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RESUMO
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Os resultados terapéuticos globais do carcinoma de pulm&o ndo pequenas
células em estadio avangado sdo bem limitados. A imunoterapia com células
dendriticas foi desenvolvida como uma nova estratégia para o tratamento de
cancer de pulmao. O objetivo deste estudo foi avaliar a viabilidade, seguranga e
respostas imunoldgicas em pacientes com carcinoma de pulm&o ndo pequenas
células tratados com vacina autéloga de células dendriticas maduras pulsadas

com antigenos.

Cinco pacientes HLA-A2 com carcinoma de pulm&o nao pequenas células
inoperavel (estadio Il ou IV) foram selecionados para receber duas doses de 5 x
10" de células dendriticas administradas por vias subcutanea e intravenosa, duas
vezes em intervalos de duas semanas. A segurancga, tolerabilidade e respostas
imunolégica e tumoral a vacina foram avaliadas pela evolugdo clinica e

laboratorial, ensaio de linfoproliferagao e critérios de RECIST, respectivamente.

A dose utilizada para a imunoterapia demonstrou ser segura e bem
tolerada. O ensaio de linfoproliferagdo mostrou uma melhora na resposta imune
especifica apdés a imunizagdo, com uma resposta significativa apoés a segunda
dose (p = 0,001). Esta resposta nao foi persistente e houve uma tendéncia a
reducdo apos duas semanas da segunda dose da vacina. Dois pacientes
apresentaram uma sobrevida quase duas vezes maior que a média esperada e

foram os Unicos que expressaram os antigenos tumorais HER-2 e CEA.
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Apesar do pequeno tamanho da amostra, os resultados sobre o tempo de
sobrevida, resposta imune, seguranca e tolerabilidade, combinado com os
resultados de outros estudos, sdo animadores para a conducdo de um estudo
clinico com doses multiplas em pacientes com cancer de pulmdo que foram
submetidos a tratamento cirurgico, seguindo as diretrizes do Cancer Vaccine

Clinical Trial Working Group.
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ABSTRACT



Overall therapeutic outcomes of advanced non-small-cell lung cancer
(NSCLC) are poor. The dendritic cell (DC) immunotherapy has been developed as
a new strategy for the treatment of lung cancer. The purpose of this study was to
evaluate the feasibility, safety and immunologic responses in use in mature,

antigen-pulsed autologous DC vaccine in NSCLC patients.

Five HLA-A2 patients with inoperable stage Ill or IV NSCLC were selected
to receive two doses of 5x10° DC cells administered subcutaneous and
intravenously two times at two week intervals. The safety, tolerability and
immunologic and tumor responses to the vaccine were evaluated by the clinical
and laboratorial evolution, lymphoproliferation assay and RECIST’s criteria,

respectively.

The dose of the vaccine has shown to be safe and well tolerated. The
lymphoproliferation assay showed an improvement in the specific immune
response after the immunization, with a significant response after the second dose
(p = 0.001). This response was not long lasting and a tendency to reduction two
weeks after the second dose of the vaccine was observed. Two patients had a
survival almost twice greater than the expected average and were the only ones

that expressed HER-2 and CEA together.

Despite the small sample size, the results on the survival time, immune
response, and safety and tolerability, combined with the results of other studies,

are encouraging to the conduction of a large clinical trial with multiples doses in

XXi



patients with early lung cancer who underwent surgical treatment, following the

guidelines of the Cancer Vaccine Clinical Trial Working Group.
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INTRODUCAO



O cancer de pulméo era considerado uma doenca rara no inicio do século
XX. Em 1912, Adler conseguiu reunir 374 casos relatados na literatura médica e
considerou o carcinoma de pulmao como uma das formas mais raras de cancer
(apud SAMET et al., 2009). Entretanto, nos ultimos cem anos houve um aumento
progressivo da incidéncia e mortalidade por carcinoma brénquico devido
principalmente a expansao do tabagismo apdés a Primeira Guerra Mundial, entre

os homens, e apés a Segunda Guerra Mundial, entre as mulheres.

Atualmente, o carcinoma de pulmao é a principal causa de morbidade e
mortalidade relacionada ao cancer no mundo, com mais de 1,6 milhdes de casos
novos e 1,4 milhdes de 6bitos por ano (RAMALINGAM et al., 2011). Para 2012, o
numero estimado de casos novos na populagao norte americana € de 226.160
(116.470 homens e 109.690 mulheres), representando cerca de 15% de todos os
diagnésticos de cancer em ambos os sexos. Em relagdo aos 6bitos, o numero
estimado é de 160.340 casos, sendo 87.750 Obitos entre os homens e 72.590
entre as mulheres. Estes numeros correspondem a 29% e 26% de todos os ébitos
por cancer entre os homens e mulheres, respectivamente (AMERICAN CANCER

SOCIETY, 2012).

No Brasil, as estimativas atuais de incidéncia sao 18/100.000 e 10/100.000
para homens e mulheres, respectivamente (INCA, 2011), e constitui a primeira

causa de o6bito por neoplasia entre homens e a segunda entre as mulheres.
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O tabagismo é responsavel por cerca de 90% dos casos de carcinoma
bronquico (SHAFEY et al.,, 2002). Esta relagdo de causa e efeito entre o
tabagismo e o cancer de pulmao foi primeiramente demonstrada pelos trabalhos
de Doll & Hill que constituem um marco na literatura médica (DOLL; HILL, 1950,
1956). Entretanto, ela pode ser observada cerca de 50 anos antes da publicagéo
destes estudos, infelizmente, através de dados historicos. No Reino Unido, a
disseminagao do tabagismo comegou antes dos Estados Unidos porque os oficiais
aprenderam a fumar cigarros enrolados a méo na guerra da Criméia (1854-1856)
(DOLL, 1998). Por sua vez, o cancer de pulmao que representava apenas dois
décimos de 1% (0,0002) de todas as internagdes por cancer no Royal Manchester
Infirmary durante o periodo 1868-1885, teve um aumento de dez vezes entre os

homens no periodo de 1901 a 1905 (DUGUID, 1927).

A ampla disseminagao do habito de fumar camuflou o tabaco como agente
etiologico do céncer de pulmao, pois quando um fator de risco de uma doenga
torna-se altamente predominante em uma populacéo, ele paradoxalmente comeca

a desaparecer em meio a ruidos (MUKHERJEE, 2012).

O periodo de laténcia entre o inicio do tabagismo e o aparecimento da
neoplasia constituiu outro fator que dificultou o estabelecimento da relacdo de
causa e efeito. Este periodo é explicado pelo processo de carcinogénese, onde
concomitante a mudangas morfolégicas do epitélio normal para lesbes pré-
neoplasicas e neoplasicas, ocorre acumulo de alteragbes genéticas em varias
etapas (10 a 20) que levam a iniciagao, desenvolvimento e manutencao do cancer

de pulmao. Estas alteragdes correspondem a mutagoes, exclusées, modificacdes
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epigenéticas ou polissomia, e afetam toda arvore bronquica (LANTUEJOUL et al.,

2009).

Fatores genéticos tém papel importante no mecanismo de aparecimento
desta neoplasia, seja por alteragbes de genes relacionados com a
biometabolizagdo de carcindbgenos ou genes relacionados com a diferenciagao
celular e a supressao de tumores (HONMA et al., 2008). Por outro lado, fatores
ambientais e/ou determinates genéticos podem explicar o fato de “apenas” 11 a
15% dos tabagistas desenvolvem a doenga (BORCZUK et al, 2009;

LANTUEJOUL et al., 2009).

Na populagdo em geral, e até mesmo entre alguns epidemiologistas, ha um
conceito errébneo de que a taxa de incidéncia de
cancer de pulmao diminui em ex-fumantes. Na verdade, quando deixa de fumar, a
taxa para de aumentar fortemente e permanece quase constante (Figura 1)
(HALPERN et al., 1993). Presumivelmente, este equivoco surgiu porque o risco
relativo cai rapidamente em ex-fumantes, pois € calculado dividindo-se a taxa
aparentemente constante em ex-fumantes pela taxa crescente em nao fumantes

(PETO, 2011).
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FIGURA 1 - Mortalidade por cancer de pulmdo em fumantes, ex-fumantes e ndo fumantes.

(Adaptado de Halpern et al 1993).

Estes dados permitem a conclusdo de que mais importante do que cessar o
habito, € ndo comegar a fumar. Porém, além de existir outros agentes com
potencial carcinogénico (asbestos, poluicdo atmosférica, entre outros), 10 a 15%
dos casos de céncer de pulm&o ocorrem em n&o fumantes (BORCZUK et al.,
2009; SAMET et al., 2009). A taxa de morte por cancer de pulmao entre nao
fumantes, embora "rara" por definigdes convencionais (<40 mil mortes nos EUA
por ano), € semelhante as taxas de mortalidade por leucemia e cancer de
endométrio em mulheres e por cancer de eséfago, rim e figado em homens nos

EUA (SAMET et al., 2009).

Em qualquer neoplasia quanto mais precoce for o diagndstico melhor € o
prognoéstico. A detecgdo precoce em individuos em risco poderia impedir,
interromper, ou retardar a progressao do cancer de pulmao (MOLINA et al., 2008).
Infelizmente, em relagdo ao carcinoma bronquico o diagndstico precoce nao é a

regra, e sim uma excegao.
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Os trabalhos realizados na tentativa de diagndstico precoce na populagao
de risco para neoplasia de pulméo, através de radiograma de térax e citologia de
escarro, ndo melhoraram a sobrevida dos pacientes (MAO et al., 1994; SZABO et

al., 1993a).

Os estudos mais recentes utilizando a tomografia computadorizada com
baixa dose de radiagdo ainda estdo em andamento, mas ja ha alguns resultados
parciais. A analise interina do estudo The North American National Lung Screening
Trial (NLST), realizada em outubro de 2010, revelou 356 mortes no bragco da
tomografia em comparagdo com 443 no brago do raio X convencional que
corresponde a uma taxa de mortalidade cumulativa por cancer de pulmao de 247
e 309 por 100.000 pessoas-ano, respectivamente. Esta reducao de 20,3% na
mortalidade especifica por cancer de pulmao foi estatisticamente significativa e
muito superior que o esperado por acaso. No entanto, a taxa de falsos-positivos
variou entre 95% e 98% no grupo da tomografia comparado com 93 a 96% no
grupo do raio X (ABERLE et al, 2011). Os resultados iniciais do estudo
Nederlands-Leuvens Longkanker Screenings Onderzoek (NELSON)
demonstraram, na avaliag&o inicial, que as taxas de exames negativos e positivos
entre os 7.557 participantes foram de 79,2% e 1,6%, respectivamente, e 19,2%
dos participantes apresentaram resultado indeterminado. A estratégia de
acompanhamento e reclassificagdo desses nddulos indeterminados, através da
avaliacdo volumétrica apds trés meses, aumentou significativamente as taxas de
exames negativos e positivos para 97,4% e 2,6%, respectivamente. Vinte
canceres de pulmao foram detectados entre os 7.361 individuos com exames
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negativos com mais de 2 anos de seguimento. Por outro lado, 70 canceres de
pulmao foram detectados em 196 participantes com estudo positivo. Estes
resultados corresponderam a um valor preditivo negativo e positivo de 99,7% e

35,7%, respectivamente (NAIR; HANSELL, 2011).

O sobrediagnéstico (“overdiagnosis”) € uma preocupagado no rastreamento
de neoplasia (SOX, 2011). Primeiro, porque pode levar a um numero grande e
inaceitavel de resseccao de lesdes benignas (NAIR; HANSELL, 2011). Segundo,
como € impossivel predizer qual cancer nao ira progredir quando diagnosticado
em estadio precoce, esta situacdo faz com que alguns pacientes sejam

submetidos a procedimentos terapéuticos desnecessarios (SOX, 2011).

Atualmente, cerca de 70% a 80% dos pacientes com céancer de pulméo
apresentam doencga localmente avangada ou metastatica no momento do
diagnéstico porque nao existe nenhum método eficaz para o diagnéstico precoce
(MCWILLIAMS et al., 2009; MOLINA et al., 2008; YASUMOTO et al., 2009). Este
fato tem um enorme impacto sobre os resultados do tratamento. Apesar do
tratamento agressivo com cirurgia, quimioterapia e radioterapia, a sobrevida em
longo prazo para pacientes com cancer de pulmao ainda é reduzida (BALEEIRO
et al., 2008; YASUMOTO et al., 2009). Em paises desenvolvidos, a sobrevida em
cinco anos é em média de 15% (MCWILLIAMS et al., 2009), variando de 73% nos
pacientes com estadio IA cirargico a 2% nos pacientes com estadio clinico IV
(DETTERBECK et al., 2009), (CETIN et al., 2011). Para o mesmo periodo de

tempo, as taxas de sobrevida em cinco anos no nosso meio sao inferiores as
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obtidas nestes paises (ANDERSON; SPANDIDOS, 1993; FUJINO et al., 1995;

KERN et al., 1994; MORA, 2004; SZABO et al., 1993b; ZAMBON, L, 1994).

Desde a histérica cirurgia realizada com sucesso por Evarts Graham
(GRAHAM; SINGER, 1933) em 1932, uma pneumectomia por um carcinoma
epidermoide, esta modalidade terapéutica ainda continua a ser o unico meétodo
potencial de “cura”. O avanco das técnicas cirurgicas, que inclui a cirurgia
minimamente invasiva, levou as redugdes da morbidade e mortalidade associada
a cirurgia curativa para o cancer de pulmao (MCKENNA JR, 1994, 2005; SCOTT,
W. et al., 2010), mas cerca de 40% dos pacientes com carcinoma de pulmé&o nao
pequenas células em estadio precoce ndo podem ser submetidos ao tratamento
cirargico por apresentarem comorbidades (RAMALINGAM et al., 2011). Além
disso, existe um consenso, de que o tratamento cirurgico alcangou o limite de sua
competéncia como procedimento isolLado, restando a perspectiva da associagao

com outras formas de tratamento (ZAMBON, L, 1994).

O uso de radioterapia apds a cirurgia mostrou ser um procedimento com
impacto negativo na sobrevida em meta-analises realizadas com estudos
conduzidos nos ultimos 30 anos (PORT META-ANALYSIS TRIALISTS GROUP,
1998, 2005). Pacientes com carcinoma de pulmdo nao pequenas células
localmente avancado também, frequentemente, morrem apds a radioterapia

“curativa” por recorréncia da neoplasia (PEREZ, C. et al., 1980).

Os dados acima reforcam a necessidade do desenvolvimento de

modalidades terapéuticas sistémicas.
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Antes de 1990, poucos medicamentos tinham apresentado uma eficacia
consistente contra o carcinoma de pulm&o ndo pequenas células, incluindo
cisplatina, mitomicina C, vimblastina, ifosfamida e vindesina (IHDE, 1992). Até
meados dos anos 1990, nenhuma vantagem clara a um esquema quimioterapico
havia sido demonstrada. Estudos randomizados n&o demonstraram beneficio
significativo da ciclofosfamida, doxorrubicina, metotrexato e procarbazina (CAMP)
versus mitomicina, vimblastina e cisplatina (MVP); etoposideo e cisplatina (EP); ou
vindesina e cisplatina (SCHILLER, 2000) e as taxas de respostas gerais eram, em
média, de 20%. Em um estudo de meta-analise, apenas a cisplatina foi associada
com melhora da sobrevida quando comparada ao cuidado paliativo (NON-SMALL
CELL LUNG CANCER COLLABORATIVE GROUP, 1995). As taxas de sobrevida
com os esquemas terapéuticos de primeira geragéo (e.g. mitomicina, ifosfamida e
cisplatina) variavam entre 10 a 15% no primeiro ano, enquanto que os esquemas
de segunda geracédo (e.g. cisplatina e etoposideo) propiciavam uma sobrevida
média de 20 a 25%. No final da década de 1990, os esquemas de terceira geragao
(e.g. paclitaxel + carboplatina; docetaxel, paclitaxel ou gemcitabina associados a
cisplatina) mantinham uma taxa de resposta em torno de 20%, mas com uma

sobrevida média no primeiro ano de 33% (SCHILLER et al., 2002).

Frequentemente, até mesmo pacientes com doengca em estadio precoce
sucumbem ao cancer de pulmdo devido ao desenvolvimento de metastases,
indicando a necessidade de abordagens eficazes para a terapia sistémica desta
condicdo (BALEEIRO et al., 2008). Uma das explicagdes € que o uso combinado
de cirurgia, radioterapia e quimioterapia € muitas vezes altamente ativo na
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eliminacdo da massa tumoral, mas € menos eficaz na eliminagédo de células
neoplasicas residuais e na prevencgao da recorréncia da doenga (KALINSKI et al.,

2009).

A identificacdo de mutacdes no gene do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR) em pacientes com carcinoma de pulmdo nao pequenas
células proporcionou um dos primeiros exemplos de terapia alvo nesta doenga
(COSTA, D., 2008). Os resultados promissores para o EGFR e ALK em subgrupos
moleculares selecionados de pacientes com carcinoma de pulmao nio pequenas
células sdo prenuncios de uma nova era no desenvolvimento de drogas e estudos

clinicos para pacientes portadores desta doenca (GAUGHAN; COSTA, D., 2011).

As limitagdes dos tratamentos atuais fornece a justificativa para a utilizagao
do sistema imunoldgico com o objetivo de identificar e destruir células cancerosas

(KALINSKI et al., 2009).

Portanto, a melhora na sobrevida dos pacientes com neoplasia de pulméo
depende essencialmente de estratégias de prevencgao e tratamento do tabagismo,
do desenvolvimento de técnicas viaveis de diagnostico precoce e, por ultimo, do

aprimoramento e desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.

IMUNOLOGIA TUMORAL — VISAO GERAL

O cancer é uma doencga resultante de um prolongado periodo de
instabilidade genética que aumenta o tempo de vida de uma célula normal. O
evento que marca o inicio deste periodo é variavel entre os diferentes tipos
celulares, mas frequentemente decorre do aparecimento de uma mutagdo em um
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gene supressor de tumor (e.g. p53 ou Rb), por uma mutagdo em um proto-
oncogene (e.g. KRAS ou myc) ou apés a infecgao celular por um virus oncogénico
(e.g. HPV16 ou EBV). Independente da origem, essas mutagdes permitem que a
célula escape do controle de crescimento normal ou de morte celular, tornando-a
mais propensa a adquirir mutacdes adicionais e deixar de responder aos sinais
intrinsecos ou extrinsecos responsaveis por frear o crescimento ou desencadear a

apoptose (SCHREIBER, T. et al., 2010).

Em humanos, a evidéncia do papel do sistema imunoldgico em limitar o
crescimento e progressao de neoplasias esta ligada as observagdes que indicam
uma correlagéo positiva entre a presenca de células T CD8" infiltrando o tumor e o
progndstico favoravel em varios tipos de cancer (PAGES et al., 2010; PALENA;
SCHLOM, 2010). Em cancer colorretal, por exemplo, niveis significativamente
mais elevados de células T CD8" de memdria precoce e memoria efetora
infiltrando o tumor foram relacionados com boa evolugéo clinica, definida como
auséncia de invasdo metastatica, estadio menos avancado e aumento da
sobrevida (GALON et al., 2006; PAGES et al, 2005). Da mesma forma, a
presenca de infiltrado intraepitelial de células T CD8" foi associado com a
auséncia de metastases nos linfonodos de drenagem em pacientes com cancer do
colo uterino (PIERSMA et al., 2007). Em pacientes com carcinoma de pulmao nao
pequenas células, o aumento no numero de linfécitos T CD8*, CD20" e CD4"
infiltrando a neoplasia teve uma relagéo positiva com a sobrevida (AL-SHIBLI et

al., 2008).
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O sistema imunolégico € inicialmente tolerante em relagdo as células
tumorais porque estas tem origem no préprio organismo. A aquisicao de mutagdes
capazes de induzir a génese tumoral pode levar, ou ndo, a produgcao de uma
proteina mutante contendo um epitopo que seja suficientemente nao proprio (non-
self) para tornar-se imunogénica, ou seja, reconhecida e passivel de destruigao
pelo sistema imunoldgico. Este processo € conhecido como imunovigilancia

(immunosurveillance) (SMYTH et al., 2006).

Recentemente, tornou-se claro que o sistema imune ndo so protege o
hospedeiro contra o desenvolvimento do tumor, mas também esculpe o fendtipo
imunogénico de um tumor em desenvolvimento e pode favorecer o aparecimento

de variantes resistentes de células tumorais (HAMAI et al., 2010).

Algumas células que adquirem mutagbes imunogénicas também
apresentam a capacidade de interagir com o sistema imunoldgico reduzindo a
resposta imune ao nao proprio (RABINOVICH et al., 2007). As vias de ativagao
dos mecanismos de regulagdo do sistema imunolégico sdo mal compreendidas.
Ha células que podem apresentar uma série de mutagdées em oncogenes sem
produzir um peptideo imunogénico que leva a ativagdo do sistema imune do
hospedeiro. Desta forma, células tumorais que produzem um peptideo
imunogénico durante a sua transformacado devem, continuamente, “escapar” das
respostas imunoldgicas antitumorais, a fim de sobreviver. Por outro lado, os
tumores que se transformam sem ativar o sistema imunolégico ndo precisam de
mecanismos de regulagdo imune para a sobrevivéncia (SCHREIBER, T. et al.,

2010).
43



ANTIGENOS TUMORAIS
Autoantigenos (self-antigens) s&o o0s antigenos mais relevantes e

abundantes para os quais o sistema imunolégico do hospedeiro deve ser
tolerante. A indugdo e manutencao de tolerancia aos autoantigenos sédo mediadas
por diversos mecanismos que impedem danos para os tecidos normais do
organismo. No entanto, esses mesmos mecanismos podem impor barreiras
potenciais para o pleno desenvolvimento de respostas imunoldgicas contra
antigenos expressos por tumores (SOTOMAYOR et al., 1996). A inducdo de
tolerancia aos antigenos do tumor — fendmeno denominado como anergia induzida
pelo tumor — através de mecanismos semelhantes aos que regulam as respostas
para autoantigenos, representa uma importante estratégia imunossupressiva pela
qual as células tumorais podem escapar da resposta anti-tumor mediada por
células T (RABINOVICH et al., 2007). Esta visao diferente da imunidade tumoral
também contribuiu para por em evidéncia a imunoterapia no cancer, uma vez que
a barreira imposta pela tolerancia imunologica deve ser quebrada para que o
sistema imunolégico possa reconhecer e eliminar de forma eficaz os tumores que

expressam principalmente autoantigenos (PARDOLL, 2003).

Os tumores podem expressar muitas moléculas capazes de serem
reconhecidas pelo sistema imunolégico e que séo divididas em duas grandes
categorias: os autoantigenos anormais (ASAs) ou antigenos associados a tumor
(TAAs) que sao expressos em ambos, células normais e tumorais, com algumas
diferencas importantes (FINN, 2006; PALENA; SCHLOM, 2010; SCHREIBER, T.

et al., 2010); e os antigenos tumorais especificos (TSAs) que sao expressos
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apenas pelas células tumorais (FINN, 2006; GOTTFRIED et al., 2008; MOCELLIN;
NITTI, 2008; PALENA; SCHLOM, 2010; SCHREIBER, T. et al., 2010). Os
antigenos associados a tumor sao antigenos que podem ser gerados de varias
maneiras, incluindo: indugdo e desenvolvimento de genes embrionarios que
normalmente ndo sao expressos na maioria dos tecidos adultos, expressdo de
proteinas normais com metade anormal de agucares ou expressao de proteinas
proprias (self) em niveis anormalmente elevados (SCHREIBER, T. et al., 2010).
Os antigenos tumorais especificos sdo produtos de genes que sofreram mutagéo
por agentes cancerigenos quimicos ou fisicos, por mutagdes aleatérias no DNA,
ou mutagdes nao-aleatdrias em genes relacionados ao cancer, tais como ras, bcr-

abl e p53 (FINN, 2006).

Os antigenos tumorais sao geralmente classificados em (BRUGGEN, VAN

DER et al., 2012; COULIE, PG et al., 2001; YASUMOTO et al., 2009):

(1) antigenos mutantes tumores especificos: resultam de ponto de

mutagdes em genes que sao expressos ubiquamente. A mutagdo geralmente
afeta a regido da codificacdo do gene e é exclusivo para o tumor de um paciente
individual ou restrito a poucos pacientes. Algumas destas mutagdes podem estar
implicadas na transformacdo tumoral. Tais antigenos, que s&o estritamente
especificos do tumor, podem desempenhar um papel importante na resposta
imune antitumoral natural de pacientes individuais, mas a maioria deles ndo pode
ser facilmente usada como destinos de imunoterapia porque nao séao

compartilhados por tumores de diferentes pacientes.
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(2) antigenos compartilhados: estdo presentes em muitos tumores

independentes. Eles podem ser divididos em trés grupos.

A. Um grupo corresponde aos peptideos codificados por genes
relacionados a neoplasias de células germinativas, como o MAGE, que séo
expressos em muitos tumores, mas nao em tecidos normais. Os
trofoblastos placentarios e as células germinais testiculares constituem as
Unicas células normais nas quais foi detectada uma expressao significativa
de tais genes. Por essas células ndao expressarem moléculas MHC classe |,
a expressao genética ndo deve resultar na expressdao de peptideos
antigénicos e tais antigenos, portanto, podem ser considerados como
estritamente especificas do tumor. Os genes que codificam esses antigenos

também séo referidos como genes do cancer de testiculo (CT).

B. Um segundo grupo de antigenos tumor compartilhado,
denominado antigenos de diferenciacdo, também sdo expressos no tecido
normal de origem da malignidade. O paradigma é a tirosinase, que é
expressa em melandcitos normais e na maioria dos melanomas. Os
antigenos deste grupo nao sao especificos do tumor, e sua utilizagdo como
alvo para imunoterapia do cancer pode resultar em autoimunidade para o
tecido normal correspondente. No caso dos melandcitos, o risco de induzir
efeitos colaterais graves parece minimo e pode ser limitado ao
aparecimento de vitiligo. Preocupagdes mais relevantes sobre os efeitos
colaterais autoimunes aplicam-se ao antigeno carcinoembrionario (CEA),

uma proteina oncofetal expressa no epitélio normal do célon e na maioria
46



dos carcinomas de intestino. A toxicidade autoimune ndo deve ser um
problema em situagdes onde o tecido expressando o antigeno é
dispensavel ou mesmo removido por cirurgia, como no caso do antigeno

prostatico especifico (PSA).

C. Os antigenos de amplificagdo ou superexpressao correspondem
aqueles que sdo expressos em uma grande variedade de tecidos normais e
superexpressos em tumores. E muito mais dificil fazer previsées sobre a
seguranga de direcionamento de antigenos compartilhados deste grupo.
Isto porque uma quantidade minima de peptideo € necessaria para o
reconhecimento pelos Linfécitos T Citotoxicos Tumor Antigeno Especifico
(CTL) e um baixo nivel de expressao em tecidos normais pode significar
que danos autoimunes ndo podem ser suportados. No entanto, este limite €
dificil de definir, bem como o nivel normal de expressao de genes para cada

tipo celular.

(3) antigenos codificados por virus oncogénicos: esses também podem ser

alvos ideais para imunoterapia tumoral. A infecgcao pelo virus do papiloma humano
16 (HPV 16) pode induzir ao carcinoma cervical. Os peptideos antigénicos
derivados das proteinas oncogénicas E6 e E7 do HPV16 sdo conhecidos por
serem bons alvos para o CTL e foram utilizados na imunoterapia planejada para
prevenir o cancer cervical. Epstein-Barr virus foi associado a linfomas de células
B, cancer de nasofaringe e cancer gastrico. No entanto, nenhuma relagéo entre a

incidéncia de cancer de pulmao e qualquer virus oncogénico foi relatada.
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Os antigenos tumorais especificos sdo de especial interesse para a
imunoterapia devido a sua especificidade, caracteristica essencial para evitar
danos as células normais (FINN, 2006), e pela capacidade natural de desenvolver
a memoria celular a qual pode levar a um controle duravel sobre a doenga devido

a capacidade de laténcia (MOCELLIN; NITTI, 2008).

Os quadros do anexo 1 relacionam os antigenos conhecidos por grupo

(BRUGGEN, VAN DER et al., 2012).

CELULAS DENDRITICAS
As células dendriticas (DCs) sdo células apresentadoras de antigenos

capazes de ativar as respostas imunologicas inata e de memodria e sao
mediadoras essenciais da imunidade e tolerancia imunolégicas (KUSHWAH; HU,

2011; SABADO; BHARDWAJ, 2010).

As células dendriticas s&o as células apresentadoras de antigenos (APCs)’
mais potentes devido a sua capacidade superior de aquisi¢ao e processamento de
antigenos para apresentacgéo as células T e do seu potencial para expressar altos
niveis de moléculas coestimulantes/coinibitérias que levam a ativacédo do sistema
imunologico ou a anergia. Além disso, as DCs tém a capacidade de modular a
resposta imune, direcionando a diferenciacdo e polarizagdo das células T.
Portanto, as células dendriticas desempenham um papel significativo na geragao

total de respostas imunes contra antigenos (SABADO; BHARDWAJ, 2010).

1~/ , ~ o . . . ses
Células Apresentadoras de Antigenos sdo os mondcitos, macrofagos, células B e células dendriticas.
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As células dendriticas sdo compostas por uma populacdo heterogénea de
células em varios 6rgaos e que possuem conjuntos unicos de marcadores de
superficie celular (KUSHWAH; HU, 2011). Ha evidéncias de que existem muitos
subtipos de DCs distintos, cada um em um determinado local e com uma funcao

especializada no sistema imunologico (SHORTMAN; LIU, Y., 2002).

As células tronco hematopoiéticas dao origem a células mieloides comuns
(CMP) e células progenitoras linfoides comuns (CLP) durante hematopoiese. Os
mondcitos, macréfagos, megacariocitos, granulécitos e eritrécitos  séo
provenientes da CMP e as células T, células B e células Natural Killer (NK) séo
provenientes da CLP (AKASHI et al., 2000; KONDO et al., 1997) conforme
demonstrado na figura 2. Outro estudo demonstrou que células multi-linfoides
progenitoras humanas podem dar origem a todos os tipos de células linfoides

juntamente com mondcitos, macréfagos e DCs (DOULATOV et al., 2010).
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FIGURA 2 - Desenvolvimento das células dendriticas a partir de precursores hematopoiéticos.
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A formacéo de uma série de células precursoras, que possuem uma forte tendéncia para linhagens mieloide ou as linfoides,
€ o primeiro passo para o desenvolvimento dos tipos individuais de células sanguineas. Originalmente, estas foram isoladas
como populagdes de progenitoras mieloides comuns e progenitoras linfoides comuns. Estudos adicionais definiram uma
série de precursores de cada tipo, ao invés de apenas duas formas precursoras. Destes, os precursores mieloides e os
precursores linfoides que expressam o receptor FLT3 (tirosina quinase relacionada com FMS 3) tem uma capacidade maior
para formar células dendriticas. Ambas, as células dendriticas convencionais residentes nos tecidos encontradas em érgéos
linfoides e as células dendriticas plasmocitoides podem ser geradas a partir de qualquer precursor tipo FLT3+. O tipo de
precursor que ira gerar células dendriticas in vivo dependera da disponibilidade de precursores, do meio ambiente local e do
tecido envolvido. Precursores mieloides séo as principais fontes de células dendriticas na maioria das circunstancias.
(Adaptado de Shortman & Naik, 2007).

A célula progenitora de macréfagos-DC (MDP) é o precursor comum para
macrofagos, mondécitos e DCs. O MDP é derivado do CMP e s6 da origem a
mondcitos, macréfagos e DCs (FOGG et al., 2006). Provavelmente, o MDP
diferencia-se em um progenitor DC-restrito chamado de progenitor DC comum
(CDP) que da origem a DCs, mas nao a mondcitos ou macréfagos (LIU, K et al.,
2009). Embora ambos MDP e CDP residam exclusivamente na medula 6ssea,

uma populacdo de células denominadas precursor-DC (pré-DCs), derivado do
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CDP, foi identificada na medula éssea, sangue, bago e linfonodos e compreendem
menos do que 0,05% dos leucdcitos nestes tecidos (LIU, K; NUSSENZWEIG, MC,
2010; LIU, K et al., 2009). Estas células pré-DCs migram para os tecidos linfoides
através do sangue e passam por um processo de proliferagao e diferenciagao em
DCs (LIU, K et al., 2009). Portanto, CMPs podem dar origem a MDPs que dao
origem a CDPs que, posteriormente, dara origem a pré-DCs que funcionam como
precursores imediatos para DCs. Estas etapas de diferenciacdo estao

demonstradas na figura 3.

A origem mieloide das DCs foi estabelecida, mas ha estudos que
demonstram que DCs podem ser formadas a partir de CLPs sob algumas

condigdes (KARSUNKY et al., 2003; NAGAI et al., 2006; WELNER et al., 2008).

Célula progenitora
de macréfagos-DC
(MDP)

Células tronco Células mieloides
hematopoiéticas comuns (CMP)

Células Células precursor- Célula progenitora
Dendriticas (DC) DC (pré-DCs) DC comum (CDP)

FIGURA 3 - Diferenciagcéo das células tronco hematopoiéticas em células dendriticas.
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As células dendriticas foram inicialmente classificadas em dois grupos, que
incluem as DCs latentes convencionais e DCs nao convencionais (SHORTMAN;
NAIK, -2007). As DCs latentes convencionais sdo aquelas que possuem a forma e
fungdo de célula dendritica. As DCs n&o convencionais s&o células dendriticas
que geralmente ndo sao encontradas em estado estacionario, mas que surgem
em resposta a estimulos inflamatérios. As DCs nao convencionais incluem as DCs
plasmocitoide e as DCs derivadas de mondcitos (LIU, K; NUSSENZWEIG, MC,

2010; LIU, K et al., 2009; SHORTMAN; LIU, Y., 2002; SHORTMAN; NAIK, 2007).

As DCs convencionais sao compostas por subconjuntos de células
dendriticas derivadas de CDP e pré-DCs e podem ser subdivididas em DCs
migratorias e DCs linfoides. As DCs migratérias tém a capacidade de migrar dos
tecidos periféricos para 6rgaos linfoides, enquanto DCs linfoides residem nestes
orgaos sem funcado migratéria. Os subconjuntos de DCs migratdrias incluem as
células dendriticas presentes na pele, pulmao, figado trato intestinal, e nos rins. As
DCs linfoides sdo encontradas nos 6rgaos linfoides, tais como ganglios linfaticos,
baco e timo e foram subdivididos de acordo com a expressdao de CD4 e CDS8

(KUSHWAH; HU, 2011).

As DCs nao convencionais incluem DCs plasmocitoides que, apesar de
serem derivadas de CDP, sao unicas em sua capacidade de secretar quantidades
elevadas de interferon (KUSHWAH; HU, 2011; SABADO; BHARDWAJ, 2010).
Esta caracteristica as distingue das DCs convencionais. Além disso, existem
varios subgrupos de células dendriticas que também sao classificados como DCs

ndo convencionais por serem derivadas de mondcitos e ndo das CDPs. Os
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mondcitos sdo derivados de CMPs e MDPs e podem dar origem a células
dendriticas em condigdes de processo inflamatdrio, bem como de homeostase. As
células dendriticas derivadas de mondcitos sdo encontradas em tecidos
periféricos, como o intestino, pele, pulmdes e rins, sdo capazes de reconhecer
antigenos e, posteriormente, migrar para os linfonodos de drenagem (KUSHWAH,;
HU, 2011). A figura 4 ilustra o potencial para diferenciagdo em macrofagos e

células dendriticas.

53



Precursor Precursor
Eritrocito- Granulécito-
Megacariocito Macréfago

h = @ —
Macrofagos

Granulocitos

Precursor
Eritrécito Maccglc:ﬂa;go Wi
Megacariocito
L dendritica
Células
ﬁ . dendriticas @

Células _Células Células Pr6-B
Monocitos . dendriticas  1imicas DN1

Precursor Precursor
CeélulaT Célula B

Celulas

dendriticas
Celulas
dendriticas

Células T Células B

Macréfagos

FIGURA 4 - Modelo para a retengcdo do potencial de macréfagos e células dendriticas de
células durante a hematopoiese.

A visdo de que a hematopoiese ocorre através de uma sequéncia de passos de diferenciagdo estritamente ordenada e
irreversivel foi substituida pelo conceito de um processo mais gradual, em varias etapas, e a irreversibilidade como
uma consequéncia tardia de uma série de alteragdes. As produgdes de macrofagos e células dendriticas parecem estar
intimamente ligadas durante a hematopoiese. Estudos com ratos descreveram uma via desenvolvimento mieloide de
macrofagos e células dendriticas, que procede de uma célula precursora de macréfagos-células dendriticas que ja nao
é capaz de produzir muitos granulécitos, mas que podem formar células dendriticas por duas vias: a producéo direta de
células dendriticas residentes do tecido linfoide e a produgcéo de células dendriticas inflamatorias através de mondcitos
circulantes. No entanto, também foi observado em varios estudos com ratos que os macréfagos e células dendriticas
podem ser produzidos por precursores que estdo comprometidos com a produgdo de células T ou células B. A
retengdo de algum potencial para formar macréfagos e células dendriticas por precursores de células T e de células B
pode explicar por que células dendriticas, que séo basicamente um tipo de célula mieloide, podem ser geradas por
precursores linfoides. DN1, Dupla 1 Negativo. (Adaptado de Shortman & Naik, 2007).



Em seu estado imaturo, as DCs sao altamente especializadas na captacao
de antigeno. As DCs englobam os antigenos através macropinocitose, fagocitose
ou endocitose usando receptores Fc, receptores tipos | e Il, integrinas, lectinas tipo
C- e receptores Scavenger. Apos a captagdo, a DC processa antigenos da
proteina em peptideos que s&o carregados em moléculas de MHC para
apresentacao as células T. Antigenos enddgenos sdo degradados em peptideos
pelo proteossoma no citoplasma. Esses peptideos s&o transportados para o
reticulo endoplasmatico utilizando moléculas transportadoras para apresentacao
de antigenos (TAP) e carregados nas moléculas de MHC classe |. Os complexos
Peptideo-MHC classe | sao transportados para fora do reticulo endoplasmatico,
através do complexo de Golgi, e para fora da superficie para a apresentagao as
células T CD8". As DCs e outros tipos de células podem processar peptideos
utilizando esta via. Antigenos de proteina exégena sé&o englobados e processados
em endossomos que contém proteases que degradam os antigenos da proteina
em peptideos antes de carregar em moléculas de MHC classe Il. Os complexos
Peptideo-MHC classe |l sdo transportados para a superficie celular para
apresentacdo as células T CD4". Devido a limitada expresséo de moléculas MHC
classe Il, apenas APCs podem processar peptideos através da via exdgena.
Antigenos de proteina exdégena também podem ser processados pelas DCs e
carregados em moléculas de MHC classe | utilizando apresentagdo cruzada.
Embora o mecanismo exato da apresentacdo cruzada continue a ser controversa,
a capacidade das DCs para utilizar este processo para ativar células T CD8" é

bem estabelecida (BANCHEREAU, J et al., 2000; GUERMONPREZ et al., 2002).
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A maturacado de DCs é caracterizada pela reducado da fagocitose; melhora
na capacidade de processamento e apresentagdo de antigenos, de migrar para
tecidos linfoides e de estimular células T e B. A maturagdo € acompanhada pelo
aumento da expressao de receptores de quimiocinas, de moléculas de adesao
celular e de moléculas coestimulatérias que estdo envolvidas na migragao das
DCs para tecidos linfoides e sdo necessarios para a ativagao maxima, proliferacao
e diferenciacdo de células B e T. Além disso, a maturacdo de DCs também
envolve a producao de citocinas e quimiocinas que influenciam o tipo de resposta

imune gerada (SABADO; BHARDWAJ, 2010).

Apos a maturagao, as células dendriticas migram para os tecidos linfoides
secundarios, tais como os ganglios linfaticos (antigeno capturado da pele e érgaos
soélidos), bago (antigeno capturado do sangue), ou placas de Peyer (antigeno
capturado do lumen intestinal), onde eles entram em contato com as células T e B
(BANCHEREAU, J et al., 2000). Através de seus receptores de células T (TCRs),
as células T reconhecem especificamente antigenos ligados a moléculas de MHC
na superficie das DCs. Peptideos ligados nas moléculas MHC classe | sdo
reconhecidos por células T CD8+, enquanto peptideos ligados a moléculas de
MHC classe |l sdo reconhecidos por células T CD4" (SABADO; BHARDWAJ,

2010).

As células dendriticas desempenham um papel importante no equilibrio do
sistema imunologico entre imunidade e tolerancia (COOLS et al., 2007). As DCs
mediam a tolerancia periférica usando varios mecanismos. As DCs nao ativam as

células T em seu estado de imaturidade devido ao baixo nivel de expressao de
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MHC e moléculas coestimulatérias. As DCs também pode induzir a expressao de
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) levando a delegédo das células T. A IDO é
responsavel pela degradagdo do triptofano, um aminoacido essencial para a
proliferacdo de células T. O triptofano degradado induz a parada do ciclo celular
ou apoptose nas células T. Além disso, metabdlitos do triptofano podem exercer
efeitos citotoxicos diretos sobre as células T (MELLOR; MUNN, 2004; MUNN;
MELLOR, 2004). As DCs também podem induzir a diferenciagcdo das células T
reguladoras (JONULEIT et al., 2000; LEVINGS et al., 2005) que exercem seus
efeitos através das atividades de TGF-B, IL-10 e CTLA-4, entre outros
mecanismos, para inibir a proliferacdo de células T (COOLS et al., 2007; TANG;
BLUESTONE, 2008). As células T reguladoras foram descritas infiltrando varios
tumores (LIYANAGE et al.,, 2002; WOO et al., 2001) e a sua deplegao leva ao
aumento da resposta imune antigeno tumor especifico (VIEHL et al., 2006). Além
das DCs mieloides, as DCs plasmocitoides também podem induzir células T

reguladoras (CHEN, W. et al., 2008; SHARMA et al., 2007).

IMUNOVIGILANCIA
O sistema imunoldgico tem trés papéis principais na prevencgao de tumores.

Primeiro, pode proteger o hospedeiro de tumores induzidos por virus através da
eliminagao ou supressao de infecgdes virais. Em segundo lugar, a eliminagao de
patdgenos e a rapida resolugao da inflamagao pode impedir o estabelecimento de
um ambiente inflamatdrio propicio para carcinogénese. O terceiro, referido como
imunovigilancia tumoral (immunosurveillance), é o processo pelo qual o sistema

imunoldgico pode identificar e eliminar células tumorais com base na expresséo de
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antigenos tumorais especificos ou de moléculas por estresse celular (SWANN;

SMYTH, 2007).

A hipétese do “immunoediting" no cancer, apresentada por Schreiber e seus
colaboradores (DUNN et al., 2004), integra os diferentes mecanismos de escape
tumoral com a teoria da vigilancia imunoldgica, ou imunovigilancia, originalmente
concebida no inicio do século XX por Paul Ehrlich e postulada em meados do
século XX. O renascimento da vigilancia imunolégica tumoral no conceito de
"immunoediting" esta fundamentado na ideia de que o sistema imune n&o so6
protege o hospedeiro, mas também pode promover o crescimento tumoral

(RABINOVICH et al., 2007).

O conceito de immunoediting fornece uma explicagdo mais completa para o
papel do sistema imunoldgico frente a génese tumoral, pois o desenvolvimento
tumoral pode ocorrer em individuos imunocompetentes. Segundo a hipétese de
immunoediting, além do sistema imunoldgico impedir a formacdo de tumor, ele
também atua promovendo ou selecionando variantes do tumor com reduzida
imunogenicidade e propicia o desenvolvimento de tumores com capacidade de
escapar a deteccdo e eliminagao imunolégica (DUNN et al., 2002, 2004). Esta
hipétese € um refinamento do conceito de imunovigilancia e que abrange uma
visdo mais ampla das interagdes entre o sistema imune e o tumor, reconhecendo
as agdes de protecdo do individuo e de modelagao tumoral exercidas pelo sistema

imunoldgico durante o desenvolvimento da neoplasia (DUNN et al., 2002).
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O immunoediting é dividido em trés fases chamadas: eliminagao, equilibrio,
e escape. A fase de eliminagdo & exatamente o mesmo processo descrito na
teoria da imunovigilancia tumoral, pelo qual o sistema imunoldgico, através da
resposta imune inata e adaptativa (incluindo NK, células af8 e yd T) e de moléculas
imunorregulatorias (incluindo IFN-y, IL-12, perforina e TRAIL), detecta e elimina
células tumorais que se desenvolveram como resultado da falha dos mecanismos
intrinsecos de supressao tumoral (DUNN et al., 2002, 2004; RABINOVICH et al.,
2007; SWANN; SMYTH, 2007; ZITVOGEL, L et al., 2006). A fase de eliminagédo
pode ser completa, quando todas as células tumorais sao eliminadas, ou
incompleta (DUNN et al., 2002, 2004). No caso de eliminagéo parcial do tumor,
segundo a teoria do immunoediting, pode ocorrer um estado temporario de
equilibrio dindmico entre o sistema imunoldgico e o processo de desenvolvimento
tumoral (DUNN et al., 2002, 2004; SWANN; SMYTH, 2007). Neste processo, 0s
linfocitos e IFN-y exercem uma pressdo de selegcao potente sobre as células
tumorais que é o suficiente para conter, mas néo para extinguir totalmente, uma
‘camada basal’ de tumor que contém varias células menores geneticamente
instaveis e rapidamente mutantes (DUNN et al., 2002, 2004). As células tumorais
permanecem latentes ou continuam a evoluir, acumulando mais alteragdes (tais
como, mutagdes do DNA ou mudangas na expressao génica) que podem modular
antigenos tumorais especificos ou antigenos induzidos por estresse que elas
expressam. Enquanto este processo continua, o sistema imunitario exerce uma
pressao seletiva (darwiniana) que elimina clones tumorais suscetiveis, mas

surgem novas variantes portadoras de diferentes mutagdes que |hes proporcionam

59



um aumento da resisténcia ao ataque do sistema imunologico. A presséo exercida
pelo sistema imunoldégico durante esta fase é suficiente para controlar a
progressao do tumor. Entretanto, se a resposta imune nao for capaz de eliminar o
tumor completamente, o processo de selecdo de variantes celulares capazes de
resistir, evitar ou suprimir a resposta imune antitumoral, permite que a neoplasia
passe para a fase de escape na qual o sistema imunologico ndo é mais capaz de
conter o crescimento do tumor (DUNN et al., 2002, 2004; RABINOVICH et al.,

2007). Estas etapas sdo demonstradas na figura 5.

Lesdo
pré-neopldsica .m—am Y

Oncogénese

J “subversic”

FIGURA 5 - Etapas da carcionogénese: interagao entre o tumor e o sistema imunolégico .

llustragédo do conceito central de que o processo de carcinogénese em multiplas etapas decorre da interagéo entre fatores
relacionados a célula neoplasica (“fatores intrinsecos” em azul) e ao sistema imunolégico (“fatores extrinsecos” em
vermelho). (Adaptado de Zitvogel et al, 2006).

E provavel que o equilibrio seja o mais longo dos trés processos e podem
ocorrer durante um periodo de muitos anos (DUNN et al., 2002). Ha evidéncia
clinica sugerindo que os tumores podem permanecer latentes por muitos anos e
ha casos de recidiva apos longos periodos de remissdo do tumor; ao menos 10
anos, alguns superiores a 20 anos (CALLAWAY; BRIGGS, 1989; DEMICHELI et

al., 1996; HERRLINGER et al., 2005; MATSUI et al., 2006; SAGALOWSKY;
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MOLBERG, 1999; STEWART et al., 1991). Meng e colaboradores encontraram
evidéncia de células tumorais circulantes em pacientes que estdo livres de
neoplasia clinicamente detectavel vinte anos apos o tratamento (MENG et al.,
2004). Outro estudo relatou seis casos de recorréncia de carcinoma de pulm&o
ndo pequenas células entre 7 e 14 anos apos a remissao da doenca (STEWART
et al, 1991). Todos foram associados com um evento ou tratamento
imunossupressor, fato indicativo do papel do sistema imunolégico na supressao do
crescimento tumoral. Entretanto, nem todos os casos de recorréncia sao

associados com imunossupressao.

No processo de escape as células tumorais variantes que adquiriram
insensibilidade a detecgdo e eliminagdo imunolégica através de alteragdes
genéticas ou epigenéticas comegam a se expandir de forma descontrolada (DUNN
et al., 2002; SWANN; SMYTH, 2007). Isso resulta na neoplasia evidenciada na
clinica e que, se nao for controlada, resulta na morte do hospedeiro (DUNN et al.,

2002).

Evidéncias circunstanciais sugerem que a vigilancia imunoldgica e o
processo de immunoediting ocorrem em pacientes com cancer. Individuos com
imunodeficiéncias hereditarias ou adquiridas tém maior incidéncia de alguns tipos
de neoplasias associadas a infecgao viral e a exposi¢cao a agentes cancerigenos.
Pacientes transplantados mantidos com drogas supressoras sao 3 a 8 vezes mais
susceptiveis para o desenvolvimento de neoplasia maligna do que os controles
normais, embora nao apresentem uma distribuicdo aleatéria de tumores em todas

as localizagbes anatdmicas. Em contraste, os pacientes com neoplasias de ovario,
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colorretal e melanoma, cujos tumores tém altos niveis de infiltracdo por linfocitos,
possuem um melhor prognodstico. Coletivamente, estudos experimentais e
observacdes clinicas indicam que o sistema imunologico pode frustrar a
carcinogénese e mediar a regressdo de tumor estabelecido (OSTRAND-

ROSENBERG, 2008).

O desenvolvimento de carcinoma em pacientes esta intimamente
correlacionado a sua capacidade de inativar linfocitos citotoxicos efetores (isto é,
células CD8", Linfocitos T citotoxicos e Natural Killer [NK]), em induzir apoptose
nas células imunes infiltrantes tumorais (TIC) e/ou em suprimir a resposta imune
antitumoral, através: da regulacdo negativa da proteina apresentadora de
antigenos HLA de classe |; da regulacdo positiva de célula supressora mieloide
derivada (MDSC) proteinas imunossupressoras, como FasL, HLA-G, familia B7,
citocinas TGF-B e Gal-1, enzima IDO (2,3 oxigenase indolamina); e
indugdo/expansdo de células imunossupressoras: e/ou células T regulatérias

(Treg) Foxp3* (DU; WANG, Y, 2011; MOCELLIN; NITTI, 2008).

As trés fases da imunoedicdo tumoral sdao demonstradas de forma

esquematica na figura 6.
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FIGURA 6 - As trés fases da imunoedi¢ao no cancer.

Imunoedi¢do no cancer (immunoediting) é o resultado de trés processos que funcionam de forma independente ou em
sequéncia para controlar e moldar o cancer. Uma vez que as células normais sdo transformadas em células tumorais pela
combinagdo de oncogenes adquiridos e pelas falhas intrinsecas dos mecanismos supressores de tumores, o sistema
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imunoldgico pode funcionar como um supressor extrinseco de tumores ao eliminar as células neoplasicas ou ao impedir o
seu desenvolvimento. Na primeira fase, a eliminagdo, anteriormente conhecida como imunovigilancia tumoral, células e
moléculas do sistema imunoldgico inato e adaptativo reconhecem e destroem as células transformadas, resultando em um
retorno ao normal tecido fisioldgico. No entanto, se a imunidade antitumoral é incapaz de eliminar completamente as células
transformadas, variantes tumorais sobreviventes podem entrar na fase de equilibrio, onde as células e moléculas da
imunidade adaptativa impedem o desenvolvimento tumoral. Essas variantes podem, eventualmente, adquirir mais muta¢des
que permitirdo as células neoplasicas escaparem do reconhecimento, da morte ou do controle mediados pelas células do
sistema imunoldgico e progredirem para doenga clinicamente detectavel na fase de escape. (M¢ = Macréfago). (Adaptado
de Veseley et al, 2011).

IMUNOTERAPIA

O progresso no conhecimento de redes celulares e moleculares que
regulam a resposta imune no microambiente tumoral renovou o entusiasmo no

potencial terapéutico da imunoterapia (RABINOVICH et al., 2007).

Os Linfocitos T Citotéxicos Tumor Antigeno Especifico (CTL) s&o os
principais efetores na resposta imune contra células tumorais. A identificagao dos
TAAs que sdo reconhecidos principalmente por linfécitos T CD8" levou ao
desenvolvimento de diversas estratégias de vacinagao que sdo capazes de induzir
ou potencializar uma resposta imune especifica. No entanto, grandes tumores ja
estabelecidos estdo associados com a aquisicdo de resisténcia a lise tumoral
especifica e nao sao, geralmente, sujeitos ao controle do sistema imunolégico

(HAMAI et al., 2010).

A meta de vacinas terapéuticas para o cancer (ou imunoterapia ativa) é
instruir o préprio sistema imunoldgico do paciente para matar células cancerosas.
Comparado com a quimioterapia, as vantagens tedricas de tal abordagem séo sua
maior capacidade de eliminar seletivamente as células transformadas, resultando
em baixa toxicidade, e a capacidade de reconhecer e atacar multiplas moléculas-
alvo, mesmo os antigenos recém-formados resultantes da rapida mutacdo de

células tumorais (KALINSKI et al., 2009). Desta forma, a imunoterapia permite
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induzir uma resposta imune especifica em relagcdo ao tumor capaz de reduzir a
carga tumoral ao direcionar o equilibrio imunolégico a favor da resposta antitumor

e contra as agdes pro-tumorais (PALENA; SCHLOM, 2010).

Duas abordagens gerais foram utilizadas no desenvolvimento de novas
intervengdes imunoterapicas. Uma abordagem utiliza vacinas padronizadas que
sdo preparagdes antigénicas capazes de ativar APCs enddgenos, tais como DCs,
induzindo a ativagdo de células T. As vantagens de vacinas padronizadas
(geralmente proteinas recombinantes, virus recombinantes ou peptideos
sintéticos, contendo um ou varios epitopos tumorais relevantes) sao de que elas
podem ser produzidas em grande quantidade, além de serem facilmente
armazenadas e distribuidas. No entanto, a sua limitacdo é o repertério antigénico
pré-determinado, geralmente limitado, que as tornam aplicaveis apenas aos
pacientes cujos tumores expressam o0s antigenos da sua composi¢cdo. No caso
das vacinas baseadas em peptideo, o seu uso € muitas vezes limitado a uma
subpopulagdo ainda mais restrita de pacientes que expressam um tipo especifico
de HLA e a sua aplicagao ainda é limitada pela auséncia de antigenos tumorais
superexpressos de forma universal em varios tipos de cancer. Além disso, a
limitacdo de ambas as vacinas a base de proteinas e peptideos decorre da pouca
capacidade de induzir uma ativacdo equilibrada de subtipos de linfécitos CD4" e
CD8" que é essencial para a eficacia da imunidade antitumoral (BANCHEREAU, J;
STEINMAN, R., 1998; FIGDOR et al., 2004; ROSENBERG, S., 2004; SCHULER,
G; STEINMAN, R., 1997; STEINMAN, R. M.; BANCHEREAU, JACQUES, 2007;
STEINMAN, R., 1991). Outro dado importante € que a capacidade dessas vacinas
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para ativar células T de pacientes depende das caracteristicas e do nivel de
ativagcao de células dendriticas locais e esta é afetada de forma negativa pela

presencga de tumor (GABRILOVICH, D.; PISAREV, 2003).

Muitas das limitagbes acima podem ser evitadas mediante a aplicagao de
vacina personalizada e especifica para cada paciente. Essas vacinas envolvem
células do tumor do proprio paciente e presentam um repertério antigénico unico
que é relevante para cada individuo em particular, tanto com relagdo ao tipo do
HLA, quanto ao perfil Unico dos TAAs expressos nas células tumorais. Ao mesmo
tempo, as abordagens baseadas em células APC do proprio paciente geradas “ex-
vivo” (como as vacinas com células dendriticas) também evitam a dependéncia
das APCs enddgenas para resposta imune, pois estas sao frequentemente
disfuncionais em pacientes com cancer avangado (GABRILOVICH, D.; PISAREYV,

2003).

Apods a identificagcdo de antigenos de tumor especifico reconhecidos por
CTLs, uma série de ensaios clinicos de imunoterapia foi realizada com estes
antigenos em pacientes com melanoma avangado e em varios tipos de cancer
(YASUMOTO et al., 2009). Especificamente com DCs pulsadas, foram realizados
ensaios clinicos por em pacientes com varios tipos de tumores, incluindo cancer
de mama, mieloma multiplo, cancer de préstata, carcinoma de células renais,
melanoma maligno, o cancer colorretal e de cancer de pulmdo nao pequenas

células (SABADO; BHARDWAJ, 2010).
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A regressao tumoral foi observada em uma pequena proporcdo dos
pacientes vacinados (SABADO; BHARDWAJ, 2010; YASUMOTO et al., 2009).
Rosemberg e colaboradores revisaram mais de 1.300 pacientes submetidos a
imunoterapia. Cerca de 20% dos pacientes apresentaram alguma evidéncia de
regressao, incluindo uma resposta mista, mas apenas 2% a 4% dos pacientes
apresentaram regressao do tumor, quando avaliados pelo método RECIST (i.e.
resposta parcial ou completa) (ROSENBERG, S. et al., 2004). Dados de estudos
mais recentes também sdo frustrantes em relagdo a resposta clinica (BERNTSEN
et al., 2008; FINN, 2008; HIRSCHOWITZ, E et al., 2007; KRUG et al., 2010;

LESTERHUIS et al., 2008; UM et al., 2010).

Apesar de muitos ensaios clinicos com vacinas de antigenos tumorais
terem resultado em respostas clinicas objetivas em apenas um pequeno numero
de pacientes, em um sentido teorico, a erradicacdo do tumor é considerada
possivel por meio da imunoterapia. Os mecanismos do tumor para escapar do
sistema imunoldgico do hospedeiro continuam a ser um grande obstaculo para
terapia imunoldégica no céncer e uma melhor compreensao destes mecanismos
sera imprescindivel para o desenvolvimento de uma abordagem mais eficaz do

cancer de pulméo (YASUMOTO et al., 2009).

Embora estes estudos ndo tenham demonstrado a eficacia clinica da
imunoterapia, os resultados comprovaram que terapia imunolégica com células
dendriticas pulsadas com antigenos € uma modalidade terapéutica segura e

promissora para o tratamento de tumores (SABADO; BHARDWAJ, 2010).
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Atualmente, ha cerca de 240 estudos cadastrados no banco de dados do
U.S. National Institutes of Health relacionados a imunoterapia com células
dendriticas, sendo 16 protocolos em pacientes com neoplasia de pulmao, todos
sem resultados finais analisados (U.S. NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH,
2012a, 2012b). Este cenario cria a expectativa de um grande avango no

conhecimento atual sobre o uso desta modalidade terapéutica.
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Os objetivos primarios deste estudo foram:
1. Avaliar a viabilidade da imunoterapia com células dendriticas
maduras em pacientes com carcinoma de pulmao nao pequenas células;
2. Avaliar a seguranga e tolerabilidade imunoterapia com células
dendriticas maduras.
Objetivo secundario deste estudo foi avaliar a resposta imunoldgica através

da linfoproliferagao.
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CARACTERISTICAS DOS PACIENTES

Os seguintes critérios de elegibilidade para inclusdo dos pacientes foram:
diagnéstico confirmado de carcinoma de pulmao ndo pequenas ceélulas avangado
(estadio 1lIB-IV) (DETTERBECK et al, 2009) confirmado por exame
histopatoldgico; idade inferior a 70 anos; performance clinica < 2 (OKEN et al.,
1982); sem antecedentes de tratamento cirurgico, quimio ou radioterapia; auséncia
de metastases no sistema nervoso central e pelo menos uma lesdo mensuravel de
acordo com critérios de RECIST (THERASSE et al., 2000); nenhuma doenga
aguda associada; fenotipo HLA-A2 e expressdao de WT1 (Proteina do Tumor de
Wilms), HER-2 (Receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2), CEA
(Antigeno Carcinoembrionario) ou MAGE1 (Antigeno Melanoma 1) avaliada por

imunoistoquimica no tecido tumoral.

A manutencdo das fung¢des organicas foi confirmada por: contagem de
leucocitos = 3.000/mm?®, neutréfilos = 1.500/mm?>, hemoglobina = 9,0 g/dL e
plaquetas = 100.000/mm?; bilirrubina < 1,5 mg/dL, aspartato aminotransferase < 40
IU/L; clearance de creatinina > 55 mL/minuto. O consentimento pds-informado por
escrito foi obtido de todos os pacientes. O estudo foi conduzido de acordo com as
diretrizes da International Conference on Harmonisation (ICH), regulamentos
aplicaveis e as diretrizes que regem a condugdo de estudos clinicos e os

principios éticos da declaragdo de Helsinque.
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DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A selecdo e inclusdo dos pacientes ndo foram aleatérias. Todos os
pacientes selecionados receberam tratamento convencional (quimioterapia com ou
sem radioterapia). O protocolo de quimioterapia foi realizado com paclitaxel 175
mg/m? e cisplatina 70 mg/m? no dia 1, repetidos quatro vezes a cada 21 dias. Os
pacientes foram submetidos a tomografia computadorizada (TC) de térax,
abdémen e cranio apos o quarto ciclo de quimioterapia para avaliar a resposta do
tumor. A doenga progressiva foi um critério de exclusdo. Os pacientes elegiveis
foram encaminhados para a vacina de células dendriticas, como uma terapia
adjuvante, que foi administrada apds recuperacédo hematologica (plaquetas =70,
000/mm?). A tolerabilidade clinica foi avaliada por exames laboratoriais de rotina e
pelos eventos clinicos descritos Cancer Therapy Evaluation Program (CTEP), e
Common Terminology Criteria for Adverse Events (CTCAEv3) (“ctcaev3.pdf

(objeto application/pdf)”, [S.d.]).

A figura 7 representa a organizagao cronoldgica do protocolo.

QT/RT
Dx+51 52 v v s3 54 sn PD

T DO D7 D14 D28 D43
1

iMés 2 2

FIGURA 7 - Etapas do protocolo.

O dia a imunizag&o esta marcada com um “V” (DO e D14). Tridngulo azul — Etapa de avaliagéo: “Dx+S1” = Diagnostico e 1°
estadiamento radiolégico; “S2” = 2° estadiamento radioldgico (1 més apds o tratamento convencional); “S3” = 3°
estadiamento radioldgico (1 més ap6s a vacina); “S4...Sn” = o estadiamento radioldgico foi repetido a cada 2 meses até a
progressao da doenga (“PD” — triangulo preto). Tridngulo vermelho — Tratamento convencional (quimioterapia e
radioterapia). Tridangulo branco — Dia da leucaférese. Triangulo verde — Teste de linfoproliferagédo (realizado antes da

imunizag&o nos dias DO e D14).
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MONITORAMENTO DA RESPOSTA CLINICA

A avaliacdo de resposta ao tratamento quimioterapico foi feita ao final do 4°
ciclo baseada na resposta clinica (melhora dos sintomas e performance clinica) e
nos critérios estabelecidos pelo RECIST para a avaliagéo radiolégica (THERASSE
et al., 2000). O estudo radiolégico foi realizado por tomografia computadorizada e
foi repetido cerca de 4 semanas apo6s a aplicagcdo da ultima dose da vacina. O
acompanhamento radiologico foi mantido a cada 2 meses até a progressédo da
doenca. Todos os exames radiolégicos foram laudados por radiologistas. A
medida das lesdes foi realizada por softwares do aparelho de tomografia
computadorizada (Toshiba Aquilion; 64 canais) e do Synapse (PACS - Picture

Archiving and Communication System — Fulji).

AVALIACAO BASAL

Foram consideradas lesbes mensuraveis aquelas com medidas, em pelo
menos uma dimensao (o0 maior didmetro a ser registrado), = 20 mm, utilizando
técnicas convencionais, ou = 10 mm, utilizando a tomografia computadorizada
(TC) helicoidal. As lesdes com medidas abaixo dos critérios acima foram
consideradas nao mensuraveis. Os derrames pleurais ou pericardicos, as lesdes
cisticas, a linfangite pulmonar, e as altera¢des radiograficas 6sseas ou exames de
imagens anormais com defeitos de preenchimento ndo mensuraveis, foram

considerados nao mensuraveis.

A carga tumoral global foi estimada na avaliagdo basal, contra a qual foram
comparadas as medi¢cdes posteriores para definir respostas objetivas. Todas as

lesdes mensuraveis de até um maximo de 5 por 6rgdo e 10 no total,
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representativas de todos os 6rgaos envolvidos foram identificadas como lesées-
alvo sendo registradas e medidas na avaliagao basal. O mesmo método foi usado
em todo o estudo. As lesbes-alvo foram selecionadas com base no seu tamanho
(aquelas com maior didmetro) e sua adequagao para medi¢des precisas repetidas.
A soma dos maiores diametros de todas as lesbes-alvo foi calculada e informada
como a soma do maior didmetro na avaliagdo basal (BSLD). O BSLD foi usado
como a referéncia para a qual se caracterizou a resposta tumoral objetiva. Todas
as outras lesdes (ou sitios da doenga) foram identificadas como lesbes “n&o alvo”
e registradas na avaliagdo basal. As medicbes destas lesdes ndo foram
realizadas, porém a presenca, auséncia ou aumento de cada uma delas foi

registrada durante todo o acompanhamento.

CRITERIOS DE RESPOSTA

Para cada individuo, a resposta da doenga ao tratamento foi avaliada
radiologicamente. A resposta tumoral foi julgada usando os critérios do RECIST

(Anexo 2).

IMUNOISTOQUIMICA

Foram obtidos cortes histologicos (trés micrdmetros) de tecido tumoral de
biopsia realizada no momento do diagnodstico e submetidos a marcagéo
imunoistoquimica dos antigenos tumorais CEA (CEA-A5B7 monoclonal, DAKO)
Her-2/neu (DAKO), WT1 (WT1-C19, Santa Cruz Biotechnology) e MAGE-1
(MA454, DAKO). A marcacdo imunoistoquimica foi realizada com o reagente

NovolLink (Vision BioSystems, EUA), seguindo as instrugbes do fabricante, sendo
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padronizadas apenas as diluigbes dos anticorpos (WT1, 1:80; MAGE 1, 1:100;

CEA, 1:50; Her-2/neu, 1:500).

As laminas foram analisadas em microscépio 6tico, observando-se os
padrées de coloracdo das células neoplasicas e a porcentagem de células
coradas por campo visualizado ao microscépio 6tico em aumento de 400 vezes.
Células normais do tecido foram utilizadas como controles negativos dentro de
cada reagdo e para cada lamina. Tecidos com expressdo comprovada dos
antigenos investigados (tecidos padrbes) foram selecionados e utilizados como
controles positivos da reagdo e como parametros para quantificar a expressao das
proteinas em questao (controle positivo WT1 = Tumor de Wilms; controle positivo
MAGE 1, melanoma de pele; controle positivo CEA, adenocarcinoma colorretal;

controle positivo Her-2/neu, cancer de mama).

A intensidade de expressao em relagdo aos tecidos padrdes foi calculada
através de uma grade de classificagdo composta pela soma da porcentagem de
células positivas (valores de 1 a 4, sendo 1 = até 25%, 2 = de 25 a 50%, 3 = de 50
a 75% e 4 = >75% de células positivas) e pela intensidade de positividade
apresentada por célula (valores de 1 a 3, sendo, 1= baixa, 2= moderada, 3=alta).
A quantificacdo de Her-2/neu utilizou um sistema diferenciado, sendo a
intensidade de expressdo desse antigeno classificada de grau 1 a 3. Para
avaliacao foi considerado para Her-2/neu a classificacdo: baixa expressao = grau
1; expressdo moderada = grau 2; alta expressdo = grau 3. Para os outros

antigenos analisados, considerou-se a classificacdo: baixa expressao = grau 1 a 3;
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expressdao moderada = grau 4 a 5; alta expressao = grau 6 a 7. Desta forma, foi

possivel unificar os sistemas de classificacéo (Figura 8).

Coniroles Pacientes

FIGURA 8 - Intensidade de expressao dos antigenos tumorais em laminas controles.

(a = adenocarcinoma colorretal; ¢ = Tumor de Wilms; e = cancer de mama; g = melanoma de pele) e em tecido tumoral de
pacientes com carcinoma de pulmdo ndo pequenas células em estadios avangados (b, d, f e h). Quantificacdo da

expressao: b = alta; d = moderado; f = moderado; h = moderado.
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LEUCAFERESE

O sangue periférico dos pacientes foi processado através de leucaférese
para a obtencdo das células mononucleares necessarias para a producido da
vacina. Foram empregados os separadores celulares de fluxo continuo Fresenius
Com.Tec. utilizando kits P1Y, programa MNC, com velocidade de centrifugacao
1500rpm (297g), com fluxo de retirada em torno de 50 ml/min. O volume
processado variou entre os pacientes e foi determinado pela contagem celular
estimada através de hemograma apds 150 ml de sangue processado. A
concentracdo de ACD utilizada foi de 1:10, diminuindo gradativamente até 1:16.
Nao houve necessidade de reposicdo, ja que o volume de sangue retirado foi

inferior a 15%.

Foram realizados dois procedimentos de aférese para cada paciente, com o
objetivo de evitar o congelamento de células para a preparagao da segunda dose
da vacina. Observou-se que volume de sangue processado necessario para a
producdo de uma dose da vacina €& de aproximadamente 150 ml, sendo
necessario o tempo maximo de 1 hora para a finalizagdo do procedimento de

aférese.

As seguintes condigdes clinicas foram observadas antes de submeter os
pacientes ao procedimento descrito acima: apresentacao de processo infeccioso
ou febril; cardiopatias; desnutricdo; sindromes alérgicas; Hb>7,5g/dl;
mononucleares > 1.000/mm?® plaquetas > 30.000/mm>; sorologia completa
(hepatite B, hepatite C, HIV, sifilis, toxoplasmose, mononucleose, Chagas e

citomegalovirus).
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MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO

As analises microbiologicas foram realizadas no inicio da cultura de células
dendriticas, no quinto dia e no momento da imunizagdo. Amostras foram

incubadas durante 10 dias para a certificacdo da auséncia de contaminacgéao.

GERACAO DE CELULAS DENDRITICAS

Células dendriticas (DC) maduras provenientes de células mononucleares
autdlogas foram isoladas através de gradiente de densidade de centrifugacao por
Ficoll-Hypaque (Amersham, Uppsala, Suécia). Em seguida, mondcitos foram
enriquecidos gradiente de densidade de centrifugacédo hiper-osmético por Percoll
seguido por duas horas de adesdo a placa de cultura. As células foram
centrifugadas a 500 g para separar as populagdes de celulares distintas.
Mondcitos aderentes foram cultivados por sete dias em placas de 6-pogos em 2 x
10° células/mL de RMPI médio (Gibco BRL, Paisley, Reino Unido) com 1% de
penicilina/estreptomicina, 2mm L-glutamina, 10% de autdlogo, 50 ng/mL de GM-
CSF e 30 ng/mL de IL-4 (Peprotech, NJ, EUA). No dia 7, as DCs imaturas foram
induzidas a se diferenciar em DCs maturas através de cultura por 48 horas com 30

ng/mL Interferon gama (IFN-y).

De acordo com a expressao anterior detectada por imunoistoquimica, o
HLA-A2 restringido ao peptideo WT1 (RMFPNAPYL), CEA peptideo
(YLSGANLNL), peptideo MAGE-1 (KVAELVHFL) e peptideo HER-2 (KIFGSLAFL)
foram adicionados, na concentracédo de 25 y g/mL, a cultura de DC (dia 9) e

incubados durante 24 horas para a administragdo da vacina.
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CITOMETRIA DE FLUXO

Células dendriticas foram coletadas no dia 7 e lavadas com PBS. Os
anticorpos monoclonais conjugados fluorescentes direcionados contra os
seguintes antigenos foram utilizados para analise fenotipica: CD14 (PerCp), CD80
(Pe), CD83 (APC), CD86 (Fitc), HLA-A (Fitc), HLA-DR (Pe-Cy7), CD11c (Pe),
CD154 (PerCp-Cy5.5), CCR5 (Pe), CCR7 (Fitc), IL-10 (Pe) e IL-12p70 (Fitc)
(Caltag, Burlingame, Califérnia, EUA). Anticorpos direcionados contra CD3 (Pe),
CD8 (PE-Cy7), CD4 (PerCp) e IFN-y (Fitc) foram utilizados para analise fenotipica
de linfocitos apds o ensaio de linfoproliferagdo. Anticorpos isotipicos combinados
foram usados como controles (Caltag, Burlingame, Califérnia, EUA). A marcagao
foi realizada a temperatura ambiente durante 30 minutos em PBS. Para marcacao
intracelular (IL-10 e IL-12p70), células foram permeabilizadas e fixadas utilizando
Fix-Cells Permeabilization Kit (Caltag, Burlingame, Califérnia, EUA). Depois de
marcadas, as células foram lavadas duas vezes na PBS e analisadas por
citometria FACSArea usando o programa CELL QUEST PRO. As populagées DCs
e linfécitos foram definidas com base no seu perfil de dispersao para frente e de
disperséo lateral (populagdo celular granular grande ou pequena,
respectivamente). Os resultados foram expressos em percentagem de células
positivas e de expressao IL-12 e IL-10, a intensidade média da fluorescéncia

também foi observada.
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MARCACAO DE CFSE

Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) (1 x 107) foram
incubadas a 37°C por 15 min em 1 mL de PBS contendo CFSE (Molecular Probes
Europa, Leiden, Holanda) a 0,6 yM, uma concentragcédo que foi determinada como
ideal em experimentos preparatorios. Depois de uma etapa na qual foram lavadas
com PBS contendo 1% FCS, as células foram ressuspendidas em uma densidade
de 1 x 10° células/mL e utilizadas para efetuar a andlise de linfoproliferagdo. Apds
seis dias de incubacao, as células marcadas com CFSE foram lavadas uma vez
em PBS e imediatamente fixadas em PBS contendo formaldeido a 4% e
submetidas a analise por FACSArea e CellQuest software (BD, Mountain View,
CA, EUA). A fluorescéncia-CFSE foi plotada contra dispersao frontal (foward
scatter). A manutengao do brilho da CFSE é consistente com nenhuma resposta
proliferativa e a perda da fluorescéncia da CFSE indica a inducéo de proliferacao.
O nivel reduzido de fluorescéncia de CFSE em linfécitos estimulados em relacéo

aos nao estimulados foi usado para calcular um indice de proliferagao.

PROTOCOLO DE IMUNIZAGCAO

No dia da aplicacdo da vacina, as células foram coletadas e lavadas trés
vezes com soro fisiologico estéril. A viabilidade das células foi investigada através
de contagem em camara de Newbauer com azul de trypan, sendo sempre superior
a 80%. O imunofendtipo das células também foi investigado, sendo a presenga de

células dendriticas superior a 90%.

Para cada dose da vacina, duas aliquotas foram preparadas em seringas

de 1 ml, com 500ul/dose de soro fisioldgico contendo 5x10” células. A aplicagdo
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foi realizada por enfermeiras, com acompanhamento do médico responsavel pelo
estudo, no ambulatério de transfusdo do Hemocentro da Universidade Estadual de
Campinas. Inicialmente, aplicou-se a dose subcutanea no brago, aguardando por
1 hora para a aplicagcdo da segunda dose endovenosa. Apds a aplicagdo da
segunda dose, o paciente ficou em observagdo por mais uma hora e recebeu

avaliagao de sua pressao sanguinea e temperatura.

AVALIACAO CLINICA

O acompanhamento apds a aplicagao da vacina incluiu avaliacido clinica,
exame fisico, radiograma de térax e tomografias de térax, abdome e cranio em
intervalos regulares, como descrito na figura 8, ou conforme sintomas e sinais de

progressao da doenga.

AVALIACAO IMUNOLOGICA

A. CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE CELULAS IMUNES DO SANGUE PERIFERICO DOS
PACIENTES.

A composigdo celular do sistema imunolégico, antes e apds a vacinagao
com as células dendriticas, foi avaliada a partir de amostras de sangue periférico
usando citometria de fluxo. O dia de imunizag¢ao foi considerado como o "Dia 0".
As amostras de sangue periférico foram coletadas uma semana antes da
vacinacao ("dia -7"), duas semanas apoOs a primeira dose da vacina ("dia 14"),
duas semanas apos a segunda dose da vacina ("dia 28") e um més apéds o final do

protocolo de vacinagao ("dia 43").

Foram utilizados antigenos de superficie marcados com fluorocromos
especificos para linfoécitos T (CD4 e CD8), células NK (CD56), linfécitos B (CD19)
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e células dendriticas maduras (CD86, CD80, CD83, CD154 e HLA-DR) para a

imunofenotipagem das células sanguineas dos pacientes.

Aproximadamente 2 x 10° células por teste foram tratadas com uma solugéo
de lise para os glébulos vermelhos, centrifugada em 300 g por 5 minutos, lavadas
com PBS e ressuspendidas em 100 yl de tampao para citometria (PBS com
albumina de soro bovino 0.5% e 0,02% de azida de sodio). Posteriormente, essas
células foram incubadas no escuro durante 30 minutos a 4° C com anticorpos
monoclonais marcados com os fluorocromos especificos descritos acima. Em
seguida, as amostras foram lavadas duas vezes com buffer de citometria de fluxo,
fixado com paraformaldeido e analisados por um citémetro de fluxo (FACSCalibur

- Xeroform Dicknson).

B. ANALISE DA RESPOSTA IMUNE ESPECIFICA IN VITRO POR CITOMETRIA DE FLUXO.

O teste de linfoproliferacao foi utilizado para avaliar a capacidade das

células dendriticas de estimular linfécitos especificos em vivo.

C. COLETA DE LINFOCITOS T.
As amostras de sangue periférico, coletadas nos tempos acima referidos,

foram enriquecidas com linfocitos T (CD3") pela selegdo imune negativa com
granulos immunomagnéticos especificos para células NK (CD56%), linfocitos B

(CD19") e mondcitos (CD14").

As células coletadas antes de vacinagdo foram centrifugadas a 600 g
durante 10 minutos e o sedimento celular foi lavado duas vezes com PBS,

ressuspendido em RPMI com soro humano AB 1% e dimetilsulfoxido 10% e, em
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seguida, congelado a -90° C a uma velocidade controlada de 1° C por minuto até

que o momento do primeiro teste (duas semanas apds a primeira dose da vacina).

D. ENSAIO DE LINFOPROLIFERAGAO
As células T (1 x 10° células/ml) foram ressuspendidas em 1 ml de PBS

contendo 0,25 um de CFSE (Molecular Probes, Paises Baixos) e incubados
durante 15 minutos a 37° C. Apos este periodo de incubagao, as células foram
lavadas duas vezes com RPMI 1640 suplementadas com soro humano AB 1% frio
por centrifugacdo a 600 g durante 10 minutos e incubadas no gelo durante 5

minutos.

Apoés este periodo, as células foram novamente centrifugadas a 600 g
durante 10 minutos e ressuspendidas no mesmo meio e suplementada com 25
ng/mL de IL-7. Esses linfocitos foram cultivados em placas de 24-pogos (1 x 10°
células/pogo) com 25 pg/ml de cada peptideo de tumor definido para cada
paciente, separadamente. Esta cultura foi incubada durante 4 dias a 37° C em 5%

de CO..

A porcentagem de proliferagéo foi calculada usando o numero de células
marcadas com CFSE usando a seguinte formula: [(numero de células marcadas
com CFSE no grupo teste — numero de células marcadas com CFSE no grupo de
controle) / numero de células marcadas com CFSE no grupo de controle] x 100.
Assim como para o controle, o0 mesmo teste foi realizado usando linfécitos néo

estimulados marcados com CFSE. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Os resultados de linfoproliferagdo foram analisados e comparados através

do método de Wilcoxon Signed Ranks Test.
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APLICATIVOS UTILIZADOS

Microsoft Word® - elaboracao de texto e editoracao.
Microsoft Excel® - elaboracdo de tabelas e graficos
SOFA Statistics® (Paton-Simpson & Associates Ltd) - analise estatistica

Zotero® (Roy Rosenzweig Center for History and New Media) — organizagéo

de biblioteca, referéncias bibliograficas e citagao.
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Entre junho/2006 e agosto/2008,

48

pacientes foram

avaliados. Apenas cinco pacientes preencheram todos os critérios para a inclusao

no estudo. As caracteristicas de todos os pacientes avaliados estdo resumidas na

Tabela 1. A Tabela 7 resume os dados dos pacientes elegiveis para a

imunoterapia.

TABELA 1 - DISTRIBUICGAO PERCENTUAL DOS ANTIGENOS TUMORAIS ENTRE OS 48
INDIVIDUOS PRE-SELECIONADOS DE ACORDO COM SEXO, IDADE, TIPO HISTOLOGICO,

ESTADIO E TRATAMENTO.

Total WT1 CEA HER-2 MAGE 1

Total 48 7 31 26 33

% total 15% 65% 54% 69%

Sexo Masculino 38 13% 61% 55% 68%

Feminino 10 20% 80% 50% 70%

40-60 12 8% 58% 33% 58%

Idade 60-70 18 17% 67% 72% 67%

70-80 18 17% 61% 50% 83%

Adenocarcinoma 19 16% 58% 63% 58%

Histologia  Carcinoma epidermoide 25 16% 72% 48%  80%

Outros 4 0% 25% 25% 25%

1A 6 17% 83% 33% 83%

Estadio B 32 13% 69% 59% 72%

v 10 20% 50% 60% 20%

Cirurgia Sim 4 0% 75% 100% 100%

Nao 4 16% 64% 50% 66%

- . Sim 4 11% 68% 52% 68%
Quimioterapia

Nao 4 50% 50% 75% 75%

. . Sim 34 9% 65% 56% 68%
Radioterapia

Nao 14 29% 71% 57% 86%

Entre os pacientes incluidos, a idade média foi 60 anos e 3 eram do sexo

masculino. Os subtipos histolégicos foram as seguintes: adenocarcinoma [2],

adenocarcinoma mucinoso invasivo (anteriormente, carcinoma bronquioloalveolar)
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[1], carcinoma de células escamosas [1] e carcinoma de células
escamosas/adenocarcinoma [1]. Quatro pacientes tinham estadio IlIB € um era

estadio IV, no momento do diagnostico, pelos exames de imagem.

DESCRICAO DOS PACIENTES ELEGIVEIS PARA IMUNOTERAPIA

A seguir, sdo detalhados os casos dos pacientes submetidos a

imunoterapia. A evolucdo tumoral de cada paciente é descrita nas tabelas 2 a 5.

PACIENTE 1:
SAP, 61 anos, branco, sexo masculino.

Data do diagnéstico: 26/10/2006
Data da progressao ap6és a vacina: 04/06/2007
Data do 6bito: 11/07/2007

Realizado o diagndstico de carcinoma epidermoide de pulmé&o em outubro
de 2006, através bidpsia por broncoscopia, apds dois meses de historia de tosse
com escarro hemoptoico. Ex-tabagista (50 anos/macgo), havia parado de fumar ha

trés anos. Sem antecedente de etilismo.
Sem antecedentes pessoais, profissionais ou familiares relevantes.
Estadiamento no momento do diagndstico: I1IB (T4N2MO).
Antigenos tumorais: HER-2 (grau 4) e MAGE-1 (grau 5).
-Esquemas terapéuticos:

O paciente foi submetido aos quatro ciclos de quimioterapia com paclitaxel
e cisplatina. A radioterapia foi contraindicada devido a funcdo pulmonar
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(espirometria). A avaliagdo apds o tratamento convencional demonstrou uma

resposta parcial.

QUADRO 1 - DATAS DA QUIMIOTERAPIA; PACIENTE #1.

QUIMIOTERAPIA
ESQUEMA PACLITAXEL+CISPLATINA

1° CICLO 08/11/2006
2° CICLO 28/11/2006
3° CICLO 21/12/2006
4° CICLO 17/01/2007

QUADRO 2 - DATAS DA IMUNOTERAPIA; PACIENTE #1.

IMUNOTERAPIA
12 APLICACAO 04/04/2007
22 APLICAGAO 18/04/2007

-Intercorréncias durante o tratamento:

Nao houve intercorréncias durante o tratamento quimioterapico ou eventos

adversos relacionados a quimioterapia com grau = 2.

O paciente apresentou fadiga (grau 2) e calafrios cinco dias apds a primeira
aplicacao da vacina e foi hospitalizado, entre os dias 11/04/2007 e 20/04/2007, por
apresentar leucopenia (1.500/mm?®; grau 3), granulocitopenia (900/mm?; grau 3);
linfopenia (495/mm?> grau 3), trombocitopenia (88.000/mm? grau 1), anemia
(hemoglobina 8,5 g/dL; grau 2) e hiponatremia (126 mEg/L; grau 3). As sorologias
foram negativas para HIV, mononucleose, citomegalovirus, Epstein Barr,
Mycoplasma pneumoniae e dengue. As culturas bacterianas também foram
negativas. Cefepime foi prescrito empiricamente. Nao foi administrado qualquer

fator de estimulagdo de colbnias, e paciente recuperou-se das alteragcdes
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sanguineas apods cinco dias, espontaneamente, exceto pela anemia. A
hiponatremia foi tratada com reposi¢cao de sddio e retornou a normalidade apos

uma semana.
-Evolugéo apds a imunoterapia:

Em 11/07/2007, foi atendido no setor de urgéncia com quadro de
insuficiéncia respiratoria aguda (suspeita de tromboembolismo pulmonar, nao

confirmada) e evoluiu para 6bito.

PACIENTE 2:

JB, 66 anos, branco, sexo masculino.

Data do diagnéstico: 21/09/2007

Data da progressao apds a vacina: 20/04/2008
Data do 6bito: 13/09/2008

Realizado o diagndstico de adenocarcinoma de pulmdao em setembro de
2007, através bidpsia por broncoscopia, apos dois meses de historia de tosse com
chiado. Ex-tabagista (60 anos/mago), havia parado de fumar ha dez anos. Sem

antecedente de etilismo.
Sem antecedentes pessoais, profissionais ou familiares relevantes.
Estadiamento no momento do diagnéstico: 11IB (T2N3MO).
Antigenos tumorais: CEA (grau 6) e WT1 (grau 4).

-Esquemas terapéuticos:
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O paciente foi submetido aos quatro ciclos de quimioterapia com paclitaxel
e cisplatina. A radioterapia foi indicada apdés a quimioterapia. Entretanto, como o
inicio desta foi programado para sessenta dias apds o término da quimioterapia,
foi decidido realizar a imunoterapia antes da aplicagcédo da radioterapia. A avaliagao

apo6s o tratamento quimioterapico foi compativel com doenca estavel.

QUADRO 3 - DATAS DA QUIMIOTERAPIA; PACIENTE #2.

QUIMIOTERAPIA
ESQUEMA PACLITAXEL+CISPLATINA

1° CICLO 08/10/2007
2° CICLO 29/10/2007
3°CICLO 26/11/2007
4° CICLO 07/01/2008

QUADRO 4 - DATAS DA RADIOTERAPIA; PACIENTE #2.

RADIOTERAPIA LOCAL
DATA INICIO 03/03/2008
DATA FINAL 22/04/2008
DOSE TOTAL 5940 CGy

QUADRO 5 - DATAS DA RADIOTERAPIA; PACIENTE #2.

RADIOTERAPIA METASTASE
DATA INICIO 15/08/2008
DATA FINAL 28/08/2008
DOSE TOTAL 3000 CGy

QUADRO 6 - DATAS DA IMUNOTERAPIA; PACIENTE #2.

IMUNOTERAPIA
12 APLICACAO 14/02/2008
22 APLICACAO 28/02/2008
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-Intercorréncias durante o tratamento:

O paciente teve o quarto ciclo de quimioterapia adiado por ter leucopenia

(leucocitos 2.250/mm?; grau 2).
N&o apresentou intercorréncias durante a radio ou imunoterapia.
-Evolucao apds a imunoterapia:

Em 29/05/2008, foi atendido em outro servigo com abscesso pulmonar em
lobo superior direito e iniciado o tratamento ambulatorial com ampicilina. Foi
internado no periodo de 13/06/2008 a 23/06/2008 por falta de resposta terapéutica
ao tratamento do abscesso; prescrito clindamicina intravenosa que foi mantida
apos a alta hospitalar. Evoluiu com trombose venosa profunda em membro
superior direito durante a internagao que foi tratada com enoxiparina e varfarina.
Esta suspensa durante o acompanhamento ambulatorial devido a presenga de

hemoptise.

Em 25/08/2008, foi feito o diagndstico de metastase 6ssea em quadril
através de raio X e cintilografia 6ssea. Encaminhado para radioterapia da
metastase. A cintilografia de controle, realizada em 08/09/2008, evidenciou

multiplas lesdes.

PACIENTE 3:
OM, 59 anos, pardo, sexo masculino.

Data do diagnéstico: 17/12/2007
Data da progressao apés a vacina: 20/04/2008
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Data do 6bito: 10/11/2008

Realizado o diagndstico de adenocarcinoma de pulmdo em dezembro de
2007, através de bidpsia por broncoscopia, apds quatro meses de historia de
tosse com escarro hemoptoico acompanhada por dor toracica e emagrecimento
de 6 Kg no periodo. Ex-tabagista (40 anos/mago), havia parado de fumar ha dois

anos. Sem antecedente de etilismo.
Sem antecedentes pessoais, profissionais ou familiares relevantes.
Estadiamento no momento do diagndstico: I1IB (T4N2MO).
Antigenos tumorais: CEA (grau 7).
-Esquemas terapéuticos:

O paciente foi submetido aos quatro ciclos de quimioterapia com paclitaxel
e cisplatina. A radioterapia foi iniciada trinta dias apds a quimioterapia. A avaliagao
apos o tratamento convencional foi compativel com doenga estavel e, apos 52

dias, o paciente foi submetido a imunoterapia.

QUADRO 7 - DATAS DA QUIMIOTERAPIA; PACIENTE #3.

QUIMIOTERAPIA
ESQUEMA PACLITAXEL+CISPLATINA

1° CICLO 21/01/2008
2° CICLO 11/02/2008
3°CICLO 03/03/2008

4° CICLO 24/03/2008
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QUADRO 8 - DATAS DA RADIOTERAPIA; PACIENTE #3.

RADIOTERAPIA LOCAL
DATA INICIO 23/04/2008
DATA FINAL 13/06/2008
DOSE TOTAL 6120 CGy

QUADRO 9 - DATAS DA IMUNOTERAPIA; PACIENTE #3.

IMUNOTERAPIA
12 APLICACAO 04/08/2008
22 APLICAGAO 20/08/2008

-Intercorréncias durante o tratamento:

Nao apresentou intercorréncias durante a quimioterapia, radioterapia ou

imunoterapia.
-Evolucao apds a imunoterapia:

A primeira tomografia computadorizada apds a imunoterapia evidenciou

doenca estavel.

O paciente evoluiu com dor toracica em regido dorsal esquerda controlada
com paracetamol associado a codeina (500 mg + 30 mg), via oral, 4 vezes ao dia.

Obito por progressdo da doenca na cidade onde residia.

PACIENTE 4:
RASL, 63 anos, branca, sexo feminino.

Data do diagndstico: 04/01/2008
Data da progressao apos a vacina: 17/06/2008

Data do 6bito: 06/10/2008
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Realizado o diagndstico de adenocarcinoma mucinoso invasivo de pulméao,
em janeiro de 2008, através de biopsia por broncoscopia, apds histéria de tosse,
dispneia e chiado acompanhados por febre e emagrecimento (ndo quantificado)

ha quatro meses. Sem antecedente de tabagismo e etilismo.
Sem antecedentes pessoais, profissionais ou familiares relevantes.
Estadiamento no momento do diagndstico: IV (T4N2M1).
Antigenos tumorais: CEA (grau 7), WT1 (grau 2) e Her-2 (grau 1).
-Esquemas terapéuticos:

A paciente foi submetida aos quatro ciclos de quimioterapia com paclitaxel e
cisplatina. A avaliagdo apos o tratamento convencional foi compativel com doenga

estavel e, apos 45 dias, a paciente foi submetida a imunoterapia.

QUADRO 10 - DATAS DA QUIMIOTERAPIA; PACIENTE #4.

QUIMIOTERAPIA
ESQUEMA PACLITAXEL+CISPLATINA

1° CICLO 11/02/2008
2° CICLO 03/03/2008
3°CICLO 24/03/2008
4° CICLO 14/04/2008

QUADRO 11 - DATAS DA IMUNOTERAPIA; PACIENTE #4.

IMUNOTERAPIA
12 APLICACAO 29/05/2008
22 APLICACAO 16/06/2008

-Intercorréncias durante o tratamento:

Nao apresentou intercorréncias durante a quimio ou imunoterapia.
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-Evolugéo ap6s a imunoterapia:

Um dia ap6s a aplicagdo da ultima dose da vacina, a paciente comecou a
apresentar piora da tosse e dispneia. A investigacdo clinica, laboratorial e
radiolégica confirmou que os sintomas eram decorrentes da progressédo da
doenca. Encaminhada para quimioterapia de 22 linha (Gemcitabina + Cisplatina)
que foi suspensa apds o 2° ciclo devido ao aparecimento de estomatite e pela

piora das condi¢des clinicas.

PACIENTE 5:

VAM, 50 anos, branca, sexo feminino.

Data do diagnéstico: 01/10/2007

Data da progressao apés a vacina: 01/08/2008
Data do ébito: 13/04/2009

Realizado o diagndstico de carcinoma epidermoide de pulméo,
moderadamente diferenciado, em outubro de 2007, através biopsia por
broncoscopia, apos histéria de tosse com dispneia acompanhada por dor toracica

ha cerca de cinco meses. Tabagista (35 anos/macgo), sem antecedente de etilismo.
Sem antecedentes pessoais, profissionais ou familiares relevantes.
Estadiamento no momento do diagnéstico: 11IB (T4AN2MO).
Antigenos tumorais: CEA (grau 3) e Her-2 (grau 2).

-Esquemas terapéuticos:
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A paciente foi submetida aos quatro ciclos de quimioterapia com paclitaxel e
cisplatina. A radioterapia foi iniciada 50 dias apds a quimioterapia. A avaliagcao
apos o tratamento convencional foi compativel com resposta parcial e, apoés 56

dias, a paciente foi submetida a imunoterapia.

QUADRO 12 - DATAS DA QUIMIOTERAPIA; PACIENTE #5.

QUIMIOTERAPIA
ESQUEMA PACLITAXEL+CISPLATINA

1° CICLO 29/10/2007
2° CICLO 26/11/2007
3° CICLO 17/12/2007
4° CICLO 14/01/2008

QUADRO 13 - DATAS DA RADIOTERAPIA; PACIENTE #5.

RADIOTERAPIA LOCAL
DATA INICIO 05/03/2008
DATA FINAL 30/04/2008
DOSE TOTAL 6600 CGy

QUADRO 14 - DATAS DA IMUNOTERAPIA; PACIENTE #5.

IMUNOTERAPIA
12 APLICACAO 25/06/2008
22 APLICAGAO 10/07/2008

-Intercorréncias durante o tratamento:
Nao apresentou intercorréncias durante a quimio, radio ou imunoterapia.
-Evolucao apds a imunoterapia:

Apds a aplicagdo da vacina, a paciente evoluiu com progressao da doenga,

inicialmente, sem repercussao clinica. Cerca de dois meses apds o término da
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imunoterapia, comegou a apresentar tosse seca de leve intensidade que evoluiu
com piora progressiva, sendo acompanhada por dispneia e sindrome consumptiva

a partir de dezembro/2008.

SUMARIO DOS RESULTADOS CLINICOS

O acompanhamento clinico dos pacientes foi realizado por no minimo 8,5
meses a partir diagndstico e quase trés meses a partir de segunda dose da

imunoterapia.

Dois individuos tiveram uma resposta parcial a terapia convencional,
enquanto trés apresentaram doenca estavel. Todos eles receberam quimioterapia
e esses trés foram submetidos a radioterapia adjuvante. O Paciente #2 foi
submetido a imunoterapia anterior a radioterapia, os demais realizaram o

tratamento convencional antes da imunoterapia.

A partir da ultima dose da vacina, o tempo para a progressao da doenga e
sobrevida variou entre 1 a 82 e 82 a 277 dias, respectivamente. Um dia depois
imunoterapia, a paciente #4 apresentou piora da tosse acompanhada por dispneia
progressiva que foram relacionadas a progressdo da doengca apdés o

acompanhamento por exames radioldgicos.
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TABELA 2 - EVOLUCAO RADIOLOGICA DO PACIENTE 1.

PACIENTE 1 TC TC POS 22 TC POS 42 TC PRE TC POS
DIAGNOSTICO QT QT IMT IMT

DATA 26/10/2006 19/12/2006 16/02/2007 26/03/2007 04/06/2007
Leséao alvo 1 28 X 20 60 X 56
Hilo direito 50 X 37 mm 28 X20mm 28 X20 mm mm mm
Lesao alvo 2
Lesdao subpleural 12 mm 12 mm 12 mm 12 mm 12 mm
(B10)
Lesédo nao alvo 1
Linfonodo 0 0 0 0 29 mm
paratraqueal
direito

TABELA 3 - EVOLUGCAO RADIOLOGICA DO PACIENTE 2.

PACIENTE 2 TC TCPOS3* TCPOS4 TCPOS TCPOSRT
DIAGNOSTICO QT QT IMT
DATA 24/08/2007 12/12/2007 ~ 29/01/2007  13/03/2008  28/04/2008*

Lesao alvo 1

Lobo  Superior 58 X 57 mm 50X50mm 35X56mm 50X50mm 66 x60 mm
Direito

Lesao alvo 2

Lifonodo Pré- 0 0 0 0 13 X9 mm
caval

*necrose da massa em lobo superior direito

**Tomografia de 08/09/2008: destruicdo do lobo superior direito com nivel liquido, derrame pleural
a direita e presenga de linfonodomegalia mediastinal.

TABELA 4 - EVOLUCAO RADIOLOGICA DO PACIENTE 3.

PACIENTE 3 . . . .
TC DIAGNOSTICO TCPOS4°QT TCPOSRT TCPOS IMT

DATA 30/11/2007 14/04/2008 31/07/2008  09/09/2008

Lesao alvo 1

Lobo Superior Esquerdo 70 X85 mm 66 x 60 mm 66 X65 mm 69X 61 mm
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TABELA 5 - EVOLUCAO RADIOLOGICA DO PACIENTE 5.

PACIENTE 5 TC TCPOS  TCPOSIMT TCPOSIMT TCPOS IMT
DIAGNOSTICO QT/RT 1) (2) (3)

DATA 03/09/2007 15/05/2008  01/08/2008 11/09/2008  24/11/2008
Lesdo alvo 1 98X 135
Lobo  Superior 58 X42 mm ’ mm ’ 39 X44 mm 39X48mm 52 X 62 mm
Esquerdo
Lesao alvo 2
Lifonodo 32 mm 0 0 0 0

Subcarinal
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TABELA 6 - CARACTERISTICAS E RESULTADOS DOS PACIENTES ELEGIVEIS PARA IMUNOTERAPIA.

Dias entre = Resposta ao 'I;img(;sr)éagaa -I;_imfec;sp;;aa Sobrevida Sobrevida a
. . . . " = Sequéncia as tratamento  Pro9'® progre: a partir do partir da
Paciente | Sexo Idade Histologia Estadio ECOG Expressao " - f partir da partir da . e . .
da terapia modalidades convencional quimioterapia imunoterapia diagnodstico imunoterapia
terapéuticas (RECIST) (dias) (dias) (dias) (dias)
HER-2 (grau 3)
1 M 61  CEC/Ad s 1 MAGEi(grau  QT-IT 77 Resposta 138 47 258 84
(T4,N2) 5) parcial
1B WT1 (grau 4) T . Doencga
2 M 66 Ad (T2,N3) 2 CEA (grau 6) QT -IT-RT 38; 3 estavel 112 60 358 198
1B . Doenga
3 M 59 Ad (T4,N2) 1 CEA(grau7) QT-RT-IT 30; 52 estavel 231 82 276 112
WT1 (grau 2)
4 F 63 BAC NV . 2 CEA(grau7) QT-IT-QT 45,56 DEIITE 64 1 329 82
(T4,N2,M1) estavel
HER-2 (grau 1)
1B CEA (grau 3) ) ) . Resposta
5 F 50 CEC (T4,N2) 1 HER-2 (grau 2) QT-RT-IT 51; 56 parcial 200 22 560 277

CEC, carcinoma epidermoide; Ad, adenocarcinoma; AMI, adenocarcinoma mucinoso invasivo.

*ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group performance status.

#T4Ipsi Nod, N2,M1@cont Nod
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SEGURANCA

Durante a quimio e radioterapia ndo houve evento adverso maior que grau
2. Nao ocorreram eventos adversos durante a realizagao da leucaférese. Também
nao foi observada qualquer reagao no local de administragado da vacina, tanto por

via intravenosa quanto por via subcutanea.

Um paciente (#1) apresentou reagdes sistémicas apoés a imunoterapia,

como descrito acima.

RESPOSTAS IMUNOLOGICAS A IMUNOTERAPIA

O ensaio de linfoproliferagdo mostrou uma melhora na resposta imune
especifica apds a vacinagdo. Esta resposta nao foi de longa duragdo e houve
uma tendéncia a reducédo que foi observada duas semanas apés a segunda dose

da vacina.

O padrao de resposta variou entre os individuos (Figuras 9 a 13). Dois
pacientes (#3 e #5) expressaram uma resposta notavel nos testes de
linfoproliferagdo, mas pontual, apdés a primeira dose. Os pacientes #1 e #4
apresentaram uma resposta de reforgo (“booster”), temporaria, relacionada a

segunda dose da imunoterapia.

O paciente #2 apresentou um resultado combinado das respostas acima.
Houve uma resposta mais intensa apds a primeira dose em relagdo ao antigeno

WT1 e uma resposta mais expressiva, de reforgo (“booster”), relacionada ao CEA.

Todos os resultados do ensaio de linfoproliferagédo — englobando todos os

pacientes e todos os antigenos — s&do mostrados na Figura 14.

102



Estes resultados foram comparados usando o Wilcoxon signed ranks test.
A diferenca entre "D-7" e "D 14" nao foi significativa (p = 0,135). No entanto, a
diferenca foi significativa entre "D -7" e "D 28" (p = 0,005) e entre "D -7" e "D 43" (p

= 0,002).

INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO - PACIENTE 1

D-7 D14 D28 D43

B HER (P1) B MAGE (P1)

FIGURA 9 - INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO DO PACIENTE #1.
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INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO - PACIENTE 2

3
2
1
5 _ ) :
D-7 D14 D28 D43
B CEA(P2) m OWT1 (P2)

FIGURA 10 - INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO DO PACIENTE #2.

INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO - PACIENTE 3

D14

B CEA(P3)
FIGURA 11 - INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO DO PACIENTE #3.
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INDICE DE LINFOPROLIFERACAO - PACIENTE 4

5,00

3,75

2,50

1,25

D-7 D14 D28 D43

B CEA(P4) ® HER (P4) = WT1 (P4)
FIGURA 12 - INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO DO PACIENTE #4.

INDICE DE LINFOPROLIFERAGAOQ - PACIENTE 5
5,00

3,75

D-7 D14 D28 D43

FIGURA 13 - INDICE DE LINFOPROLIFERAGAO DO PACIENTE #5.
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FIGURA 14 - Comparagdo das respostas imunolégicas de todos os pacientes e todos os

antigenos.

Wilcoxon signed ranks test. "D -7" (mediana = 1,33; Min = 0,81; Max = 3,59); "D 14 "(mediana = 1,42; Min = 0,44; Max =
7,90);" D 28 "(mediana = 2,86; Min = 1,13; Max = 4,68), "D 43" (mediana 2,13; Min = 0,72; Max = 4.10). A diferenga foi
significativa entre "D -7" e "D 28" (* p = 0,005) e "D-7" e "D-43" (** p = 0,002).
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DISCUSSAO
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Apesar dos avangos em quimioterapia e radioterapia, a taxa de sobrevida
de 5 anos melhorou apenas 3% (13 a 16,2%) entre 1975 e 2002 (ALTEKRUSE et
al., 2010). Este fato esta relacionado, principalmente, a inexisténcia de um método
de triagem eficiente para o diagnostico precoce de neoplasia pulmonar, além de
demostrar que novas modalidades sado necessarias para o manejo da terapéutica

do cancer de pulméao.

Por outro lado, ha paciente com diagnostico precoce que apresenta recaida
precoce e evolugdo para morte mesmo depois de uma aparentemente remogao
cirurgica completa do tumor, com niveis indetectaveis de carga tumoral residual e
sem sinais de metastase. Uma das razdes para a precisdo aparentemente limitada
dos métodos de estadiamento convencionais (histopatolégicos e radioldgicos),
usados para prever a evolucdo da doenca, pode decorrer do fato deles
considerarem a progressao tumoral como um processo autdnomo focado apenas
no comportamento das células neoplasicas. Estes métodos nado avaliam a
evolugado do cancer como um equilibrio de fatores que podem propiciar ou suprimir
o crescimento do tumor (BINDEA et al., 2010). Por outro lado, o impacto da
resposta imune e dos mecanismos de escape tumoral no desenvolvimento de
metastases e no prognostico dos pacientes ainda s&o mal compreendidos

(MLECNIK et al., 2011).

O uso da imunoterapia adjuvante, apds a terapia convencional definitiva,
seria a via terapéutica ideal fundamentada na resposta antigeno especifica do
sistema imunologico e no perfil de seguranca ja descrito para o uso de vacinas em

pacientes com cancer (HIRSCHOWITZ, EA et al., 2006). Entretanto, ha inumeras
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variaveis relacionadas ao paciente e a vacina que podem ser relevantes para o
efeito terapéutico pleno e, ao nivel local, a resisténcia imunolégica do tumor as
células imunes efetoras constitui uma limitacdo potencial a eficacia da
imunoterapia (HIRSCHOWITZ, E, 2004). As células apresentadoras de antigenos,
como as células dendriticas, desempenham um papel importante na inducéo de
uma resposta imune e o desequilibrio dentro do tumor na propor¢cao de
macrofagos, células dendriticas imaturas e maturas pode afetar,

significativamente, a resposta imunoldgica a neoplasia (BALEEIRO et al., 2008).

Apesar de haver numerosos ensaios clinicos para varios tipos de céancer,
existem poucos estudos de vacinas de células dendriticas em pacientes com
cancer de pulméao e muitos aspectos relacionados com a imunoterapia, como dose

maxima, esquema de administracido, resposta e seguranga, sao desconhecidos.

A escolha dos antigenos a serem utilizados constitui um passo relevante
para a resposta imunoldogica a vacina e para a eficacia terapéutica
(HIRSCHOWITZ, E, 2004). Primeiro, € essencial avaliar se a resposta imune ao
tumor sera capaz de destruir as células neoplasicas e preservar as ceélulas
normais. O segundo critério é o estado do antigeno no tumor. Uma resposta imune
a um antigeno tumor especifico pode ser irrelevante se a célula tumoral sofreu

mutacao e ndo expressa mais este antigeno (FINN, 2008).

Vacinas produzidas de forma personalizada com derivados do tumor, como
de preparagdes obtidas do tumor todo (células tumorais apoptéticas ou necréticas,

ou lisados tumorais) podem ser interessantes por conterem um grande numero de
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antigenos, conhecidos e desconhecidos, permitindo a estimulagdo de uma
resposta imune policlonal (BERNTSEN et al., 2008; FIELDS et al., 1998; GRUIJL,
DE et al., 2008; O'ROURKE et al., 2003). Desta forma, a “marcag¢ao” das células
dendriticas com todas as células tumorais mortas tem a vantagem tedrica de que,
essencialmente, todos os componentes antigénicos do tumor poderiam ser
apresentados ao sistema imunologico, além de ser especifica para cada paciente
(JANIKASHVILI et al., 2010). Porém, o risco de desenvolvimento de resposta
autoimune € uma preocupacao a ser considerada com o uso de material retirado
da neoplasia (BOS et al., 2008; FINN, 2008; GILBOA, 2001; THOMAS-KASKEL et

al., 2007).

O uso de tumor alogénico para produzir uma vacina multivalente permite a
imunizacao de individuos que nao possuem tumor autélogo para a elaboragéo da
vacina. Além de simplificar a execucdo do protocolo, o uso de vacinas com
antigenos padronizados facilita a comparagédo das reagdes imunologicas em um
grupo heterogéneo de pacientes. A desvantagem deste método é que os
antigenos selecionados podem nao ser relevantes para todos os pacientes

(HIRSCHOWITZ, E, 2004; HIRSCHOWITZ, E et al., 2007).

Neste estudo foram utilizados os antigenos MAGE-1, Her-2/neu, CEA e
WT1 por serem expressos em diversas neoplasias, incluindo carcinoma pulmonar
de células nado pequenas, e serem capazes de estimular respostas de células T
especificas em humanos em ensaios in vitro e in vivo. Essas proteinas ndo sao
expressas ou sdo muito pouco expressas em tecidos normais (ATANACKOVIC et

al., 2004; BERINSTEIN, 2002; DISIS et al., 2002; GODELAINE et al., 2003;
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KEILHOLZ, U et al.,, 2005; KRUIT et al., 2005; LIU, KJ et al., 2004; MORSE,
MICHAEL A et al., 2005; OJl, Y et al., 2004; OJI, YUSUKE et al., 2002; OKA,
YOSHIHIRO et al., 2004; OKADA et al, 2004; PELLEGRINI et al., 2003;

SOTIROPOULOU et al., 2003; TSUBOI, AKIHIRO et al., 2004).

Desde a identificagdo do primeiro gene MAGE humano em 1991, o numero
de genes da familia MAGE cresceu para mais de 25 genes. O MAGE-A é uma
familia multigénica formada por 12 genes homélogos MAGE-A1 a MAGE-A12
localizado no cromossoma Xg28 (CHINNASAMY et al., 2011). A frequéncia dos
subtipos de MAGE varia em diferentes regides do mundo (KARIMI et al., 2012).
Entre 14 e 60% dos pacientes com carcinoma pulmonar expressam MAGE
(ATANACKOVIC et al., 2004; CHINNASAMY et al., 2011; KARIMI et al., 2012;
YANAGAWA et al., 2011)- e respostas imunes especificas foram evidenciadas em
pacientes com essa neoplasia apds a vacinacado com peptideos derivados dessa
proteina (ATANACKOVIC et al., 2004). O antigeno Her-2/neu é uma glicoproteina
transmembrana possivelmente correlacionada ao potencial de invasdo tumoral ou
ao seu potencial de metastatico, sendo superexpresso em cerca de 25% dos
casos de adenocarcinoma pulmonar (LUDOVINI et al., 2008; PELLEGRINI et al.,
2003; TAKENAKA et al, 2011) e infrequente no carcinoma epidermoide
(TAKENAKA et al., 2011). Tem sido demonstrada a presenga de linfocitos T
especificos para o antigeno Her-2/neu em pacientes com cancer, indicando que a
tolerancia ao Her-2/neu é incompleta e o aumento da resposta imune pode
promover um ataque expressivo contra as células tumorais (SOTIROPOULOU et
al., 2003). Linfécitos T especificos pré-existentes também tém sido observados
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para o antigeno carcinoembrionario (CEA), que é expresso em 62% dos pacientes
com adenocarcinoma de pulmao, sendo que 76,9% destes apresentam alta
expressao dessa proteina (LIU, KJ et al., 2004; OKADA et al., 2004). Alguns
estudos sugerem que esse antigeno esteja envolvido no processo de invasao e
metastase ou atuando na inibicdo da apoptose através da perda do contato com a
matriz extracelular (BLUMENTHAL et al., 2005). Uma proteina que também
provavelmente exerce uma fungdo oncogénica, € o WT1, a proteina do tumor de
Wilm, um fator de transcricdo, provavelmente relacionado com a proliferagao e
diferenciagao celular, expresso em 96% das neoplasias de pulméo (OJI, YUSUKE
et al., 2002). A vacinagao de pacientes com varias neoplasias, incluindo cancer de
pulmdo, com peptideos derivados dessa proteina induziu linfécitos T citotdxicos
especificos ao WT1 e a reducdo da massa tumoral sem danos aos tecidos

normais (OKA, YOSHIHIRO et al., 2004).

A alta frequéncia de expressao dessas proteinas em tecidos neoplasicos de
carcinoma pulmonar, a auséncia ou pouca expressao delas em tecidos normais, a
comprovagdo das suas capacidades em estimular resposta imune citotoxica
especifica in vitro e in vivo e a auséncia de toxicidade das vacinas humanas que
utilizaram essas proteinas como alvos imunoterapéuticos, justificam a incluséo de
peptideos derivados dessas proteinas para a preparagao da vacina com células

dendriticas seguindo o protocolo realizado nesse estudo.

Neste protocolo foi produzida uma vacina polivalente, individualizada para
cada paciente, de acordo com expressdao antigénica do tumor analisada por

imunoistoquimica em amostras da lesdo neoplasica coletadas para o diagndstico
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histolégico. O uso de uma vacina polivalente tem como objetivo melhorar os
resultados da imunoterapia através da indugdo de um amplo repertorio de células
T antigeno-especifica (BERNTSEN et al, 2008; CRANMER et al, 2004;
LESTERHUIS et al., 2004). As células tumorais podem perder antigenos ao longo
do tempo e apresentar uma susceptibilidade reduzida a imunidade induzida pela
vacina durante o curso de vacinag¢ao. O uso de vacinas polivalentes pode ser uma

estratégia em potencial para evitar esse fendmeno (BERNTSEN et al., 2008).

Entretanto, essa abordagem possui dois pontos de fragilidade, relacionados
ao momento da analise dos antigenos tumorais, que podem resultar em uma
resposta imunolégica menos acentuada. Primeiro, a analise foi realizada em
amostras da lesdo neoplasica coletadas por broncoscopia e nem todos os tumores
pulmonares sdo homogéneos quanto ao tipo histolégico e, por isso, podem
apresentar variagdes antigénicas de acordo com a topografia da leséo (bidpsia). O
carcinoma adenoescamoso pode corresponder de 0,5 a 2,6% dos casos de cancer
de pulméo e cerca de 10% dos carcinomas de pequenas células podem conter
outro componente histolégico do grupo do carcinoma de n&o pequenas células
(TRAVIS, WD et al., 2000). Segundo, o perfil antigénico do tumor pode mudar,
como resultado do crescimento durante o tratamento convencional, e tornar-se
insensivel a terapia alvo inicial (tumor-antigeno) (BERNTSEN et al., 2008; UM et
al., 2010). A metodologia e o perfil dos antigenos que apresentam a melhor

resposta terapéutica ainda nao foram determinados.

A definigdo do processo de maturagéo das células dendriticas € de extrema

importancia para alcancgar a resposta imunoldgica. Neste protocolo foi optado pela
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aplicacao de células dendriticas maturas, pois estas demonstram um poder maior

de induzir a resposta antitumoral.

As células dendriticas imaturas sdo consideradas como responsaveis pelo
processo de reconhecimento e captura de antigeno e por induzir tolerancia
(LESTERHUIS et al., 2008; RABINOVICH et al., 2007; THOMAS-KASKEL et al.,
2007). Ao receber sinais de maturagao (e.g. citocinas pro-inflamatérias, interagéao
com linfécitos T e interagdo com patdégenos), estas células mudam o seu
repertério de receptor de quimiocina, sofrem regulagdo positiva de moléculas
coestimulatérias e adquirem a capacidade de migrar para linfonodos e ativar

células T (HUGUES, 2010; LESTERHUIS et al., 2008).

Ha dados que demonstram que células dendriticas imaturas podem inibir a
imunidade das células T ou mesmo induzir tolerancia contra um dado antigeno in
vitro e in vivo (STEINMAN, R. M. et al.,, 2003). Em uma meta-analise de dez
estudos em pacientes com melanoma, o resultado foi melhor com células
dendriticas maduras (MCILROY; GREGOIRE, 2003). Em estudos comparativos
de células dendriticas imaturas e maduras marcadas com peptideo, somente as
células dendriticas maduras foram capazes de induzir imunidade antigeno-
especifica e resposta clinica em pacientes com melanoma submetidos a
vacinagao (JONULEIT et al.,, 2001; VRIES, DE; LESTERHUIS; et al., 2003). A
menor resposta imunologica obtida com células dendriticas imaturas pode estar
relacionada com uma migragao ineficiente destas células nas vacinas marcadas

(pulsadas) com antigenos (HIRSCHOWITZ, E et al., 2007).
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Por outro lado, Hirschowitz e colaboradores encontraram respostas
imunolégicas semelhantes em protocolos de vacinagdo com células maduras e
imaturas, em pacientes com carcinoma de pulmdo n&o pequenas células, e
propuseram a hipétese de que células dendriticas imaturas pulsadas com células
tumorais apoptéticas podem completar o processo de maturacédo de forma efetiva
e apresentar antigenos in vivo (HIRSCHOWITZ, E, 2004; HIRSCHOWITZ, E et al.,

2007).

O processo de maturacdo é altamente complexo e diferentes estimulos
para maturagao ndo conduzem a uma célula dendritica comum. De fato, ha uma
grande quantidade de diferentes tipos de células dendriticas maduras que
exercem fungdes diferentes que vao desde a inducgao de fortes respostas tipo Th1

a inducéo de tolerancia (LESTERHUIS et al., 2008).

Este estudo foi realizado com duas aliquotas de 5 x 10" células para cada
dose, uma por via intradérmica e outra por via subcutanea, sendo duas doses com
intervalo de duas semanas. Ainda ndao ha uma posologia definida para a
imunoterapia com células dendriticas. Esta dose € similar a de outros estudos que
usaram doses variando entre 8,2 e 10 x 10’ células (AVIGAN et al., 2007,
HIRSCHOWITZ, E, 2004; HIRSCHOWITZ, E et al., 2007), mas as doses utilizadas
variaram de 0,1 x 10’ a 320 x 10’ células por administracdo nos estudos
publicados (AVIGAN et al., 2007; BAEK et al., 2011; BRAY et al., 2011; BURCH et
al., 2004; CHU, C. S. et al., 2011; GOWANS et al., 2010; HIRSCHOWITZ, E, 2004;
HIRSCHOWITZ, E et al., 2007; JAHNISCH et al., 2010; KIMURA et al., 2011;

THOMAS-KASKEL et al., 2006; UM et al., 2010). Um estudo demonstrou que a
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dose de 1,2 x 10 células ndo atingiu a dose maxima toleravel(UM et al., 2010).
Protocolos de dose em ensaios clinicos tém comprovado a constatacdo de que a
imunidade mediada por células dendriticas € um mecanismo "liga/desliga", em vez
de um fendmeno dose-resposta, desta forma, um numero crescente de células
apresentadoras de antigenos ndo afeta a magnitude da resposta dos linfécitos T

citotoxicos (CTL) (KIM, W.; LIAU, 2010).

Assim como a dose, também nao ha um intervalo entre doses e um numero
padronizado de doses como ideais para a imunoterapia. Nos estudos publicados,
o intervalo entre doses varia entre 2, 3, 4 e 6 semanas, sendo que o intervalo de 2
semanas € o0 mais comum. Ja o numero de doses varia de 2 a 22 administracdes
(UM et al., 2010; HIRSCHOWITZ, E et al, 2007; HIRSCHOWITZ, E, 2004;
THOMAS-KASKEL et al., 2006; BAEK et al., 2011; CHU, C. S. et al., 2011; BRAY
et al., 2011; KIMURA et al., 2011; GOWANS et al., 2010; KIM, W_; LIAU, 2010).
Aparentemente, ndo ha uma quantidade minima para a indugdo de resposta
imunologica, pois esta foi observada em estudos que utilizaram duas e trés
administragbes (HIRSCHOWITZ, E, 2004; HIRSCHOWITZ, E et al., 2007; UM et

al., 2010).

Os padroes de reatividade variaram entre os individuos (Figuras 9 a 13).
Dois pacientes expressaram uma reagao imunoldégica significativa apds a primeira
dose; outros dois apresentaram uma resposta de reforgo (“booster’) apos a
segunda dose e um deles apresentou resposta mista. O ensaio de linfoproliferacéo
mostrou uma melhora na resposta imune especifica apds a imunizagao (Figura

14). No entanto, esta resposta nao foi de longa duracao e, duas semanas apos a
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administragdo da segunda dose da vacina, houve uma tendéncia a reducao. Este
achado é consistente com outros estudos que mostraram uma resposta de reforgo
(“booster’) em imunizagbes subsequentes (HIRSCHOWITZ, E, 2004;
HIRSCHOWITZ, E et al., 2007; LOU et al., 2004; PARK, M.-Y. et al., 2007). O
aumento do numero de aplicagdes melhora a imunidade contra o tumor com
respostas mais rapidas e mais intensas das células T CD8" quando comparadas
as respostas obtidas apos a primeira dose (LOU et al., 2004; PARK, M.-Y. et al.,
2007). A tendéncia para voltar a linha de base ap6s um aumento de células T
reativas pode ser visto como uma resposta transitéria (HIRSCHOWITZ, E et al.,
2007), associada a um ambiente intratumoral que induz a imunossupressao. Este
fato sugere que o protocolo de vacinacdo deve ser atividade repetitiva, pois

multiplas doses podem ser necessarias para alcancgar a eficacia clinica.

Devido a falta de estudos controlados, o tempo e a frequéncia de
administragdo da vacina de células dendriticas permanecem em grande parte com
base na experiéncia empirica e vao exigir estudos futuros para determinar um

esquema ideal (KIM, W.; LIAU, 2010).

O local da administracao da vacina com células dendriticas tem importancia
fundamental por dois motivos. Primeiro, porque diferentes vias levam ao acumulo
de células dendriticas vacinais em sitios distintos (LESTERHUIS et al., 2008).
Segundo, porque essas células devem migrar para os 6rgaos linfoides
secundarios para a apresentacdo de antigenos as células T. Na maioria dos
protocolos de vacinagdo, as ceélulas dendriticas sao inoculadas por via

intradérmica ou subcutédnea (JANIKASHVILI et al., 2010). Estas vias podem limitar
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substancialmente a eficiéncia da vacina, pois apenas 2-10% das células alcangam
os ganglios linfaticos (JANIKASHVILI et al., 2010; VRIES, DE; KROOSHOOP; et
al., 2003). Porém, varios estudos em humanos evidenciaram que a migragao apos
a inoculagdo por via subcutdnea € muito menor do que a por via intradérmica
(MORSE, M A et al., 1999; RIDOLFI, R. et al., 2004; TRAKATELLI et al., 2006;

VRIES, DE; KROOSHOORP; et al., 2003).

Fong e colaboradores compararam a vacinagao com DC injetada através de
trés vias diferentes em pacientes com cancer de préstata avancado: injecao
intradérmica, intravenosa e intralinfatica. Respostas antigeno especificas de
células T foram observadas independentemente da via de administracdo, embora
a producgao IFN-y apos estimulagcdo antigénica in vitro s6 foi demonstrada nos
pacientes vacinados por via intradérmica e intralinfatica. No entanto, a resposta
humoral (anticorpos) mais acentuada ocorreu pela via intravenosa (FONG et al.,
2001). Outro estudo demonstrou que a injec&o intravenosa de DC é essencial para
a resposta imune contra metastases viscerais de melanoma, enquanto que a
administragdo por via subcutdanea é necessaria para metastases ndo viscerais
(MULLINS et al, 2003). Adema e colaboradores observaram que ha uma
absorgado pulmonar transitéria das células dendriticas apds a inje¢ao intravenosa,
seguida pela redistribuicdo para o figado, bago e medula 6ssea. Ja a vacinagao
por via subcutanea ou intradérmica melhora a migragdo das células dendriticas
para os linfonodos. Portanto, a combinagao de diferentes vias de administracéo
pode ser benéfica para atingir o tumor em diferentes locais do corpo (ADEMA et
al., 2005).
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Apesar da dose elevada, a vacina foi bem tolerada como ja fora observado
em muitos estudos (AVIGAN et al, 2007; BERNTSEN et al, 2008;
HIRSCHOWITZ, E, 2004; HIRSCHOWITZ, E et al., 2007; UM et al., 2010), mesmo
em um estudo realizado em individuos infectados Virus da Hepatite C (HCV)
(GOWANS et al., 2010). Dados de literatura demonstram que os eventos adversos
associados a imunoterapia com células dendriticas s&do, habitualmente, leves
(grau 1 ou 2; CTCAEV3), autolimitados e com predominio de reagdes no local de
aplicacao, fadiga, febre, prurido, rash, mialgia, cefaléia e sintomas semelhantes a
gripe (AVIGAN et al., 2007; BAEK et al., 2011; BERNTSEN et al., 2008; BRAY et
al., 2011; CHU, C. S. et al., 2011; HIRSCHOWITZ, E, 2004; HIRSCHOWITZ, E et
al., 2007; KIM, W.; LIAU, 2010; KIMURA et al., 2011; THOMAS-KASKEL et al.,
2007; UM et al., 2010). A auséncia de toxicidade significativa é de extrema
importancia para este grupo de pacientes, pois estes sdo geralmente idosos e

fragilizados pela neoplasia (KRUG et al., 2010).

Nao foi observada nenhuma reagao no local de aplicagdo da vacina. Em
relacdo aos eventos sistémicos, um paciente apresentou fadiga, calafrios,
pancitopenia e hiponatremia cinco dias apos a primeira dose da vacina.
Normalmente, as reacdes sistémicas ocorrem 24 a 48 horas apds a aplicacéo da
imunoterapia (HIRSCHOWITZ, E, 2004; MCNEEL et al., 2009). Por este motivo,
foi feita a hipotese de que o paciente desenvolveu uma infecgdo que ndo pode ser

comprovada porque as culturas bacterianas e os testes virais foram negativos.

A resposta imunoldgica mensurada pelos testes de linfoproliferagao nao

foram acompanhados por resposta clinica, sendo este o padrao de resultado em
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outros estudos (BERNTSEN et al., 2008; FINN, 2008; HIRSCHOWITZ, E, 2004;
HIRSCHOWITZ, E et al., 2007; ROSENBERG, S. et al., 2004; UM et al., 2010).
Trés pacientes tiveram uma sobrevida maior do que a média esperada para seu
estadio TNM. Dois destes (pacientes # 4 e # 5) tiveram uma sobrevida quase duas
vezes maior do que a média esperada e foram os uUnicos que expressaram 0S
antigenos HER-2 e CEA concomitantemente. Embora o pequeno tamanho da
amostra impeca a avaliacido dos efeitos terapéuticos e que qualquer resultado
pode ser devido ao acaso, ndao podemos excluir que estes resultados clinicos

possam indicar algum sinal de eficacia terapéutica.

Um ponto a ser avaliado € que os critérios convencionais do RECIST nem
sempre podem ser 0 parametro mais apropriado para avaliar a resposta clinica e
decidir qual vacina sera a mais adequada para ser testada em grandes estudos
clinicos, pois a resposta imune induzida pela imunoterapia ira levar algum tempo
para se tornar clinicamente aparente e seria aceitavel uma pequena progressao
inicial (HOOS et al., 2007). Na verdade, indugdo imunolégica adequada poderia,
teoricamente, provocar primeiro um alargamento das lesdes tumorais devido a

infiltracdo de células T e inflamagéo local (LESTERHUIS et al., 2008).

A maioria dos estudos com vacina de células dendriticas sé&o de fase | e
fase Il que englobam apenas individuos com doenga avangada, sem perspectivas
de melhora com as terapias convencionais e, portanto, elegiveis para protocolos
experimentais. Este pode ser um dos motivos principais para a falta de eficacia
clinica nos estudos com imunoterapia. Pacientes com doenga extensa e

rapidamente progressiva tem tumores que sao mais resistentes a terapia e,
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teoricamente, a capacidade de estabelecer uma resposta imune com potencial
clinico € bem menos provavel (BERNTSEN et al., 2008; LESTERHUIS et al.,

2008; UM et al., 2010).

Devido ao uso generalizado de quimioterapia para o tratamento da maioria
das neoplasias malignas, é racional projetar abordagens combinadas utilizando
vacinas e agentes quimioterapicos padroes (PALENA; SCHLOM, 2010). Esta
integracdo € um desafio devido aos efeitos imunossupressivos da maioria dos

tratamentos convencionais (FINN, 2008).

Apesar do sucesso limitado de vacinas contra o cancer humano,
observacdes intrigantes em estudos clinicos de fase I/ll revelaram altos indices de
respostas clinicas objetivas quando a imunoterapia foi combinada com
quimioterapia (APETOH et al., 2011) e resultados semelhantes foram observados
guando associada a radioterapia (HUANG et al., 2007; PALENA; SCHLOM, 2010;

TEITZ-TENNENBAUM et al., 2003, 2008).

A combinacdo de quimioterapia ou radioterapia e a imunoterapia pode ser
vantajoso porque a morte de células tumorais fornece antigenos tumorais em um
ambiente inflamatodrio, que por sua vez pode induzir a maturagcdo de células
dendriticas, contribuindo para a resposta imune induzida pela vacina (THOMAS-
KASKEL et al.,, 2007). Além de promover a ativagdo de células dendriticas, a
quimioterapia pode modular o fendtipo das células tumorais tornando-as mais
suscetiveis a morte imuno mediada (PALENA; SCHLOM, 2010). A radioterapia

pode, sem induzir citotoxicidade, melhorar a capacidade das células dendriticas
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para capturar antigenos tumorais, migrar para o linfonodo de drenagem e
apresentar antigenos processados as células T (TEITZ-TENNENBAUM et al.,
2008). Portanto, a resposta geral do paciente a quimioterapia ou radioterapia néo
€ apenas decorrente dos efeitos citotoxicos diretos, mas também da resposta
imunologica contra o tumor (APETOH et al, 2011). A figura 15 resume as
intervengdes que podem potencializar a eficacia da vacina de células dendriticas.
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FIGURA 15 - INTERVENGCOES TERAPEUTICAS PARA MELHORAR A EFICACIA DAS VACINAS
DE CELULAS DENDRITICAS.

Terapias antineoplasicas como oxaliplatina, antraciclinas ou radioterapia podem aumentar a fagocitose e a apresentagéo
cruzada de antigenos tumorais pelas células dendriticas, resultando na liberagéo de interferon pelas células T CD8" e na
resposta imune contra o tumor. A resposta imune contra o tumor através da DC pode ainda ser potencializada pela
ciclofosfamida e 5-fluorouracil que selectivamente eliminam, respectivamente, Treg e MDSC. O paclitaxel e cisplatina
também sensibilizar células tumorais para células t citotéxicas CD8" através de um aumento da permeabilidade & granzima
b (Grzb). Finalmente, as fungdes das DCS também podem ser restauradas através da prevengdo do acumulo de lipidos
pela inibicdo da carboxilase acetil-coa e/ou pelo bloqueio da sintese de colesterol com sult2b1b que restaura a migragéo
DC. Adaptado de Apetoh et al, 2011.
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Antonia e colaboradores compararam os resultados da quimioterapia
seguida pela imunizagdo com uma vacina de células dendriticas marcadas com o
gene pbd3 com os resultados do tratamento apenas com quimioterapia em
pacientes com carcinoma de pulmao de pequenas células. A imunoterapia foi
realizada 8 semanas apdés o término da quimioterapia. O tratamento
quimioterapico de segunda linha foi aplicado aos pacientes que apresentaram
progressao tumoral. Inesperadamente, a resposta a quimioterapia de segunda
linha foi muito melhor nos pacientes que receberam a vacina, alcangando 61,9%
de resposta clinica objetiva (resposta completa + resposta parcial) entre esses
pacientes quando, habitualmente, é esperada uma resposta em torno de 8% dos

pacientes (ANTONIA et al., 2006).

Apesar de nao encontrar diferenca estatistica significativa, Kimura e
colaboradores observaram uma sobrevida maior entre pacientes com neoplasia de
pancreas tratados com a associagao de imunoterapia com células dendriticas e
gemcitabina quando comparados aos pacientes tratados apenas com a
imunoterapia e S-1 (forma oral da 5-fluorouracil), respectivamente, média de 360
dias contra 168 dias (KIMURA et al., 2011). A gemcitabina apresenta varias agoes
favoraveis a resposta imunolégica. Apesar de induzir a leucopenia como evento
adverso, a gemcitabina n&do afeta a funcéo linfocitaria e € capaz de aumentar o
numero de células dendriticas circulantes no sangue, além de promover a ativagao
destas (SOEDA et al.,, 2009). Suzuki e colaboradores demonstraram que a
gemcitabina regula os efeitos imunolégicos moduladores e pode promover a
ativagdo de respostas imunoldgicas antitumorais (SUZUKI, E. et al., 2007), além
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de suprimir a atividade de células supressoras derivadas da medula e de inibir a

supressao imunoldgica associada ao tumor (SUZUKI, E. et al., 2005).

Agentes anticancerigenos também pode aumentar a resposta antitumoral
através da eliminagao de células imunossupressoras. Na auséncia de adjuvantes,
exossomos de células dendriticas (DEX) podem mediar efeitos antitumorais
antigeno-especificos potentes contra tumores pré-estabelecidos em ratos
previamente tratados com baixa dose de ciclofosfamida. A ciclofosfamida aboliu a
imunossupressdo causada pelas células T reguladoras CD4'CD25Foxp3”,
promoveu as respostas secundarias de CTL induzido por vacinas DEX e agiu em
sinergia com DEX para evitar o crescimento de melanoma em ratos (TAIEB et al.,
2006). A gemcitabina é capaz de reduzir a imunossupressao induzida pelo tumor
através de MDSC e de aumentar a apresentacéo cruzada de antigeno (NOWAK et
al., 2003). O 5-fluorouracil (5FU), um analogo da pirimidina que é utilizado
rotineiramente no tratamento de cancer de colon e de mama, tem acao citotoxica
seletiva sobre MDSC sem efeitos sobre as células dendriticas convencionais, NK,
linfocitos T e B. A supressao de MDSC pela 5FU leva ao aumento da producéao
IFN-y por células T CD8" intratumorais e da imunidade contra o tumor (VINCENT

et al., 2010).

Nos ultimos anos, varios estudos sobre imunoterapia em cancer foram
publicados com grande avango no conhecimento da fisiopatologia das células
dendriticas em pacientes com neoplasia maligna. Entretanto, a analise
comparativa dos resultados destes estudos & extremamente dificil devido a falta

de padronizagao de técnicas e procedimentos operacionais (DOHNAL et al., 2008;
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THOMAS-KASKEL et al., 2007). Além da questdo técnica, as autoridades
regulatérias em todo o mundo estdo comecgando a focar suas acbes sobre a
biotecnologia e deverdo aumentar a regulacdo governamental sobre esta area.
Por esses motivos, a elaboragdo de padrdes de boas praticas (GMP — Good
Manufacturing Practice) € essencial para o desenvolvimento da imunoterapia para

tratamento de cancer (DOHNAL et al., 2008; FIGDOR et al., 2004).

Além de padronizar as técnicas e procedimentos, € necessario estabelecer
0 padrao ideal de estudo clinico para imunoterapia. Os protocolos convencionais
de fase |, Il ou lll, que sao aplicados no estudo das drogas citostaticas nédo sdo um

modelo ideal para estudo de vacinas para o cancer (LESTERHUIS et al., 2008).

O Cancer Vaccine Clinical Trial Working Group — representando pela
academia e pelas industrias farmacéuticas e de biotecnologia com a participagao
do Food and Drug Administration (FDA EUA) — propbs o desenvolvimento de
ensaios clinicos em duas etapas para avaliagdo da imunoterapia em cancer:
ensaio de prova de principio e ensaio de eficacia. Os seguintes critérios foram
propostos para o ensaio de principio: deve incluir um minimo de 20 ou mais
pacientes, constituindo uma populagao homogénea bem definida; a doenca nao
deve ser rapidamente progressiva, a fim de permitir que as vacinas tenham tempo
suficiente para induzir a atividade imunoldgica; objetivos do estudo devem incluir a
determinacdao da dose e frequéncia de administracao; e, por fim, demonstrar a
atividade imunologica como prova de principio. Atividade imunolégica é
demonstrada, se determinada em dois ensaios distintos, estabelecidos e

reprodutiveis em dois pontos consecutivos na linha do tempo de acompanhamento
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apos a avaliagao inicial. Os testes de eficacia devem definir, formalmente, o
beneficio clinico de forma direta ou através de um desfecho alternativo (HOOS et

al., 2007).

Os dados atuais permitem pressupor que o protocolo de pesquisa ideal a
ser desenvolvido para determinar a eficacia clinica da imunoterapia com células
dendriticas em pacientes com cancer de pulmao, seguindo regras de GMP, teria
como pontos fundamentais: [1] inclusdo de pacientes com estadio precoce
submetidos ao tratamento cirurgico curativo; [2] administragdo da imunoterapia
concomitante ao tratamento convencional (quimio e/ou radioterapia) adjuvante; [3]
uso de antigenos tumorais do préprio tumor para produg¢ao de vacina policlonal; [4]
producdo de vacina com células dendriticas maduras; [5] uso das vias intravenosa
e intradérmica para administragcdo da vacina; [6] administragcdo a cada 2 semanas

para manter o efeito de refor¢o (booster).
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CONCLUSOES
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1. A imunoterapia com células dendriticas maduras marcadas com
antigenos tumorais proprios (vacina policlonal) em pacientes com carcinoma de
pulmdo ndo pequenas ceélulas € um procedimento tecnicamente viavel com os
recursos humanos, fisicos e técnicos existentes no pais.

2. A imunoterapia com células dendriticas maduras marcadas com
antigenos tumorais proéprios (vacina policlonal) € um procedimento seguro para o
paciente, com baixa incidéncia de reag¢des adversas e com predominio de eventos
nao graves.

3. A imunoterapia com células dendriticas maduras marcadas com
antigenos tumorais préprios (vacina policlonal) € um procedimento bem tolerado
pelos pacientes, mesmo com o uso de vacinas com concentragdes mais altas de
células dendriticas.

4. Avaliagdo de seguranca (perfil de beneficio-risco): os dados de
seguranga e tolerabilidade indicam que, em pacientes com carcinoma de pulméo
ndo pequenas células em estadio avangcado, o uso da vacina de células
dendriticas maduras marcadas com antigenos tumorais proprios (vacina
policlonal) € um procedimento de baixo risco, mas ndo ha um efeito clinico
benéfico (i.e. resposta clinica) que justifique o seu uso nesta populagao.

5. A imunoterapia com células dendriticas maduras marcadas com
antigenos tumorais préprios (vacina policlonal) produziu uma resposta imunoldgica
identificada através da linfoproliferacdo com evidéncias de efeito de reforco
(booster).
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ANEXO 1 - QUADROS DE ANTIGENOS TUMORAIS
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- LISTA DOS ANTIGENOS RESULTANTES DE MUTAGAO

Antigenos resultantes de mutacao

alpha-actinina-4

ARTC1

BCR-ABL proteina de fusdo (b3a2)

B-RAF

CASP-5

CASP-8

beta-catenina

Cdc27

CDK4

CDKN2A

COA-1

dek-can

EFTUD2

Fator de alongamento 2

ETV6-AML1 proteina de fusao

FLT3-ITD

FN1

GPNMB

LDLR-fucosiltransferaseAS proteina de
fuséo

HLA-A2

HLA-A11

hsp70-2

KIAAO205

MART?2

ME1

MUM-1

MUM-2

MUM-3

neo-PAP

Miosina classe |

NFYC

OoGT

0S-9

p53

pmI-RAR alfa proteina de fusao

PRDX5

PTPRK

K-ras
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N-ras

RBAF600

SIRT2

SNRPD1

SYT-SSX1 ou SSX2 proteina de fusao

TGF-betaRll

Triose-fosfato isomerase

- LISTA DOS ANTIGENOS TUMOR ESPECIFICO COMPARTILHADO.

Antigenos tumor especifico
compartilhado

GAGE-1,2,8

GAGE-3,4,5,6,7

GnTV

HERV-K-MEL

KK-LC-1

KM-HN-1

LAGE-1

MAGE-A1

MAGE-A2

MAGE-A3

MAGE-A4

MAGE-A6

MAGE-A9

MAGE-A10

MAGE-A12

MAGE-C1

MAGE-C2

Mucina k

NA88-A

NY-ESO-1/LAGE-2

SAGE

Sp17

SSX-2

SSX-4

TAG-1

TAG-2

TRAG-3

TRP2-INT2

XAGE-1b
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- LISTA DE ANTIGENOS DE DIFERENCIAGAO.

Antigenos de diferenciagao

CEA

gp100 / Pmel17

Calecreina 4

Mamaglobina-A

Melan-A / MART-1

NY-BR-1

OA1

PAP

PSA

RAB38 / NY-MEL-1

TRP-1/gp75

TRP-2

Tirosinase

- LISTA DE ANTIGENOS DE SUPEREXPRESSAO.

Antigenos de superexpressao

Adipofilina

AIM-2

ALDH1A1

BCLX (L)

BING-4

CALCA

CPSF

Ciclina D1

DKK1

ENAH (hMena)

Ep-CAM

EphA3

EZH2

FGF5

G250 / MN / CAIX

HER-2 / neu

IDO1

IL13Ralpha2
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Carboxil Esterase Intestinal

Alfa-fetoproteina

M-CSF

MCSP

mdm-2

Meloe

MMP-2

MMP-7

MUC1

p53

PAX5

PBF

PRAME

PSMA

RAGE-1

RGS5

RhoC

RNF43

RU2AS

Secernina 1

SOX10

STEAP1

Survivina

Telomerase

VEGF

WT1
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ANEXO 2 — AVALIACAO DE RESPOSTA (RECIST)
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QUADRO 15 - CRITERIOS PARA A RESPOSTA DA DOENGA.

Resposta da doencga

Definigao

Resposta Completa (RC)

Desaparecimento de toda doenga conhecida,

lesbes-alvo e ndo alvo.

Resposta Parcial (RP)

Diminuicdo de pelo menos 30% na soma dos
maiores didmetros das lesdes-alvo tomando
como referéncia o BSLD, com auséncia de

novas lesdes ou a sua progressao.

Doenca Estavel (DE)

Auséncia de reducdo suficiente para ser
quantificada como resposta parcial e auséncia
de um aumento suficiente para ser
quantificado como doenga progressiva,
tomando como referéncia a menor soma dos
maiores didmetros (SSLD) desde o inicio do

tratamento.

Doenca Progressiva (DP)

Aumento de pelo menos 20% na soma dos
maiores didmetros para as lesdes-alvo,
tomando como referéncia o SSLD registrado
desde o inicio do tratamento ou o
aparecimento de uma ou mais lesdes novas.
Para as lesdes ndo alvo, a doenga progressiva
€ confirmada se houver o aparecimento de
novas lesbes ou a progressao inequivoca de

lesdes nao alvo pré-existentes.
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Foi realizada a avaliacdo da resposta global do individuo através da
integracdo da resposta as lesdes-alvo, ndo alvo e novas, atingido para cada

medicao individual, sendo essas respostas classificadas de acordo com o Quadro

2.

QUADRO 16 - RESPOSTA INTEGRADA DO INDIVIDUO.

Resposta Integrada
Leso6es-alvo LesOes nao alvo Novas Lesoes
Global
Resposta completa Resposta completa Nao Resposta completa
Resp. incompleta/
Resposta completa Nao Resposta parcial
Doenca estavel
Nao ha doenca
Resposta parcial Nao Resposta parcial
progressiva
Nao ha doencga
Doenga estavel Nao Doencga estavel
progressiva
Doencga progressiva Qualquer Sim ou Nao Doencga progressiva
Qualquer Doenga progressiva Sim ou Nao Doenca progressiva
Qualquer Qualquer Sim Doencga progressiva
Depois de pelo menos trés avaliagdes, incluindo a avaliagao basal, o

paciente possuia duas determinagdes objetivas de sua condicdo. Essa resposta
integrada sequencial foi determinada pelo Quadro 3, avaliando a resposta para
qualquer sequéncia de dois tratamentos (resposta completa, resposta parcial,

doenca estavel, doencga progressiva e desconhecido).
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QUADRO 17 - RESPOSTA INTEGRADA SEQUENCIAL.

1° Resposta Integrada

2° Resposta Integrada

Resposta Integrada

Sequencial

Doenca progressiva

Sem avaliagao posterior

Doenca progressiva

Desconhecida

Doencga progressiva

Doencga progressiva

Resposta completa

Doenca progressiva

Doencga estavel

Resposta parcial

Doencga progressiva

Doenca estavel

Doencga estavel

Doencga progressiva

Doenca estavel

Resposta completa

Resposta completa

Resp. completa confirmada

Resposta completa

Resposta parcial

*

Resposta completa

Desconhecida

Doenca estavel

Resposta completa

Doenca estavel

*

Resposta parcial

Resposta completa

Resp. parcial confirmada

Resposta parcial

Resposta parcial

Resp. parcial confirmada

Resposta parcial

Doenca estavel

Doencga estavel

Resposta parcial

Desconhecida

Doenca estavel

Doenga estavel

Resposta completa

Doencga estavel

Doenca estavel

Resposta parcial

Doenca estavel

Doencga estavel

Doenca estavel

Doenca estavel

Doenca estavel

Desconhecida

Doenca estavel

Desconhecida Resposta completa Doenca estavel
Desconhecida Resposta parcial Doenca estavel
Desconhecida Doenca estavel Doenca estavel
Desconhecida Desconhecida Desconhecida

*A sequéncia ndo é possivel logicamente, pois para ir de nenhuma doenga para alguma

doenga deve ser DP. Note-se, contudo, que é possivel matematicamente ir de RP para DS.

Embora quantitativamente isto seja mais doencga, pode n&o atender o requisito para DP.
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Uma resposta confirmada, resposta completa ou resposta parcial pode ser
determinada apés um minimo de trés avaliagdes; enquanto que doenga
progressiva ou doenca estavel podem ser determinadas apds duas, pois nao
necessitam de confirmacdo. Quanto uma resposta integrada for desconhecida,
mas uma resposta integrada anterior for conhecida, neste caso a comparagéo
sera feita com o ultimo valor conhecido. Por exemplo, se a sequéncia foi resposta
completa>desconhecida>resposta completa, neste caso a resposta integrada

sequencial é resposta completa.
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ANEXO 3 - TOMOGRAFIAS COMPUTADORIZADAS
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Paciente 1:

A. Pré-tratamento convencional:
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D. Pré-imunoterapia:

IM: 11 SE: 1
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F. Dois meses apos a 12 dose da imunoterapia:
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Paciente 2:

A. Ap0s 4 ciclos de quimioterapia:

ma




C. Uma semana apés a
imunoterapia:

radioterapia e dois meses apdos a 22 dose

da



Paciente 3:

A. Apds 4 ciclos de quimioterapia:




161



IM: 11

B. Ap0s radioterapia:
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IM: 1
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164
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A. Trés semanas apos a 22 dose da imunoterapia:
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PACIENTE 4:

A. Apds 4 ciclos de quimioterapia:
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170
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B. Seis semanas apds a 22 dose da imunoterapia:
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PACIENTE 5:

A. Apés tratamento convencional (4 meses apos a quimioterapia, 2 semanas apos
a radioterapia):
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B. Trés semanas apds a 2% dose da imunoterapia:
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178
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C. Oito semanas ap0s a 22 dose da imunoterapia:
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C. Dezoito semanas apos a 22 dose da imunoterapia:




182



183
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO
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Consentimento Livre e Esclarecido

“Vacina de células dendriticas autologas em pacientes com adenocarcinoma de
pulmao”.

Tipo de estudo: Estudo fase 11, prospectivo.

Centro de pesquisa: Disciplinas de Hematologia e Pneumologia; Faculdade de Ciéncias

Médicas — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

Este termo de consentimento contém:
1.Informacao para pacientes (original)
» O original deve ser arquivado no centro do investigador

» A copia deve ser entregue ao paciente
2.Termo de Consentimento do Paciente

» O original assinado deve ser arquivado no centro do investigador

» A copia assinada deve ser entregue ao paciente

Nome do paciente:

H.C.: Data de Nascimento: / /

Numero do paciente:
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Caro paciente,

Seu médico, Dr Mauricio W. Perroud Jr. lhe pediu que participasse deste estudo
clinico. O presente estudo esta sendo conduzido de acordo com as exigéncias legais locais e
a Declaracdo de Helsinki. Este ¢ um coédigo para proteger os direitos e bem-estar de
pacientes que concordam em participar de estudos clinicos. O estudo foi aprovado por uma
comissao de ética independente. A informagao a seguir destina-se a ajuda-lo em sua decisao
de participar ou nao do estudo.

Além disso, seu médico do estudo informara sobre a natureza, riscos, conseqiiéncias
e procedimentos do estudo clinico. Por favor, leia o folheto informativo a seguir
cuidadosamente e nao hesite em perguntar ao seu médico sobre outros detalhes ou no caso
de algo incompreensivel. Se nao puder ler, uma testemunha explicara a informacao escrita
neste folheto adequadamente. Por favor, certifique-se de ter compreendido porque o estudo
estd sendo conduzido e os exames realizados.

Se o(a) Senhor(a) se recusar a participar, seu atendimento médico futuro ndo sera
afetado. Se concordar em participar, o(a) Senhor(a) (e/ou sua testemunha) sera solicitado(a)
a assinar um termo de consentimento declarando que estd participando por sua propria
vontade e que ¢ livre para se retirar a qualquer momento. Uma copia do folheto informativo
e do termo de consentimento serdo entregues ao(a) Senhor(a).

Sera fornecida a seguinte informagao:

1.Por que sdo conduzidos estudos clinicos?

2.Por que o presente estudo estd sendo realizado?

3.Quais sdo os aspectos experimentais deste estudo?

4.Quais sdo os tratamentos alternativos disponiveis?

5.0 que acontece durante o estudo? Uma descri¢ao do estudo.

6.Exames adicionais que podem ser solicitados

7.A que o(a) Senhor(a) deve prestar atengdo

8.Quais os efeitos indesejaveis ou riscos possiveis durante o tratamento?

9.0nde esté o seu beneficio?

10.Para quem os dados serdo encaminhados?

11.0 que acontece se o Senhor(a) recusar o seu consentimento?
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12.Quem ira responder suas dividas durante o estudo?

14.Mais perguntas?

1.Por que sdo conduzidos estudos clinicos?

Estudos clinicos sdo necessarios para descobrir sobre a eficacia e a seguranca de
drogas novas ou novas propostas de tratamento para uma determinada doenga. Existem
padrdes internacionais — a Orientagdo “A Boa Pratica Clinica” e principios éticos “A
Declaracdo de Helsinki”, da associagdo mundial de médicos — que garantem a boa
conducao de um estudo clinico.

E exigido por lei e padrdes internacionais que Comissdes de Etica independentes
fornecam seu parecer favoravel e que autoridades competentes independentes aprovem a
condugao do estudo.

O presente estudo ¢ conduzido de acordo com as orientacdes mencionadas acima e a

legislagdo local.

2.Por que o presente estudo esta sendo realizado?

Carcinoma de pulmao (ou cancer de pulmao) ¢ uma doenga grave e no nosso pais
menos de 10% dos pacientes alcangcam a cura. Existem trés modalidades de tratamento para
um paciente com cancer de pulmdo que sdo a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia.
Destes, o tratamento mais efetivo é a cirurgia. Entretanto, no momento do diagndstico
somente 1 em 5 pacientes tem indicag¢do de realizar o tratamento cirurgico e este € um dos
motivos da alta taxa de mortalidade desta doenga.

A quimioterapia ¢ a administracdo de quimioterdpicos (que sdo medicagdes que
“combatem” o cancer) e seu principal objetivo ¢ reduzir o tamanho do tumor. O paclitaxel ¢
um quimioterapico de 3" geracdo e a sua associagdo com cisplatina para tratamento de
cancer de pulmao ja foi amplamente testada em varios estudos, e demonstrou ter uma alta
taxa de resposta com efeitos colaterais aceitaveis. Esta associagdo de drogas ja foi utilizada
no tratamento do cancer de pulmao em varios estudos e os resultados sdo promissores.

A radioterapia ¢ um tratamento que utiliza a emissdo de raio X diretamente no
tumor, também com o objetivo de reduzir o seu tamanho. Esta modalidade de tratamento

pode ser utilizada sozinha ou em associa¢do com a quimioterapia.
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Entretanto, em alguns casos a utilizagdo da quimioterapia e da radioterapia ndo sao
suficientes para reduzir ou acabar com o tumor. Quando isto acontece, ndo existe outra

proposta de tratamento direcionada para controle do tumor.

3.Quais sdo os aspectos experimentais deste estudo?

A parte experimental deste estudo ¢ a implementagdo de um novo protocolo de
tratamento no nosso servico. Acreditamos que o tratamento com imunoterapia (“vacina”
no carcinoma de pulmio ndo pequenas células, quando utilizado nos pacientes que

preenchem os critérios de inclusdo, pode aumentar a taxa de sobrevida.

4.Quais sdo os tratamentos alternativos disponiveis?
Nos pacientes com estadio avangado, IIIB ou IV, apdés o tratamento com
quimioterapia e/ou radioterapia ndo ha outro tratamento especifico para o tumor. Resta

apenas o tratamento de suporte clinico.

5.0 que acontece durante o estudo? Uma descri¢cio do estudo.

Se o Senhor(a) foi convidado(a) a participar desse protocolo € porque preenche
todos os critérios de inclusdo no estudo. Portanto, ja realizou todos os exames iniciais que
sdo necessarios. Os exames que serdo pedidos durante o tratamento fazem parte da
avaliacdo de qualquer tratamento radio e/ou quimioterapico. Os exames que sao solicitados
sdo: raio X de tdrax; tomografia computadorizada de torax, abdomen e cranio;
ultrassonografia de abdomen; cintilografia Ossea; broncoscopia; espirometria;
eletrocardiograma; laboratoriais (hemograma, soédio, potédssio, cdlcio, creatinina, uréia,
AST, ALT, fosfatase alcalina, gama GT, bilirrubinas, urina I, protoparasitologico de fezes).

O esquema de tratamento proposto pelo nosso estudo pode ser dividido em 5 etapas.

» 1% etapa — Tratamento Quimioterapico: Serd realizado 4 ciclos de
quimioterapia, cada ciclo dura 3 semanas que sdo divididas da seguinte
forma:

o 1°dia do ciclo: sempre sera feito em uma segunda-feira. Neste dia
o(a) Senhor(a) seré avaliado(a) por um(a) médico(a) da nossa equipe
e serd liberada a primeira dose do tratamento que ¢ composta apenas
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por paclitaxel e cisplatina. Tempo de infusdo da medicagao ¢ de
aproximadamente 3 horas.

o 15°dia do ciclo: ¢ o comego da 3* semana do ciclo e sera uma
segunda-feira. Neste dia o(a) Senhor(a) passard em consulta no nosso
ambulatério as 13:00 horas. Nao serd administrado a quimioterapia.

o 19°dia do ciclo: serd uma sexta-feira. Neste dia o(a) Senhor(a) vira
ao hospital para colher alguns exames de sangue para o proéximo
ciclo de quimioterapia. Estes exames poderdo ser colhidos na cidade

em que o Senhor(a) reside.

» 2% etapa — Avaliagdo do Tratamento Quimioterapico: o(a) Senhor(a) fara
uma tomografia de torax para que possamos avaliar o resultado do
tratamento quimioterapico. Este exame sera repetido de 2 em 2 meses até

completar 12 meses do inicio do tratamento.

» 3*etapa — Esta etapa sera realizada em 50% dos pacientes. Consiste na
realizacdo de leucaferese, que ¢ um procedimento realizado em uma
maquina semelhante a hemodiélise, em que sdo retiradas algumas células do

sangue para a produc¢do da vacina.

» 4% etapa — Aplicacdo da vacina. Sera feita somente nos pacientes submetidos
a leucaferese apds, aproximadamente, 2 meses do final da quimioterapia.
Serdo duas aplicagdes, uma na pele (intradérmica) e outra na veia
(intravenosa), que serao repetidas apds 15 dias. Devido a aplicagao da vacina
serd necessario coletar amostras de sangue nas seguintes datas: 1 semana
antes da primeira dose da vacina; 2 semanas apds a primeira e a segunda

dose; 1 més apds o término da vacinagao.

» 5% etapa — Acompanhamento: apds o término de todo tratamento o(a)
Senhor(a) ficard em acompanhamento ambulatorial. No primeiro ano as

consultas sdo realizadas mensalmente, no segundo ano sao feitas a cada
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quatro meses. Entre o 3° e 0 5° ano, as consultas sdo realizadas a cada seis

meses.

6.Exames adicionais que podem ser solicitados.

Eventualmente poderemos solicitar algum exame fora da rotina citada acima. Isto
poderad acontecer caso o(a) Senhor(a) apresente algum efeito adverso ao tratamento ou
alguma complicagdo relacionada a doenga. Antes de realizar qualquer exame adicional,
informaremos e explicaremos o(s) motivo(s) da solicitagdo. E importante salientar que

faremos tudo pensando no seu bem estar.

7.A que o(a) Senhor(a) deve prestar atencio.

Os riscos do tratamento que estamos propondo € o mesmo de qualquer tratamento
quimioterapico. Ao participar desse estudo o(a) Senhor(a) ndo estard correndo riscos
desnecessarios ou maiores do que outro tratamento quimioterapico. Lembramos que este
ndo ¢ um novo esquema de drogas e que seu uso ja estd bem estabelecido na literatura
médica.

Em relacdo a vacina ndo ¢ esperado efeito adverso pois, apesar de ser um
procedimento relativamente novo, ela serd produzida com as células do seu organismo.

Os efeitos adversos do tratamento serdo discutidos no préximo item. Dentre eles, o
que pode ocasionar as complicagdes mais graves € o efeito sobre a medula dssea. Como
efeito do tratamento pode ocorre anemia, queda do nimero de globulos brancos e de
plaquetas. Em alguns casos, devido a anemia e a queda no nimero de plaquetas, ¢
necessario realizar a transfusdo de sangue (hemadcias e/ou plaquetas). A queda do numero
de globulos brancos favorece o aparecimento de infecgdes, por isso voc€ deve procurar o

servico médico caso apresente febre durante o tratamento.

8.Quais os efeitos indesejaveis ou riscos possiveis durante o tratamento?
Os efeitos colaterais da quimioterapia que utilizaremos ja sdo bem conhecidos e sao
semelhantes aos encontrados em outros esquemas. E incomum o aparecimento de efeitos

adversos sérios, como sangramentos ou infecgdes graves.
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As reacOes adversas mais freqilientes sdo: nduseas; vomitos; inapeténcia; diarréia;
queda de cabelo; alteragdes hematoldgicas (anemia, queda no nimero de plaquetas e/ou

glébulos brancos), que raramente sao graves.

9.0nde esta o seu beneficio?

Esperamos que a vacina tenha um importante efeito na redugdo e/ou controle do
tumor, propiciando uma maior sobrevida e ganho na qualidade de vida.

Entretanto, € possivel que o(a) Senhor(a) ndo receba qualquer beneficio adicional de
saude pela sua participacdo. O seu estado de satde sera acompanhado muito estreita e
cuidadosamente durante o estudo e, se necessario, seu médico podera alterar o tratamento.

A informagdo derivada do presente estudo pode beneficiar outras pessoas com

cancer de pulmao.

10.Para quem os dados serio encaminhados?

Todos os dados relativos ao(a) Senhor(a) sdo confidenciais. A informacdo obtida
durante este estudo sera utilizada para a elaboracdo de trabalhos cientificos que serdo
publicados. Seu nome ou qualquer outra identificagdo pessoal ndo serdo usados em
relatérios ou publicagdes resultantes do estudo e ndo serdo liberados sem a sua permissao,

exceto se obrigado por lei.

11.0 que acontece se o Senhor(a) recusar o seu consentimento?

Sua participagdo ¢ inteiramente voluntaria e o(a) Senhor(a) poderd se retirar do
estudo a qualquer momento. O(A) Senhor(a) ndo necessariamente precisa fornecer um
motivo para se retirar, a menos que tenha ocorrido um evento adverso. Neste caso,
solicitamos gentilmente que considere fornecer mais informagdes para proteger também os
outros pacientes neste estudo.

A recusa em participar ou sua retirada do estudo ndo afetardo de forma alguma a
forma como o Sr(a) sera tratado(a) ou seus direitos como paciente. Seu médico pode

também decidir, se necessario, por seu afastamento do estudo.
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12.Quem ira responder suas duvidas durante o estudo?
Se o(a) Senhor(a) tiver outras duvidas sobre o estudo e seus direitos a qualquer

momento durante este estudo, podera entrar em contato com
Me¢édico: Mauricio Wesley Perroud Junior
Telefone: (19) 3521-7907

Emergéncia (24 horas): (19) 9112-8192

14.Mais perguntas?

Outras davidas ( ) sim( )ndo

Caso afirmativo, por favor, apresente suas diividas por escrito abaixo:

Responsaveis pelo estudo:

Prof. Dra. SaraTheresinha Ollala Saad — Telefone: (19) 3521-8734
Prof. Dr. Lair Zambon - Telefone: (19) 3521-7907

Maria Teresa Almeida de Azevedo - Telefone: (19) 3521-8734
Mauricio Wesley Perroud Junior - Telefone: (19) 3521-7907

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) / UNICAMP - Telefone: (19) 3521-8936
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Consentimento Livre e Esclarecido

“Vacina de células dendriticas autologas em pacientes com adenocarcinoma de

pulmao”.

Tipo de estudo: Estudo fase II, prospectivo.

Centro de pesquisa: Disciplinas de Hematologia ¢ Pneumologia; Faculdade de Ciéncias

Médicas — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

Nome do paciente:

H.C.: Data de Nascimento: / /

Numero do paciente:

1.Confirmac¢ao do médico
Confirmo que informei completamente o paciente sobre a natureza, riscos e conseqiiéncias
do estudo supracitado bem como sobre o tratamento dos dados clinicos do paciente. O

paciente recebeu uma copia do Folheto Informativo.

Nome do Médico:Mauricio Wesley Perroud Junior

Data: /. Telefone:(19) 3521-7907 / (19) 9112-8192

Assinatura:
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Consentimento Livre e Esclarecido

“Vacina de células dendriticas autologas em pacientes com adenocarcinoma de

pulmao”.

Tipo de estudo: Estudo fase II, prospectivo.

Centro de pesquisa:Disciplinas de Hematologia e Pneumologia; Faculdade de Ciéncias

Médicas — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

2.Confirmaciao do Paciente

Confirmo que fui plenamente informado pelo Dr Mauricio Wesley Perroud Junior sobre a
natureza, riscos e conseqiiéncias deste estudo e o tratamento dos dados clinicos. Li e
compreendi a informacao para pacientes. Recebi uma cépia do Folheto Informativo e estou
de acordo com seu contetido. Forneco aqui, por minha propria vontade, meu consentimento

em particular do estudo e concordo plenamente com o tratamento dos dados clinicos.

Nome do paciente:

Endereco:

Data: / /

Assinatura:
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Consentimento Livre e Esclarecido

“Vacina de células dendriticas autologas em pacientes com adenocarcinoma de

pulmao”.

Tipo de estudo: Estudo fase II, prospectivo.

Centro de pesquisa: Disciplinas de Hematologia ¢ Pneumologia; Faculdade de Ciéncias

Médicas — Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

3.Confirmacio de Testemunha/Representante legal, quando houver
Atesto que a informacdo no termo de consentimento e qualquer outra informacao escrita
foram explicadas precisamente e aparentemente compreendidas pelo paciente, € que o

consentimento foi livremente fornecido pelo paciente.

Nome da testemunha/ responsavel legal:

Endereco:

Data: / /

Assinatura:
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