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Resumo

Atualmente, o cancro é uma das principais causas de morte a nivel mundial
provocando a morte a varios milhoes de pessoas todos os anos. Tal facto revela a urgéncia
em encontrar curas efetivas contra o cancro, tendo-se atualmente concentrado atengdes ho
desenvolvimento de novas imunoterapias que combatam a doenga, na qual se inclui as
vacinas de mRNA.

Assim sendo, a presente monografia procura mostrar o que tem sido realizado no
que a vacinas de mRNA contra o cancro diz respeito, fazendo-se um enquadramento
historico do tema, desafios encontrados e ultrapassados, ensaios clinicos realizados bem
como perspetivas futuras. Para tal, a metodologia utilizada na procura de informagao baseou-
se essencialmente na utilizagao da base de dados “Pubmed” bem como websites de diversas
organizagoes como a DGS, liga portuguesa contra o cancro e a OMS. Com o objetivo de
restringir o nimero de artigos a analisar selecionei apenas os mais recentes, de forma a
apresentar informagao o mais atualizada possivel, bem como aqueles que apresentavam
resultados mais promissores.

Analisando a informagao recolhida podemos concluir que a utilizagao de vacinas de
mRNA contra o cancro esta ainda numa fase precoce de desenvolvimento, no entanto,
estudos realizados utilizando esta tecnologia tém obtido resultados bastante promissores,
deixando a comunidade cientifica muito confiante no sucesso e eficicia desta nova

abordagem terapéutica.

Palavras-chave: Vacina, RNA, cancro, imunoterapia, células dendriticas, protamina,

lipossoma, imunidade



Abstract

The Cancer, described as an abnormal proliferation of cells, is a leading cause of
death in the world, causing loss of life to millions of people every year. This fact shows the
urgent need to find effective cures against cancer in order to reduce their mortality rate.

Therefore, this monograph attempts to show what has been done in mRNA vaccine
area against cancer, becoming a historical framework, overcome obstacles, clinical trials,
results and future prospects. For this purpose, the methodology used in information search
was based primarily on the use of “Pubmed” and sites of various organizations such as DGS,
Portuguese League Against Cancer and the WHO. In order to restrict the number of
articles for analysis | selected only the most recent in order to present the most current
information possible, as well as those with more concrete results.

Analyzing available information we can conclude that the use of mRNA cancer
vaccine is still at an early stage of development, however studies using this technique have
achieved promising results, leaving scientific community very confident in the success and

efficiency of this new methodology.

Key-words: Vaccine, RNA, cancer, immunotherapy, dendritic cells, protamine,

liposome, immunity



l. Introducao

Segundo a OMS, o cancro é uma das principais causas de morte a nivel mundial
estimando-se que, s6 no ano de 2012, tenham sido registadas 8,2 milhdes de mortes e
detetado o aparecimento de |4 milhdes de novos casos esperando-se que, nas proximas
duas décadas, o nimero de aparecimento de novos casos, por ano, suba para os 22 milhoes.
Em Portugal, s6 no ano de 2009 registaram-se, por cada 100 mil habitantes, o aparecimento
de 426 novos casos de tumores malignos (I) estimando-se que cerca de 25 mil pessoas
morram anualmente no nosso pais devido a esta doenga (2). Tais numeros revelam a
urgéncia em encontrar novas terapias efetivas contra o cancro, nas quais se incluem vacinas
de mRNA.

No tratamento de doengas como o cancro € essencial recorrer-se a combinagao de
terapias como radiagao, quimioterapia, anticorpos monoclonais, terapia hormonal, terapia
com vacinas, etc. que, quando usadas concomitantemente, permitem a obtengao de efeitos
sinergisticos ou aditivos, alcangando-se assim uma maior eficacia no combate a doenga. O
grande desafio na combinagao de terapias € encontrar a calendarizagao e dosagens perfeitas
a administrar de modo a induzir efeitos positivos e evitar a ocorréncia de efeitos adversos.
Dentro das terapias mais utilizadas a quimioterapia continua a ser a primeira linha no
tratamento de muitas malignidades tendo, inclusivamente, investigagao cientifica recente
demonstrado que esta pode agir sinergisticamente com a imunoterapia (3). Assim sendo,
realizou-se um estudo clinico no qual se testou a combinagao de vacinas de mRNA com um
agente quimioterapéutico muito usado: docetaxel. Apesar de o docetaxel ter sido aprovado
para o tratamento de carcinoma da proéstata ha varios anos nao existe, atualmente, nenhum
“padrao de ouro” quanto a doses e calendarizagao a usar no tratamento e, nesse sentido,
realizou-se um estudo no qual se utilizou docetaxel na dose de 25mg/kg, dose esta que
corresponde a dose aprovada pela FDA em humanos. Apos a administragio de trés
vacinagoes com a vacina de mRNA seguiu-se a administragao intraperitoneal de docetaxel
numa Unica dose tendo-se, trés dias apds esta vacinagao, procedido a administragao de varias
vacinagoes com vacina de mRNA (3). A combinagao da vacina de mRNA com docetaxel
levou a um atraso significativo no crescimento tumoral em comparagao com a administragao
da vacina de mRNA ou docetaxel isoladamente.

O estudo das vacinas de RNA em animais iniciou-se no inicio da década de 90
juntamente com o estudo de vacinas de DNA. Através da injecao direta de mRNA e

plasmideo de DNA no musculo esquelético de ratos obteve-se a expressao das proteinas
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codificadas e a indugao de respostas imunoldgicas, factos estes que despertaram o interesse
da comunidade cientifica. No entanto, nessa altura, o desenvolvimento da vacina de mRNA
nao foi considerado possivel devido a varias incertezas em relagao a instabilidade do RNA e
a produgao em larga escala. Como resultado, o DNA tornou-se o foco principal no estudo e
desenvolvimento de vacinas de acidos nucleicos nas décadas seguintes. Apesar de todos os
esforgos realizados, as vacinas de DNA mostraram poténcia insuficiente em humanos facto
este que, aliado aos desenvolvimentos tecnoldgicos no que a quimica e biologia do RNA
dizem respeito bem como ao facto de se terem demonstrado progressos em relagao aos
problemas de instabilidade e produgao em larga escala, levaram a comunidade cientifica a
concentrar a sua atengao novamente no desenvolvimento da tecnologia de RNA,
nomeadamente vacinas de RNA (4). O RNA apresenta a grande vantagem de combinar um

conjunto de caracteristicas que o tornam um produto farmacéutico Unico (Tabela I).

Tabela I: Vantagens do RNA (5).

* Nao integragao no genoma. * Nao indugao de auto-anticorpos.

* Produgao de antigénios e o * Indugao tanto da imunidade
aumento da  expressao de mediada por células como da
proteinas terapéuticas siao auto- imunidade humoral, estimulando
limitados in situ, localizados e de respostas das células T (incluindo
curta duragao. linfécitos T citotoxicos) e B.

* Respostas imunoldgicas * Seguranga e simplicidade.
direcionadas apenas para os * Rapida produgao.
antigénios de interesse.

Assim, o principal objetivo das vacinas imunoterapéuticas € a indugao e perpetuagao
de respostas imunes especificas anti-tumorais; como consequéncia, o organismo deve-se
livrar de células tumorais e, para além disso, o sistema imune deve prevenir o

reaparecimento do tumor.
I.I. mMRNA: interesse académico e empresarial

As terapéuticas baseadas em mRNA tém suscitado nos Ultimos anos um enorme
interesse por parte da comunidade cientifica, sendo prova disso o crescente niumero de

pedidos de patentes referentes a estas terapéuticas realizados essencialmente por pequenas



empresas biotecnologicas mas também por grandes empresas farmacéuticas e instituigoes
académicas. Nos ultimos anos, diversas universidades norte-americanas tém inaugurado
centros de investigagao unica e exclusivamente focados no desenvolvimento de novas
aplicagoes terapéuticas usando RNA, das quais sao exemplo o RNA Therapeutic Institute at the
University of Massachusettes, o Yale Center for RNA Science and Medicine, entre outros.
Diversas empresas académicas spin-off como a Moderna, Ethris, CureVac GmbH, Onkaido,
BioNTech, Argos therapeutics, entre outras, tém obtido resultados promissores que lhes
permitiram estabelecer acordos com grandes empresas farmacéuticas de que sao exemplo o
acordo estabelecido entre a AstraZeneca e Moderna (negécio realizado no ano de 2013 e
que envolveu 240 milhdes de dolares), Shire e Ethris no ano de 2013, Sanofi e CureVac
GmbH em 2014, Shire e Moderna (negocio realizado no ano de 2014 e que envolveu 100
milhSes de dolares), etc. (6). Outras indicagdes do crescente interesse nesta terapéutica é o
facto de a Novartis ter criado recentemente o seu proprio departamento dedicado a vacinas
de mRNA, mais propriamente ao uso de mRNA replicativo, bem como o facto de se ter
realizado no més de Outubro de 2013, na Alemanha, a primeira conferéncia internacional de
mRNA (7).

Ja faldamos no inicio que existem diversas empresas académicas spin-off dedicadas ao
desenvolvimento de mRNA com utilidade terapéutica, no entanto, a primeira de todas foi a
CureVac GmbH que se dedicou essencialmente ao fabrico do mRNA bem como ao controlo
do produto acabado. S6 no ano de 2014 a empresa estabeleceu acordos com grandes
industrias farmacéuticas sendo disso exemplo o acordo com a Sanofi para vacinas anti-virais
e o acordo com a Boehringer Ingelheim para vacinas contra o cancro do pulmao (8).

Gragas ao contributo da CureVac GmbH e de outras empresas, alguns obstaculos
como a implementagao de BPFs na produgao e a evidéncia de funcionalidade em humanos
foram ultrapassados, tendo-se conseguido também realizar ensaios clinicos usando mRNA a
uma escala global (varios estudos multicéntricos tém sido realizados na Europa e nos Estados
Unidos da América) (9). No entanto, é necessaria ainda a realizagdio de uma maior

investigagao com o intuito de aumentar a eficacia desta nova tecnologia.
1.2. Regulamentacao

A autoridade responsavel pela regulamentagao das terapias medicamentosas na Uniao
Europeia € a EMA que regulamenta nao so as terapias convencionais como também as
terapias avangadas (medicamentos produzidos a partir de genes ou células). Dentro das
terapias avangadas existem quatro grupos principais que sao: terapia génica (insercao de

genes recombinantes nas células), terapia de células somaticas (manipulagao de células ou
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tecidos de modo a alterar as suas caracteristicas bioldgicas), engenharia de tecidos (alteragao
de células ou tecidos com o objetivo de reparar, regenerar ou substituir determinado
tecido) e terapia avangada combinada (por exemplo, incorporagao de células numa matriz
biodegradavel).

Desde 30 de Dezembro de 2008 que existe na Uniao Europeia uma legislagao
direcionada para a regulamentagao de terapias avangadas que visa promover uma maior
investigagao e desenvolvimento nesta area através da prestagao de incentivos financeiros e
logisticos as empresas. Assim, a EMA criou o CTA que é nada mais nada menos do que o
comité responsavel pela avaliagao das terapias avangadas; este comité tem como fungoes a
classificacao da terapia, elaboragao de um documento que aborde a qualidade, eficacia e
seguranga da mesma, prestagao de aconselhamento cientifico as empresas bem como a
criagao de um ambiente que promova a investigagao e desenvolvimento destas terapias
inovadoras (10). Segundo a diretiva 2009/120/EC da Uniao Europeia, a administragao in vivo
de farmacos de RNA é considerada como terapia génica enquanto que a transfegao ex vivo
de DCs com mRNA IVT, antes da administragdo nos pacientes, € considerada como

terapéutica de células somaticas (6).
2. Vacinas de mRNA

Ao longo das ultimas décadas, as vacinas comercializadas (inativadas, atenuadas ou
vacinas de subunidade) foram usadas com sucesso na prevencao de doengas infeciosas onde
a imunidade humoral era considerada a protegao primaria. Contudo, essas vacinas
apresentam limitagoes no combate a doengas crénicas onde a resposta imunitaria mediada
por células é considerada necessaria para o controlo da infegao. Imunidade celular inclui as
CTLs que tém a capacidade de destruir o reservatorio celular de patogénios, atingindo
diretamente as células-alvo infetadas com o virus, contrapondo a neutralizagao ou morte do
agente causal (virus ou bactéria) que sao geralmente alcangados através da imunidade
humoral (anticorpos neutralizantes) (l1). Um objetivo comum em qualquer tipo de
vacinagao terapéutica do tumor € a inducao de células T efetoras especificas das células
tumorais de modo a reduzir a massa tumoral e a induzir memoria imunolodgica, prevenindo
assim a ocorréncia de recidivas (12,13). Para a eficiente indugio de CTLs, o antigénio
necessita de entrar na rota endogena de processamento antigénico o que requer o
transporte das proteinas patogénicas para o citosol que € nada mais nada menos do que o
local onde o processo proteossomico ocorre. De seguida, os péptidos resultantes sao
transportados para dentro do reticulo endoplasmatico onde os péptidos antigénicos se ligam

a moléculas do MHC classe I. O complexo MHC classe |/péptidos é entao transportado para
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a superficie da célula de modo a ser reconhecido pelos linfocitos T CD8+ (1 1). Existem duas
maneiras de associar os péptidos ao MHC. MHC classe | envolve proteinas produzidas no
interior das células que foram clivadas por proteossomas no citosol e associadas com
moléculas MHC classe | no reticulo endoplasmatico, MHC classe Il envolve proteinas
extracelulares que foram endocitadas e processadas por lisossomas (14). Vacinas baseadas
em acidos nucleicos tém sido consideradas adequadas para a formagao de respostas CTLs
potentes uma vez que elas permitem a expressao da proteina codificada no citosol da APC
alvo.

A semelhanca do plasmideo de DNA e dos vetores virais, o mRNA pode ser usado
para transportar informagao genética exdgena para dentro das células com o objetivo final
de desencadear uma resposta imune contra a proteina codificada.

De um modo resumido, o processo de fabrico de mRNA é bastante simples,
iniciando-se com a linearizagao, purificagao e transcrigao in vitro do plasmideo que codifica a
proteina desejada bem como das sequéncias reguladoras (cauda poly(A) e UTRs), usando
para isso uma RNA polimerase reconhecedora do promotor bacteriofago. Os residuos de
DNA do plasmideo sao removidos através da utilizagio de uma DNAse, realizando-se de
seguida a purificagdo do RNA recombinante através de técnicas como a precipitagao ou
cromatografia (15).

Os obstaculos na produgao de DNA sao essencialmente causados pelo facto de o
plasmideo ser extraido de bactérias sendo assim contaminado com mais ou menos DNA
bacteriogendémico, o que nao acontece com o RNA uma vez que este é produzido por RNA
polimerases que reconhecem sequéncias promotoras especificas totalmente desprovidas de
material genomico bacteriano. O uso de vacinas de RNA parece muito mais viavel devido ao
facto de nao necessitar de alcangar muitas células-alvo para exercer um efeito bioldgico,
bastando ativar o trigger apropriado para desencadear uma resposta em cascata, o que levara
a obtengao de uma resposta efetiva (5). De facto, vacinas de mRNA tém demonstrado em
humanos resultados nesse sentido e tém sido observados resultados promissores em fases
mais tardias de ensaios clinicos referentes ao combate do cancro.

Para uma vacina de RNA ser funcional necessita de possuir duas caracteristicas
essenciais que sao expressar localmente os antigénios, facilitando-se assim a apresentagao
dos mesmos por parte das moléculas MHC e, nao menos importante, possuir um
compromisso dos PRRs de modo a se obter uma estimulagio da imunidade inata,
alcangando-se assim uma potenciagao das respostas imunes especificas do antigénio (16).

Além disto, € essencial que a célula tumoral tenha a capacidade de processar os TAAs no



contexto dos MHC e que exista uma elevada especificidade dos TAAs para o tumor,
evitando-se assim que estes sejam processados por células normais.

O sucesso clinico de uma vacina depende essencialmente de uma boa imuno-
biodisponibilidade dos epitopos na superficie das APCs para, deste modo, se obter uma

reagao imunogénica e respetiva ativagao do sistema imunitario.

2.1. Tipos de RNA

Atualmente existem dois grandes grupos de vacinas de mRNA baseadas na
capacidade auto-replicativa do mesmo que sao o grupo convencional (moléculas de mRNA
que nao se auto-replicam) e o grupo do mRNA auto-replicativo ou replicoes provenientes
de um vetor viral de RNA que mantém a atividade auto-replicativa.

Moléculas de mRNA nao-replicativas usadas nas vacinas de mRNA sao constituidas
essencialmente por cinco elementos que sao uma estrutura cap, uma 5’-UTR que se situa
imediatamente acima do codao de inicio de tradugao, uma ORF que codifica o gene de
interesse, uma 3’-UTR e, por fim, uma cauda formada por 100-250 residuos de adenosina
(cauda poly (A)). Todos os cinco elementos do mRNA controlam a sintese da proteina uma
vez que influenciam a sua estabilidade, acesso aos ribossomas bem como a circulagao e
interagao com a maquinaria de tradugao (17).

As vantagens da utilizagao de mRNA convencional sao a sua simplicidade, pequeno
tamanho em comparagao com moléculas auto-replicativas (2-3 kb vs 9-10 kb) bem como a
auséncia de qualquer proteina codificada adicional, o que exclui a possibilidade de se
aumentarem respostas imunes indesejadas ou interagoes com o hospedeiro (18). Contudo,
devido ao curto tempo de meia-vida e instabilidade do RNA, o nivel de expressao &
geralmente baixo.

Outro tipo de mRNA é o mRNA auto-replicativo cujo grande objetivo passa por
prolongar a duragao e magnitude da expressao do gene de interesse. O mRNA auto-
replicativo & considerado maior (9-10 kb) que o mRNA nao-replicativo e contém os
mesmos elementos basicos que este Ultimo. As moléculas de mRNA auto-replicativas
melhor estudadas provém de genomas de alphavirus incluindo Sindbis e o virus da encefalite
equina venezuelana. Os alphavirus compreendem um grupo de pequenos virus de RNA de
cadeia positiva que, durante o seu ciclo natural de replicagao no citosol da célula hospedeira,
produzem uma grande quantidade de RNA que codifica proteinas estruturais virais (17); a
sua entrada nas células é independente da endocitose, pH acido e fusao das membranas,

sendo iniciada através de uma ligagao do virus a recetores especificos; de seguida, esta



interagao ira despoletar rapidamente uma alteragao na conformagao da membrana viral,
culminando com a formagao de poros transmembranares. Deste modo, o virus poderia
injetar o seu genoma de RNA diretamente para dentro do citosol da célula, sendo este um
sistema muito utilizado por varios virus nao-envelopados para a infegao (17).

Vacinas de RNA auto-replicativas possuem varias caracteristicas atrativas que nao sao
apresentadas pelas vacinas de mRNA convencional nomeadamente o facto de a sua
capacidade auto-replicativa ser capaz de manter um elevado nivel de expressao do gene de
interesse codificado nas células hospedeiras, independentemente da divisao celular, bem
como o facto de a duragao de expressao das suas moléculas poder chegar a quase 2 meses

in vivo (19).
2.2. Administracao do RNA: formulagdes injetaveis
2.2.1. DCs

A principal fungao das DCs € transportar antigénios do seu local de entrada no
organismo para os orgaos linféides, principalmente a regiao paracortical (abundante em
células T), e processar o antigénio de modo a que este possa ser reconhecido pelas células B
e T, embora também desempenhem outras fungoes como aumentar a expressao de
moléculas dos MHC classes | e |, algumas moléculas coestimuladoras como CD80 e CD86
bem como moléculas de adesao como o CD209.

Devido as preocupagoes relacionadas com a estabilidade do RNA in vivo, as tentativas
iniciais para usar mMRNA como vacina para alvejar APCs consistiram numa abordagem ex vivo,
nomeadamente através da utilizagao de DCs. Assim sendo, o processo iniciava-se com a
remogao de DCs do hospedeiro ao que se seguia a transfecao das mesmas com o mRNA
codificador do antigénio de interesse procedendo-se, por fim, a sua recolocagao no
hospedeiro. O mRNA foi usado preferencialmente nesta abordagem uma vez que é
prontamente e especificamente captado pelas DCs e, para além disso, fornece sinais que
ativam as mesmas e induzem a maturagao e ativagao de células T (14). Esta abordagem foi
extensivamente estudada como terapia contra o cancro nao s6 em animais como também
em alguns ensaios com humanos. Muitos investigadores transfetaram DCs com
determinados antigénios/proteinas que sao geralmente associados a tumores.

A utilizagao de vacinas de RNA baseadas em DCs é uma estratégia promissora para o
tratamento de pacientes com leucemia mieldide aguda tendo-se inclusivamente, por esse
motivo, realizado um estudo que comegou pela producao de DCs maduras, em apenas 3

dias; estas DCs foram posteriormente transfetadas com RNA codificador dos antigénios
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tumorais (proteina tumoral Wilm 1) associados a leucemia mieloide aguda e
preferencialmente expressos em melanomas, de modo a estimular uma resposta imune
baseada em células T especifica da leucemia mieloide aguda. No final obtiveram-se respostas
imunes especificas do tumor tanto em estudos in vitro como em estudos in vivo (20).

Enquanto certos tumores tém associado um antigénio especifico cuja inibigao resulta
numa diminuicao/remogao do tumor, em muitos cancros isto nao se verifica e, com o
objetivo de contrariar esta falta de antigénio associado, alguns investigadores transfetaram
mRNA total a partir de tumores extraidos. Assim, usou-se esta abordagem em pacientes
com CCR e verificou-se a formagao de CTLs tanto para o tumor original como para os
tumores metastaticos (21) enquanto que, num outro estudo, conseguiu-se induzir uma
regressao de metastases, em ratos, através da injecao de DCs transfetadas com mRNA
proveniente de tumores primarios dissecados (22).

O RNA ¢ obtido através de amostras de tecidos tumorais que sao classificados
histologicamente como carcinoma por um patologista experiente. Estas mesmas amostras
sao de seguida transportadas para o laboratorio numa solugao conservadora de RNA para,
de seguida, se proceder a producao do mesmo. Este RNA é obtido através de culturas
celulares primarias sendo de seguida incubado e, no final, recorre-se a utilizagado de um kit
proprio (por exemplo o RNeasy kit) para se obter o RNA celular total.

Uma outra alternativa para combater esta falta de antigénio associado consiste na
utilizagdo de moléculas que estejam presentes na maioria dos tipos de cancro existentes,
sendo disso exemplo a TERT, que é expressa em 85% deles. Neste sentido, um estudo
realizado demonstrou que DCs transfetadas com mRNA codificando a TERT podem invocar
respostas CTL especificas (14) in vitro no entanto, de modo interessante, respostas tumorais
induzidas por DCs carregadas com mRNA de lisado tumoral bem como as respostas
naturais tumorais contém imunidade especifica TERT potente, o que sugere que a imunidade
natural a tumores contém atividade anti-TERT.

MUC-| é uma glicoproteina cuja sobreexpressao estd associada a existéncia de
tumores entre os quais o cancro da mama. A capacidade dos farmacos imunoterapéuticos de
aceder as células tumorais € inibida pela glicosilagio pesada do dominio extracelular da
MUC-I1. Além do mais, estas glicoproteinas impedem estereoquimicamente a ligacao das
células do sistema imunitario aos recetores presentes na superficie das células cancerigenas.
Assim, atualmente recorre-se a administragao de vacinas de mRNA que codifiquem MUC-|
com o objetivo de treinar as células T do sistema imunitario a procurarem e destruirem

células que possuam um marcador especifico de MUC-|. Nesse sentido, realizou-se um
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estudo no qual se injetaram ratos com duas doses de DCs transfetadas com RNA
codificando MUC-I| por via subcutanea, tendo-se verificado uma eliminagao de tumores
expressores de MUC mas nao de tumores nao-expressores de MUC (23). Importa referir
que a administragao de vacinas de mRNA nao-especificas do tumor devera, a partida,
desencadear um maior niumero de efeitos adversos em comparagao com vacinas de mRNA

especificas do tumor.

2.2.2. RNA puro

A administragao de RNA puro diz respeito ao método mais simples de administragao
de RNA que consiste Unica e exclusivamente na injegado de RNA em doses adequadas
(Tabela 2) codificando o antigénio/proteina de interesse, sem recorrer a associagao do
mesmo com qualquer outro tipo de composto. A maior limitagio do mRNA puro (nacked) é
o facto de ter um tempo de vida no meio extracelular demasiado curto devido a sua rapida

degradagao por parte das RNAses (24).
2.2.3. RNA associado a protamina

A complexagao de mRNA com protamina (que € uma proteina rica em arginina) ¢
uma outra estratégia recentemente usada que aumenta a estabilidade da molécula de mRNA,
permitindo também aumentar a expressao do antigénio, estimular o sistema imune inato
bem como ativar células B, monécitos e células NK (25). Diversos ensaios clinicos tém sido

realizados usando esta estratégia (Tabela 2).

2.2.4. Abordagem gen-gun

Diversos ensaios clinicos tém sido realizados usando esta abordagem (Tabela 2) que,
de um modo simplificado, recorre a particulas de ouro para realizar o transporte de
moléculas de RNA através da pele; apos a incorporagao das mesmas pelas DCs, as proteinas

codificadas sao expressas e apresentadas as células T (26).
2.2.5. Encapsulacao em lipossomas

Outra estratégia consiste na encapsulagao do RNA em lipossomas que nao sé ativam
células imunes como também, devido ao facto de conterem lipidos cationicos, interagem
electrostaticamente com moléculas de acido nucleico carregadas negativamente, formando-
se assim complexos estaveis (26). Varios estudos tém sido realizados utilizando esta

estratégia (Tabela 2).
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Tabela 2: Estudos utilizando diferentes tipos de RNA (17).

Tipo de RNA

Formulacao e dose

Resultados

mRNA puro

Administragao intradérmica e
intranodal nas doses de 25 pg e

20 pg, respetivamente, em ratos

Boas respostas de células T

CD8+ e CD4+

mRNA
complexado

com protamina

Administragao intramuscular e
subcutanea de 20 pg em ratos e

750 pg (3 doses de 250 pg) em

Estabilizacao do RNA e
obtengao de respostas imunes

humoral e mediada por células

porcos
Abordagem [,6 um de particulas de ouro Redugao da metastase no
Gene-gun revestidas com RNA pulmao em grupos nao

complexado com espermidina controlados

Encapsulagao mRNA encapsulado em Obtengao de respostas CTL em

com lipossomas de fosfatidilserina, mRNA encapsulado quando

lipossomas fosfatidilcolina e colesterol e administrado pelas vias

administrado pelas vias subcutanea ou intravenosa mas
intraperitoneal, intravenosa e nao quando administrado por
subcutanea na dose de |12 ug em via intraperitoneal

ratos

2.2.6. Vacina de mRNA de dois componentes

Tal como acabamos de observar, nos dias de hoje existem vacinas que possuem na
sua composicato MRNA puro, mRNA complexado com protamina, etc. No entanto,
atualmente, existem vacinas inovadoras que possuem nha sua composi¢ao uma mistura de
mRNA puro e mRNA complexado com protamina, sendo conhecidas pela comunidade
cientifica por vacinas de dois componentes. De um modo geral, estas vacinas procuram
obter rapidamente fortes respostas imunes, sendo capazes de induzir fortes respostas de
células T duas semanas apos a administragao de apenas duas vacinagoes (3). Nesta linha,
consegue-se duplicar o numero de células T especificas do antigénio através da
administragao de 4 vacinas em 10 dias o que prova que as respostas das células T podem ser
melhoradas de modo eficiente num curto periodo de tempo, o que nao se verifica em muitas
outras vacinas. Além disto, estas vacinas conseguem induzir a expressao de um vasto
numero de genes no local do tumor, genes estes que estao conetados com a quimiotaxia das
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células do sistema imunoldgico do local tumoral, bem como ativar células NK, contribuindo
assim para um maior efeito anti-tumoral (3) (Tabelas 3 e 4).

Analisando a expressao de genes do tecido tumoral podemos constatar que, apds a
vacinagao, as células NK podem ser recrutadas para o local do tumor e que, apos a
diminuicao das células NKI.I-positivas, o efeito anti-tumoral da vacina é parcialmente
reduzido, o que representa bem a importancia que estas células tém no efeito anti-tumoral
induzido pelas vacinas de dois componentes. De um modo geral, espera-se que os efeitos
desencadeados pelas células NK nos ensaios pré-clinicos com modelos animais tenham a
mesma importancia aquando da sua utilizagdo em humanos.

Num outro estudo procedeu-se a administragdo de vacina de mRNA de dois
componentes contra o cancro da prostata, denominada vacina CV9103, que contém mRNA
a codificar o PSA, antigénio membranar especifico da prostata, antigénio das células
estaminais da prostata e STEAPI. Na fase | deste estudo, trés doses diferentes de mRNA
total foram administradas em 12 pacientes (dois grupos de 3 e um grupo de 6 elementos)
com o objetivo de determinar a dose recomendada. Na fase |l, outros 32 pacientes foram
administrados com a dose recomendada (1280 pg); 26 desses pacientes desenvolveram uma
resposta imune, das quais |5 foram diretamente contra os antigénios administrados. Como
principais efeitos secundarios observados podemos destacar eritema no local de injegao,

febre e fadiga (27).

2.3. Comparacao dos dois métodos de vacinagio mais comuns usando

mRNA

A administragao de vacinas de mRNA pode ser realizada utilizando diferentes
métodos, no entanto, os dois métodos mais utilizados sao a administragao injetavel de
mRNA puro e a administragao de células (por exemplo DCs) que foram previamente
transfetadas em laboratério (in vitro). Ambos os métodos apresentam vantagens e
desvantagens (Tabela 5). Importa referir que tanto um como o outro tém sido avaliados em

ensaios clinicos em humanos.
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Tabela 5: Vantagens e desvantagens da injegao direta de mRNA e utilizagao de DCs (28).

Injecdo direta de mRNA

Vantagens

Desvantagens

Producao a baixo prego

Tempo de meia-vida baixo in vivo

Pode ser administrado em
doentes de ambulatorio e a um

grande grupo de pacientes

Imunizagao intralinfaitica € mais
eficiente usando um procedimento

invasivo

Existe um procedimento
minimamente  invasivo  (via

intradérmica)

Efeito adjuvante do mRNA ¢
inferior comparativamente com a

utilizagao de DCs

Utilizacao de DCs

Vantagens

Desvantagens

Eficiente “carregamento” de

RNA por parte das DCs

Logisticamente €& um processo

complicado

Eficacia da transfecao das DCs

pode ser controlada

Elevados custos devido a utilizacao

de cultura celular cumprindo BPFs

Doses intracelulares elevadas

podem ser alcangadas

O melhor fenotipo das DCs a usar

ainda nao esta bem definido

Existe  um procedimento
minimamente invasivo

disponivel (via intradérmica)

DCs autdlogas sao bem

Farmacocinética complexa e dificil
de controlar (migragao das DCs

para os nodulos linfaticos, etc.)

toleradas

3. Como aumentar a eficacia terapéutica

A farmacocinética de uma vacina de mRNA ¢ afetada por fatores como a estabilidade
do meio intracelular, eficacia translacional da molécula (fator este que pode ser aumentado
através de alteragoes no mRNA), local e modo de administragao, calendarizagao das suas
tomas por parte do utente e, por fim, a dose. Ainda nao existe um consenso por parte da
comunidade cientifica em relagao ao local preferencial para se injetar o RNA, no entanto
considera-se que injegoes nos nodulos linfaiticos ou em zonas proximas destes permitem
induzir fortes respostas imunes (26).
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O mRNA puro estimula os TLRs que sao nada mais nada menos do que um tipo de
PRR presente nas DCs (29). A tecnologia do mRNA ja consegue também codificar moléculas
imunomoduladoras como por exemplo CD40L, CD70, OX40L e GM-CSF, conseguindo
mesmo liga-las ao antigénio na estrutura do RNA de modo a transporta-las para dentro das
APCs. A co-administragao de mRNA codificando o antigénio de interesse com mRNA
codificando moléculas imunoestimuladoras parece aumentar a eficacia das respostas anti-
tumorais. Neste sentido, foi usada uma mistura de mRNA codificando os ligandos CD40,
TLR4 e CD70 (Trimix) para adjuvar na libertagao intranodal de mRNA antigénico associado
ao tumor, tendo-se observado um aumento das respostas CTL e um aprimorar das
respostas antitumorais em comparagao com vacinas de mRNA sem adjuvantes (30).
Contudo, a co-administracao da vacina de mRNA com o Trimix ainda resulta numa baixa
expressao da proteina, o que nos indica que mecanismos neutralizantes como por exemplo
o IFN tipo | sao ativados.

E sabido que durante uma infecio local as citocinas e quimiocinas produzidas atraem
DCs e outras APCs, alcangando-se assim um aumento do nUimero de antigénios que sao
processados para, posteriormente, serem apresentados as células B e T, obtendo-se deste
modo melhores respostas. A administragao da vacina de mRNA in vivo nao desencadeia a
atragao de DCs para o local de injegao o que sugere que o uso de citocinas e quimiocinas ou
a possibilidade de se administrar mRNA que codifique citocinas e quimiocinas seria benéfico
pois levaria a atragao de DCs para o local de entrega de mRNA, promovendo-se assim o
aparecimento de melhores respostas imunes (14).
inibir o CTLA-4 que é homologo das moléculas coestimuladoras B7 e um regulador negativo
da proliferagio das células T. A semelhanga das moléculas B7, o CTLA-4 liga-se as CD28, no
entanto, a sua afinidade com as CD28 é maior em comparagao com as B7 o que conduz a
uma diminuigao da proliferagao das células T (26). O Tremelimumab e Ipilimumab sao
anticorpos anti-CTLA-4 humanos, usados no tratamento de melanoma, cuja utilizagao em
ensaios clinicos envolvendo pacientes com melanoma levou a ocorréncia de melhores
respostas clinicas por parte dos mesmos (31), no entanto, juntamente com esses resultados
benéficos promissores, também se verificou a ocorréncia de alguns efeitos adversos tais
como diarreia e tiroidite autoimune. Assim, justifica-se a realizagao de uma maior
investigacdo no sentido de percebermos melhor estas questoes relacionadas com a

seguranga apos a inibicao dos CTLA-4.
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Para além da inibicao de efeitos imunes indesejaveis é possivel estimular ainda mais
mecanismos que ativem o sistema imune. Nesse sentido, a utilizagdo de compostos como
dinucledtidos citosina-guanina nao-metilados que sao oligodeoxinucledtidos sintéticos
homologos do DNA viral ou bacteriano, desencadeara uma estimulagao do TLR9, que é um
PRR pertencente a familia TLR (32). As células T CD4+ desempenham um papel importante
na iniciagao tanto da imunidade humoral como da imunidade inata, na geragao de respostas
anti-tumorais efetivas e no estabelecimento de respostas de memoria. Assim, uma maior
ativagao/estimulagao das células CD4+ poderia potenciar as respostas imunes induzidas pelo
mRNA.

Como as moléculas de RNA s3ao muitas vezes elementos essenciais dos patogénios
invasores do organismo, o sistema imune inato tem evoluido no sentido de reconhecer
nucledtidos de RNA estranhos através dos PRRs. Estes PRRs incluem elementos da familia
das TLRs localizados nos compartimentos endolisossomais bem como recetores citosélicos
capazes de detetar acidos nucleicos no citoplasma (l1). Num estudo realizado foi
demonstrado que o reconhecimento in vitro do mRNA transcrito por parte dos PRRs ativa o
sistema imune inato resultando na secregao de IFN tipo | (I11). Além da sua fungao como
elemento ativador do sistema imune inato, o IFN tipo | também estimula a imunidade
adaptativa. Surpreendentemente, descobriu-se que quando se usa mRNA para codificar os
antigénios da vacina, o IFN tipo | interfere negativamente com a forga da resposta das células

T.
4, Estabilidade das formulacoes de mRNA

Um dos grandes problemas das vacinas de mRNA consistia na sua instabilidade
devido ao facto de estas serem degradadas com relativa facilidade. Assim, é importante
perceber um pouco melhor o motivo pelo qual isso acontecia. Em primeiro lugar, o mRNA é
geralmente considerado uma molécula instavel devido a presenga de um grupo hidroxilo na
posi¢ao 2’ da ribose o que faz com que a hélice da molécula adote uma geometria que lhe
confere alguma instabilidade (I5). Além disto, o RNA é conformacionalmente uma molécula
mais flexivel o que faz com que a ligagao fosfodiéster do RNA seja quebrada por
transesterificagao intramolecular, processo no qual o grupo hidroxilo 2’ da ribose ataca a
estrutura do fosfato, levando a quebra da cadeia. O recurso a técnicas de liofilizagao ou
congelagao pode ser a solugao para se obterem formulagoes de RNA estaveis e, nesse
sentido, num estudo procedeu-se a liofilizagao de RNA auto-replicativo em trealose, tendo-
se observado que este se manteve estavel durante 10 meses quando armazenado a 4 °C.

Além deste, outro estudo realizado demonstrou que uma vacina influenza de mRNA
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liofilizado manteve-se estavel a 37 °C durante 3 semanas (15). Assim sendo, podemos
concluir que estabilizar mRNA recorrendo a técnicas de liofilizagao € um processo viavel, no
entanto, € necessario a realizacao de mais estudos de modo a se obter um formato

comercial viavel.
5. Internalizacao de mRNA nas células

Ao falarmos de vacinas de mRNA, importa descrevermos o modo como a molécula é
captada in vivo pelas células. Mais importante do que tudo é essencial que, em primeiro lugar,
o RNA evite a agao das RNAses de modo a chegar intacto as células-alvo. De seguida, o
maior obstaculo com que se confrontara sera ultrapassar a barreira da membrana plasmatica
uma vez que a sua hidrofilicidade e carga negativa prejudicam a sua captagao por parte das
células. Para contrariar isto, o RNA pode ser complexado eletrostaticamente com lipidos
cationicos disfarcando assim a sua carga negativa, no entanto, ja se observou tanto in vitro
como in vivo, que muitas linhas celulares sao capazes de captar mRNA nao-replicativo
convencional através de endocitose mediada por recetores scavenger em membranas ricas
em rdfts lipidicos (33). De seguida ocorre um processamento lisossomal que pode degradar
o RNA devido a agao de nucleases e, por isso mesmo, o mRNA deve deslocar-se para o

citosol num processo denominado por “fuga endossomal’.
6. Ensaios clinicos

Para estudar a eficacia de determinada abordagem terapéutica nada melhor do que
recorrer a realizagao de ensaios clinicos. Assim sendo, diversos ensaios clinicos referentes a
vacinas de RNA tém sido realizados, alguns dos quais usando RNA (puro, associado a
protamina, etc) (Tabela 6), utilizando DCs transfetadas com RNA (Tabela 7) e outros
utilizando alphavirus. Todos eles apresentam em comum o fato de terem obtido resultados
promissores que deixam a comunidade cientifica confiante de que esta é a abordagem

terapéutica indicada para tratar, no futuro, a doenga do cancro.
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Tabela 6: Ensaios clinicos usando RNA (17).

Tipo de
cancro

RNA

Calendarizacdo da
vacina¢ao

N° de
individuos
no ensaio

Resposta
imunolégica

Resposta
clinica

Melanoma

Tumor total

200 pg de RNA puro via
intradérmica, 2 vezes por
semana durante 8
semanas, seguida de uma
injecao mensal durante 6
meses; 150 pyg de GM-
CSF por via subcutinea
24 horas apos a injegao
de RNA

I5

N.A.

2/13 R.M.

3/13 N.E.D.

Melanoma

Melan-A,

tirosinase,gp
100, Mage-
Al, Mage-
A3, survivin

Grupo [: 3,2-80 ug por
antigénio + 128 g
protamina via
intradérmica nos dias |, 3
e 5, semanas
2,3,456,7,11,15 e 19,
200 pg GM-CSF via
subcutanea 24  horas
apos injecao de RNA;

Grupo 2: 3,2-80 ug por
antigénio + 128 g
protamina + 4 mg KLH
via intradérmica nos dias
L3 e 5  semanas
2,3,456,7,11,15 e 19,
200 pg GM-CSF via
subcutanea 24  horas
apos injecao de RNA;

21
Grupo I: |1

Grupo 2: 10

Vacina dirigida
a células T:
2/4

Grupo [:
I/11 R.C.

4/11 N.E.D.

Grupo 2:

/10 N.E.D.

CCR

MUC-I,
CEA, Her-
2/neu,
telomerase,
surviving,
MAGE-|

Grupo |: 20 pg de RNA
puro por antigénio via
intradérmica nos dias 0,
14, 28 e 42 seguidos de
injecoes mensais; 100
pg/m? GM-CSF  via
subcutanea 24  horas
apos injecao de RNA;

Grupo 2: 50 pg de RNA
puro por antigénio via
intradérmica nos dias 0-
3, 7-10, 28 e 42 seguidos
de injegoes mensais; 250
pg/im>  GM-CSF  via
subcutanea 24  horas
apos injecao de RNA

30
Grupo I: 14

Grupo 2: |16

CD4+
ELISpot: 3/7;
CD8+
ELISpot: 8/9;
CD8+ Cr-
ensaio de
libertacao:
7/11

Grupo [:
/14 R.P.
6/14 D.E.

Grupo 2:
9/16 D.E.
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Tabela 7: Ensaios clinicos usando DCs transfetadas com RNA (26).

Tipo de RNA N° de Resposta Resposta
cancro individuos no | imunolégica clinica
ensaio

Prostata PSA 16 9/9 N.A.

Cerebral Tumor autdlogo 9 N.A. 2/7 D.E.
total

Neuroblastoma | Tumor autdlogo I N.A. 1/7 D.E.

total

Prostata Tumor total 19 12/19 11/19 D.E.

proveniente das
linhas  celulares
com cancro da
prostata DUI45,

LNCaP, PC-3
Melanoma Tumor autdlogo 22 9/19 2/20
total

D.E.- Doenga estavel; N.A.-Nao aplicavel; N.E.D.-Nio evidéncia de doenga; PSA-Prostate Specific Antigen; R.C.- Resposta completa; CCR —
Carcinoma de células renais; R.M.-Resposta mista; R.P.-Resposta parcial.

Diversos ensaios clinicos tém sido realizados utilizando vacinas baseadas em
alphavirus sendo disso exemplo um ensaio de fase Il, randomizado, duplamente cego e
controlado com placebo, no qual se procedeu a uma Unica injegao subcutanea da vacina viva
CHIK (que é um alphavirus) em 59 voluntarios, ao passo que 14 individuos foram injetados
com o placebo. O U(nico efeito adverso detetado foi artralgia transitoria em cinco dos
pacientes vacinados com CHIK, importando também referir o aparecimento de anticorpos
neutralizantes CHIK em 57 individuos (98%) 38 dias apos a vacinagao, tendo 85% deles

permanecido seropositivo um ano apos a mesma (34).

7. Conclusao

Ao longo dos dltimos 25 anos muitos esforcos tém sido realizados no
desenvolvimento de técnicas imunoterapéuticas, nas quais se inclui a utilizagao de RNA, com
o objetivo de combater um vasto numero de doengas, entre elas o cancro. Apdés muito
trabalho, ensaios clinicos recentes apresentaram resultados promissores que suportam a
ideia de que a imunoterapia pode contribuir para o tratamento de doengas cancerosas. No
que se refere ao cancro, apesar de existir uma grande variedade de estratégias
imunoterapéuticas, o objetivo de todas elas € o mesmo: estimular o sistema imune com o

intuito de combater a doenga. Para induzir uma resposta imune ampla, potente e duradoura,
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a vacina ideal contra o cancro deve induzir um elevado nivel de expressao de antigénios
estaveis, ativar os sistemas imunes inato e adaptativo bem como induzir respostas Thl e
Th2. A indugao de respostas de células B bem como a ativagao de células T e células de
memoria irao ser necessarias para se obter um efeito anti-tumoral sustentado. A resposta
imune deve ser rapida e eficaz através de vacinagoes repetidas e a vacina deve evitar a
indugao de reguladores negativos. Finalmente, e devido ao facto de as hipoteses de se tratar
o cancro através de monoterapia serem muito baixas, a vacinagao deve ser usada em
conjunto com outras terapias tais como quimioterapia, radiagao, anticorpos monoclonais,
alcangando-se assim um melhor efeito terapéutico.

O sucesso na indugao de imunidade das células T através de vacinas de mRNA
administradas diretamente in vivo apresenta ainda alguns desafios. Em primeiro lugar, os
antigénios que codificam o mRNA devem ser direcionados para as APCs antes que ocorra a
sua degradagao por parte das ribonucleases extracelulares; a seguir a endocitose pelas
APCs-alvo, o mRNA deve evitar o compartimento endolisossomal acido de modo a permitir
a traducao do antigénio no citosol; uma vez no citosol, a estrutura do mRNA deve ser
suficientemente estavel e recrutar eficientemente fatores iniciadores da tradugao; além do
mais, embora a tradugao do antigénio citosdlico estimule fortemente as células T CD8+,
também se deve verificar um forte estimulo das células T CD4+ de modo a ajudar na
indugao e manutengao das células T CD8+ especificas do antigénio. Contudo, para além de
uma eficiente apresentagao do antigénio codificado, é necessario também uma apresentagao
do antigénio as APCs no correto status de ativagao. Apesar de as vacinas de mRNA ativarem
as DCs através dos PRRs a ativagao das mesmas € na melhor das hipoteses moderada, sendo
precisamente um desafio das vacinas de mRNA, in vivo, o desenvolvimento de estratégias que
possibilitem a otimizagao da ativagao das DCs sem que ocorra interferéncia na captagiao e
traducao do mRNA.

Assim, ainda ha muito a fazer no que a vacinas de mRNA contra o cancro diz
respeito, sendo o nimero de ensaios clinicos com vacinas de mMRNA em humanos ainda
muito escasso; no entanto, aplicagoes iniciais baseadas no uso de mRNA contra o cancro
demonstraram bons resultados, o que tem deixado a comunidade cientifica confiante de que

este € o caminho a seguir no tratamento desta e de muitas outras doengas.
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ANEXO



Tabela 3: Lista de genes ativados apds tratamento com uma vacina de dois

componentes (3).

Nkg7 +2,9 CXCL9 (MIG) +13,4
Kirc (NKG2A) +1,8 CXCLI0 (IP-10) +4,6
Kirdl (CD94) +1,7 CCL5 (RANTES) +1,9

IFN gama + 1,3

CTLA-4
Perforina + 1,6
IL2Rb + 1,8

Tabela 4: Relagao existente entre o aumento da expressao de genes em ratos

vacinados com mRNA e o respetivo prognostico no cancro em humanos (3).

A infiltracao de células NK no tumor
prevé um prognostico positivo para
pacientes com diferentes tipos de
tumores (por exemplo, adenocarcinoma
pulmonar e carcinoma gastrico)

Relacionados com células NK

Infiltragao de linfocitos T em diferentes
tipos de tumor esta relacionado com um
prognostico favoravel para pacientes com
cancro

Relacionados com células T

CXCL9 (MIG) Presenca de CXCL9 e CXCLIO esta
relacionado com o aumento do numero

de células T infiltradas no tumor e um
CXCLIO (IP-10) aumento da sobrevivéncia em pacientes
com cancro colorrectal

Aumento da expressao de IFN gama
promove o aparecimento de resultados
clinicos benéficos em pacientes com
cancro colorrectal

IFN gama
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