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Resumo

Resumo

O cancro da mama € o cancro mais comum no sexo feminino a nivel mundial,
havendo cerca de 1,7 milhdes de novos casos todos os anos. O cancro da mama é uma
neoplasia epitelial maligna, apresentando um potencial de metastizacdo. A neoplasia da
mama € caracterizada pela sua heterogeneidade apresentado varios tipos de cancro da
mama.

O tratamento padrdo consiste na cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapia
hormonal, mas estas terap€uticas ndo sao especificas provocando efeitos adversos graves
e recaidas. Devido as limitagdes dos tratamentos tradicionais levou a pesquisa de novas
estratégias de tratamento com maior especificidade.

O sistema imunitéario desempenha um papel fundamental no organismo, mantendo
a homeostase, conferindo a capacidade de protecdo contra agentes patogénicos. Posto
isto, o sistema imunitdrio tem a competéncia no reconhecimento e controlo do
crescimento tumoral. No entanto, o sistema imunitdrio tem uma dupla fase, podendo
favorecer o crescimento tumoral inibindo o ambiente antitumoral. A este processo chama-
se immunoediting.

A imunoterapia tem a capacidade de estimular o sistema imunitdrio, de forma a
destruir o tumor e impossibilitar recorréncias. As células efetoras chave na imunoterapia
sdo os linfécitos T citotoxicos, capazes de reconhecer e eliminar as células neoplasicas.
Deste modo, a imunoterapia surgiu como uma terapéutica poderosa com elevada
especificidade. Na imunoterapia existem diferentes abordagens como; os inibidores do
checkpoint, vacinas e transferéncia de células adotivas. Na atualidade, j4 é utilizado
concomitantemente a imunoterapia com a quimioterapia e vdarias combinacles de
imunoterapias.

Apesar dos conhecimentos adquiridos neste momento, existe ainda um longo
caminho a percorrer. Existem vérias moléculas em desenvolvimento e a associacdo das

diversas terap€uticas vai ser o futuro tratamento no cancro da mama.

Palavra-chave: Cancro da mama, Sistema imunitario, Imunoterapia
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Abstract

Abstract

Breast cancer is the most common cancer among women globally, with around
1.7 million new cases every year. Breast cancer is a malignant epithelial neoplasm,
presenting potential metastasis. The breast neoplasm is characterized by its heterogeneity

presenting several types of breast cancer.

The standard treatment consists of surgery, radiation therapy, chemotherapy and
hormone therapy, but these therapies are not specific, causing serious adverse effects and
relapses. Due to the limitations of traditional treatments, this led to the research of new

treatment strategies with greater specificity.

The immune system plays a key role in the body, maintaining homeostasis,
conferring the ability to protect against pathogens. That said, the immune system has the
competence to recognize and control tumor growth. However, the immune system has a
double phase, which may favor tumor growth by inhibiting the antitumor environment.

This process is called immunoediting.

Immunotherapy has the ability to stimulate the immune system, in order to destroy
the tumor and prevent recurrences. Key effector cells in immunotherapy are cytotoxic T
lymphocytes, capable of recognizing and killing neoplastic cells. In this way,
immunotherapy emerged as a powerful therapy with high specificity. In immunotherapy
there are different approaches such as; the checkpoint inhibitors, vaccines and by
transfering adoptive cells. Currently using immunotherapy with chemotherapy and

various combinations of immunotherapies.

Despite the knowledge acquired at the moment, there is still a long way to go.
There are several molecules in development and the combination of the various therapies

will be the future treatment in breast cancer.

Keyword: Breast Cancer, Immune System, Immunotherapy



Imunoterapia no cancro da mama



Indice geral

Indice Geral
TNAICE dE FIGUIAS «...eoveveeeeeeeee e 7
INAICE A& LADELAS ... s e, 8
LiSta de aDI@VIALUIAS ......eeiuiiiiieiiieiiie ettt ettt e e et sbe e e b 9
Capitulo I- INTrOAUGAOD ....veeeeiiiiieieiiiee e et e e e sabre e e esaaaeeeenas 13
Capitulo II- Cancro da MAama .........eeeruiiiiieiiiieeeiiee ettt 15
2.2- Cancro da mama em Portugal ..........cccocceiiiiiiiiiiiiiiieecee e 17
2.3- CarcinOgenese MAIMATIA ....c...eeureerienieerieereeereereesreesieeeneesneesreesaeeesneesanes 19
2.3.1-In1ciag@0 tUMOTAl ....cc..eiiiiiiiiiiiiiceiccee e 19
2.3.2-Promogao dO tUMOT ......cccueieriiieriieeniieeiieeeiee e s 20
2.3.3-ANZIOZENESE ....eeeuvveeeniiieeiieeeiieeeiteeeiteeeiteesteeesibeessabeessabeesaaeesaeee 20
2.3.4- MEtaSIZACAOD ...eeeuereeenirieeiieeeiteeeieeeeieeeeteeesibeeenareesabeesabeesneeesaeee 21
2.3- FatOres d@ TISCO .. .eeuieriiiiiiirieeite ettt ettt e 24
2.4- SiNAIS € SINTOMAS. c...eeiuiiiiiirieeiie ettt ettt et et e sttt e st e s e e sbeeesbeenaees 25
2.5- Terap@utica atial ..........cceeevviiieiiiiieiiieeeie ettt st e s 26
Capitulo III- Sistema IMUNIEATIO......ceeveeeriieeriieeteeeiee et e sreesieeesbeeesreeesereeseaeeesnaees 29
3.1- ASPECLOS ZEIALS ...eeeuveeurieieerieeiie et et st et e et et s e ereeeene e s e sneesreeeeneenanes 29
3.2- O papel do sistema imunitario SObre 0S tUMOIES.......ccccveeveerverireeneeeneennne. 30
3.2.1- IMMUNOEAITING....ccveeiiieiienieetieee e 30
3.2.2- Evasao a0 Sistema IMUNILATIO ....cceoveeeruieeniieiniieenieeeiieeeieee e 31
3.3- ANUZENIOS TUMOTALS ....veeueeeireeniieeirienieenteenteeeteesteesreesieeeneenseesreenneeeeneennees 31
Capitulo IV- IMUNOEIAPIA. .. ..eoveeiiieiienieeieeete ettt s 33
4.1- Imunoterapia no Cancro da Mama.........cceeeveeeriveeniieeenireenieeenieeesreesereeens 33
4.2- TipoS de IMUNOLEIAPIA .....eeeruvreeeirieeiiieerieeeiteeeireeeireestreesaeeessbeeennreesnareeens 33
4.2.1-Bloqueio do checkpoint.........cceevvieerieeeiieeeieeeiie e 33

4.2.1.1- CTLA-A ... 33



Imunoterapia no cancro da mama

A.2.1.2- PD1 e 34

4.2.1.3- Outros pontos de verificacdo imunoldgica..................... 36

4.2.2- Vacina antitUMOTALS .......cceuveeueerureenieenieenieeereenieesneesseesreesseesneens 37

4.2.2.1- Vacinas de péptidos ........cceevueeeriuieiniieiniieenieeeiee e 37

4.2.2.2- Vacinas de DNA .......ccccoiiiiiiiniinieeececeeeeeeene 39

4.2.2.3- Vacinas de Células Dendriticas (DC) .......cccc..cceeveunnnnee. 40

4.2.3- Bloqueio das células T reguladoras ..........ccecceeevieeniienniiennieennne 42

4.2.4-Terapia por transferéncia de células T adotivas ...........ccceeveernee 43
4.2.5-Imunoterapia adotiVa .........coevveeerieeeiieenieeeiie e 45

Capitulo V- Imunoterapia € QUIMIOtEIAPIA ......ccevuveerruieeriieerireenieeenieeesieeeenieeesieeesieees 47
Capitulo VI- CONnCIUSAO ......eeiiiiiiiiiiiiie ettt s 47
Capitulo VII-Bibliografia .........coooiiiiiiiiiiiiiiieceeteteeeeete et 51



Indice de figuras

Indice de figuras

Figura 1: Evolucdo do nimero de mulheres convidadas e rastreadas...........ccccceeevuvennee 16
Figura 2: Células tumorais circulantes na corrente Sanguinea .........c...ceeveereeeveeneennnenn 20
Figura 3: Cascata de metastizagao no cancro da Mama ............cceeuveeeeveeencreeencueeenveeennnes 22
Figura 4: Fatores de risco no cancro da Mama...........cceeeeeuveeeiuieenieeeesseeeesineeesneessveesnnes 23
Figura 5: Apresentacao de anti@énios ..........coceeeiueeriieeiiieniieniieenie et 32
Figura 6: Vacinas de pEPLIAOS ......c.ueiiriiiiiiieeiieeteeetee ettt e 35
Figura 7: Vacinas DC........c.oooiiiiiiiiie ettt et 38
Figura 8: Transferéncia de células adotivas ...........cceevveiriiiiniiieiniiieeciie e 40
Figura 9: Terapia por transferéncia de células T adotivas ........ccocceeeveieerciieeniieeenneennnne. 41



Imunoterapia no cancro da mama

Indice de tabelas

Tabela 1: Subtipos do cancro da MamMA............ccccueeeriieeiieeeiiee e eree e 15

Tabela 2: Indicadores de mortalidade associados ao cancro da mama no sexo feminino



Lista de abreviaturas

Lista de abreviaturas

AC- Doxorrubicina e Ciclosfosfamida

ADN- Acido Desoxirribonucleico

APC- Células Apresentadoras de Antigénios (do inglés: Antigen Presenting cell)

ATC- Terapia de Transferéncia de Células Adotivas (do inglés: Adoptive T cell transfer
therapy)

BRCA 1- Gene Suscetivel para o Cancro da Mama (do inglés: Breast Cancer
susceptibility gene)

CAR- Recetor de Antigénio quimérico (do inglés: Chimeric Antigen Receptor)

COX-2 - Ciclooxigenase-2

CD4+- Cluster of Differentiation 4+

CD8+- Cluster of Differentiation 8+

CK- Citoqueratina

CKS- Citoqueratina 5

CK6- Citoqueratina 6

CK14- Citoqueratina 14

CK17- Citoqueratina 17

CMF- Ciclofosfamida, Metotrexato e Fluorouracilo

CTL- Linfécitos T Citotéxicos (do inglés: Cytotoxic T lymphocyte)

CTLA-4- Linfécito T Citotéxico Associado a Proteina 4 (do inglés: Cytotoxic T
Lymphocyte Associated protein 4)

CXCL1- Quimiocina 1

CXCL8- Quimiocina 8

DC- Células dendriticas

ECM- Matriz extracelular (do inglés: Extracellular matrix)

EMT- Transicdo do epitélio mesenquimal (do inglés: Epithelial to Mesenchymal
Transition)

EGFR- Recetor de Crescimento Epidérmico (do inglés: Epidermal Growth Factor
Receptor)

FDA-Food and Drug Administration

FEC- Fluorouracilo, Epirrubicina e Ciclofosfamida
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FR alfa- Recetor alfa folato

HER2- Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2 (do inglés: Human Epidermal
Growth factor Receptor 2)

hTERT- Recetor da transcriptase reversa da telomerase humana (do inglés: Human
telomerase reverse transcriptase)

HSP90- Proteina do Choque Térmico 90 (do inglés: Heat Shock Protein 90)

IL-1p — Interleucina 1

IL-6 — Interleucina 6

IL-7 — Interleucina 7

IL-8 — Interleucina 8

IL-12- Interleucina 12

IL-13- Interleucina 13

IL-17 — Interleucina 17

LAG-3- Ativacdo Linfocitaria Gene-3 (do inglés: Lymphocyte activation gene-3)

NK- Natural Killers

OMS- Organiza¢ao Mundial de Sadde

MHC- Complexo Principal de Histocompatibilidade (do inglés: Major
Histocompatibility Complex)

MDSC- Células Supressoras Derivadas de Mieloides (do inglés: Myeloid-derived
suppressor cells)

PD-1- Recetor de Morte Celular Programada-1

PD-L1- Ligando-1 do Recetor da Morte Celular Programada (do inglés: Programmed
Death-ligand 1)

RE- Receptor de Estrogénio

RP- Receptor de Progesterona

ROS- Espécies reativas de Oxigénio (do inglés: Reactive Oxygen Species)

RNI- Intermedidrios Reativos de Nitrogénios (do inglés: Reactive Nitrogen Intermediate)
SNS- Sistema Nacional de Satdde

TAM- Macréfagos Associados ao tumor (do inglés: Tumor-associated Macrophages)
TCR- T- Recetor de células T (do inglés: Cell Receptor)

TDM-1- Transtuzumab-Emtansina

Th- Linfécito T Auxiliar (do inglés: T Helper Cells)

TIL- Linfécitos Infiltrantes de Tumor (do inglés: Tumor-infiltrating Lymphocytes)
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TIM-3- Imunoglobulina de Células T Mucina 3 (do inglés: T cell immunoglobulin Mucin-
3)

TLR- Recetor Toll-Like

TNF-a- Fator de Necrose Tumoral-a (do inglés: Tumor Necrosis Factor-a.)

TNF-$- Fator de Necrose Tumoral-f (do inglés: Tumor Necrosis Factor-f)

Treg- Linfocito T regulador (do inglés: Regulatory T Cell)

VEGF- Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (do inglés: Vascular Endothelial

Growth Factor)
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Introdugdo

Capitulo I- Introdugdo

O cancro da mama € o cancro mais comum no sexo feminino a nivel mundial,
surgindo cerca de 1,7 milhdes de novos casos todos os anos, ou seja, representa

aproximadamente 25% de todos os cancros existentes em mulheres (Ferlay et al., 2015).

O tratamento padrdo consiste na remoc¢do do tumor através de cirurgia seguido é
por radioterapia, quimioterapia ou terapia hormonal. Estas terapéuticas ndo sdo
especificas e provocam efeitos secunddrios graves, como nduseas, imunossupressao
anemia, perda de cabelo, entre muitas outras. Contudo, as respostas ao tratamento sao
razodveis na primeira fase da doenga, mas muitos doentes apresentam recaidas. Posto
isto, devido as limitagdes que a terapéutica tradicional apresenta levou a pesquisa de
novas terapéuticas, mais especificas e com respostas duradouras (Ferlay et al., 2015; Tao,

Visvanathan, & Wolff, 2016).

O sistema imunoldgico exerce um papel fundamental no organismo humano,
sendo responsavel por manter a homeostase, tem a capacidade de defender o organismo
contra agentes patogénicos. O sistema imunitario pode ser dividido em dois subtipos:

imunidade inata e imunidade adaptativa (Lakkis, 2015).

O sistema imunitdrio é essencial no reconhecimento e controlo do crescimento
tumoral, mas também pode promover o seu crescimento eliminando o ambiente
antitumoral. Esta dupla fase do sistema imunitdrio, regressdao ou promoc¢ao tumoral, é
denominado como immunoediting. O immunoediting € constituido por trés etapas:

eliminagdo, equilibrio e fuga (Kim et al., 2007).

A imunoterapia surgiu como uma abordagem terapéutica poderosa devido a sua
especificidade e pela sua capacidade de gerar memoria imunoldgica, ou seja, estimula o
sistema imunoldgico para detetar e eliminar as células tumorais. A imunoterapia é um
método totalmente diferente comparativamente aos outros tratamentos, pois, estd
direcionado para ativag¢do do sistema imunoldgico e ndo para o tumor em si (McNutt &

Couzin-Frankel, 2013).

Este trabalho foi realizado apds uma extensa pesquisa bibliogréfica, onde utilizei
como base a consulta dos seguintes sites, PubMed, B-on e ScienceDirect. Ao longo do

trabalho vao ser mencionados varios temas como: cancro da mama, sistema imunitario e
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a imunoterapia. Menciono ainda, a utiliza¢cdo concomitantemente da quimioterapia com

a imunoterapia.
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Cancro da mama

Capitulo I1- Cancro da mama

2.1- O que é?

O cancro da mama é a neoplasia maligna mais frequente no sexo feminino
havendo uma tendéncia para aumentar o numero de casos a nivel mundial. Esta patologia
¢ uma neoplasia epitelial maligna com potencial metastizacdo. No caso de existirem
metastases considera-se iminentemente incurdvel. A neoplasia da mama caracteriza-se
pela heterogeneidade a vdrios niveis como clinico, morfolégico e molecular (Birnbaum
et al., 2004; Enjeti et al., 2005).

A Organizag¢ao Mundial de Satide (OMS) em 1968 avaliou o padrao histologico e
de acordo com a heterogeneidade morfolégica do cancro da mama observada foi possivel
distinguir vérios tipos de cancro. O grau histolégico tem a capacidade de avaliar a
diferenciacio do cancro da mama, preditivo da terapéutica e valor do prognéstico. E
utilizado um score, resultante da soma dos valores de trés caracteristicas histolégicas. As
trés caracteristicas sao: pleomorfismo nuclear, nimero de mitoses e formacao de ductos.
Com base nestas particularidades o cancro da mama pode ser classificado como sendo:
grau 1 (G1) bem diferenciado (score 3-5), grau 2 (G2) corresponde a moderadamente
diferenciado (score 6-7) e por fim o grau 3 (G3) que corresponde pouco diferenciado
(score 8-9). Posto isto, € possivel concluir que o0 G1 € considerado como bom prognodstico
e G3 € um indicador de mau prognéstico. G2 € o tipo histolégico mais frequente. (World
Health Organization Expert Committee, 2003).

A OMS introduziu como fatores que contribuem para a classificacdo o grau
histolégico, fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2), recetores de
estrogénios (RE) e recetores de progesterona (RP). (American Cancer Society, 2013)

Relativamente a classificagdo molecular, esta efetuada com base na tecnologia
“microarrays” de 4dcido desoxirribonucleico (ADN). Deste modo foi possivel classificar
subtipos bioldgicos distintos fundamentados nos padroes de expressdo genética.
Constatou-se que existem cinco subtipos moleculares que sdo; luminal A, luminal B,
enriquecido com HER2, células basais e idéntico a mama normal. Estes subtipos
demostraram semelhancas e desigualdades a nivel da expressdo génica, proliferacdo
celular, vias de sinalizacdo, composi¢ao celular, prognéstico e sensibilidade a terapéutica
(American Cancer Society, 2013; Vieira et al., 2008).

O subtipo luminal A, fenotipicamente € RE positivo e HER2 negativo, definido

pela expressao elevada de genes exibidos pelas células epiteliais luminais como por
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exemplo as citoqueratinas. Posto isto, este fenétipo tem um bom progndstico devido a
boa resposta a terapéutica anti estrogénica. Este subtipo é o menos agressivo e tem um
crescimento lento comparativamente aos restantes subtipos (Cardoso, 2011; Vieira et al.,
2008).

O subtipo luminal B, fenotipicamente é RE positivo e HER2 positivo. Este
subtipo esté correlacionado com o pior progndstico estando associado a recidiva tumoral.
Apresentam semelhangas aos tumores RE negativos como o subtipo HER2 e basal. O
subtipo superexpressdo de HER2, fenotipicamente RE negativo e HER2 positivo, a sua
principal caracteristica é a subexpressao do fator de crescimento epidérmico HER2. O
oncogene HER2 é amplificado simultaneamente com a superexpressdao da sua proteina.
Importantes biomarcadores usados no prognoéstico do cancro da mama. Este subtipo
apresenta boa resposta a terapéutica que bloqueiam a atividade do HER2, como por
exemplo os anticorpos monoclonais nomeadamente o trastuzumab (American Cancer
Society, 2013; Vieira et al., 2008).

O subtipo basal, fenotipicamente RE negativo e HER2 negativo, € caracterizado
pela expressao de diversos genes expressos nas células progenitoras ou basais. Verificou-
se que este fenotipo demonstrou positividade para alguns tipos de citoqueratinas (CK)
como a CKS5, CK6, CK14 e CK17. Também foi possivel verificar-se a positividade para
o recetor do crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina e p63. Estas sdo proteinas
expressas pelas células basais. Tendo em conta todos estes fatores demostrou-se que esté
associado a mutacdes genéticas no gene BRCA1. O gene BRCA1 € um gene supressor
de tumor que regula o ciclo celular e previne a proliferacdo descontrolada. Relativamente
ao prognostico, este € o subtipo com pior progndstico. Nao possui um alvo terapéutico
determinado comparativamente aos outros subtipos do cancro da mama, por este motivo
ndo tem uma boa resposta a terap€utica anti estrogénica e aos anticorpos monoclonais
anti-HER2 (Sharma et al., 2018; Vieira et al., 2008).

O subtipo normal Breast-like existe uma expressdo aumentada de alguns genes
conhecidos no tecido adiposo e noutros tecidos nao epiteliais. Verificou-se que este tipo
de tumores demonstram uma elevada expressio para genes epiteliais e baixa expressao
para os genes do epitélio luminal. Posto isto, ainda existem algumas lacunas a nivel

clinico e na sua distincdo (American Cancer Society, 2013; Vieira et al., 2008).
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Tabela 1: Subtipos do cancro da mama (adaptado de Cardoso, 2011)

Luminal A Luminal B HER positivo Basal
(triplo negativo)

Prognéstico Prognéstico Geralmente G3 Geralmente G3
favordvel desfavoravel
G1 ou G2 G2 ou G3
RE e RP altos RE e RP baixos RE e RP negativos RE e RP negativo
HER negativo HER negativo ou positivos HER negativo

HER positivo

2.2- Cancro da mama em Portugal

Os cancros mais frequentes em Portugal em 2010 foram: o cancro colorretal,
cancro da proéstata, cancro da mama e do pulmao. O total de casos de cancro em Portugal
foide 51,2%, dos quais cerca de 31,1% foram casos de cancro da mama no sexo feminino.
Deste modo, foi possivel observar que é um tumor mais frequente no sexo feminino
(Oncol, Editado, & Gentil, 2010).

O cancro da mama € uma das principiais causas de morte em Portugal, tendo
variacOes na mortalidade verificando-se um aumento pouco acentuado do niimero de
6bitos assim como na mortalidade padronizada no sexo feminino. Os valores de 2015
comprovam este aumento discreto, pois houve acréscimo de 0,3% comparativamente ao
ano anterior (Tabela 2). Constatou-se que existe uma diferenga geografica da mortalidade
em Portugal, sendo a zona mais afetada € a regido dos Agores. (Direc¢ao-Geral da Saude,

2017)

Tabela 2: Indicadores de mortalidade associados ao cancro da mama no sexo feminino (retirado de DGS,
2017)

201 2012 2013 2014 2015

" 1 9CT

- 752 1.640 1.660 1.683

L

Mamero de obitos

u_'; (=11
=

Taxa de mortalidade padronizada

—_— A 170 A
] [ Fi- [

No ano de 2016, houve um aumento significativo no programa de rastreios
oncoldgicos. Havendo assim uma expansao a nivel da cobertura geografica, aumentando
o numero de rastreios e verificou-se uma evolu¢ao na adesdo (+5%). De forma a colmatar

esta problemadtica o nimero de mulheres convidadas e rastreadas tem vindo a aumentar
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significativamente abrangido 83% da populagdo nacional. Na regido do Norte do pais
conseguiu-se atingir cobertura geogrifica de 100%. Os rastreios para doencgas
oncoldgicas permitem alertar a populacdo para este problema de forma a detetar casos

precocemente e minimizar a taxa de mortalidade (Andrade & Ferreira, 2016; Direc¢ao-

Imunoterapia no cancro da mama

Geral da Saude, 2017).

Figura 1: Evolugdo do nimero de mulheres convidadas e rastreadas (retirado de DGS, 2017)

O Sistema Nacional de Satde (SNS) aumentou o consumo de medicamentos
oncoldgicos a nivel hospitalar, tendo-se registado um crescimento de 6% no ano de 2016.
Este aumento foi mais significativo no grupo dos imunomoduladores principalmente a

nivel hospitalar. Por sua vez, a despesa para o SNS aumentou cerca de 7% por serem

600.000
500.000
400.000
300.000
200.000
100.000

0

J

N° Mulheres
convidadas

N° Mulheres
rastreadas

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

tratamentos dispendiosos (Tabela 3) (Direccao-Geral da Satde, 2017).

Tabela 3: Consumo de medicamentos do SNS segundo o Plano Nacional de Doengas Oncolégicas no
meio hospitalar (retirado de DGS, 2017)

CFT Descricdo 2015 2016 Variagio 2015 2016 Variacao
Citotdxicos 6744172 7.071.424 +48% 113483460 116.689.523 +2 B
Imunomeduladores 328,000 348,207 +,4%  OE048763  111.269.519 +12,4%
Hormonas + 23970615  25551.237 +7% 23570615 25651237 1%

antihormonas
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2.3- Carcinogénese mamaria

2.3.1-Iniciacao tumoral

A iniciac@o tumoral ¢ um mecanismo pelo qual as células normais t€ém o primeiro
impacto mutacional, proporcionando beneficios de crescimento e sobrevivéncia. Podem
ocorrer alteracdes do DNA continuamente, para que uma célula maligna origine um
cancro, os mecanismos de regulacdo podem falhar ou ser ineficientes. Na grande maioria
dos casos uma mutagdo € insuficiente para existir progressdo para um cancro, sendo
necessario cerca de quatro a cinco mutacdes. Estas mutagdes tém de ser transmitidas aos
longo das geragdes impreterivelmente. Relativamente ao microambiente inflamatério
verificou-se que existe um aumento das taxas de mutacdo e proliferacdo das células
mutadas (Grivennikov et al., 2010).

Os radicais livres sao produzidos pelo organismo por diversos mecanismos, tanto
através de processos metabdlicos aerébios como através das células inflamatérias. Os
radicais livres t€ém a competéncia de inter-relacionar-se com o DNA e causar
modificagdes. As células inflamatérias ativadas sintetizam as Espécies Reativas de
Oxigénio (ROS) e Intermediarios Reativos de Nitrogénios (RNI), tendo a capacidade de
induzir anomalias ao DNA e instabilidade genémica. Contudo, ndo esta claro que ROS e
RNI que sdo produzidas e libertadas pelas células inflamatdrias ativas (neutréfilos ou
macréofagos). Estas t€ém um tempo de semi-vida suficiente para atingir e alterar o DNA.
Alternativamente, as células inflamatorias podem conceber citocinas como TNF-a. Como
hd uma acumulacdo de ROS nas células epiteliais vizinhas, tem sido debatido se os
mecanismos imunomediadores t€ém uma forga critica por detrds da iniciagao tumoral
(Hussain, Hofseth, & Harris, 2003; Meira, Bugni, & Green, 2008; Grivennikov et al.,
2010).

As mutacgdes pS3 sdo causadas pelo stress oxidativo, podendo ser encontradas no
epitélio inflamado e nas células cancerigenas, comprovando que a inflamacao crénica
causa mutacdes no DNA. Aproximadamante 5% dos casos das mulheres portadoras desta
mutacio desenvolvem cancro da mama e sdo diagnosticadas antes dos trinta anos de idade
(Kraus & Arber, 2009; Apostolou & Fostira, 2013).

O processo inflamatério pode promover as alteragdes no genoma humano. A
mutagénese pode desencadear inutilizar ou reprimir os genes ou enzimas que Sao
encarregadas pela sua restauragdo, como por exemplo o ROS. Desta forma, pode-se

constactar que o papel da inflamacdo e a iniciagdo tumoral estdo relacionadas, pois a
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inflamacdo pode desencadear a iniciacdo tumoral mas pode-se constactar também que
anomalias do DNA podem suscitar um processo inflamatdrio e iniciar o desenvolvimento
de um tumor (Hussain et al., 2003; Colotta, Allavena, Sica, Garlanda, & Mantovani, 2009;
Grivennikov et al., 2011).

2.3.2-Promoc¢ao do tumor

No momento em que uma célula maligna é formada, esta comeca a transmitir o
seu genoma a geracdo seguinte. A promog¢do tumor consiste no crescimento do tumor,
deste modo passar de uma célula unica para um tumor primdario desenvolvido.
Relativamente, ao crescimento tumoral inicial estd dependente da amplificacdo da
proliferacdo celular e na redugdo da morte celular. Estes dois processos sdo estimulados
por mecanismos inflamatérios. A promocdo tumoral quando € induzida por uma
inflamacdo, esta pode suceder prematuramente ou tardiamente no desenvolvimento
tumoral podendo levar a activacdo de células pré-malignas ja existentes hd anos. A
inflamacdo vai promover a progressdo do tumor (aumentando a proliferacdo e aumento
da sobrevida) e estd relacionado com angiogénese (Grivennikov et al., 2010).

As citocinas sdo promotores tumorais que activam os fatores de transcri¢cdo. O
Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), Interleucina 1B (IL-1B), Interleucina 6 (IL-6),
Interleucina 7 (IL-7) e Interleucina 17 (IL-17) sdo exemplos de citocinas produzidas pelo
nosso organismo. O TNF-a representa um importante papel na carcinogénese, estando
também envolvido na propagacdo tumoral. A IL-1p tem um papel controverso na
promocao tumoral, pois em baixas concentracdes instiga um processo inflamatério
promovendo as elevadas concentracdes de citoquinas que promovem a progressao do
tumor. Relativamente a IL-6 € possivel analisar nos niveis séricos, pois, em pacientes com
cancro encontram-se com niveis séricos elevados de IL-6. As IL-7 e IL-17 desempenham
uma acg¢do pelas células T auxiliares na promog¢ao tumoral. Em suma, as citocinas tem
uma capacidade de incitar inflamacdo e promover o recrutamento celular (Gaiotti et al.,

2000; Chung & Chang, 2003; Kai et al., 2005; Bonecchi et al., 2009).

2.3.3-Angiogénese

A angiogénese consiste no aumento sanguineo intratumoral, ou seja, aumenta a
capacidade de crescimento e metastiza¢do. Baseia-se no surgimento de novos capilares
que estdo ligados aos vasos existentes, resultando de um equilibrio complexo entre fatores
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pré-angiogénico e antiangiogénese. Este equilibrio é imprecindivel para o crescimento
dos tumores primérios e na metastasizacdo. O processo de angiogénese ocorre devido a
caréncias nutricionais, nomeadamente pela falta de oxigénio. Assim sendo, quando existe
uma caréncia de oxigénio nas células tumorais, estas podem entrar em hipoxia. A hipoxia
vai desencadear um processo inflamatério conduzindo ao recrutamento das células
imunitdrias estendendo a formagdo dos novos vasos. Posto isto, derivado ao estado de
hipoxia os TAMs sdo recrutados tendo uma funcao importante na angiogénese. Os TAMs
irdo produzir quimiocinas e fatores de angiogénese, como por exemplo a interleucina 8
(IL-8), quimiocina L1 (CXCL1), quimiocina L8 (CXCLS8) e Factor de Crescimento do
Endotélio Vascular (VEGF). As quimiocinas vao ter uma accao proliferativa das células

(Grivennikov et al., 2010; Trédan et al., 2015; van Uden et al., 2015).

2.3.4- Metastizacido

No ano de 1980, o investigador Stephen Paget criou a teoria da semente e solo
para o processo da metastizacdo, sendo que a semente corresponde as células tumorais e
o solo ao ambiente apropriado para o processo. Esta teoria tem vindo a ser desenvolvida.
O microambiente tumoral € um ponto critico no desenvolvimento da metastase. As
células malignas estdo constatemente a interagir com as células do microambiente
circundante, esta interacdo proporciona a progressao do cancro da mama para um cancro
da mama metastatico. O cancro da mama metastatico € responsavel pelo maior niimero
de mortes (Weigelt et al., 2005; Scully et al., 2012; Murray & Conghlin, 2014).

A cascata metéstica € composta por uma série de etapas sequenciais, quando uma
das etapas ndo € cumprida o processo da metastizacdo € interrompido. A metastizacao
inicia-se com a invasao, posteriormente ocorre a migracao e mobilidade. Ocorre a invasao
local do tecido hospedeiro circudante por células tumorais e persiste até atingir os vasos
sanguineos ou vasos linfaticos (Figura 2) (Ha, Faraji, & Hunter, 2013; Scully et al., 2012;
Sergey V. Kozin, Walid S. Kamoun, Yuhui Huang, Michelle R. Dawson, Rakesh K. Jain,
2010).
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Figura 2: Células tumorais circulantes na corrente sanguinea (adaptado de Scully et al., 2012)

A etapa da invasdo inicia com o ataque das células tumorais no tecido hospedeiro
circudante. Posto isto, as células tumorais que invadem o tecido circudante iram provocar
uma alterac@o na adesao célula-célula primeiramente e em seguida adesao celular a matriz
extracelular (ECM). A familia das caderinas t€m um importante papel na adesao célula-

célula (Li & Feng, 2011).

A caderina-E vai actuar a nivel da adesdo célula-célula. Para que uma célula
tumoral consiga desagregar das restantes € indispensavel que acontecam alteracdes na
expressao da caderina-E. A caderina-N estd associada as células mesenquimais, estando
assim relacionada com a transicdo epitélio mesenquimal (EMT). Existe evidéncia
cientifica como o EMT esté associado a progressao do cancro, permitindo a invasdo e o
intravasamento na corrente sanguinea. Verificou-se que o aumento da caderina-N
proporciona aderéncia das células tumorais as células estromais, esta ligagdo a ECM
provoca uma resposta mediada por intregrinas, como por exemplo fibronectina, colagénio
e fibrinogénio. As células estromais que ajudam no processo de migracdo das células
tumorais, no caso do cancro da mama, sdo os fibroblastos. Posto isto, constactou-se que
a invasdo provoca uma degradacdo do ECM para possibilitar a penetracdo das células
tumorais nos tecidos circundantes (Guarino et al., 2007; Bonnomet et al., 2010; Mego et

al., 2010; Wendt et al., 2011).
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A segunda etapa consiste na migracdo e mobilidade. Com o intuito de conseguir
um fendtipo mais invasivo, as células tumorais t€m a necessidade de migrar do local
primdrio para outros locais do organismo. Estas podem migrar isoladamente ou
agrupadas. A migra¢do agrupada pode ser alterada para isolada, devido as anomalias
estruturais ou anomalias funcionais das proteinas responsdveis pela adesdo intercelular.
As células tumorais que migram de forma coletiva necessitam da presenca destas forcas
intercelulares. Apds este processo de invasdo circulam na corrente sanginea ou nos vasos
linfaticos, semelhante a um émbolo (Scully et al., 2012).

Relativamente as células tumorais que migram isoladamente, existem duas formas
de migracdo, por movimento mesenquimal que depende de proteases ou por movimento
amebdide independente de proteases. A respeito da migracdo através mesenquima, a
EMT € um rumo critico para migracdo de uma célula tumoral, por isso existird uma
mudanca no fénotipo de epitilial para mesenquimal. O EMT desintrega a adesao célula-
célula, perdendo a caderina-E e expressando marcadores mesenquimais. A vimetina é um
exemplo de marcador mesenquimal. Apds esta perde de adesdo, ocorre uma alteracao na
polariedade. Desta forma inicia a migracao celular desencadeado pelas alteragdes nas
fibras de actina. Estas modificacdes nas fibras de actina vao provocar modificacdes no
citoesqueleto fazendo com que as enzimas proteoliticas sejam activadas e alterem adesao
a matriz celular. As células submetidas 8 EMT sofrem um alongamento, adquirindo uma
forma de fibroblasto de modo a facilitar o seu movimento (Blick et al., 2008; Friedl &
Wolf, 2008; McSherry et al., 2007; Scully et al., 2012).

Por outro lado, as células que se deslocam por movimento amebdéide sdo células
arredondadas semelhantes aos organismos unicelulares primitivos. Estes vado se
movimentar através dos poros da matriz, por deformacdo da forma e por mudangas na
estrutura do ECM. Estas células sdo fracamente ligadas ao ECM perdendo a polaridade e
movimentando-se por caminhos de menor resisténcia (Provenzano et al., 2008; Yilmaz &
Christofori, 2010).

Em suma, as células tumorais recorrem maioritariamente a motibilidade
mesenquimal. Contudo, em certas ocasi¢des podem alterar o modo de migracao seja do

movimento mesenquimal para amebdide como vice-versa (Pankova et al., 2010).
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Figura 3: Cascata de metastizac¢do no cancro da mama (adaptado de Scully et al., 2012)

2.3- Fatores de risco

No cancro da mama os principais fatores de risco sdo idade, historia familiar,
fatores reprodutivos, estrogénio e o estilo de vida (Figura 4). Além do sexo, a idade € um
fator muito importante no risco de desenvolver cancro da mama. E imprescindivel a
realizacdo de mamografias a partir dos 40 anos, visto que a maioria dos casos se
encontram entre os 40-60 anos (Sun et al., 2017).

A histéria familiar estd associada a um grande nimero de casos de cancro, ou seja,
as mulheres que tém uma mae ou irma com cancro da mama estdo suscetiveis a doenca.
Para além da histodria familiar, é necessario avaliar os genes suscetiveis, como o BRCAI
e BRCA2 (Brewer, Jones, Schoemaker, Ashworth, & Swerdlow, 2017).

Os fatores reprodutivos estdo associados a menarca precoce, menopausa tardia e
a idade da primeira gravidez. Por cada ano de atraso da menopausa o risco de cancro da
mama aumenta cerca de 3%. Em oposi¢do, por cada ano de atraso da menarca ou em cada
parto adicional ird haver uma diminui¢do de 5 ou 10% no risco de contrair a doenga,
respetivamente (Dall & Britt, 2017).

Os estrogénios enddgenos e exdgenos estdo associados ao risco de cancro da
mama. O estrogénio endégeno € produzido nos ovarios, sendo que a ovariectomia reduz
o risco desta patologia. As principais fontes de estrogénio exdgenos sao os contracetivos

orais e a terapia de reposicdo hormonal. Desde 1960 que os contracetivos orais sdo
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utilizados e comprovou-se que ndao aumentam o risco de cancro da mama. Em
contraposicdo, a terapia de reposi¢do hormonal que consiste na administracdo de
estrogénios exdgenos e outras hormonas em mulheres na menopausa ou pés-menopausa.
O uso desta terapéutica aumenta o risco de cancro da mama (Campbell et al., 2007;
Soroush et al., 2016).

O estilo de vida tem alterado ao longo dos anos, houve um aumento do consumo
de gordura que contribui-o para o aumento do risco. Além disso, o consumo de dlcool
excessivo provoca um aumento do nivel de hormonas, nomeadamente do estrogénio. A
ingestdo de 35-44 gramas de dlcool por dia eleva o risco de cancro da mama cerca de
32%. Relativamente ao tabaco, existe muita controvérsia, mas foi detetado no fluido
mamdrio de mulheres ndo lactantes residuos mutagénicos provenientes do fumo do
tabaco. Constatou-se que fumar, especialmente em idade precoce, tem um risco associado
ha ocorréncia de cancro da mama (Makarem, Chandran, Bandera, & Parekh, 2013;

Catsburg, Miller, & Rohan, 2015; Jung et al., 2016).

Estilo
de vida

Estrogénio

Fatores _
Reprodutivos y | ' \\%

Historia Familiar
Idade

Figura 4: Fatores de risco no cancro da mama (adaptado de Sun et al., 2017)

2.4- Sinais e Sintomas

O cancro da mama num estado inicial da doenga pode ser assintomatico, mas em
alguns casos podem ser visiveis nédulos cutineos. E imprescindivel avaliar se existem
nodulos perto da mama ou na axila e/ou clavicula, mudanca no tamanho ou forma da
mama, aumento da sensibilidade no mamilo, retracdo mamilar recente, ulceragcdo, eczema
mamilar, mamilo ou aréola com aspeto de “escamas”. Além disto, podem surgir sinais
como secre¢ao de liquido pelo mamilo. Estas secrecdes podem apresentar caracteristicas

sanguinolenta, unicanalicular e espontanea (DGS, 2007).
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2.5- Terapéutica atual

A terapéutica para o cancro da mama tem vindo a evoluir substancialmente e cada
vez mais as técnicas abordadas sdo menos invasivas. A finalidade do tratamento no cancro
da mama € erradicar o tumor, controlar localmente o tumor e prevenir a formacao de
metdstases. As técnicas mais utilizadas sdo: a cirurgia, radioterapia, quimioterapia e
hormonoterapia (Rovera et al., 2013).

A cirurgia € um método de tratamento definitivo e existem dois procedimentos
cirdrgicos possiveis, cirurgia conservadora e a mastectomia. A cirurgia conservadora
consiste na remog¢do do tumor e de uma porcao de tecido saudavel na zona circundante
do mesmo. E utilizada em doentes que exibam condi¢des para efetuar radioterapia, isto
se 0 volume de tumor em relacdo ao volume da mama permitir. A mastectomia é uma
técnica mais agressiva, onde € removido a glandula maméria, mamilo, auréola e podendo
atingir os ganglios linfaticos. Recorre-se a técnica da mastectomia quando nao € possivel
realizar radioterapia, este procedimento € utilizado quando as lesdes se encontram

distantes sendo impossivel serem retirados em bloco (Rebelo et al., 2007).

A radioterapia € uma terapéutica adjuvante quando o doente € submetido a uma
cirurgia do tipo conservadora. Esta técnica deve ser realizada pds-operatério, reduzindo
aproximadamente 50% o risco de uma recorréncia. A radioterapia vai provocar uma
resposta inflamatdria elevada derivado da libertacio dos mediadores inflamatérios e a

necrose celular (White, 2013).

A quimioterapia a utilizar depende do estado da doencga apds andlise dos exames
médicos realizados e da idade do doente. Existem variados ciclos de quimioterapia, sendo
os mais utilizados; fluorouracilo, epirrubicina e ciclofosfamida (FEC) ou ciclofosfamida,
metotrexato e fluorouracilo (CMF) ou por fim doxorrubicina e ciclosfostamida (AC). O
CMF e AC sao considerados muito semelhantes por apresentarem resultados equivalentes

(Berruti et al., 2005; Rebelo et al., 2007).

A hormonoterapia requer uma avaliacdo imunohistoquimica dos recetores de
estrogénio e progesterona, tendo como base a percentagem de células neopldsicas que
deve ser superior a 10% para iniciar a terapéutica hormonal. O tamoxifeno € a primeira
escolha para uma doente pré-menopausa, devido a sua capacidade antiestrogénica nao
esterdide. Deste modo vai concorrer com o estradiol na ligacdo aos recetores de

adenocarcinomas humano. Os inibidores da aromatose, como por exemplo anastrozol, vai
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inibir a formacdo de estrogénios e por sua vez vai reduzir o crescimento de cancros RE
positivos. Posto isto, estes sdo utilizados como primeira linha em mulher com pds-

menopausa (Ribeiro, 2014).

A inflamacdo tem um papel muito importante no crescimento tumoral. Posto isto,
sdo utilizadas vérias moléculas anti-inflamatérias em conjunto com os tratamentos
tradicionais. Os inibidores da Ciclooxigenase-2 (COX-2) tém a capacidade anti-
proliferativa, anti-metastatica, inibidor da angiogénese e supressor do sistema imunitario.
Estudos demonstraram que a utilizacdo do celecoxib é benéfica como terapia adjuvante
no caso do cancro da mama com a mutacao pS3, pois, induz apoptose € a sua capacidade

anti-angiogénica (Yoshinaka et al., 2006).

Relativamente as prostaglandinas sdo capazes de aumentar a expressdo do gene
da aromatase. Esta estimulacdo vai provocar um aumento na biossintese de estrogénio. O

estrogénio € um importante fator na carcinogénese do cancro da mama (Farag, 2015).
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Capitulo I11- Sistema imunitdrio

3.1- Aspectos gerais

O sistema imunitdrio tem como fun¢do manter a homeostase, ¢ um sistema
complexo que requer vdrias células que estdo distribuidas por diferentes locais do corpo.
As células imunoldgicas movimentam-se pela corrente sanguinea e vasos linfaticos. As
células do sistema imunitdrio encontram-se em dois locais: nos 6rgaos linféides primdrios
(medula 6ssea e timo) e nos 6rgdos linféides secunddrios (bago, intestino e ndédulo
linfaticos) (Parkin & Cohen, 2001; Calder, 2013).

O sistema imunitdrio estd subdividido em imunidade inata e adaptativa. A
imunidade inata age em conjunto com a imunidade adaptativa, deste modo permite uma
acdo ripida sendo auténomo do estimulo preexistente. Existem varios procedimentos de
defesa do sistema imunitdrios como barreiras fisicas, quimicas, bioldgicas, constituintes
celulares e moléculas soluveis (Eduardo Coelho Andrade Rua Botucatu et al., 2010).

A imunidade inata tem uma resposta veloz, tendo como células efetoras os
macrofagos, neutrdfilos, células dendriticas e as células NK. Tem a capacidade de
fagocitose e libertacdo de mediadores inflamatorios como as citocinas e quimiocinas. A
imunidade adaptativa vai necessitar da ativacdo de células especializadas, como os
linfécitos e moléculas soldveis que sao produzidas. A resposta adquirida tem vdrias
caracteristicas como a sua especificidade e variedade de reconhecimento, memoria,
resposta especifica, autolimitagdes e tolerancia a certos constituintes do organismo. As
células apresentadoras de antigénios t€m um papel importante na ativacdo da imunidade
adquirida, pois, irdo apresentar os antigénios ao MHC (Elves et al. 2000; Varga, 2000).

As células dendriticas interligam a imunidade inata com adaptativa, pois, estas
capturam e apresentam os antigénios aos linfécitos. Posto isto, sdo chamadas e ativadas
pelo sistema imunitdrio inato e sdo chamados os linfécitos T pela resposta adaptativa

(Banchereau et al., 2000).

Tabela 4: Células e moléculas soliveis do sistema imunitario (retirado de Eduardo Coelho Andrade Rua
Botucatu et al., 2010)
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Componente Imunidade inata Imunidade adquirida
Células Fagdcitos (células Linfacitos T, B & NK/T
dendriticas, macrofagos  Células dendriticas
e neutrafilos) ou apresentadoras de
Células natural- antigenos (APCs)
killer (NK)
Mastocitos, basofilos
e epsinofilos
Moléculas soldveis  Complemento Anticorpos
Proteinas de fase aguda  Citocinas
Citocinas Quimiocinas
Quimiocinas

3.2- O papel do sistema imunitario sobre os tumores

3.2.1- Immunoediting

O papel do sistema imunolégico no reconhecimento e no controlo do crescimento
do tumor € bem sustentado, mas o sistema imunitdrio também pode promover a
progressdo do tumor suprimindo o ambiente antitumoral. O duplo papel do sistema
imunitdrio, na supressdo ou promog¢ao tumoral, é chamado de immunoediting. Este é
composto por trés fases: eliminagdo, equilibrio e fuga (Teng, Galon, Fridman, & Smyth,
2015).

A fase de eliminacdo consiste na elimina¢do das células mutadas. No entanto, as
células malignas t€ém a capacidade de adquirir caracteristicas que lhes conferem
resisténcia a esta fase. Deste modo, as células resistentes a fase de eliminacao irdo originar
novas descendéncias (Mittal, Gubin, Schreiber, & Smyth, 2014; Teng et al., 2015).

Ap6s a etapa de eliminagio € estabelecido um equilibrio, ndo existe regressao nem
promocao tumoral. A fase de equilibrio € semelhante a uma dorméncia, porque as células
cancerigenas batalham pela sua sobrevivéncia e o sistema imunitario luta para eliminar
as células malignas. Depois do decorrer deste processo as cé€lulas sdo menos
imunogénicas, ou seja, apOs as pressdes executadas pelas células imunitérias € feita uma
selecdo das células cancerigenas. As células cancerigenas sobreviventes exibem um
maior nimero de alteragdes no genoma (Koebel et al., 2007; Mittal et al., 2014).

A fase de escape acontece quando as células cancerigenas possuem caracteristicas
que lhes conferem a capacidade de ndo serem detetadas pelas células do sistema
imunitdrio. Deste modo, o crescimento das células malignas deixa de estar comprometida
conferindo a capacidade de crescimento e tardiamente de invasdo dos tecidos

circundantes e posteriormente metastizagdo (Wu et al., 2013; Mittal et al., 2014).
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3.2.2- Evasio ao sistema imunitario

Os tumores tém a capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia a resposta
imunitdria, de forma a escapar as células imunoldgicas. As células tumorais t€ém uma
elevada taxa de proliferacdo dificultando o controlo efetivo do sistema imune, deste
modo, algumas das células tumorais conseguem escapar aos mecanismos de defesa do
organismo. Um dos principais métodos de fuga das células neoplasicas € através da
diminui¢do de moléculas de MHC 1, para ativar os linfécitos T CD8+ € necessdrio a
interacdo entre TCR e MHC I (Harmey et al., 2002; Steeg, 2006).

A baixa expressdo de MHC I proporciona vantagens as células-alvo, ou seja, a
diminuicdo da apresentacdo de antigénios na superficie confere uma maior seguranca das
células tumorais. Diminuindo as hipéteses de reconhecimentos dos antigénios tumorais
pelos linfocitos T CD8+. Quando existem alteragdes na expressao de moléculas MHC 11
estd associado a infiltracdo de linfécitos T CD4+ na regido tumoral (Maccalli,
Scaramuzza, & Parmiani, 2009).

A expressao de certas proteinas envolvidas em diferentes fases do processamento
de antigénios nos proteossomas, como a LMP2 e LMP7, encontra-se diminuida no cancro
da mama. Apresentacdo dos antigénios tumorais fica comprometida, deste modo vai
limitar a resposta imune especifica antitumoral (Smyth, Godfrey, & Trapani, 2001;
Kryczek et al., 2009).

O controlo da resposta imunitario € essencial na prevencdo de doencas
autoimunes. O sistema imunitario tem células responsaveis pela regulagdo do sistema
imunitdrio, tendo uma acdo supressora da resposta e com a finalidade de evitar a
destruicao do sistema. As células T regulatérias, num dado momento como linfécitos T
CD4+/CD25+, tem aptidao de suprimir a ativacdo e proliferacdo das células CD4+ e
CD8+ devido a producdo da interleucina 13 (IL-13). A IL-13 € um potente inibidor da
resposta imunitdria (Yu & Fu, 2006).

As células imunolégicas podem exercer tanto um papel de regulacdo da resposta
imune como pode ser repressor da imunidade antitumoral, facilitando o crescimento do

tumor (Gallimore & Simon, 2008).

3.3- Antigénios tumorais

Os antigénios tumorais estdo presentes no tumor mas também no sangue e noutros

liquidos bioldgicos. Estes sdo fatores fundamentais para diferenciar células normais das
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células tumorais. No cancro da mama os principais antigénios tumorais sao os recetores
HER2 e hormonais (RE e RP) (Ricardo, Almeida, Pedrosa, Leite, & Ribeiro, 2007).

Relativamente ao recetor HER2, € o recetor responsavel pelo crescimento
epidérmico humano do tipo 2. Esta proteina, em condicdes fisiolégicas normais, é
responsavel pelo crescimento das células epiteliais. O gene codificante desta proteina € o
gene ERBB2, posicionado no cromossoma 17, quando ocorre uma mutagdo neste gene
pode desencadear um cancro porque ndo ocorre a regulacao celular. A proteina HER2
localiza-se livre na membrana celular e quando esta se liga ao recetor vai provocar uma
auto-fosforilagdo da tirosina quinase. Deste modo, sdo enviados sinais que regulam o
crescimento celular. Quando existe uma sobre-expressdo deste fator na superfice da
membrana celular, existe uma grande quantidade de moléculas de fator de crescimento
ligando-se as células provocando um crescimento descontrolado. Havendo um aumento
significativo da velocidade de divisdo favorcendo a progressdo do tumor. O cancro da
mama HER2+ € mais agressivo comparativamente aos outros (Apolinério, 2012).

Os recetores RE localizam-se na superficie da membrana nuclear, sdo recetores
dependentes do estrogénio. Existem dois tipos de RE, a e . O estrogénio ¢ fundamental
para o crescimento e desenvolvimento das glandulas mamadrias e o recetor mais
encontrado nesse local € o B. A hormona penetra na célula por difusdo passiva através da
membrana plasmatica, posteriormente vai interargir com o recetor que se encontra na
superficie da membrana nuclear formando-se um complexo alterando a conformacao do
recetor. Este complexo entra no nicleo, onde tem a capacidade de agir como co-fator de
enzima responsavel pela transcricdo genética. O tratamento para os casos com RE
positivo passa pela inativagdo destes recetores de forma a inibir a transcricdo genética
(Haldosén, Zhao, & Dahlman-Wright, 2014).

Os recetores de RP sd@o muito semelhantes aos recetores de RE. Formando o
complexo progesterona-recetor responsavel pela transcricdo genética. Deste modo, os
antagonistas da progesterona sdao essenciais para subtipos com RP positivo (Yip &

Rhodes, 2014).
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Capitulo 1V- Imunoterapia

4.1- Imunoterapia no Cancro da mama

O cancro da mama € o cancro mais comum em mulheres em todo o mundo. As
terapéuticas tradicionais ndo sdo especificas e causam efeitos secunddrios graves, tais
como; nduseas, vomitos, perda de apetite, fadiga, perda de cabelo e deficiéncia cognitiva.
Apesar das respostas serem positivas ao tratamento tradicional nos primeiros estadios da
doenca, muitos doentes t€m recidivas. Devido a estas limitacdes os investigadores

pesquisaram novas alternativas terapéuticas (Moreno Ayala, Gottardo, Asad, et al., 2017).

A imunoterapia tem como objetivo ativar o sistema imunitario de forma a destruir
o tumor e impedir a sua recorréncia. As células efetoras chave neste processo sdo os
linfocitos T citotdxicos (CTL), sdo células preparadas para reconhecer e matar as células
tumorais. Nos ultimos anos, houve um avanco significativo na imunoterapia devido ao
desenvolvimento de vacinas, bloqueio do checkpoint, bloqueio de células T reguladoras,

terapia por transferéncia de células T adotivas e imunoterapia adotiva (Vigneron, 2015).

4.2- Tipos de imunoterapia

4.2.1-Bloqueio do checkpoint

4.2.1.1- CTLA-4

O CTLA-4 é um coreceptor inibitério presente na superficie das células T capaz
de inibir a sua proliferacdo e ativacdo. Este coreceptor vai competir com CD28, para a
ligacdo com CD80 e CD86, estas sdo responsaveis pela ativacao das células T que estdo
presentes nas células apresentadoras de antigénio (APC). CTLA-4 tem uma maior
afinidade com CD80 e CD86 do que para o0 CD28 (Moreno Ayala, Gottardo, Asad, et al.,
2017).

A elevada expressao de CTLA-4 estd associada a um mau prognéstico. CTLA-4
€ um alvo terapéutico aliciante, pois tem a capacidade de melhorar a imunidade
antitumoral em pacientes com cancro da mama. A Food and Drug Administration (FDA)
aprovou o ipilimumab como o primeiro anticorpo monoclonal humanizado contra CTLA-

4. A seguranca e eficicia do bloqueio do CTLA-4 em doentes com cancro da mama
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continua a ser estudada. nomeadamente em associag@o a outros bloqueios imunolégicos

adicionais ou com citotéxicos (Yu et al., 2015; Moreno Ayala et al., 2017).

Relativamente a resposta clinica, o bloqueio do checkpoint pode exibir respostas
Unicas comparativamente a terapéutica tradicional. A eficdcia terapéutica pode ser
observada logo na fase inicial na progressio do tumor. Apesar desta terapéutica ser
inovadora no cancro da mama apresenta uma desvantagem preocupante, a toxicidade
imunolégica. O CTLA-4 vai limitar ativacdo das células T e a progressao tumoral, este
bloqueio vai provocar uma reducao significativa das células T ficando abaixo do limiar
necessdrio. Consequentemente, ird provocar danos colaterais na imunidade como por
exemplo; colite, dermatite, uveite e hipofisite (Bertrand et al., 2015; Shimomura et al.,

2016).

No caso de ocorrer um efeito colateral, o tratamento € suspenso imediatamente e
o doente deve ser tratado com corticosteréides. Consequentemente, este imunossupressor
vai neutralizar o efeito antitumoral da imunoterapia. De forma a colmatar este problema
foi investigado o uso por via subcutanea numa dose baixa com libertacdo lenta de anti-
CTLA-4 perto do tumor. Posto isto, houve uma diminui¢do do anticorpo monoclonal a
nivel sistémico e diminuindo a toxicidade. Esta abordagem promissora deve continuar a

ser estudada (Fransen et al.,2013).

4.2.1.2- PD-1

O bloqueio do checkpoint no tratamento do cancro estd a ser revoluciondrio,
nomeadamente os anticorpos que bloqueiam a interacdo entre PD-1/PD-L1 entre as
células tumorais e as células T. O recetor de morte celular programada 1 (PD-1) indutor

da apoptose das células, pode interagir com dois ligandos; PD-L1 e PD-L2 (Arasanz et
al., 2017).

PD-1 € uma proteina transmembranar expressa em vdrias células imunitarias como
as células T, células B e as células NK. PD-L1 pertence a familia B7 de moléculas co-
inibidoras de apresentacdo de antigénios, sendo expressa por varios tipos de células,

abrangendo as células tumorais (Sharpe et al., 2007; Arasanz et al., 2017).

Similar a interacdo CD80/CTLA-4, a relacdo entre PD-1/PD-L1 é igualmente
antagonista do CD80-CD28. Quando existe a ligagdo PD-1/PD-L1, vai inibir fortemente

a transduc@o do sinal do Recetor de Célula T (TCR) e a co-estimulacdo de CD28, isto
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acontece mesmo em niveis baixos de PD-1. Além disso, controla a indugdo e manutengdo
das células T periféricas e ndo permite a produgdo de citocinas (Chemnitz et al., 2004;

Arasanz et al., 2017).

-

U

Figura 5: Apresentacdo de antigénios (adaptado de Arasanz et al., 2017)

As células T recebem trés sinais da APC. A APC exibe os péptidos antigénicos
acoplados as moléculas MHC a célula T através da ligagdo TCR. Esta interacdo vai
desencadear um sinal intracelular (representado na figura pelo sinal 1). As células T
recebem concomitantemente sinais positivos € negativos. Na figura primeiramente,
observa-se uma ligacdo entre CDS80-CD28 sendo uma interagdo co-estimulatoria.
Seguidamente as duas interacdes abaixo, a ligagdo PD-1/PD-L1 e CD80O/CTLA-4 sdo
inibitérias levando a inibi¢do TCR (representado na figura pelo sinal 2) (Arasanz et al.,

2017).

Verificada a sua ac¢do constatou-se que sdo alvos terapéuticos a utilizar no cancro
da mama, o pembrolizumab € um anticorpo monoclonal seletivo contra PD-1. Pode ser
usado em monoterapia ou concomitantemente com a quimioterapia. O pembrolizumab
encontra-se na Fase Ib no estudo da sua atividade antitumoral no cancro da mama. Este
estd a ser estudado em pacientes com cancro da mama PD-L1+/ER+/HER2-. PD-L1
raramente ¢ expresso no tecido mamdrio normal, mas pode ser expresso pelas células

tumorais. Num estado avangado localmente ou contendo metastases que jd tenha sido
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submetido a vérias linhas de tratamento, o pembrolizumab demonstrou eficdcia em

monoterapia no cancro da mama metastatico triplo negativo (Rugo et al., 2018).

4.2.1.3- Outros pontos de verificacdo imunoldgica

A Imunoglobulina de Células T e Dominio de Mucina 3 (TIM-3) é uma proteina
transmembranar existente nas Linfécito T regulador (Tregs) e células T. A proteina TIM-
3 é codificada por um gene, sendo agora conhecida por ser uma molécula do checkpoint
imunolégico. A TIM-3 tem a capacidade de limitar a atividade das células T
nomeadamente diminuir a resposta das células T e ativagdo dos mecanismos de regulacdo

das células T (Sakuishi et al., 2010; Woo et al., 2013).

TIM-3 é capaz de causar a morte celular das células T, através da ligagdo com o
ligando galectina-9. A galectina-9 pode ser encontrada na APC, como por exemplo nos
mondcitos, macréfagos e células dendriticas. A sua inibicdo da TIM-3 € importante na
resposta antitumoral das células T (Manuscript & Nanobiomaterials, 2013; Gallois et al.,

2014).

TIM-3 € expresso simultaneamente com PD-1. Esta dupla expressdo provoca
maiores falhas na divisdo celular e na produc¢do de citocinas, comparativamente as células
que expressam apenas PD-1. A co-expressdao de TIM e PD-1 também estd associada a
exaustdo dos Linfécitos Infiltrantes do Tumor (TIL) na maioria dos tumores,
nomeadamente no cancro da mama. O bloqueio destes dois fatores tem um papel
fundamental para a melhoria da imunidade antitumoral (Cheng, Zhang, &

Ruangwattanapaisarn, 2016).

O recetor Ativagao Linfocitaria Gene-3 (LAG-3) é uma molécula do checkpoint
imunolégico, a sua fungdo € aumentar a atividade das células T reguladoras, aumentando
a atividade e proliferacio das células T. Este recetor vai ligar-se fortemente as moléculas
MHC de classe II, desta forma auxilia a funcdo das células T reguladoras. LAG-3 € co-
expresso em células T com PD-1 levando a diminuicdo do CTL no tumor. Um alvo
terapéutico para combater este problema € um agente anti-PD-1 (Cellulaire, Inserm,

Gustave-roussy, Desmoulins, & Cedex, 1994; Grosso et al., 2011)

Os farmacos para os alvos terapéutico, TIM-3 e LAG-3, continuam em

investigacdo em fase pré-clinica e clinica. Caso se comprove que o bloqueio destas
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moléculas s@o clinicamente significativas, podem fazer parte do arsenal do checkpoint

em pacientes que expressam altos niveis destes ligantes (Cheng et al., 2016)

4.2.2- Vacina antitumorais

A vacinacao representa um dos métodos mais eficazes na prevencao de doengas.
A prevengao efetuada através da vacinagdo € o método que permite eliminar a propagacao
de uma infecdo, a sua atividade estd relacionada com a induc@o de anticorpos e células B.
As células B sdo responsdveis pela memoria a longo prazo. De outro modo, as vacinas
terapéuticas sdo elaboradas de forma a eliminar a causa da doencga, neste caso eliminar as
células tumorais (Finn & Edwards, 2009; Pulendran & Ahmed, 2011; Subbarao, Murphy,
& Fauci, 2006).

As vacinas anti tumorais tém como principal objetivo atingir respostas
terapéuticas muito especificas. A efetividade das vacinas estd relacionada com CD8+,
essencialmente com os antigénios especificos de forma CTL detetarem e erradicarem as
células cancerigenas disseminadas. As vacinas terapéuticas ativam as células T virgens e
modulam as células T de memdria ja existentes, provocando uma induc¢do da transcri¢do
de CD8+ nao-protetoras para CD8+ saudaveis produzindo CTL (Palucka & Banchereau,
2013a).

A resposta induzida pelas células T primarias é complementada pela inducdo de
células T memoria. As células T memoria sdo mediadoras da memdria imunoldgica,

minimizando o risco de recorréncias (Kirpich, Marsano, & McClain, 2015).

A identificacdo de antigénios tumorais mutados e expressos em grande
quantidade, permite desenvolver novas estratégias de terapéuticas personalizadas.
Terapé€uticas essas que podem ser vacinas ou transferéncia adotiva de forma aumentar a
imunorreatividade antitumoral. Posto isto, existem varios tipos de vacinas antitumorais.
Os tipos variam dependente da fonte imunogénica, ou seja, podem ser péptidos antigénios
altamente expressos pelo tumor, DNA, RNA e vacinas virais. Estas terap€uticas estao a

ser estudadas no ambito do cancro da mama (Moreno Ayala, Gottardo, Asad, et al., 2017).

4.2.2.1- Vacinas de péptidos
Os péptidos imunogénicos sdo constituidos por pequenas sequéncias de
aminodcidos, proveniente dos antigénios tumorais que se ligam as moléculas MHC nas

APC. Este processo vai induzir a resposta do CTL, de forma a detetar e eliminar as células
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tumorais que expressem esse antigénio. Os péptidos aptos a serem candidatos, destinam-
se as células T CD8+ e CD4+4, podem ser apresentados as MHC-1 e MHC-2
receptivamente. Nas células, os péptidos sdo produzidos através de protedlise de proteinas
sintetizadas endogenamente nomeadamente no citosol. Posteriormente sdo carregadas em
moléculas de MHC presentes no reticulo endoplasmético e apesentadas a superficie

celular para vigilancia, efetuada pelas células T CD4+ e CD8+ (Comber & Philip, 2014).

A etapa fundamental no desenvolvimento de uma vacina de péptidos € direcionar
para as células T CD4+ e CD8+ para os péptidos corretos. Posteriormente, deverd ser
apresentado ao complexo MHC e estimular a proliferacio das células T. Os

investigadores estdo a estudar novas técnicas de rastreio de péptidos, de modo a superar
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O recetor alfa de folato (FR alfa) esta presente em cerca de 80% dos cancros da
mama triplo negativos, estando associado uma diminui¢do da sobrevida livre da doenca.
Foi desenvolvida uma vacina peptidica constituida por 5 epitopos de péptidos
imunogénicos para o recetor FR alfa, para a prevencdo de recorréncias de tumores
mamdrios. A vacina é administrada por via intradérmica, como adjuvante € administrado
concomitantemente um fator de crescimento e estimulagdo (GM-CSF). Deste modo, vai
provocar uma resposta citotoxica pelos linfocitos T contra os recetores FR alfa. Esta
vacina esté a ser testada em combinagao com ciclofosfamida em doentes com cancro da

mama, que ndo responderam ao tratamento standard (Zhang et al., 2014).

O HER2 pertence a familia do recetor do fator de crescimento epidérmico de
tirosina quinase transmembranar, ferramenta essencial para o crescimento e divisao das
células sauddveis. A sua expressao excessiva estd associada a proliferagdao anormal das
células, tornando-se um biomarcador e um alvo terapéutico, principalmente no cancro da
mama. Cerca de 25-30% dos doentes com cancro da mama apresentam esta elevada
expressao de HER2, demonstrando um aumento da atividade do tumor sendo um
indicador evolutivo desfavordvel na doenca. As vacinas derivadas de HER2 sdo uma
abordagem aliciante para doentes com cancro da mama HER2+, sendo utilizado na

prevengao de recorréncias porém ainda se encontram em estudos (Zhu & Verma, 2015).

As vacinas peptidicas induzem uma resposta antitumoral adaptativa,
proporcionando uma memoria imunoldgica antitumoral. Apresentando uma vantagem
clinica significativa comparativamente aos anticorpos HER2, como o trastuzumab ou
pertuzumab. Estes sdo imunoterapéuticos passivos, ou seja, ndo geram memoria

imunoldgica (Schneble et al., 2014; Moreno Ayala et al., 2017).

Este tipo de vacinas possui uma regido imunogénica, 0 que vai minimizar o risco
de reacOes cruzadas e os efeitos adversos. A ocorréncia destes efeitos € mais comum

quando sdo utilizados antigénios inteiros ou lisados tumorais (Paula Peres et al., 2015).

4.2.2.2- Vacinas de DNA

As vacinas de DNA contém um plasmideo com a capacidade de codificar a
transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT). A hTERT € uma enzima
ribonucleoproteina que preserva o tamanho e estabilidade do cromossoma, protegendo o
DNA. Pode ser encontrado em cerca de 85% das células tumorais apresentando duas

mutacdes imunogénicas. A expressao excessiva correlacionada com a sobrevida e
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proliferacao das células tumorais (Coveler, Bates, & Disis, 2010; Benedetti,

Dell’ Aversana, Giorgio, Astorri, & Altucci, 2017; Moreno Ayala et al., 2017).

Ap0s estas descobertas, torna esta vacina um alvo aliciante na imunoterapia, mas
ainda existem poucos estudos relativos ao uso desta vacina em pacientes com cancro da

mama num estado avancado (Harley, 2008).

Esta vacina € administrada por via intradérmica. Apds administrag¢do, a proteina
hTERT ¢€ expressa, por sua vez vai ativar o sistema imunitario provocando uma resposta
dos linfécitos T citotoxicos sobre as células tumorais que expressam a telomerase.
Demonstrando a capacidade de quebrar a tolerancia imunolégica proporcionando a morte
das células alvo (Coveler et al., 2010; Yan et al., 2013; Benedetti et al., 2017; Moreno
Ayala et al., 2017).

A vacina de DNA com plasmideo tém a capacidade de codificar a citocina pro-
inflamatoria IL-12, contribui para ativagdo do sistema imunolégico. Desta forma, induz
as células NK e promove as células T citotéxicas. Atualmente estd a ser estudado o uso
da vacina hTERT isolada e em associacdo com outras terapéuticas (Moreno Ayala,

Gottardo, Asad, et al., 2017).

4.2.2.3- Vacinas de Células Dendriticas (DC)

As células dendriticas sdo essenciais para a vacinagdo, pela sua capacidade de
capturar e apresentar os antigénios as células T. As vacinas com células dendriticas
podem ser carregadas com lisados tumorais, antigénios tumorais ou RNA tumoral
(Avigan, 2004; Park et al., 2007; Palucka & Banchereau, 2013; Benteyn, Heirman,
Bonehill, Thielemans, & Breckpot, 2014).

As vacinas DC sdo baseadas em precursores de células dendriticas que
seguidamente sdo carregadas com antigénios tumorais, deste modo vao favorecer uma
resposta imune direcionada e efetiva (Amedei, Benagiano, Della Bella, Niccolai, &

D’Elios, 2011).

Os percursores de DC, como por exemplo mondcitos, sdo isolados a partir do
doente. Posteriormente sdo incubados com citocinas, como a IL-4, impulsionando a
diferenciacao de mondcitos para DC imaturas. Seguidamente € realizada a maturacao das
células DC imaturas, por intervencdo de citoquinas pré-inflamatérias. A cerca do

carregamento com antigénios tumorais (proteinas, acidos nucleicos tumorais ou um
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simples antigénio alvo) pode acontecer a0 mesmo tempo que a maturacdo ou

posteriormente (Figura 7) ( Nicolette et al., 2007; Amedei et al., 2011; Farmac, 2013).

Posto isto, quando estdo maturadas e carregadas com o antigénio tumoral estdo
reunidas as condi¢des para iniciar a administracdo ao doente. Apds administracdo, as
células dirigem-se aos tecidos linféides, ocorrendo uma resposta inata e ativacdo das
células T CD4+ e CD8+. A seguir ativacdo, as células T migram do tecido linféide para

o tecido tumoral impedindo o seu crescimento (Figura 7) (Bhardwaj, 2010).
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Figura 7: Vacinas DC (retirado de Farmac,2013)

Uma das dificuldades no sucesso deste tipo de vacinas € o desenvolvimento de
processos imunossupressores provenientes das células tumorais (Apetoh, Locher,
Ghiringhelli, Kroemer, & Zitvogel, 2011).

Derivado ao microambiente tumoral as DC tem a capacidade de adquirir um
fenotipo tolerogénico, devido a variedade de moléculas imunossupressoras libertadas

contribuindo para a resisténcia tumoral (Steinman & Banchereau, 2007).
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4.2.3- Bloqueio das células T reguladoras

As Treg sdo células essenciais para a conservagao da tolerancia periférica. As Treg
desempenham um papel importante na fuga imunoldgica e na resisténcia a terapéutica.
Deste modo, tém aptiddo de provocar apoptose e ainda de inibir a proliferagdao e
maturagdo das células T efetoras (Safinia, Scotta, Vaikunthanathan, Lechler, &

Lombardi, 2015).

Os doentes com cancro da mama tém uma elevada expressio de Treg
comparativamente com individuos sdos. Os niveis de Treg aumentam quando existe a
progressdo do tumor. A elevada expressio de Treg estd associado a uma baixa
concentracao de células T CD8+, estando associado a um mau progndstico. Desta forma,
tem sido alvo de estratégias para melhorar a imunidade antitumoral devido a sua
capacidade de fuga imunoldgica (Oleinika, Nibbs, Graham, & Fraser, 2013; Nishikawa
& Sakaguchi, 2014).

De modo a combater esta problematica é utilizado quimioterapia metrondmica,
consiste na administracao prolongada em baixa dosagem de farmacos quimioterapéuticos
convencionais, como por exemplo a ciclofosfamida. Demonstrando um decréscimo das

Treg nos pacientes portadores de cancro da mama (Ghiringhelli et al., 2007).

Esta técnica € promissora como tratamento de manutencao em doentes submetidos
a quimioterapia. Apesar dos efeitos colaterais da quimioterapia metrondémica serem
menores comparativamente a quimioterapia tradicional, o uso prolongado desta estratégia
terapéutica eleva o risco de desenvolver tumores malignos secunddrios como a leucemia

(Lien, Georgsdottir, Sivanathan, Chan, & Emmenegger, 2013; Maiti, 2014).

Outra forma de bloquear as células Treg € através da Foxp3. Foxp3 € um fator de
transcricdo expresso pelas Treg, sendo essencial para atividade imunossupressora. O
péptido P60 tem a capacidade de penetrar a célula e ligar-se ao Foxp3 inibindo-o (Casares

et al., 2010).

Ap06s o estudo destes alvos terapéuticos, foi possivel concluir que o bloqueio das
células Treg e a0 mesmo tempo serem utilizadas as vacinas DC carregadas com lisados
tumorais apresentavam uma maior eficicia. Todas as abordagens terapéuticas que

abrangem o bloqueio das células Treg implicam um maior risco de efeitos colaterais
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(Moreno Ayala, Gottardo, Asad, et al., 2017; Moreno Ayala, Gottardo, Imsen, et al.,
2017).

4.2.4-Terapia por transferéncia de células T adotivas

A terapia por transferéncia de células T (ATC) consiste na colheita das células T
do doente. A ATC fraciona-se em ATC modificadas geneticamente ou ATC de linfécitos
infiltrantes, sendo reconhecido o neo-antigénio. Este procedimento € feito com a célula
viva. Seguidamente € reintroduzida no doente, tendo a finalidade de induzir imunidade
antitumoral (figura 8) (Mitchison NA,1955; Illumina, n.d.; Bonini & Mondino, 2015;
Moreno Ayala, Gottardo, Asad, et al., 2017)
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Figura 8: Transferéncia de células adotivas (adaptado de Illumina, n.d.)

Os estudos realizados para compreender o funcionamento das células T e os seus
mecanismos de ativacdo e maturacdo conduziram ao desenvolvimento de diversas
técnicas, de forma aumentar o sucesso terapéutico ex vivo. Inicialmente a estratégia
utilizada foi isolar TIL provenientes de amostras tumorais, através da digestdo ou
desagregacdo das células tumorais. Os TIL podem ser estimulados por diferentes
linhagens de células tumorais tais como, lisados tumorais ou células tumorais do proprio
doente. Apenas numa amostra tumoral € possivel encontrar uma diversidade de linf6citos

com especificidades antigénicas e fenotipicamente distintos (Dudley, Wunderlich,

Shelton, Even, & Rosenberg, 2003).

A administragdo de TIL no melanoma metastitico, onde foi verificado os
melhores resultados, demonstrou uma regressdao do tumor. Contudo, nos doentes com
cancro da mama nio se verificou uma melhoria clinica (Rosenberg et al., 2011; Stanton

& Disis, 2016).
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Os avangos em biologia molecular e engenharia genética conduziram ao
desenvolvimento de dois novos tipos de ATC. Uma das estratégias estd associada a
engenharia genética das células T que t€ém a capacidade de expressdo o recetor de
antigénio quimérico (CAR). O CAR € constituido por um dominio de liga¢cdo do anticorpo
com um alvo antigénico localizado no tumor. A segunda estratégia consiste nas cadeias
a e P das células T, sendo ambas especificas para o antigénio (apTCR). Em ambos os
casos, as células T vao atuar sobre os antigénios tumorais alvo. A diferenca entre estas
estratégias terapéuticas € a dependéncia da expressdo de MHC nas células alvo, sendo
que os CAR nao sdo dependentes da expressio de MHC. O método baseado afTCR ¢
dependente de MHC, assim este método TCR apresenta uma vantagem de permitir atacar

o antigénio na superficie celular ou intracelular (Kalos & June, 2013).

Em suma, na transferéncia de células T adotivas as células T encontram se em
circulagdo ou infiltradas no interior do tumor e sdo coletadas. Se for extraido células T
circulantes podem ser utilizadas duas técnicas; (A) As células T sdo cultivadas e
multiplicadas e s3o novamente administradas ao doente e concomitantemente &
administrada elevadas doses de IL-2, (B) as células T s@o manipuladas de forma a
expressarem CAR ou TCR e por fim em (C) quando sdo utilizados os TILs sdo
selecionados e multiplicados e sdo novamente introduzidos no doente (Figura 7) (Moreno

Ayala, Gottardo, Asad, et al., 2017).
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Figura 9: Terapia por transferéncia de células T adotivas (adaptado de Moreno Ayala, Gottardo,
Asad, et al., 2017)
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De maneira a melhorar a efetividade desta terapéutica continua a ser estudar,
principalmente no reconhecimento de antigénios de regressao tumoral, controlo do tumor
e biomarcadores. Numa futura geracdo de sequenciamento de TCR pode ser uma
ferramenta que pode auxiliar a infiltracao de células T e definir biomarcadores (Hinrichs

& Rosenberg, 2014; Poschke, Flossdorf, & Offringa, 2016).

O ATC ¢é um tratamento personalizado, sendo possivel selecionar diversas
abordagens dependendo do caso, variando de individuo para individuo (Rosenberg et al.,

2011; Moreno Ayala, Gottardo, Asad, et al., 2017).

4.2.5-Imunoterapia adotiva

Nos casos de cancro da mama HER2 positivo a terapéutica mais utilizada é
anticorpos monoclonais como o trastuzumab. FDA em 1998 aprovou o trastuzumab,
como o primeiro anticorpo monoclonal de IgG especifico para atingir as células tumorais
com a capacidade de expressar HER2. Este farmaco tem a capacidade de se ligar e
bloquear HER?2, desta maneira vai inibir outras vias (MAPK, PI3K/Akt) responsaveis

pelo crescimento e proliferacao tumoral (Vu & Claret, 2012).

Ao adicionar células otimizadas pelo trastuzumab podem reconhecer e matar por
toxicidade celular, dependente dos anticorpos provenientes das células NK. A
combinacdo deste farmaco com a quimioterapia em doentes com cancro da mama diminui
consideravelmente a progressdo tumoral e aumenta a sobrevida. Assim foi designado
como tratamento padrao para doentes portadores de cancro da mama HER2+ (Slamon DJ

et al., 2001; Arnould et al., 2006).

O pertuzumab foi aprovado pela FDA em combinag¢do com o trastuzumab e com
a quimioterapia, em doentes com cancro da mama HER2+. No ensaio CLEOPATRA, foi
estudado o uso do pertuzumab com o trastuzumab e docetaxel, foi possivel comprovar
uma melhoria significativa de 38% no risco de morte em comparagdo ao tratamento

padrao (Baselga et al., 2010; D. Jiang, Niwa, Koong, & Diego, 2015).

Uma nova classe de medicamentos designada por anticorpo-conjugado de
farmaco. O primeiro farmaco desta classe foi o trastuzumab-emtansina (TDM-1). Este
novo farmaco combina a efetividade do anticorpo monoclonal (trastuzumab) com a
capacidade citotéxica da quimioterapia (emtansina). O trastuzumab vai ligar-se

especificamente ao HER2 e o emtansina tem a capacidade de entrar no interior da célula.
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Esta terapéutica é mais efetiva e apresenta menos efeitos adversos, esta conclusio foi

baseada no estudo EMILIA que se encontra na fase III (Verma et al., 2012).
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Capitulo V- Imunoterapia e Quimioterapia

A quimioterapia tem sido o tratamento mais utilizado, com a finalidade de exercer
uma acao imunossupressora e pela sua eficacia a nivel citotéxico. Contudo, nos dltimos
anos foi possivel verificar que a quimioterapia pode provocar mudancas imunoldgicas.
Esta terapia pode provocar a morte imunogénica, havendo a possibilidade de aumentar as
moléculas pré-inflamatérias no microambiente tumoral. No decorrer da morte celular
acontecem mudangas a nivel da composicio da membrana plasmadtica, exibindo
calreticulina, a proteina do choque térmico 90 (HSP90) e moléculas pré-inflamatdrias
intracelulares (ATP, HSP70 e HMGB1) (Rasmussen & Arvin, 1982; Kroemer, Galluzzi,
Kepp, & Zitvogel, 2013).

As moléculas pré-inflamatérias vao exercer uma fungdo de ligando do recetor
Toll-like (TLR), deste modo induzem ativa¢do das células DC no microambiente tumoral.
Posto isto, facilita cross-priming e a expansio clonal de células T especificas para

tumores (Mahmood, Rajasekar, Bora, & Andrali, 2015).

A ligacdo entre TLR4 e HMGBI1 exerce um papel revelante na eficicia da
quimioterapia. Os doentes com cancro da mama que demonstram uma perda nos alelos
TLR4 € indicador de mau prognéstico apds quimioterapia adjuvante (Ladoire, Enot,

Andre, Zitvogel, & Kroemer, 2016).

A utilizagdo de substincias quimioterapéuticas no cancro da mama como por
exemplo, os taxanos e o docetaxel. Estes farmacos provocam um aumento da infiltragdo
de células T no interior do tumor. A presencga IFN-y produzida por TIL bem como o ratio
TILs CD8+ versus Treg prevéem um progndstico mais favordvel a quimioterapia

(Demaria et al., 2001; Tsavaris, Kosmas, Vadiaka, Kanelopoulos, & Boulamatsis, 2002).

Concluindo, € necessdrio criar estratégias terapéuticas que combinem a
quimioterapia com a imunoterapia. Visto que o IFN-y atua na expressao PD-L1, tornando
os tumores mais sensiveis ao bloqueio do checkpoint. Foi possivel verificar que doentes
com cancro da mama sem TIL apds tratamento de quimioterapia apresentavam TIL.
Apresentando uma maior sensibilidade para o bloqueio do checkpoint € uma resposta a

terapéuticas mais duradora (Pfirschke et al., 2016).
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Capitulo VI- Conclusdo

O cancro da mama foi considerado durante muito anos como um tumor nao
imunogénico, posto isto, o desenvolvimento e aplicabilidade da imunoterapia foi adiada
durante anos. As evidéncias demonstraram que a falha da resposta imunoldgica favorece

os mecanismos de escape promovendo a progressdao do tumor.

Os tumores mamadrios apresentam elevados niveis de CTLA-4, PD-1, PD-L1,
TREG e TAM. Todos eles podem ser utilizados como alvos terapéuticos com capacidade
de melhorar a imunidade antitumoral. Como os tumores mamadrios exibem multiplos
mecanismos de imunossupressdo, abrem portas para a combinagdo de vérias terapéuticas,
como por exemplo a combinagdo das vacinas antitumorais com inibi¢ao de Treg ou

bloqueio do checkpoint.

Os mecanismos imunossupressores podem variar de individuo para individuo,
sendo essencial determinar os biomarcadores e os antigénios tumorais, de forma a prever

a eficacia do tratamento.

Ao longo de muitos anos, a quimioterapia foi tradicionalmente utilizada e
considerada como imunossupressora, sendo inapropriada para a utilizagdo concomitante
com a imunoterapia. Apds exaustivos estudos, demostraram que este paradigma esta
errado, a quimioterapia melhora a eficidcia de muitas abordagens imunoterapéuticas.
Continuam a ser testado a utilizacdo da imunoterapia e a quimioterapia, o que ajudaria a
melhorar a imunidade antitumoral e a reduzir doses ou a durac¢do da quimioterapia. Desde

modo, diminuir a gravidade dos efeitos secundéarios provenientes do tratamento.

Concluindo, existem evidéncias que demonstram que o cancro da mama € um
forte candidato para a utilizacdo da imunoterapia. Continuam a ser estudadas estratégias
imunoterapéuticas multiplas, como a utilizacao de anticorpos monoclonais que bloqueiam
o checkpoint imunolégico, antigénios associados ao tumor, vacinas antitumorais ou a
manipulacdo de células T. Posto isto, as estratégias imunoterapéuticas anteriormente
rejeitadas para o tratamento do cancro da mama, agora surgem como novas ferramentas

no combate esta neoplasia.
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Anexo I- Fases dos farmacos em estudo na imunoterapia (Moreno Ayala, Gottardo,

Asad, et al., 2017)
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