida no grupo experimental. 8 No entanto,
ocorreu aumento da resposta imune a nivel periférico e intratumoral. Isto sugere que este
regime desencadeia um efeito biolégico com potencial para induzir resposta antitumoral,

abrindo caminho para a realizacdo de ensaios mais robustos.

A associagao de ipilimumab e nivolumab encontra-se em estudo num ensaio clinico de fase
I/ll,, NCT01928394, em pacientes com tumores solidos, incluindo adenocarcinoma
pancreatico. Dois ensaios de fase Il, também a decorrer (NCT02866383 e NCT03104439),
pretendem determinar os efeitos da associagao de ipilimumab com nivolumab e radioterapia,

também em pacientes com adenocarcinoma pancreatico. 8%’
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Tremelimumab

Tremelimumab é um mAb humano IgG2, com atividade anti CTLA-4. A sua administragao em
regime de monoterapia, num ensaio clinico de fase Il, NCT02527434, que incluiu 20 pacientes
com PDAC em estadio lll/IV, ndo demonstrou resposta tumoral, com OS média de 4 meses.
2 Num ensaio clinico de fase | (NCT00556023), em que participaram 34 pacientes com
carcinoma pancreatico de estadio IV, foi testada a combinacdo de tremelimumab com
gemcitabina. Apesar de a OS média ter sido de 7.4 meses, 0 ensaio terminou com boa

tolerabilidade, abrindo porta para a realizagéo de ensaios mais complexos. %

O ensaio clinico de fase I, NCT02879318, a decorrer, tem como objetivo primario testar a OS
resultante da associagao de gemcitabina/nab-paclitaxel + tremelimumab + durvalumab (mAb

anti PD-L1), em pacientes com PDAC em estadio IV. &

2.2. Proteina da morte celular programada-1 (PD-1)

A proteina da morte celular programada-1 (PD-1) € um recetor de superficie presente em
linfécitos T ativados, linfocitos B e células mieldides. Esta proteina regula negativamente a
atividade de linfocitos T através da ligagdo aos seus ligandos, ligandos da proteina da morte
celular programada-1/2 (PD-L1/2). Contrariamente ao CTLA-4, o recetor PD-1 atua numa fase
tardia da resposta imune (fase efetora), nos tecidos periféricos. *° A ligagao de PD-1 aos seus
ligandos inibe a proliferagao e a sobrevivéncia de células T e diminui a produgao de interferao
alfa (IFN-o.), TNF-o e IL-2. %°

O PD-L1, expresso no PDAC por células tumorais e células imunes infiltrativas, inibe a
atividade de linfécitos T efetores no TME. A sobreexpressao de PD-L1 por tumores sdlidos

constitui um mecanismo adaptativo que facilita a evasdo do tumor ao sistema imune. %

Tumores pancreaticos que expressam PD-L1 associam-se a pior prognostico. Duas meta-
analises efetuadas para determinar o valor prognostico de PD-L1 no PDAC revelaram que
maior expressao de PD-L1 no TME se associa a menor OS, a estadios mais avangados da
doenca e a tumores menos diferenciados. °°' Desta forma, a sobreexpressao de PD-L1 pode
constituir-se como um potencial biomarcador para a previsdo da sobrevivéncia e da

agressividade da doenca em pacientes com PDAC. %9

O bloqueio da interagédo entre estas moléculas, em ensaios pré-clinicos, revelou diminuigao

do crescimento tumoral e aumento da sobrevivéncia, o que providencia a base para o uso de
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mAb anti PD-1/PD-L1 na promogéo da ativagao de linfécitos T efetores e na indugéo de

respostas antitumorais. >

No entanto, dados clinicos demonstram que o uso de antagonistas PD-1/PD-L1 apresentam
atividade limitada ou nula, quando testados em regime de monoterapia, no PDAC. % Posto

isto, os esforgos foram direcionados para a investigagao de terapéuticas combinadas.

Pembrolizumab

Pembrolizumab é um mAb anti PD-1 aprovado pela FDA para o tratamento de varios tumores

sélidos, como melanoma e carcinoma do pulmao de ndo pequenas células.

A associagdo de pembrolizumab e gemcitabina/nab-paclitaxel em pacientes com tumores
metastizados foi testada num ensaio clinico de fase Ib/ll (NCT02331251). Dos 49 pacientes
incluidos, 11 tinham carcinoma pancreatico. O regime provou ser seguro e a OS e a PFS

foram ligeiramente superiores as atingidas com o regime de gemcitabina/nab-paclitaxel. %

Com base em ensaios pré-clinicos promissores, foi testada a associacao de pembrolizumab
com acalabrutinib, um inibidor da tirosina cinase de Bruton (BTK). %2 O ensaio de fase II,
NCT02362048, demonstrou a seguranga do regime, no entanto, a atividade clinica foi limitada.
Verificou-se ainda diminuigéo da densidade de MDSCs a periferia, no entanto, sem significado

estatistico. %

A combinagéo de pembrolizumab com radioterapia, NCT02303990, foi avaliada num ensaio
clinico de fase |, com 60 participantes com tumores solidos localmente avancados ou
metastizados (incluindo carcinoma pancreatico), ainda sem resultados divulgados. Ensaios
clinicos, a decorrer, testam a administracdo de pembrolizumab em monoterapia
(NCT02054806) e também a sua associagdo a azacitidina, farmaco citotoxico que induz
hipometilagdo do DNA (NCT03264404). %

O pembrolizumab esta aprovado pela FDA para o tratamento de um grupo especifico de
doentes. Estes doentes expressam um fendétipo tumoral de instabilidade de microssatélites
por défice do sistema de reparacao de DNA “mismatch repair’ (MMR), cuja incidéncia varia
entre 1 a 2%. * A presenca de défice no MMR esta associada a uma maior taxa mutacional
e a uma maior sensibilidade para ICl, o que pode ser explicado por, nos tumores com
instabilidade de microssatélites, a sintese de antigénios tumorais ser 10 a 20 vezes superior

a verificada em tumores sem esta alteragdo. * Devido a eficacia da terapéutica com
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pembrolizumab nestes tumores (taxa de resposta de 62% e doenca estavel de 12% #°), é
recomendado que pacientes com PDAC em estadios avangados sejam testados para
deficiéncia de MMR. 8¢

Nivolumab

Nivolumab € um mAb anti PD-1 aprovado para o tratamento de melanoma metastatico e de

cancro do pulm&o de ndo pequenas células metastatico. 582

O nivolumab foi analisado em associagéo a cabiralizumab num ensaio clinico de fase | com
33 pacientes com PDAC previamente tratado. A ORR de 13% motivou a realizagdo de um
ensaio de fase Il (NCT03336216), a decorrer, para testar a associagdo de nivolumab e

cabiralizumab + quimioterapia. 8%°

O ensaio clinico de fase Il, NCT02243371, foi realizado para determinar o potencial
terapéutico da associacdo de nivolumab a terapéutica com GVAX/ciclofosfamida e CRS-207.
% CRS-207 é uma forma atenuada de Listeria monocytogenes que expressa mesotelina, um
antigénio de superficie ndo detetado no pancreas normal, mas sobreexpresso no PDAC. %%
A adigdo de nivolumab a terapéutica tripla ndo prolongou a OS. No entanto, no grupo
experimental verificou-se expansao de linfécitos T CD8" funcionais e diminuigdo da densidade
de MDSCs e de TAMs. *° Posto isto, os autores concluem que as alteragdes imunoldgicas
verificadas no sangue periférico e no TME suportam a continuidade de estudos que combinem

regimes de imunoterapia. %

A associagao de paricalcitol, nivolumab e gemcitabina/nab-paclitaxel/cisplatina encontra-se a
ser avaliada num ensaio clinico de fase Il, NCT02754726. ® Outros ensaios clinicos com

nivolumab séo referidos ao longo deste trabalho.

3. Transferéncia adotiva de células T (ACT)

A transferéncia adotiva de células T (ACT) é uma técnica cuja finalidade € ampliar a resposta
imunitaria. Imunoterapia com células T que expressam recetor quimérico de antigénios (CAR-
T) é a forma de ACT mais desenvolvida clinicamente. 2% Nesta técnica, os linfocitos T sdo
geneticamente modificados de forma a exprimirem na sua superficie uma proteina
transmembranar que corresponde a um recetor quimérico de antigénios (CAR), especifico
para antigénios tumorais. ® O CAR providencia o duplo sinal estimulatério para a ativagéo de

linfécitos, ultrapassando assim o mecanismo de evasao tumoral que consiste na restricio da
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expresséo do MHC-I nas células tumorais. % A terapéutica com células CAR-T esta aprovada
pela FDA para o tratamento de formas refratarias de linfoma difuso de grandes células B e
para a leucemia linfoblastica aguda. ® A aplicagéo desta técnica no tratamento de tumores
solidos tem sido explorada e demonstrou beneficio no tratamento de tumores como o

glioblastoma, neuroblastoma e osteossarcoma. %

Em modelos pré-clinicos, a terapéutica com CAR-T demonstrou eficacia no tratamento do
PDAC, promovendo a realizagdo de ensaios clinicos. ® No entanto, nos ensaios clinicos, a
aplicagao de CAR-T no tratamento de PDAC néao revelou resposta clinica significativa nem
aumento da OS. ® A auséncia de eficacia pode ser explicada pela auséncia de alvos
especificos expressos pelas células tumorais. As células CAR-T exercem a sua agao em
todas as células com determinado grau de expressao do antigénio, originando fenémenos de
toxicidade externos ao tumor. *® Também a heterogeneidade da expresséo de alvos no PDAC
constitui um obstaculo pois faz com que, por vezes, estes estejam presentes em apenas 20%
das células tumorais. %" Desta forma, a progressdo da doenga ocorre & custa das células
tumorais negativas para esse alvo. Daqui surge a necessidade de estratégias que assegurem

o atingimento especifico de todas as células tumorais. '

Apesar disto, a auséncia de resposta €, em grande parte, devida a barreira fisica e ao
ambiente imunossupressor imposto pelo TME, que atenua a infiltracdo e a eficacia desta
terapéutica. °” Para ultrapassar estes obstaculos terdo de ser desenvolvidos protocolos que
combinem a aplicagdo de células CAR-T com terapéuticas dirigidas aos componentes do
TME.

E também imperativa a determinacdo de biomarcadores que permitam ultrapassar estas
limitagdes, pelo que se encontram em estudo varios alvos possiveis para a aplicagao desta

técnica com sucesso no tratamento do adenocarcinoma pancreatico.

Mesotelina

A mesotelina € um antigénio de superficie expresso, em pouca quantidade, em células
mesoteliais localizadas em estruturas como a pleura, o pericardio e o peritoneu. Em contraste,
a mesotelina encontra-se sobreexpressa em varios cancros, incluindo o cancro do pancreas.
Este antigénio é indetetavel no péncreas normal, no entanto, estd sobreexpresso em,
aproximadamente, 75 a 85% das células tumorais do PDAC, tornando-o num alvo adequado

para a terapéutica dirigida com linfécitos T. %97
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No PDAC, a sobreexpressao de mesotelina esta associada a pior prognostico e a recidiva
pos-operatéria. Ha ainda evidéncias que sugerem que a mesotelina tem papel promotor da
malignidade, ao inibir a apoptose induzida pelo TNF-a e ao estimular a migracao e invaséo

de células tumorais. ¥’

Em ensaios pré-clinicos, a aplicacdo de células CAR-T-mesotelina provocou apoptose de
células tumorais de PDAC, in vitro, e a inibicao do crescimento subcutaneo do tumor in vivo.
% Demonstrou também eficacia na eliminagéo de metastases pulmonares cujo tumor primario
estava localizado no pancreas. * Posto isto, existem varios ensaios clinicos (Tabela 3) a

testar terapéutica com células CAR-T-mesotelina no PDAC. ¥’

Mucina 1

A mucina 1 (MUC1) é uma glicoproteina transmembranar expressa na superficie de células
epiteliais. Aproximadamente 85% dos adenocarcinomas pancreaticos expressam uma forma
aberrante de MUC1 (tMUC1), que é associada a fendmenos de oncogénese e a metastizagao

e, como tal, marcadora de pior progndstico. '®

Yazdanifar et al. desenvolveram células CAR-T utilizando fragmentos variaveis de um mADb,
TABO004, com especificidade para tMUC1, mas sem especificidade para células epiteliais
normais. '®' Num ensaio clinico testou-se a atividade de células CAR-T derivadas de TAB004
num painel de linhas celulares de PDAC. Células CAR-T-tMUC1 demonstraram elevada
capacidade para detetar e destruir células tumorais e limitaram o crescimento de tumores
pancreaticos, em modelos ortotopicos in vivo. Algumas linhas celulares demonstraram
resisténcia a terapéutica. Os dados revelaram que genes, como IDO1, estavam implicados
nessa resisténcia e que o bloqueio destes genes potenciava a agao de células CAR-T-tMUCA1.
191 Os resultados deste estudo corroboram a hipétese de que tMUC1 é um alvo com potencial

terapéutico no adenocarcinoma pancreatico.

Multiplos ensaios clinicos, completos e a decorrer (Tabela 3), procuram testar o potencial de
diversas moléculas como alvo de células CAR-T no tratamento do PDAC e outras neoplasias

solidas. 7%
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Tabela 3. Ensaios clinicos que testam a terapéutica com células CAR-T

Identificacao Alvo terapéutico Fase
NCT03323944 Mesotelina I
NCT03497819 Mesotelina I
NCT01897415 Mesotelina I
NCT01583686 Mesotelina I
NCT02541370 CD133 I/
NCT02744287 PSCA I
NCT03267173 HER2 I
NCT01935843 HER2 I
NCT03818165 CEA I
NCT04037241 CEA /1
NCT02850536 CEA I
NCT03682744 CEA I

CAR-T: Células T que expressam recetor quimérico de antigénios. CEA: antigénio carcinoembrionario.
HERZ2: recetor do fator de crescimento epidérmico humano 2. PSCA: antigénio das células estaminais

da prostata.

4. Vacinagao

As vacinas antitumorais tém como objetivo estimular e amplificar a atividade do sistema
imunitario através da apresentagao de antigénios tumorais promotores da proliferagdo e
ativagao de linfocitos T citotoxicos, especificos para esses antigénios. ' Ha diversos tipos de
vacinas tumorais terapéuticas para o PDAC, como vacinas de células tumorais, vacinas de
peptideos e vacinas de células dendriticas. '© No PDAC, vacinas de células tumorais,

particularmente as GVAX, séo as mais estudadas e com resultados mais promissores.

4.1. Vacinas de células tumorais totais

As vacinas de células tumorais totais sdo formuladas a partir de células tumorais modificadas,
autélogas ou alogénicas, utilizadas como fonte de antigénios para induzir uma resposta

antitumoral. ' A vantagem do uso destas vacinas é a exposi¢do do sistema imunitario a uma

maior diversidade de antigénios tumorais, minimizando a evasao imune.
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Vacinas modificadas para exprimirem GM-CSF (GVAX)

Células tumorais geneticamente modificadas para produzirem citocinas imunogénicas
induzem respostas imunes sistémicas antitumorais e tém sido ativamente investigadas. Fator
estimulante de coldnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF), € uma citocina envolvida no
recrutamento e ativagdo de ceélulas dendriticas, promovendo a apresentacdo de antigénios
tumorais por estas células e, consequentemente, imunidade antitumoral por ativagao de
linfocitos T CD4* e CD8". '931% A aplicacdo de vacinas modificadas para exprimirem GM-CSF
(GVAX) em ensaios de fase | e Il demonstrou que esta vacina é segura e bem tolerada. No
entanto, por infiltragdo compensatéria de Tregs, a vacina pode administrada juntamente com

ciclofosfamida em baixa dose. %

CRS-207 é uma vacina que, no citoplasma de APCs infetadas, secreta mesotelina que, por
sua vez, é processada e apresentada no MHC. GVAX induz a formagao de células T
especificas para diversos antigénios tumorais, incluindo a mesotelina. Num ensaio de fase |,
pacientes que receberam CRS-207 antes da terapéutica com GVAX demonstraram uma OS

média 12 meses superior & dos pacientes que receberam apenas GVAX. 1%

Foi realizado um ensaio clinico de fase Il para testar a combinacdo GVAX/Cy + CRS-207, em
90 pacientes com PDAC de estéadio IV, previamente tratado (NCT01417000). % A terapéutica
tripla demonstrou uma OS mais prolongada (6.1 vs 3.9 meses), com toxicidade minima.
Verificou-se ainda um aumento de linfécitos T CD8" especificos para mesotelina, o que se
correlacionou com um aumento da OS, independentemente de terem recebido CRS-207. "%

A administragdo de GVAX/Cy + CRS-207 aumenta de forma significativa a OS.

Com base nestas observagoes, foi realizado um ensaio clinico de fase Ilb, em 303 pacientes
com PDAC de estadio |V, para testar a associagcao GVAX/Cy + CRS-207 comparativamente
a quimioterapia, em pacientes com PDAC previamente tratado (NCT02004262). ' No
entanto, os resultados revelaram que a terapéutica tripla, apesar de bem tolerada, nao

aumentou a OS relativamente & quimioterapia (3.7 vs 4.6 meses, respetivamente). '%

O tratamento com GVAX/Ciclofosfamida induz a formagéo de agregados linfoides, a produgao
de INF-a por linfécitos T CD8" e promove a infiltragdo de linfocitos T citotoxicos especificos
para antigénios tumorais no TME, o que se correlaciona com aumento da sobrevida. ' No
entanto, como resposta, sdo desencadeados mecanismos de resisténcia adaptativa, como o

aumento da expressdao de PD-L1 no TME, o que suprime a atividade dos linfocitos T
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infiltrativos. '° Para contornar este obstaculo, esta a ser investigada a associagdo de GVAX

e ICI (Tabela 4), em vérios ensaios clinicos. "%

Tabela 4. Alguns ensaios clinicos atualmente a investigar a associagado de GVAX e ICI

Identificacao Intervengéo Fase
NCT02648282 Ciclofosfamida, GVAX, Pembrolizumab, SBRT Il
NCT03190265 Ciclofosfamida, Nivolumab, Ipilimumab, GVAX, CRS- Il
207
NCT03153410 Ciclofosfamida, GVAX, Pembrolizumab, IMC-CS4 I
NCT03006302 Epacadostat, Pembrolizumab, Ciclofosfamida, CRS- Il
207, GVAX
NCT02451982 Ciclofosfamida, GVAX, Nivolumab, Urelimab I/
NCT03161379 Ciclofosfamida, GVAX, Nivolumab, SBRT Il

ICI: Inibidores de checkpoints imunes. GVAX: Vacinas modificadas para exprimirem fator estimulante

de coloénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF). SBRT: Radioterapia esterotaxica corporal.
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Conclusao

O cancro do pancreas permanece um cancro altamente letal com uma taxa de sobrevivéncia
a 5 anos de 9%, 2 sendo que, os adenocarcinomas ductais correspondem a cerca de 90% dos
tumores deste 6rgéo. ® Na maioria dos casos, o PDAC é diagnosticado em estadio avangado,
n&o elegivel para tratamento cirtrgico. 2 Atualmente, as terapéuticas aprovadas para o PDAC
nao ressecavel, que incluem quimioterapia com gemcitabina, gemcitabina/nab-paclitaxel ou
FOLFIRINOX, nao oferecem prolongamento significativo da sobrevida, evidenciando a
necessidade do surgimento de novas estratégias terapéuticas. > Nos Ultimos anos, a
aplicagcdo da imunoterapia no tratamento de neoplasias atingiu progressos significativos. A
imunoterapia com ICI demonstrou resposta clinica no tratamento de tumores solidos, sendo
que, farmacos como o ipilimumab, pembrolizumab e nivolumab encontram-se aprovados para
uso clinico. 2 No entanto, a administragéo de imunoterapia em monoterapia no tratamento do

PDAC nao revelou sucesso no prolongamento da sobrevida.

O TME do PDAC constitui um obstaculo significativo a eficacia da imunoterapia nesta doenca.
O TME é formado por células tumorais envolvidas por um estroma fibroso denso, & que, para
além de exercer uma barreira fisica ao atingimento intratumoral de farmacos citotoxicos,
imunoterapia e células imunes efetoras, induz também imunossupressao e evasao as defesas
do hospedeiro, contribuindo assim para o insucesso da imunoterapia. >* Para além disto, a
investigacdo do TME demonstrou que este desempenha um papel ativo na proliferagao,
crescimento, invasdo e metastizacdo deste cancro. 2’ Devido a relevancia do TME no
desenvolvimento do PDAC, o desenvolvimento de terapéuticas especificas que atuem
diretamente nos constituintes do TME e que bloqueiem as suas agoes, estao a ser ativamente

investigadas.

Ensaios pré-clinicos foram realizados com agentes terapéuticos especificos para
componentes do TME, como PEGPH20, vismodegib, saridegib, bevacizumab e
mogamulizumab. Estes estudos demonstraram resultados promissores com diminui¢do da
progressao tumoral e aumento da sobrevivéncia. No entanto, aquando da avaliagdo destas
estratégias em ensaios clinicos, nao se verificou beneficio clinico, pelo que, ha necessidade
de investigar de forma mais aprofundada a complexidade das interagdes que ocorrem no TME
€ 0s mecanismos compensatérios desencadeados pelo bloqueio das suas agdes, de forma a
encontrar estratégias de tratamento bem sucedidas que envolvam, em simultdneo, varios

constituintes do TME. 384344
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A investigagao dos mecanismos de agao de células como os CAFs, TAMs, Tregs e MDSCs
veio demonstrar que estas células modulam o TME ao induzirem imunossupresséo e
manutengdo do estroma desmoplasico. #’ Este entendimento motivou o desenvolvimento de
estratégias bloqueadoras da acdo destas células, sendo que, algumas estratégias
promissoras se encontram ja a ser testadas em ensaios clinicos. A modulagéo destas células
revelou frequentemente inibicdo do crescimento do tumor, aumento da infiltrag&o intratumoral
de células T efetoras e efeito sinérgico quando associadas a outros regimes de imunoterapia,
sugerindo que a terapéutica supressora de células imunossupressoras do TME podera

otimizar o potencial da imunoterapia no PDAC.

Para além de terapéuticas dirigidas ao TME também estdo a ser desenvolvidas estratégias
que envolvem ICI, ACT e vacinas antitumorais. Os resultados dos ensaios pré-clinicos e
clinicos reforgam a nogao de que estas terapias tém eficacia reduzida ou até mesmo nula em
monoterapia, mas que a combinagao de diferentes regimes de imunoterapia ou de regimes
de imunoterapia com quimioterapia aumentam a taxa de resposta e poderao atingir beneficio

clinico.

Concluindo, o PDAC é um tumor altamente quimiorresistente e que ndo responde a
imunoterapia, pelo que, estdo a ser desenvolvidos esforgos no sentido de ultrapassar as
resisténcias e contornar o mau prognostico associado a esta doenga. Apesar de ainda nao ter
sido desenvolvido nenhum regime terapéutico com eficacia superior a obtida com o tratamento
com quimioterapia, cada ensaio clinico e cada combinacdo testada aumentam o
conhecimento acerca do PDAC e do TME e acerca de potenciais alvos terapéuticos que
possam, eventualmente, levar a um tratamento efetivamente eficaz. A reduzida infiltracdo de
células T efetoras, a dominancia de células imunossupressoras, a barreira fisica exercida pelo
estroma e a sua heterogeneidade, as interagbes entres os componentes do TME e os
mecanismos adaptativos desencadeados em resposta a terapéutica, sdo algumas das
limitagdes que terao de ser ultrapassadas no tratamento do PDAC. Assim, a modulagéo do
microambiente tumoral, ao invés da supressao individual dos seus constituintes, através da
associagcao terapéutica, revela-se promissora. Para além disto, a identificacdo de
biomarcadores validos para a selegéo da terapéutica mais apropriada para cada doente, 2
podera melhorar os resultados obtidos. Atualmente, ha um vasto niumero de ensaios clinicos
a explorar diferentes combinagoes terapéuticas de forma a obter sucesso no tratamento desta
doenca e, finalmente, ser possivel prolongar a sobrevivéncia de pacientes com diagndstico
de PDAC.
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