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Resumo

O sistema imunoldgico ¢ extremamente importante na manutencdo da
homeostasia de qualquer organismo. No entanto, certas doencgas conseguem estabelecer-

se comprometendo assim, por vezes, a sua sobrevivéncia.

No cancro, as células imunitarias podem promover a eliminagdo das células
malignas ou até mesmo contribuir para o desenvolvimento tumoral. De facto, sao
inumeros os fatores que contribuem para o desenvolvimento de um tumor. Entre eles
constam a inflamacao, as células do sistema imunitario, fatores genéticos, a exposi¢do a
compostos carcinogénicos, entre muitos outros, sendo por isso extremamente importante
estudar e compreender cada um deles, de forma a direcionar e otimizar os tratamentos

existentes.

Desenvolve-se entdo um método de tratamento, a imunoterapia, que utiliza o
sistema imunolégico do hospedeiro no combate ao cancro. Dentro da imunoterapia,
existem vdrias vertentes, nomeadamente os inibidores do checkpoint, as vacinas e a
transferéncia celular adotiva (ACT), apresentando qualquer uma delas um enorme
potencial. Atualmente, ja sdo varias as combinagdes e variantes terapéuticas exploradas
que ajudam a potenciar este tipo de tratamento oncolégico. E o caso da ACT que promove

a libertacao local de agentes terapéuticos e a manipulagcdo do microbioma,

A Sequenciagdo de Ultima Geragdo (NGS) ¢ uma ferramenta bastante util que,
permitiu ndo s6 aumentar os conhecimentos sobre o genoma das células tumorais e sobre
os mecanismos intracelulares envolvidos na progressdo tumoral, mas também,

desenvolver novos alvos (neo-antigénios) e terapéuticas para o tratamento do cancro.

No entanto, apesar do longo caminho j& percorrido, ainda ha muito a fazer e a
alcancar. Contudo, as novas moléculas em desenvolvimento, ¢ a combinacdo de

terapéuticas irdo culminar, certamente, numa Nova Era no tratamento do cancro.

Palavras-chave: Sistema Imunitario; Cancro; Imunoterapia; Sequenciacdo de ultima

Geragao



Abstract

The immune system is extremely important to the maintenance of the organism
homeostasis. However, sometimes certain diseases can establish and therefore

compromise its survival.

The competitive interaction between the immune system and cancer cells can
promote the eradication of the malignant cells or, otherwise, contribute to the tumor
development. Indeed, several factors can contribute to the tumor development such as
inflammation, the immune cells, genetic factors, exposure to carcinogenic compounds,
among other factors. Accordingly, the study and understanding of each one of these

factors is essential to direct and optimize the current therapies.

To avoid this issue, a new kind of therapy denominated immunotherapy emerged
which takes advantage of the host immune system to better fight cancer. The checkpoint
inhibitors, cancer vaccines and Adoptive Cell Transfer (ACT) of immunotherapy, as well
as many others, have huge potential in cancer fighting. Currently, there are already being
exploited several combinations and variants of this kind of therapy capable of improve
the cancer treatment. This is the case of ACT that promotes the local release of therapeutic

agents and microbiome manipulation.

Furthermore, through Next Generation Sequencing (NGS) it was possible to
improve the knowledge of the tumor cells genome and intracellular mechanisms involved
in tumor progression, as well as the development of new targets (neo-antigen) and new

therapies for the cancer treatment.

However, besides all the improvements regarding cancer research, there is still
much to do and achieve in this field. Nevertheless, the emerging molecules in
development and the combination of therapies are certainly a step forward to a new age

in cancer treatment.

Keywords: Immune System; Cancer; Immunotherapy; Next Generation Sequencing
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Capitulo I- Introdugdo

Capitulo I- Introducdo

O sistema imunologico ¢ extremamente importante para a sobrevivéncia dos seres
vivos. Desregulagdes neste podem acarretar consequéncias muito graves, como ¢ 0 caso
das doengas autoimunes e do cancro (Caspi, 2008).

Alteragdes ao nivel do genoma das células que compdem um organismo estao
constantemente a ocorrer, porém, a grande maioria destas ndo se consegue estabelecer,
isto porque existem mecanismos que ou as reparam, ou promovem a eliminacao da célula
portadora da mutagdo. Contudo, por vezes estes mecanismos falham, ou como ¢ no caso
das células cancerigenas, estas alteracdes conferem as células malignas a capacidade de
“escapar” a acdo do sistema imunitario (Kim, Emi & Tanabe, 2007; Torgovnick &
Schumacher, 2015).

Cada vez mais, devido ao aumento da esperanga média de vida, a prevaléncia e a
incidéncia do cancro tem vindo a aumentar, assim como, as necessidades da populagdo
em obter um tratamento eficaz, seguro e que permita a manuten¢do de uma vida com
qualidade (Dire¢ao-Geral da Saude, 2015).

Apesar das varias moléculas e terapéuticas que existem para o cancro, nenhuma
delas se equipara a imunoterapia (Sharma & Allison, 2015a).

A imunoterapia, sendo o unico método de tratamento do cancro que usa o sistema
imunitario como arma, consegue assim obter ndo s6 especificidade como memoria. Para
se alcangar o patamar que hoje a terap€utica imunologica ocupa, a sequenciagao de tltima
geragdo (NGS) desempenhou um papel crucial (Sharma & Allison, 2015a).

O presente trabalho resulta de uma intensa pesquisa bibliografica que envolveu a
consulta de sites como o PubMed, a B-on, o Medscape. Vao ser abordados temas como:
o papel da inflamagdo e do sistema imunitario no desenvolvimento tumoral; quais os
progressos que a NGS permitiu alcangar na luta contra o cancro; que terapéuticas existem
atualmente na imunoterapia. Para além disso, serdo mencionados ainda alguns aspetos,
como ¢ caso do microbioma e da IDO (indolamina-2,3-dioxigenase), capazes de afetar

essas mesmas terapéuticas devido a sua influéncia sobre o sistema imunitario.



A Imunoterapia no Tratamento do Cancro

Capitulo II- Portugal e o Cancro

O cancro ¢ um enorme flagelo a nivel mundial. Para além de ser responsavel por
uma em cada sete mortes no mundo inteiro, apresenta também uma taxa de mortalidade
superior a do VIH (virus da imunodeficiéncia humana), da tuberculose e da malaria
juntos. Estimativas de 2012 apontavam para a existéncia de 8,2 milhdes de mortes devidas
ao cancro, ¢ para cerca de 14,1 milhdes de pessoas diagnosticadas com esta doenga
(American Cancer Society, 2015).

Ao longo das décadas, muitos t€m sido os avangos tecnologicos e cientificos que
tém contribuido para o aumento da esperanca média de vida e para uma melhor qualidade
da mesma. Segundo a OMS (Organizacdo Mundial de Saude), Portugal desde 1990 até
2013 passou de uma esperanga média de vida de 74 anos para 81 anos apOs o nascimento,
e de 20 para 24 anos ap6s os 60 anos. Em 2015 a maioria da populagdo encontrava-se na
faixa etaria dos 40-44 anos, e espera-se que em 2035 a maioria da populagdo esteja
concentrada na faixa etaria dos 55-64 anos (Direcao-Geral da Saude, 2015, 2016; World
Health Organization, 2015).

Com o aumento da esperanga média de vida, também se verificou o aumento da
prevaléncia de determinadas doencgas na populagdo. Enquanto em algumas delas, a taxa
de mortalidade apresenta uma reducdo (Doencas do Sistema Circulatorio, Doengas
Cerebrovasculares), noutras, tal ndo se verifica (Tumores Malignos, Doengas do

Aparelho Respiratorio) como se observa na figura 1 (DGS, 2015).
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Figura 1: Taxa de Mortalidade associada a Doengas do Sistema Circulatério, do Aparelho Respiratorio,

Cerebrovasculares e a Tumores Malignos (adaptado de DGS, 2015).
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Capitulo II- Portugal e o Cancro

Em Portugal, as doengas cronicas sdo responsaveis por 85% da morbilidade,
seguindo-se lesdes (9%) e outras situagdes patologicas, como sdo exemplo as infegdes do
trato respiratdrio superior e o VIH (6%) (DGS, 2015).

As neoplasias sdo um dos grupos de doencas que mais contribuem para a
morbilidade, incapacidade e morte prematura, tendo uma grande influéncia, por isso, na
saude e qualidade de vida da populagdo portuguesa (17%), como se verifica na figura 2.
No entanto, se apenas se considerar a morbilidade, o impacto na satide dos cidadaos ¢ de
apenas 1,36%. Verificou-se ainda que, em 2013, os tumores malignos foram responsaveis
por 24% da mortalidade geral e por 41% da mortalidade prematura (antes dos 70 anos de

vida) (DGS, 2015).

20
$
< 15
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& 10
=
51 5
5
A 0

u Doengas do Sistema Circulatorio

E Neoplasias

= Perturbagdes Musculo-Esqueléticas
Doengas do Foro Mental e Comportamental

H Diabetes ¢ outras Doengas Endodcrinas; Doengas do Sangue; Doengas do Aparelho Urogenital

Figura 2: Doengas com maior Impacto sobre a Populagdo Portuguesa, em termos de Morbilidade,

Incapacidade e Morte Prematura (adaptado de DGS, 2015).

Segundo a Dire¢ao Geral de Saude (DGS), em 2010, os quatro tumores com maior
incidéncia em Portugal foram o cancro da proéstata, seguido do cancro da mama, do cancro
colon e do cancro da traqueia, bronquios e pulmao. Na mulher, os quatro principais
tumores malignos foram o cancro da mama, seguido do cancro no colon, da glandula
tiroideia e do estobmago. J4 no homem, o cancro da prdstata foi o que apresentou uma
maior taxa de incidéncia, seguindo-se o cancro ao nivel da traqueia, bronquios e pulmao,

cancro do colon e cancro do estomago (DGS, 2016).
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A Imunoterapia no Tratamento do Cancro

O cancro da mama tem ao longo dos anos apresentado uma taxa de mortalidade
essencialmente crescente (2008- taxa de mortalidade de 28,8%; 2012- taxa de mortalidade
de 31,9%). Em 2013 o panorama parecia ter melhorado, com um decréscimo de 2% na
taxa de mortalidade face ao ano anterior (taxa de mortalidade de 29,9%). Mas na verdade,
em 2014 os valores voltaram a aumentar (taxa de mortalidade de 30,4%), tendo a
Administragdo Regional de Saude de Lisboa e Vale do Tejo (ARS Lisboa e Vale do Tejo)
apresentado os valores mais elevados de 6bitos (525 o6bitos) (Diregao Geral de Saude,
2014, 2016).

Prevé-se que a incidéncia do cancro em Portugal continue a crescer, chegando
mesmo a ultrapassar em 2030 os 60 000 habitantes (em 2015 estima-se que esta rondou
os 50 000 habitantes) (DGS, 2016).

Com o objetivo de tentar diminuir a taxa de mortalidade provocada pelo cancro,
torna-se imprescindivel adotar habitos de vida saudéaveis, como ndo fumar, ndo ingerir
bebidas alcodlicas (ambos iniciadores de neoplasias). Por outro lado, ¢ ainda importante
promover, junto da populacdo, habitos de rastreio, de monitoriza¢do e de vigilancia.
Devido a evolugdo demogréfica e a crescente exposi¢cdo da populagdo a fatores de risco,
a incidéncia do cancro tende a ser cada vez mais elevada, como observado através das
projegdes nacionais (DGS, 2014, 2015).

Em relagdo ao consumo (em quantidades) e aos gastos por parte dos hospitais
relativamente a hormonas ¢ anti hormonas, estes t€ém vindo a decrescer. Porém, o mesmo
J4 ndo se verifica em relagdo aos imunomoduladores e aos citotoxicos, que aumentaram.
Pode-se entdao assim concluir que de 2011 a 2014 houve um aumento na quantidade de
antineoplésicos utilizados nos hospitais, apresentando o ano de 2014 o valor mais
elevado. Ja em relacdo aos custos que o uso deste tipo de medicamentos acarreta para os
hospitais, o valor decresceu entre 2011 e 2014 (376 117 875 €; 374 555 244 €,
respetivamente) (figura 3) (DGS, 2014, 2016).
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Capitulo II- Portugal e o Cancro
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Figura 3: Dispensa de Medicamentos utilizados no tratamento de Neoplasias nos Hospitais do SNS

(Sistema Nacional de Saude) (DGS, 2014, 2016). -Os dados de 2014 sdo preliminares.
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A Imunoterapia no Tratamento do Cancro

Capitulo I11- Sistema Imunitdrio Versus Células Malignas

1- O Papel da Inflamacao

A inflamacdo consiste numa resposta fisioldgica do organismo a um determinado
estimulo, sendo varios os mediadores e as moléculas que intervém ao longo de todo o
processo. Ao longo do tempo, tem-se verificado que as respostas inflamatorias
desempenham um papel muito importante nas diferentes fases do desenvolvimento
tumoral. Estas acabam mesmo por influenciar a resposta imunologica e também a propria
resposta a terapéutica, podendo tanto beneficid-la como prejudica-la (Grivennikov,
Greten & Karin, 2010).

Foi no século IXX que Rudolf Virchow observou pela primeira vez a presenca de
células do sistema imunitario no interior de tumores. Ja nesta altura, comegavam-se a dar
0s primeiros passos numa teoria que relacionava a inflamac¢do com o desenvolvimento
tumoral. Apesar dos inimeros avangos neste campo, a verdade € que apenas na ultima
década ¢ que se conseguiram alcancar evidéncias sobre o papel desempenhado pela
inflamagao no cancro e que se entenderam alguns dos mecanismos moleculares inerentes
a essa mesma resposta. Atualmente, ja se sabe que a inflamagao apresenta um papel muito
importante na tumorigénese, tendo-se igualmente verificado que o microambiente
inflamatorio que se gera em torno das células malignas ¢ extremamente importante e
essencial para o desenvolvimento de qualquer tumor (Aggarwal, Vijayalekshmi & Sung,
2009; Martin-Orozco et al., 2009; Grivennikov et al., 2010).

Existem inumeros fatores que podem levar ao aparecimento do cancro. De todos
eles, a heranga genética (de genes alterados) e as mutacdes somaticas que ocorrem durante
a replicagdo do acido desoxirribonucleico (ADN) representam apenas cerca de 5 a 10 %
de todos os cancros. Ja o ambiente e o estilo de vida representam aproximadamente 90 a
95 % dos cancros (Aggarwal et al., 2009).

De facto, a grande maioria dos fatores de risco estdo associados a inflamagdes
cronicas. Efetivamente, cerca de 18% dos cancros estdo associados a infe¢des cronicas,
30% devem-se ao fumo do tabaco, 7% aos poluentes inalados como a silica e asbestos, e
aradiagao (fatores ambientais), 35% a alimentagdo e 20% dos cancros estao associados a
obesidade (Aggarwal et al., 2009).

A exposi¢do e inalagdo de compostos como o amianto e a silica, que por si s6 ndo

apresentam atividade mutagénica evidente, pode com o tempo levar ao desenvolvimento
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de fibrose pulmonar e mais tarde levar ao aparecimento de cancro do pulmao. Estas
moléculas conseguem assim originar um processo inflamatério, que consequentemente
pode promover o aparecimento de células malignas, através da sua acgdo sobre o
inflamassoma e subsequente aumento dos niveis da pro-interleucina-1p (IL-1p) (Dostert
et al., 2008).

Em relagdo ao fumo do tabaco, um trabalho recente de Takahashi, Ogata,
Nishigaki, Broide & Karin (2010), demonstrou que para além de este ser um potente
iniciador tumoral, devido ao seu elevado teor em alcatrdo e outros agentes carcinogénicos,
este tem também a capacidade de funcionar como iniciador, através da inflamagao crénica
que a sua exposi¢ao prolongada e repetitiva provoca. Efetivamente, o fumo do tabaco ¢
outros compostos com o tempo, podem originar DPOC (doenca pulmonar obstrutiva
cronica), condicdo esta relacionada com uma maior probabilidade de se desenvolver
cancro do pulmao (Punturieri, Szabo, Croxton, Shapiro & Dubinett, 2009; Takahashi,
Ogata, Nishigaki, Broide & Karin, 2010).

Da mesma forma, a obesidade, cuja prevaléncia estd a aumentar a um nivel
alarmante, promove a tumorigénese do figado e do pancreas (o risco de cancro> 1,6
vezes) (Grivennikov et al., 2010).

A maioria dos tumores sélidos surge em individuos idosos, uma vez que com o
passar do tempo a acumulacdo de ADN modificado associado a senescéncia celular,
funcionam como iniciadores tumorais que atuam através de mecanismos inflamatdrios
(Grivennikov et al., 2010).

No caso das infe¢des cronicas, como € o caso das infecdes por Helicobacter pylori,
Bacteroides, pelo virus da hepatite B (VHB) ou C (VHC), estas aumentam e muito o risco
de o portador vir a desenvolver carcinoma gastrico, na bexiga e no célon, ou no figado,
respetivamente. Isto porque na tentativa de eliminar o agente patogénico, o sistema
imunitario reage, desencadeando todo um processo inflamatorio, que com o tempo acaba
por levar ao desenvolvimento tumoral. Assim, este tipo de agentes patogénicos por
conseguirem perturbar a reposta imunitaria do hospedeiro e deste modo, estabelecer
infecdes persistentes associadas a inflamagdes cronicas, sdo considerados agentes
tumorigénicos (Wu et al., 2009).

Grivennikov, Greten & Karin (2011) citaram que Coley verificou, ainda na década
de 1890, através de determinadas preparagdes microbianas, que agentes patogénicos
capazes de induzir inflamagdes agudas eram capazes de tratar o cancro. Apesar de ainda

nao se compreender muito bem o que torna a inflamag¢ao aguda eficaz no tratamento do

15



A Imunoterapia no Tratamento do Cancro

cancro da bexiga, atualmente, uma dessas preparagdes microbianas ¢ utilizada no seu
tratamento (Grivennikov et al., 2010).

A propria desregulacao imune e autoimune, através da inflamagao cronica, pode
funcionar como um iniciador tumoral. Exemplo disso ¢ a doenc¢a inflamatoéria do intestino
que aumenta em muito a probabilidade de se vir a desenvolver cancro colo-retal (Waldner
& Neurath, 2009).

No entanto, ha também que ter em conta, que nem todas as doengas inflamatorias
cronicas estao relacionadas com o aumento de risco de cancro. A psoriase, por exemplo,
consiste numa doenca inflamatdria crénica da pele, que nunca ou raramente foi associada
ao cancro (Nickoloff, Ben-Neriah & Pikarsky, 2005).

Ainda nao sao claros quais os fatores que influenciam o aparecimento das doengas
oncoldgicas em determinadas inflamagdes cronicas, como acima referido, porém, uma
possibilidade pode estar relacionada com a maior predisposi¢do que certas porgoes do
organismo tém em estar em contacto com possiveis agentes carcinogénicos, como ¢ o
caso do trato gastrointestinal (TGI) e do figado (Grivennikov et al., 2010).

Como ja foi descrito anteriormente, a existéncia de um processo inflamatorio ndo
obriga necessariamente a existéncia de um tumor. No entanto, quando a inflamacgao se
torna cronica, a probabilidade de esta potenciar a formagdo de um tumor aumenta.
Existem contudo algumas células malignas que através das alteracdes gendmicas que
adquirem, conseguem induzir a formagdo de um microambiente inflamatdrio que por si
so0 vai favorecer o desenvolvimento tumoral (Mantovani, Allavena, Sica & Balkwill,
2008).

O ras por exemplo, ¢ um oncogene que quando expresso tem a capacidade de
modificar o microambiente tumoral. As modifica¢des por ele induzidas sdo a custa do
recrutamento de células do sistema imunitario (leucécitos e linfocitos), da expressao de
moléculas como quimiocinas e citocinas, que funcionam como promotores tumorais, € da
indugdo de fatores que vao promover a angiogénese (Sparmann & Bar-Sagi, 2004; Faria
& Rabenhorst, 2006).

Todas as células de um organismo necessitam de nutrientes e oxigénio, € as células
tumorais ndo sdo excecao. A certa altura do desenvolvimento tumoral, a quantidade de
nutrientes e oxigénio que as células malignas recebem deixam de ser suficientes. Ao
serem privadas das suas necessidades, as células entram em necrose, libertando ao mesmo
tempo mediadores pro-inflamatorios como a interleucina 1 (IL-1) e a HMGBI (high-

mobility group box I protein). Deste modo, toda a resposta inflamatoria que se origina
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leva a formacao de novos vasos sanguineos (angiogénese), que por sua vez vao garantir
assim, a satisfacdo das necessidades e a sobrevivéncia das células malignas (Vakkila &
Lotze, 2004; Karin, 2006).

No entanto, existem outros casos, como no cancro do pulmao de células nao-
pequenas (CPCNP), onde através da secre¢do ativa do versicano (proteoglicano
componente da matriz extracelular) ¢ originado o processo inflamatorio. No CPCNP o
versicano ¢ altamente expresso, € este ao atuar sobre os recetores TLR2 (toll-like receptor
2) das células mieloides (macréfagos) promove a sintese de TNF-a (fator de necrose
tumoral-a). Este fator, por sua vez, tem a capacidade de inibir a apoptose e de promover
a proliferacdo das células malignas via NF-xB (fator nuclear k-B). Por outro lado, o TNF-
o tem ainda a capacidade de aumentar a permeabilidade vascular, favorecendo a
progressao tumoral e o recrutamento de células imunitarias para o local onde o tumor se
encontra (Kim et al., 2009).

Independentemente da maneira de como uma célula tumoral se estabelece, ¢ o
microambiente do tumor que determina se o tumor se mantém ou ndo em
desenvolvimento. O microambiente tumoral ¢ constituido por fibroblastos, células
endoteliais, células mesenquimais entre outras (que constituem o estroma circundante).
Deste ambiente, fazem ainda parte células malignas, células imunitdrias inatas
(macréfagos, neutrofilos, entre outros), células dendriticas, natural killers (NK),
linfocitos T e B, entre outras células. Estas células através da liberta¢ao de citocinas e de
quimiocinas, que atuam de forma autdcrina e paracrina, comunicam umas com as outras,
podendo também participar no desenvolvimento do tumor. No caso de tumores que ja se
estabeleceram, a inflamagdo a eles inerente, funciona claramente como um promotor
tumoral. Deste modo, se ndo for realizado algum tipo de intervengao, dificilmente o tumor
ird regredir (Smyth, Dunn & Schreiber, 2006; Visser, Eichten & Coussens, 2006; Lin &
Karin, 2007; Balkwill, Capasso & Hagemann, 2012).

Através de inimeras evidéncias que tém surgido ao longo dos anos, percebe-se
que tanto o sistema imunitario, como a inflamacao que resultada da sua a¢do, apresentam
um papel ambiguo neste tema tao presente na sociedade atual (Smyth et al., 2006; Visser

et al., 2006; Lin & Karin, 2007).
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1.1- Iniciacdo tumoral

Alteragdes ao nivel do ADN ocorrem constantemente. Contudo, para que uma
c¢lula maligna se consiga estabelecer, sao inumeros os fatores que tém de ser observados
e/ou os mecanismos de regulacao que tém de falhar ou ser ineficazes. Na grande maioria
dos casos, para que uma célula maligna origine um cancro ¢ necessario que esta seja
portadora de pelo menos quatro a cinco mutacdes. Por outro lado, essas mutagdes t€ém de
ser obrigatoriamente transmitidas a geracao seguinte ¢ dai em diante. Em cancros que
apresentam uma rapida renovagao celular, como ¢ o caso do cancro do intestino e da pele,
caso a célula maligna seja uma célula diferenciada, esta assim como as mutag¢des de que
¢ portadora, ndo ird conseguir estabelecer-se, logo nunca ird originar um processo
cancerigeno. No entanto, se as mutagdes ocorrerem numa célula estaminal pluripotente
ou numa célula amplificadora transitoria, a probabilidade de se formar um cancro ¢
bastante elevada. Existem no entanto outros tipos de tumores que partem de células
diferenciadas, como ¢ o caso do cancro do figado. Os hepatdcitos, células diferenciadas,
apresentam capacidade de proliferagdo, e um tempo de vida suficientemente longo para
ndo so sofrerem alteracdes ao nivel do ADN, como também para as transmitirem as
geracgdes celulares seguintes (Grivennikov et al., 2010).

Com as descobertas que se tém feito sobre o microambiente inflamatério, tem-se
proposto que este pode funcionar como um indutor de mutagdes, aumentando assim o
nimero de alteragdes genéticas existentes, e da proliferagdo das células mutadas
(Hussain, Hofseth & Harris, 2003; Meira et al., 2008).

Sado varios os processos fisiologicos que contribuem para a produgdo de
radicais livres. Efetivamente, tanto o metabolismo aerdbio, como as células inflamatorias
favorecem a sua sintese. Os radicais livres, por sua vez, t€m a capacidade de interagir
com o ADN das células e de induzir alteragdes. As espécies reativas de oxigénio (ROS)
por exemplo, sintetizadas e libertadas por neutréfilos e macréfagos (células inflamatorias)
durante um processo inflamatorio, t€ém assim a capacidade de originar instabilidade
genodmica. Podendo por isso ser um fator importante e favorecedor do cancro. No entanto,
ainda ndo se sabe realmente se estas moléculas apresentem um tempo de semi-vida
suficientemente longo que lhes permita alcangar e modificar o ADN das células (Hussain
et al., 2003; Meira et al., 2008; Sakurai et al., 2008; Grivennikov et al., 2010).

Para além dos varios fatores associados ao processo inflamatorio que induzem
e promovem o aparecimento de alteracdes no genoma, a verdade ¢ que a mutagénese

também pode resultar de uma inativagdo ou repressao dos genes ou enzimas responsaveis
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pela sua reparagdo. As ROS, por exemplo, conseguem inativar as enzimas responsaveis
pela reparagdo do ADN através da oxidagdo. A conexao entre a inflamacdo e a iniciagdo
tumoral ¢ bastante complexa e bidirecional. Isto ¢, assim como a inflamagao pode levar,
como ja descrito anteriormente, a iniciagao tumoral, a verdade ¢ que danos ao nivel do
ADN também podem desencadear um processo inflamatdrio e assim promover a
formagao de um tumor (Hussain et al., 2003; Maeda, Kamata, Luo, Leffert & Karin, 2005;
Sakurai et al., 2008; Colotta, Allavena, Sica, Garlanda & Mantovani, 2009; Grivennikov
et al., 2010).

No modelo de carcinoma hepatocelular de Maeda, Kamata, Luo, Leffert & Karin
(2005), induzido pela dietilnitrosamina cancerigena (DEN), as alteragdes que ocorreram
ao nivel do ADN induziram as células a entrar em necrose, originando assim um processo
inflamatoério que, por sua vez, promoveu o desenvolvimento tumoral (Maeda et al., 2005;

Sakurai et al., 2008)

1.2- Promoc¢ao tumoral

Quando uma célula maligna se estabelece, esta comega a transmitir a sua
informagdo genética a descendéncia. O processo de crescimento tumoral que ocorre a
partir desta célula até se atingir o desenvolvimento primario do tumor é denominado de
promoc¢do tumoral. Para que se atinja este desenvolvimento ¢ necessario que a
proliferacdo celular seja superior a morte celular, sendo varios os mecanismos € as
moléculas que afetam este desenvolvimento, podendo estas atuar em qualquer altura do
processo oncologico (Grivennikov et al., 2010).

O NF-«B, por exemplo, estimula a sintese de proteinas anti-apoptoticas: a Bel-2
(B-cell ymphoma 2) e Bel-XL (B-cell ymphoma-extra large). Estas proteinas ao inibirem
a apoptose permitem assim, que as células cancerigenas continuem a diferenciar-se. Por
outro lado, este fator pode também promover a sintese da IL-2 (interleucina 2) e do GM-
CSF (fator estimulante de coldnias de granulocitos e macrofagos), que ao atuarem de
forma paracrina e autocrina podem estimular a prolifera¢do das células malignas (Karin,
Cao, Greten & Li, 2002; Karin, 2006; Grivennikov et al., 2010).

As citocinas sao outro dos grandes exemplos de promotores tumorais. Estas, como
¢ o caso da IL-6 (interleucina 6), do TNF-a e da IL-2 sdo produzidas por inimeras células.
As citocinas tém a capacidade de induzir inflamagdo cronica, e de promover o
recrutamento celular, nomeadamente de TAMs (macréfagos associados a tumor),

MDSCs (células supressoras derivadas da linhagem mieloide), Tregs (linfocitos T
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reguladores) e Th17 (linfocito T auxiliar 17) (principais células recrutadas), que por sua
vez, quando estimuladas aumentam o nimero de mediadores inflamatorios (Bonecchi et
al., 2008).

Foi através de um estudo realizado por Greten et al. (2004), que se demonstrou
geneticamente pela primeira vez o papel que as citocinas, provenientes das células
inflamatorias, detinham na promocao tumoral. Neste trabalho, os autores utilizaram um
modelo de rato com colite associada ao cancro (CAC), tendo verificado que a inativagao
do complexo proteico NF-kB em células mieloides, afetou ndo s6 o crescimento tumoral
(diminuindo-0), como também impediu a sintese de citocinas, como por exemplo a IL-6,
em resposta a doenca inflamatdria (colite) (Greten et al., 2004).

As citocinas atuam essencialmente de forma paracrina, no entanto, as células
cancerigenas adquirem a capacidade de sintetizar as suas proprias citocinas, ndo estando

por isso dependentes de outras células (Gao et al., 2007).

1.3- Angiogénese

Com o crescimento tumoral as necessidades nutricionais, de oxigénio e de outros
compostos das células malignas também aumentam. No entanto, a partir de uma
determinada altura a quantidade de sangue que irriga o tumor deixa de ser capaz de
fornecer as células malignas esses mesmos compostos nas quantidades que estas
necessitam. Consequentemente, as células acabam assim por entrar em hipoxia. Julga-se
que ¢ a partir desta hipoxia, ou dos sinais inflamatérios originados por ela, que ocorre o
recrutamento das células imunitérias, que ira por sua vez levar a formacao de novos vasos
sanguineos (Kujawski et al., 2008; Rius et al., 2008; Joyce & Pollard, 2009).

Os TAMs, por exemplo, desempenham um papel muito importante na
angiogénese tumoral. Estes ao receberem os sinais de hipoxia sdo recrutados, produzindo
quimiocinas e fatores de angiogénese, como a interleucina 8 (IL-8), CXCL1 (quimiocina
L1), CXCLS8 (quimiocina L8), VEGF (fator de crescimento do endotélio vascular), que
vao permitir as células cancerigenas continuar a proliferar (Kujawski et al., 2008; Rius et
al., 2008; Joyce & Pollard, 2009).

O NF-xB também tem a capacidade de induzir a sintese da IL-8 e do VEGF,

contribuindo, assim, igualmente na angiogénese (Karin et al., 2002).
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1.5- Progressao

De todas as fases do cancro, a metastizag@o € o pior cendrio possivel, apresentando
uma taxa de mortalidade superior a 90% (Grivennikov et al., 2010).

A metastizagdo ¢ um processo deveras complexo, constituido por varias etapas
que t€m de ser ultrapassadas para que uma célula maligna se consiga estabelecer num
local diferente do de origem (Kalluri & Weinberg, 2009).

A progressao engloba 4 fases principais. A primeira fase ocorre quando as células
cancerigenas adquirem caracteristicas dos fibroblastos, como por exemplo, maior
capacidade de mobilidade e de invasdo, e conseguem deslocar-se do seu local de origem,
em dire¢do aos vasos sanguineos e linfaticos. Para que uma célula tumoral se desagregue
das restantes, ¢ necessario que ocorram alteracdes na expressao da caderina-E (proteina
de adesdao). A caderina-E, ao nao ser expressa, ou havendo uma diminuicdo da sua
expressdo, permite a célula maligna desagregar-se do tumor e através de integrinas
agregar-se a fibronectina (por exemplo) expressa na matriz celular dos tecidos adjacentes.
Uma vez ligada a estes, sdo varias as proteinas proteoliticas segregadas, como ¢ o caso da
serina, que promovem a desagregacdo da matriz, permitindo assim a célula maligna
migrar. Tanto as células cancerigenas como as células inflamatérias podem sintetizar, e
como tal, funcionar como fonte destas enzimas, demonstrando-se assim, mais uma vez, a
importancia que a inflamag@o e o sistema imunitario tém no desenvolvimento tumoral.
Na segunda fase, ocorre a passagem das células cancerigenas dos tecidos para o interior
dos vasos sanguineos e/ou linfaticos. Esta passagem pode ser facilitada através da
producdo de mediadores inflamatdrios, que ao aumentarem a permeabilidade vascular
facilitam a passagem das células (Joyce & Pollard, 2009; Kalluri & Weinberg, 2009; Zijl,
Krupitza & Mikulits, 2011).

Na terceira fase, as células iniciam a circulacdo ao longo do sistema sanguineo
e/ou linfatico. No entanto, menos de 0,01% das células malignas que alcangam o sistema
circulatorio € que vao efetivamente dar origem a novos tumores. Isto porque, quando uma
célula maligna alcanca, por exemplo, o sistema sanguineo, pode facilmente ser detetada
e eliminada por células do sistema imunitario (NK). Porém, caso a célula maligna se
consiga associar a uma plaqueta ou a um TAM, esta passa a poder circular livremente,
uma vez que nio é detetavel, escapando assim a imuno-vigilancia. E na quarta fase que
as células tumorais em circulagdo se ligam novamente ao epitélio (através de integrinas,
de enzimas proteoliticas e de outros fatores), onde se irdo estabelecer e iniciar todo o

processo, que culminara na formagao de um novo tumor (Joyce & Pollard, 2009).
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Sao muitos os mediadores e as células que intervém nestas fases. O TGF-J (fator
de transformac¢do do crescimento- beta), por exemplo, € responsavel por regular varias
fungdes no organismo, tais como a proliferagao celular, a diferenciacao e a sobrevivéncia.
No caso de um sistema imunitario demasiado ativo, com uma expansao celular muito
acentuada, o TGF-B desempenha uma ag¢do imunossupressora. No caso das células
tumorais o principio ¢ o mesmo, perante uma proliferacdo celular acentuada das células
malignas, determinados sinais, ainda nao estabelecidos, estimulam a sintese deste fator,
que ao atuar sobre as células malignas induz a sua apoptose ou inibe a proliferacao celular.
Por outro lado o TGF-f3 tem ainda a capacidade de atuar sobre o estroma, impedindo que
os fibroblastos e as células inflamatorias produzam fatores que iriam de forma paracrina
promover a proliferagdo celular, e como tal o desenvolvimento tumoral (Massagué, 2008;
Yang & Weinberg, 2008).

Apesar da acdo supressora que o TGF-B apresenta sobre as células tumorais, a
verdade € que as células cancerigenas, ou pelo menos algumas delas, conseguem utilizar
este fator a seu favor. A via do TGF-B pode ser comprometida de duas maneiras. Por um
lado a célula maligna, devido as muta¢des que adquire, pode impedir que o TGF-B se
ligue ao seu recetor, e assim, impedir a ativagdo da via supressora. Por outro lado, em vez
de impedir a ligacdo ao recetor, a célula maligna pode através da perda dos genes
supressores, utilizar o TGF-f a seu favor. Assim, o TGF-f§ ao atuar no recetor da célula
tumoral, ao invés de induzir a apoptose (acdo supressora), ird induzir a transcri¢ao
autocrina de fatores que iram promover a sua proliferacdo. O TGF-f est4 ainda envolvido
na metastizagdo, uma vez que promove a transcri¢cao da IL-11 (interleucina 11) e do fator
de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF), por exemplo, presentes no cancro da mama
e 0sseo metastizado (Massagué, 2008).

O TGF- acaba assim por ser um fator que influéncia e atua em qualquer fase do
desenvolvimento tumoral, apresentando inimeras fungdes assim como um papel duplo

no cancro (Massagué, 2008; Yang & Weinberg, 2008).
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2- Constituicao do Sistema Imunitario

O sistema imunitario tem a capacidade de proteger o organismo de agentes
infeciosos, tais como bactérias, fungos e virus, e de c€lulas originalmente do hospedeiro,
que devido a alteragdes podem comprometer a homeostasia (Segerstrom & Miller, 2004).

Apesar de estarmos rodeados por inumeros fatores capazes de gerar uma infecao,
a verdade € que o sistema imunitario ndo ¢ constantemente estimulado e ndo se encontra
constantemente ativo. Isto acontece porque, para que um do microrganismo, por exemplo,
consiga estabelecer uma infecdo, este tem de primeiro conseguir passar por todas as
barreiras de defesa do organismo. A primeira barreira de defesa é constituida pela pele e
muscosas (barreira fisica), cujo papel ¢ impedir a entrada de qualquer composto ou
microrganismo que possa prejudicar o ser vivo. A segunda barreira € constituida por
células do sistema imune inato (macrofagos, células dendriticas, células NK), que
fagocitam e eliminam os antigénios que de alguma forma conseguem atravessar a barreira
fisica. Caso o agente patogénico consiga escapar as primeiras linhas de defesa o sistema
imune adaptativo, constituido por linfocitos, entra em agdo (terceira barreira de defesa)
(Messerschmidt, Prendergast & Messerschmidt, 2016).

Uma vez sintetizadas na medula 6ssea, as células T ainda imaturas migram até ao
timo. Aqui, os timoécitos (células T imaturas) sofrem um processo de maturacdo e sdo
selecionados. No processo de maturacdo ocorrem alteragcdes no locus do seu recetor
(TCR, recetor das células T), ficando cada célula T com um recetor Gnico (Martin,
Coukos, Holt & Nelson, 2015).

Apbs sofrerem o processo de maturacdo, as células T sdo entdo selecionadas. A
selecdo positiva ou negativa, tem como base a capacidade e a afinidade com que as células
T reconhecem as células do hospedeiro. Para que uma célula seja selecionada
positivamente, esta tem de ser capaz de reconhecer os auto-péptidos através do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC), expressos no epitélio do timo, estabelecendo
ligagdes de baixa afinidade com as auto-proteinas. Se por outro lado, a célula ndo for
capaz de reconhecer o auto-péptido, vendo-o como algo estranho ao organismo, esta ao
ligar-se a ele com elevada afinidade ¢ eliminada através da inducao da apoptose (selegao
negativa). Deste modo, através deste tipo de selecdo, consegue-se garantir que apenas
entram em circulacdo as células que conseguem distinguir auto-péptidos de péptidos
estranhos, estabelecendo-se intercecdes fortes e de elevada afinidade apenas com os

péptidos que nao sdo reconhecidos como sendo do organismo, desencadeando assim uma

23



A Imunoterapia no Tratamento do Cancro

potente resposta imune. Estes dois processos juntos dao origem a aproximadamente 250
mil milhdes de TCRs diferentes (Palmer & Nacher, 2009; Moran & Hogquist, 2012;
Klein, Kyewski, Allen & Hogquist, 2014; Abbas, Lichtman & Pillai, 2015; Martin et al.,
2015; Messerschmidt et al., 2016).

A ativagdo das células B ocorre através da ligagdo de uma sequéncia especifica de
uma dada proteina (antigénio) ao seu recetor B (BCR, recetores na superficie das células
B). Mediante os estimulos estas depois podem tornar-se células produtoras de anticorpos
(plasmécitos) ou de memoria. Os plasmoécitos quando estimulados produzem anticorpos
que ao encontrarem a sequéncia especifica que estimulou a sua formagao, desencadeiam
um conjunto de agdes que promovem a eliminagdo do antigénio. Também nesta fase o
sistema inato desempenha um papel muito importante, uma vez que ¢ ele que fagocita o
complexo anticorpo-antigénio, levando a sua eliminag@o. Apos a elimina¢do do antigénio,
as células produtoras de anticorpos entram em apoptose, permanecendo apenas as células
de memoria, que em caso de reinfe¢do irdo rapidamente diferenciar-se em plasmdocitos,
desencadeando uma resposta imune muito mais rapida e eficiente do que a primeira
(Messerschmidt et al., 2016).

Apbs entrarem em circulagdo, as células T estdo aptas a desempenhar a sua fungao.
No entanto, para que estas sejam estimuladas e desencadeiem uma resposta imune muitos
sdo os intervenientes necessarios. Para que as células T sejam ativadas, ¢ necessario que
haja o processamento das moléculas antigénicas, e a sua posterior expressao a superficie
das células apresentadoras de antigénio (APCs) através do MHC (MHC de classe I-
linfécitos T citotdéxicos; MHC de classe II- células Th (linfocito T auxiliar)). Quanto
maior a for¢a de ligacdo, maior € a ativacdo da célula T e consequentemente mais forte ¢
a resposta imune que ¢ desencadeada (Zinkernagel, 2002; Mantegazza, Magalhaes,
Amigorena & Marks, 2013).

A classe de MHC utilizada pelas células dendriticas e as células posteriormente
estimuladas esta dependente da origem do antigénio. Quando as APCs apresentam
péptidos exdgenos, utilizam a classe II do MHC, estimulando assim as células T CD4"
(cluster of differentiation 4*) (Th ou Treg). Contudo, se o péptido for de origem enddgena
(células cancerigenas por exemplo), as APCs através do MHC de classe I estimulam as
células T CD8" (cluster of differentiation 8") (linfocitos T citotoxicos ou células efetoras)
(Zinkernagel, 2002; Mantegazza et al., 2013).

Ap6s a ligacdo do TCR ao MHC de classe I ou II, a ligagdo ¢ envolvida pelas

moléculas acessorias, CD8" ou CD4" na célula T, respetivamente. Posteriormente, um

24



Capitulo IlI- Sistema Imunitario versus Células Malignas

sinal co-regulador (B7, molécula co-estimulatéria) ¢ ainda emitido pela APC,
promovendo a ativagdo total (agdo positiva) da célula. No entanto, esta molécula esta
ainda envolvida na regulagdo (ag¢do negativa) destas mesmas células. Efetivamente a
interacao da B7 com o recetor CD28 (cluster of differentiation 28) ira promover a ativagao
das células e como tal a eliminagdo do antigénio. Porém se a B7 se ligar recetor CTLA-4
(cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), também ele existente nos linfocitos T, a célula sera
inativada. A B7 e a sua co-regulagdo, acaba assim, por ser um mecanismo de regulagao
da atividade imunitaria (Zinkernagel, 2002; Sharpe & Abbas, 2006; Greaves & Gribben,
2013; Mantegazza et al., 2013).

Assim como, uma célula infetada por um virus, por exemplo, produz proteinas
que vao ser reconhecidas como antigénios, também as células neoplésicas devido as
alteragdes no seu ADN tendem a produzir proteinas anormais que podem desencadear
uma resposta imunitaria. Apos a ativacao das células T, pelas APCs, estas migram até a
célula alvo, sintetizando ao mesmo tempo varias enzimas, que iram atuar na célula,
promovendo a sua eliminagdo por apoptose. Na indug¢dao da apoptose intervém trés
moléculas, a perforina, a granzima B e o FasL (Fas ligand) (Rauf, Khatri, Murgia & Saif,
2012; Martin et al., 2015; Messerschmidt et al., 2016).

A perforina € responsavel por criar orificios na membrana celular da célula alvo,
permitindo assim a entrada da granzima B e do FasL. Estas duas proteinas ao estrarem na
célula alvo induzem-na a entrar em apoptose, levando assim a eliminagao da célula (figura
4). O Fas, recetor do FasL, ¢ expresso em inimeras células, incluindo as células tumorais
(Rauf et al., 2012; Messerschmidt et al., 2016).

Tal como acontece com as células B, também as células T ativadas sofrem, apds

a eliminacdo do antigénio, uma regressao (Zinkernagel, 2002; Mantegazza et al., 2013).
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Legenda:
@& - Perforina;
@~ Granzima B;

®-> FasL.

Célula T
CD8*
Ativada

Figura 4: Indugdo da apoptose da célula maligna através da agdo enzimatica da perforina, granzima B ¢ do

FasL sintetizadas pela célula imune (adaptado de Messerschmidt et al., 2016).

2.1-A imunidade na Prevencio

Com o objetivo de diminuir a suscetibilidade do ser humano a infegdes e a
doengas, a memoria imunologica ¢ logo desde muito cedo estimulada através da
administracao de vacinas. No entanto, se no passado estas mesmas vacinas apenas se
cingiam ao tratamento/prevencdo de por exemplo, doencas provocadas por
microrganismos patogénicos, nos dias de hoje estas ja abrangem a area do cancro. Com
os avangos na area da oncologia, atualmente ja se identificaram varios neo-antigénios em
inimeros tumores (melanoma, carcinoma de células renais, carcinoma do pulmao, entre
muitos outros), tendo-se igualmente verificado que a sua existéncia associada a uma
resposta efetiva por parte das células T consegue, em certos casos, levar a uma regressao
tumoral, podendo esta ser total ou parcial (Martin et al., 2015).

De todas as células que constituem o microambiente tumoral, os TAMs sdo
aqueles que mais frequentemente sdo encontrados. Uma vez que estas células tém a
capacidade de funcionar como promotores tumorais; de promover a angiogénese; a
invasdo e a migracdo das células malignas, acabando assim por também atuar na
metastiza¢cdo. Deste modo, facilmente se percebe que niveis elevados destas células nao
¢ indicativo de um bom prognoéstico. No entanto, em determinados cancros como no
melanoma, no cancro invasivo do colon e no cancro do pancreas, a existéncia de elevados

niveis de CTLs (linfécitos T citotdxicos) e Ths € indicativo de um bom progndstico. Desta
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forma, demonstra-se mais uma vez a dualidade do sistema imunitério e da inflamacao que
lhe esta associada face ao cancro (Grivennikov et al., 2010; Balkwill et al., 2012).

Devido as inumeras fungdes que as citocinas € as quimiocinas apresentam,
facilmente se depreende que estas, muito provavelmente, acabam por influenciar mais o
desenvolvimento tumoral do que o proprio teor de células especificas do sistema
imunitério. Independentemente disso, a verdade ¢ que a inflamagdo ndo funciona sem o
sistema imunitario e vice-versa, sendo ambos imprescindiveis na promog¢ao ou regressao
tumoral, como referido anteriormente (Balkwill et al., 2012).

Apesar de a utilizagdo das células imunes no combate ao cancro apresentar um
enorme potencial, como baixa toxicidade (em comparagdo com outros tipos de
tratamento), elevada especificidade e a geragdo de memoria, ainda € necessario
aprofundar e melhorar os conhecimentos no campo da imunidade anti-tumoral (Martin et

al., 2015; Sharma & Allison, 2015a).

2.2- Antigénios Tumorais

Os antigénios tumorais dividem-se em duas classes, os antigénios com elevada
especificidade tumoral, como ¢ o caso os antigénios virais, € os antigénios com baixa
especificidade tumoral, como por exemplo o fator de crescimento epidérmico humano 2
(HER2) e os antigénios de diferenciagdo. Cada uma destas classes apresenta
caracteristicas e mecanismos especificos, que podem ou nao favorecer a aplicagdo da
imunoterapia (Vigneron, 2015).

O Virus do Papiloma Humano (VPH) ¢ um exemplo de um microrganismo capaz
de sintetizar proteinas virais (E6 e a E7) que tém a capacidade induzir a formacao de um
tumor. Desta forma, a E6 e a E7, ao terem potencial de serem reconhecidas pelo sistema
imunitério, e ao conseguirem desencadear uma resposta imunitaria estruturada e eficiente,
acabam assim, por ser alvos ideais para a imunoterapia (Vigneron, 2015).

A sobre-expressao do HER2 ocorre em cerca de 30% dos cancros da mama,
estando diretamente associado a um mau progndstico e a agressividade da doenca.
Também no cancro do ovario, do pulmao, do colon, e em muitos outros, este oncogene
encontra-se sobre-expresso (Srinivasan & Wolchok, 2004).

Existem também antigénios de diferenciacdo, que sdo especificos de cada
linhagem celular, como ¢ o caso do MART1 (antigénio do melanoma, reconhecido por

células T 1), da gpl00 (glicoproteina 100, proteina antigénica do melanoma) e da
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tirosinase presentes no melanoma, que sdo expressos tanto nas células saudaveis como
nas células tumorais (Srinivasan & Wolchok, 2004).

A sobre-expressdao do HER2 no cancro da mama e a expressao do MARTI, da
gpl00 e da tirosinase no melanoma, demonstram assim, que nem todos os antigénios
tumorais podem ser utilizados na imunoterapia. Uma vez que estes S0 expressos nos
tecidos saudaveis, e como tal, devido a selecdo negativa que ocorre no timo as células
imunitarias apresentam uma baixa afinidade para os mesmos, nao sao capazes de gerar
uma forte resposta imune. No entanto, este ndo ¢ o unico problema. Se realmente se
tentasse estimular as células imunitarias contra estas moléculas, o risco de se desenvolver
toxicidade autoimune seria muito elevado. Assim, torna-se importante estudar e
selecionar cuidadosamente os antigénios a utilizar na imunoterapia, para que o0s
beneficios sejam largamente superiores aos riscos (Srinivasan & Wolchok, 2004;

Vigneron, 2015).

2.3- A Regressiao Espontanea dos Tumores versus fuga ao Sistema Imunitario

O conceito de regressdo espontanea de tumores nao € novo, bem pelo contrario, €
um fendémeno que ja se observa e se tem conhecimento hé centenas de anos (Jessy, 2011).
De facto, apesar de ser muito raro, existem tumores que regridem espontaneamente sem
qualquer tipo de intervengao externa. Estas regressdes sdo mais vulgares no carcinoma de
células renais, linfoma, leucemia, melanoma maligno, entre outros (Messerschmidt et al.,
2016).

Nao se sabe muito bem, quais os fatores que promovem tal regressao espontanea,
no entanto, pensa-se, que devido a algum fator desconhecido, o sistema imunitario do
individuo adquire ao longo do desenvolvimento tumoral a capacidade de reconhecer os
neo-antigénios, e deste modo, torna-se capaz de desenvolver uma forte resposta
imunitaria contra o tumor, levando a sua regressao. Assim, apesar de ndo se perceber
muito bem o porqué, verificou-se desde muito cedo, que o sistema imunitario apresentava
a capacidade de detetar e eliminar células malignas (Ricci & Cerchiari, 2010; Jessy,
2011).

Foi no século XX que esta capacidade do sistema imunologico foi caracterizada
pela primeira vez, denominando-se vigilancia imunologica. No entanto, apesar desta
descoberta, a verdade ¢ que continuavam a existir células malignas que se conseguiam

estabelecer e originar doengas oncologicas. Assim, mais tarde, um novo conceito,
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Immunoediting, juntou-se ao anterior (Dunn, Bruce, Ikeda, Old & Schreiber, 2002; Kim
et al., 2007).

O Immunoediting divide-se em 3 fases: a vigilancia imunolégica, o equilibrio
imunologico e a fuga imune. Na primeira fase, as células mutadas sdo eliminadas
eficientemente pelo sistema imunitario. No entanto, existem determinadas células
malignas que conseguem adquirir caracteristicas que lhes permitem sobreviver a esta fase.
Assim, estas células comecam a proliferar e a originar descendéncia. Contudo, a partir de
uma determinada altura, ¢ estabelecido um equilibrio (segunda fase), no qual ndo ha nem
regressao nem promogao tumoral. Esta fase assemelha-se a uma dorméncia, na qual tanto
as células tumorais lutam pela sua sobrevivéncia, como as células do sistema imunitario
lutam pela eliminagao das células cancerigenas. Ao longo de todo este processo, as células
tumorais resultantes sdo cada vez menos imunogénicas, devido as pressdes exercidas
pelas células imunitarias que promovem a sua sele¢cdo, e apresentam um maior nimero
de alteragdes gendémicas. A fuga imune ocorre quando as células malignas adquirem
caracteristicas que lhes permitem nao ser detetadas pelas células imunitarias. Assim, o
crescimento das células tumorais que anteriormente estava condicionado, deixa de estar,
e o tumor recomega assim a desenvolver-se, e mais tarde as cé¢lulas malignas irdo invadir

os tecidos circundantes e metastizar-se (figura 5) (Kim et al., 2007).
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Fase 1- Vigilancia Imunolégica

Resposta do Sistema Imunitario
contra a célula mutada
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Figura 5: Immunoediting'. -Através de alteragdes que ocorrem normalmente ao nivel do genoma, uma
célula maligna é originada. Esta ao ser detetada pelo sistema imunitario (vigilancia imunoldgica) é
eliminada. No entanto, se a célula maligna conseguir persistir a atividade das células imunes, esta comega
a proliferar. O sistema imunitario continua porém, a atuar sobre estas células, impedindo o crescimento do
tumor (equilibrio imunolégico). S6 mais tarde, apos a aquisicdo de caracteristicas que permitem as células
mutadas ndo ser detetadas pelo sistema imunoldgico (fuga imune), é que estas conseguem promover o

desenvolvimento de um cancro.

! Figura da minha autoria, baseada no texto citado por Kim et al. (2007).
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Capitulo IV- Terapéuticas Aplicadas ao Cancro

1- Terapéuticas Atuais e a Inflamacao

As trés principais formas de tratamento do cancro, cirurgia, quimioterapia e
radioterapia, induzem inflamag¢ao, uma vez que originam lesdes tecidulares e/ou necrose
das células cancerigenas (Forget, Simonet & Kock, 2013; Vyas et al., 2014; Schaue et al.,
2015).

A cirurgia, muito utilizada no tratamento de tumores solidos como ¢ o caso do
cancro da mama, apesar de apresentar muitos beneficios, pode funcionar como um
potenciador da progressdo tumoral. De facto, a realizacdo de uma cirurgia envolve
obrigatoriamente a formag¢do de um processo inflamatoério. Deste processo resulta a
sintese de varios mediadores de angiogénese, que associados a um periodo de
imunossupressao aumentam muito o risco de metastizacdo. No entanto, existem muitos
outros fatores que podem acentuar este fenémeno (Forget et al., 2013).

Tanto a radioterapia como a quimioterapia possuem a capacidade de originar uma
forte resposta inflamatoria devido a necrose celular e aos mediadores inflamatdrios por
estas células libertados (ATP (adenosina trifosfato), &cidos nucleicos, citocinas, HMGB1)
(Degenhardt et al., 2006; Vyas et al., 2014; Schaue et al., 2015).

Em qualquer uma das terapéuticas, o papel que a inflamagao apresenta no cancro
nao ¢ especifico, podendo tanto funcionar a seu favor como contra (Degenhardt et al.,
2006; Vyas et al., 2014; Schaue et al., 2015). No cancro da prostata dependente de
androgénios, a castragdo, que induz a morte celular, acaba por promover o
desenvolvimento tumoral, devido a processos inflamatérios (Ammirante, Luo,
Grivennikov, Nedospasov & Karin, 2010). Efetivamente, quando a inflamacao ¢ induzida
por necrose, devido por exemplo a fendmenos de hipoxia, esta acaba por normalmente
favorecer o crescimento tumoral. No entanto, a necrose associada a quimioterapia
(oxaliplatina e cisplatina), devido a libertagdo dos mediadores inflamatérios, pode
também favorecer a eliminagao das células malignas, através do aumento da apresentacao
de neo-antigénios pelas células dendriticas e da estimulacdo da imunidade adaptativa
através da IL-1P (Kujawski et al., 2008; Rius et al., 2008; Joyce & Pollard, 2009; Tesniere
et al., 2009; McDonnell, Robinson & Currie, 2010). A partir da HMGB1 e do ATP,

libertados durante o processo necrotico, o TLR4 (toll-like receptor 4), expresso por
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exemplo em células dendriticas, e o inflamassoma sdo ativados, respetivamente,
estimulando assim a sintese de IL-1p (Apetoh et al., 2007a, 2007b; Ghiringhelli et al.,
2009; He, 2016).

Como a inflamagdo apresenta um papel tdo importante no cancro, varias
moléculas anti-inflamatdrias sdo hoje em dia utilizadas em conjunto com as terapéuticas
convencionais. Estas moléculas, como por exemplo os inibidores da COX2 (Ciclo-
oxigenase-2), a aspirina ¢ a dexametasona, apesar de ndo terem acdo direta sobre as
células malignas (ndo serem citocidas), ao atuarem na inflamagao e nos seus mediadores
afetam ou previnem o desenvolvimento do cancro (Gierach et al., 2008).

A aspirina por exemplo tem a capacidade de estimular a produgao de linfotoxina
(promove a necrose das células). No entanto, para que a producdo deste fator seja
suficientemente elevada ¢ necessario que o individuo seja portador de um polimorfismo
especifico ao nivel do gene que codifica a linfotoxina alfa (LTA) (genotipo LTA + 80CC).
Atualmente a aspirina apresenta efeitos benéficos, no cancro da mama, da prostata e do
co6lon. Contudo, apesar dos seus beneficios, os anti-inflamatorios nao esteroides (AINES),
como a aspirina, apresentam inumeros efeitos adversos, como tal a sua utilizacao a longo
prazo nao ¢ recomendada, a ndo ser em casos em que o beneficio clinico seja superior e
compense os riscos (Liu, Plummer, Nock, Casey & Witte, 2006; Gierach et al., 2008).

Nos dias de hoje existem ja intimeras estratégias, moléculas e terapéuticas
combinadas que tentam alcancar a remissdo total ou pelo menos parcial do cancro. No
entanto, isso nem sempre € possivel. Por outro lado, a quimioterapia e a radioterapia, por
nao serem seletivas e devido ao mecanismo de agdo que apresentam afetam também as
células saudaveis em proliferacdo e por isso acabam por lesar e muito o hospedeiro. Estes
efeitos secundarios sdo tais que em alguns casos podem mesmo impossibilitar o individuo
de prosseguir com o tratamento. A cirurgia, por outro lado, apesar de ndo apresentar
muitos efeitos adversos, acaba por ter varias limitagdes, como o tipo de tumor, o tamanho,
a localizagdo e a disseminagdo do mesmo. Neste contexto e na expectativa de
desenvolvimentos futuros, a imunoterapia podera ser a chave para uma nova fase no
tratamento do cancro (Degenhardt et al., 2006; Forget et al., 2013; Vyas et al., 2014;
Schaue et al., 2015).
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2- O Papel da Sequenciacio de Ultima Geracio na Imunoterapia

Nos ultimos anos a imunoterapia tem-se destacado cada vez mais, tendo para isso
contribuido e muito a NGS. Nos ultimos tempos, a NGS foi um dos maiores avangos na
medicina personalizada e no diagndstico do cancro que permitiu a sequenciagdo de todo
0 exoma e transcriptoma, obtendo-se assim todo um repertério de neo-antigénios que
podem posteriormente ser utilizados no combate ao cancro. A partir do momento que se
conseguiu aprofundar os conhecimentos acerca do genoma e dos mecanismos de
promog¢do tumoral das células malignas conseguiu-se também melhorar € muito as
terapéuticas utilizadas no combate ao cancro, assim como desenvolver novas.
Efetivamente, o genoma das células tumorais ¢ uma importante fonte de informag¢do que
permite criar e desenvolver estratégias terapéuticas mais eficazes e seletivas. Proteinas
que resultam de mutagdes somaticas (erros que ocorrem durante a replicagdo do ADN)
sdo alvos ideais, no combate ao cancro, uma vez que estas apenas sao expressas pelas
c¢lulas malignas. Com base nestas descobertas, varios centros dedicados ao estudo do
cancro implementaram programas de identificagdo de terapias-alvo a partir dos dados
genoémicos (Ilumina, s.d.a; Diken, Kreiter, Kloke & Sahin, 2015; Martin et al., 2015;
Straten & Garrido, 2016).

A partir das informagdes obtidas com a NGS, conseguiu-se desenvolver, melhorar
e compreender as terapéuticas imunomoduladoras. Esta técnica teve por isso um papel
crucial na terapéutica convencional, na ACT, no desenvolvimento de vacinas
personalizadas e no bloqueio do checkpoint imunoldgico. As suas aplicagdes vao no
entanto, para além da area da oncologia, exemplo disso ¢ a sua utilizacdo na
Microbiologia (Ilumina, s.d.a; Behjati & Tarpey,2013; Diken et al., 2015; Martin et al.,
2015).

A NGS ¢ atualmente utilizada para caracterizar o repertdrio imunologico do
microambiente tumoral, em tempo real, funcionado também como um monitor altamente
sensivel da expansdo celular em relagdo ao desenvolvimento tumoral ou ao seu
tratamento. E também utilizada na predi¢io de neo-antigénios (Ilumina, s.d.a).

No entanto, a NGS, apresenta ainda algumas limitagcdes, nomeadamente a
aquisicao de pessoal devidamente habilitado, o investimento de capital inicial necessario,
a otimizagao do processo de forma a torné-lo rentavel e por tltimo mas mais importante,
aaquisicao de uma infraestrutura que permita, ndo s6 armazenar, como consultar de forma

segura e rapida os dados obtidos (Behjati & Tarpey,2013).
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Desde 2005, altura em que a NGS surgiu, varias foram as questdes sem resposta
que foram finalmente esclarecidas. Esta tecnologia, com as suas caracteristicas unicas e
inovadoras, desempenha um papel cada vez mais relevante na oncologia. Com o tempo,
conseguir-se-ao obter novos dados, que permitirdo desenhar novos alvos e delinear novas
estratégias para a imunoterapia. Exemplo disso foi o seu contributo na ACT e no bloqueio
do checkpoint imunologico, uma vez que a NGS desvendou a relacdo e a influéncia que
as células T, especificas de antigénios tumorais, tinham neste tipo de terapéuticas
(Chapman, Warren & Wu, 2012; Martin et al., 2015).

O genoma das células malignas ¢ tao diversificado, que se torna extremamente
importante aprofundar os conhecimentos a cerca deste. E através destas alteragdes que as
células tumorais adquirem caracteristicas que lhes permitem proliferar, metastizar-se,
escapar a resposta imunitaria, entre outros. Apesar dos inumeros beneficios e
conhecimentos que a NGS alcangou, ainda ha um longo caminho a percorrer. Por outro
lado, a NGS podera futuramente, abrir portas para uma sele¢do muito mais cuidada e
precisa do tratamento mais adequado para cada individuo, pois este tratamento tera em

conta as caracteristicas intrinsecas do individuo e do tumor (Ilumina, s.d.b).
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3- Areas Terapéuticas Ligadas ao Sistema Imunolégico

Como ja foi referido anteriormente, o sistema imunitario tem a capacidade e a
funcdo de proteger ¢ manter a homeostasia do organismo. No entanto, apesar da sua
enorme importancia, a verdade ¢ que este esta envolvido em varias doengas, como 0
cancro. Efetivamente, a acdo das células imunitarias pode tanto promover a eliminagao
das células malignas, como o desenvolvimento tumoral. Varias sdo as células e os
mediadores que determinam para que lado a balanga ird pender (Caspi, 2008; Ilumina,
s.d.a; Vigneron, 2015).

A partir dos conhecimentos sobre o sistema imunitario e da identificacao de
antigénios especifico de tumor (neo-antigénios), muitas foram as estratégias
desenvolvidas para tornar o sistema imunitario capaz de combater o cancro (Diken et al.,
2015).

A imunoterapia tem como objetivo aumentar a agdo e eficacia do sistema
imunitario, de modo, a que este seja capaz de detetar e eliminar as células malignas.
Atualmente a imunoterapia abrange trés campos:

® Inibidores do checkpoint;
= Vacinas;

» Transferéncia celular adotiva (ACT) (Ilumina, s.d.a; Caspi, 2008).

3.1- O Checkpoint imunolégico

O checkpoint ¢ um mecanismo muito importante na regulacdo da resposta
imunitdria. Com a ativacdo das células imunes, determinados recetores sdo expressos a
sua superficie celular. Estes recetores, uma vez estimulados promovem a inativagdo das
células imunitarias. Assim, com a inibi¢do destes recetores, o sistema imunitario mantém-
se ativo, sendo esta a base deste tipo de imunoterapia (Sharma & Allison, 2015b).

As células T sdo ativadas por diversos mecanismos, mecanismos estes que
necessitam da interacdo de varias moléculas ao longo do processo. Como ja descrito, para
que as células T sejam ativadas, os TCRs tém de interagir com os antigénios através do
MHC. No entanto, esta interacdo nao ¢ suficientemente forte para desencadear a sua
ativacao total, sendo por isso necessario a interven¢do de outros mediadores para que se
desenvolva uma resposta imune eficaz. Fazem parte desses mediadores o0 CD4", expresso
a superficie das células T auxiliares que envolve a ligagdo antigénio/MHC II; e o CDS8",

presente nos linfocitos T citotoxicos, que envolve a ligacao antigénio/MHC 1. Através
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destas interacdes consegue-se aumentar a sensibilidade das células T em relacdo aos
antigénios. Contudo, a interagdo especifica entre MHC/péptido/TCR acaba ainda por ndo
ser suficiente para que seja desencadeada uma ativagdo completa das células. Assim, para
uma ativagao completa ¢ necessario que a partir das APCs haja a ligacdo da B7, molécula
co-estimulante, as células T. A proteina B7 ¢ expressa pelas APCs, nomeadamente pelas
células dendriticas, mas também ¢ expressa em outras células, como € o caso das células
B. Esta proteina pode tanto ligar-se ao recetor CD28, como ao recetor CTLA-4 presentes
nas c¢lulas T. A interacao entre a B7 e o CD28 ¢ o principal mecanismo de estimulagao
das células T naive, sendo esta interacao essencial para que ocorra a sua ativagdo. Por
outro lado, a ligagdo da B7 ao CTLA-4 (um inibidor da proliferacdo dos linfécitos T)
inibe a ativacdo das células T, apresentando este recetor, maior afinidade para a B7,
comparativamente ao CD28. Devido a sua acdo, o CTLA-4 acaba por ser assim, um
recetor de inibicdo, que limita a ativagdo das células imunitarias, levando, por isso, a uma
menor produgdo de IL-2 e a supressao da resposta das células T (figura 6) (Zinkernagel,
2002; Sharpe & Abbas, 2006; Greaves & Gribben, 2013; Mantegazza et al., 2013; Male,
Brostoff, Roth & Roitt, 2014; Patrick, Pfaller & Kem, 2014; Abbas et al., 2015).
Quando os linfocitos T sdo ativados ha um aumento da sintese de IL-2, sendo esta
responsavel por inimeras fungdes como: a estimulagdo da sobrevivéncia, proliferagdo e

diferenciagdo das células T ativadas (Patrick et al., 2014; Abbas et al., 2015).

TCR
TCR CTLA-4
Péptido MHC CTLA-4 Péptido MHC V) \/
570
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Célula
Dendritica
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Figura 6: Inativacdo da via supressora das células T, CTLA-4, através do uso de um anticorpo monoclonal

anti-CTLA-4 (adaptado de Ilumina, s.d.a).
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A medida que a célula T vai amadurecendo, o nimero de recetores CTLA-4
expressos aumenta. Assim, para que estas células sejam ativadas sdo necessarios
estimulos cada vez mais fortes (Male et al., 2014).

Em 2011, a FDA (Food and Drug Administration) aprovou um anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4, o ipilimumab (Yervoy®), para o uso clinico em individuos
com melanoma metastatico. Atualmente estdo a decorrer ensaios clinicos onde se avalia
a sua utiliza¢dao no tratamento de outros tumores sélidos, como ¢ o caso do cancro da
prostata e do pancreas (tabela 1 em anexo) (Resumo das caracteristicas, 2011; Acharya
& Jeter, 2013; Sharma & Allison, 2015b).

Pra além do CTLA-4, também o recetor da morte celular programada-1 (PD-1)
permite as células malignas “escapar” a agao das células T (Ilumina, s.d.a).

O ligando PD-L1 (ligando-1 do recetor da morte celular programada), expresso a
superficie celular de células dendriticas, de algumas células cancerigenas e de células
endoteliais e epiteliais, ao interagir com o PD-1, induz as células a entrar em apoptose.
Assim, as células malignas ao expressarem este ligando induzem as células T, que
possuem o recetor PD-1, a entrar em apoptose, impedindo assim que o sistema imunitario
consiga elimind-las (Ilumina, s.d.a).

Em 2014 dois anticorpos anti-PD-1, pembrolizumab (Keytruda®) e nivolumab
(Opdivo®) foram aprovados pela FDA (figura 7), tendo j& nesta altura demonstrado
resultados promissores em varios tipos de cancro, como ¢ o caso do melanoma, do
CPCNP, do carcinoma de células renais, do cancro da bexiga e do linfoma de Hodgkin
(Sharma & Allison, 2015a, 2015b; Resumo das Caracteristicas, 2015a, 2015b; Le et al.,
2015).

Atualmente, estes dois anticorpos estdo indicados no tratamento do melanoma
avancado em adultos (podendo ao nivolumab ser associado ao ipilimumab), do CPCNP
(apos quimioterapia), estando ainda o nivolumab indicado no tratamento do carcinoma
de células renais em adultos que ja tenham realizado previamente uma terapéutica (tabela
1 em anexo) (Resumo das Caracteristicas, 2015a, 2015b).

Com a utilizacdo destes anticorpos, consegue-se assim impedir a estimulagao de
vias que iriam inibir ou diminuir a ativagdo do sistema imunitdrio, permitindo desta
forma, que as células T sejam e permanecam ativas no combate as c€lulas tumorais.
Contudo, ambas as vias, CTLA-4 e PD-1, sdo vias de regulacdo imprescindiveis para a

manutencdo de um sistema imunitario regulado. Consequentemente, a utilizagao deste
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tipo de imunoterapia podera desencadear efeitos autoimunes (Abbas et al., 2015; Redman,

Gibney & Atkins, 2016).
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Figura 7: Bloqueio da via indutora da apoptose, PD-1, através da utilizagdo de um anticorpo monoclonal

anti-PD-1 (adaptado de [lumina, s.d.a).

3.1.1- Evidéncias Cientificas

Desde a introducao dos inibidores do checkpoint no tratamento do melanoma, os
resultados clinicos obtidos melhoraram drasticamente (Redman et al., 2016).

No caso do nivolumab, a sua associagdo com o ipilimumab demonstrou ser muito
mais eficaz do que o seu uso em monoterapia. Efetivamente, a sua combinagao, alcangou
taxas de resposta, na eliminacao das c€lulas malignas, superiores; uma diminui¢do mais
acentuada do tumor assim como uma maior sobrevida livre de progressdo tumoral
(Redman et al., 2016).

Num modelo de sarcoma murino verificou-se que o uso de anticorpos anti- PD-1
e anti- CTLA-4, permitiu ativar fortemente as células T, que se encontravam infiltradas
no tumor, contra as células malignas, tendo as células imunitarias mediado um efeito anti-
tumoral bastante pronunciado (Martin et al., 2015).

No melanoma metastatico nao operavel, verificou-se que o efeito induzido pelo
bloqueio imunologico do checkpoint, através de anticorpos anti-PD-1, apresentou uma
baixa toxicidade (em comparagdo com a IL-2 por exemplo) e uma elevada atividade anti-
tumoral. Qualquer um dos trés anticorpos monoclonais, em ensaios clinicos, conseguiu
aumentar a expectativa de vida (em meses e em alguns casos em anos) de individuos com

melanoma avancado (Chustecka, 2016; Redman et al., 2016).
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Existem atualmente varios ensaios clinicos a decorrer nos quais se avalia a eficacia
destes inibidores noutros tipos de cancro e se estuda o potencial de novas moléculas

(Gelao, Criscitiello, Esposito, Goldhirsch & Curigliano, 2014).

3.1.2- Efeitos Adversos

Devido ao seu mecanismo de acdo, os efeitos adversos que podem surgir com o
uso deste tipo de tratamento estdo relacionados com fatores imunes. No entanto, caso
sejam utilizados agentes que possuam a capacidade de modular a acdo do sistema
imunitario, estes efeitos adversos conseguem ser tolerados ou mesmo controlados. O uso
de corticosteroides, por exemplo, permite atenuar os efeitos secundarios dos inibidores
do checkpoint sem, no entanto, interferir com a sua atividade (Sharma & Allison, 2015a).

Apesar de ndo existir nenhuma diferenca significativa entre os efeitos adversos
causados pelos inibidores do CTLA-4 e do PD-1, a verdade ¢ que os anticorpos anti-PD-
1 apresentam menor toxicidade (Sharma & Allison, 2015a).

O ipilimumab, ao intervir diretamente no mecanismo de regulacdo das células
imunes, apresenta um grande potencial de desenvolvimento de doengas autoimunes. Na
presenca de um tumor, a existéncia de um sistema imunitario altamente ativo contra as
células tumorais ¢ bastante importante. No entanto, quando estas células tumorais sao
eliminadas na sua totalidade, a ativacdo do sistema imunitario deixa de ser necessaria.
Porém, se o recetor CTLA-4, que permite esta inativacdo, continuar bloqueado, a célula
imune ird permanecer ativa. Assim, na auséncia de um mecanismo eficaz de regulacdo do
sistema imunitario, nao s6 as células T que atuavam especificamente sobre as células
tumorais, mas também aquelas que se encontravam reguladas, come¢cam mais tarde ou
mais cedo a atuar sobre as células sométicas do individuo, originando assim uma agao
autoimune (Bertrand, Kostine, Barnetche, Truchetet & Schaeverbeke, 2015).

Os efeitos adversos mais comuns que surgem com este tipo de terap€utica

encontram-se descritos com maior pormenor na tabela 2 em anexo.

3.1.3- O Futuro

As terapéuticas que possuem como alvo especifico as vias regulatorias das células
T (checkpoint) tém melhorado muito a agcdo das células imunitarias contra as células
tumorais. Esta abordagem tem proporcionado uma melhoria clinica acentuada e

duradoura em muitos individuos (Sharma & Allison, 2015b).
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Apesar dos inimeros beneficios clinicos alcangados com a utilizagdo destes
anticorpos, a verdade, ¢ que ainda ha um longo caminho a percorrer. Para além, de ser
necessario aprimorar as terapéuticas existentes, ainda € necessario compreender melhor a
relagdo entre o cancro e o sistema imunitario. Através de estudos realizados ao longo do
tempo, sabe-se hoje que tanto as caracteristicas do tumor, como as do sistema imunitario
do hospedeiro influenciam as respostas adquiridas com os inibidores do checkpoint. Deste
modo, o desenvolvimento de métodos e técnicas que permitam detetar essas
caracteristicas irdo no futuro promover uma prestacdo de cuidados de saude mais
individualizada, com uma maior qualidade e especificidade. Efetivamente, a partir das
caracteristicas intrinsecas do tumor e do individuo conseguir-se-4, no futuro, optar pelo
tratamento mais adequado para cada caso (Snyder et al., 2014; Sharma & Allison, 2015b).

Outra questdo que necessita de ser aprofundada ¢ a relacdo entre a carga
mutacional e o resultado que ¢ obtido com o tratamento. Em muitos tipos de cancro, com
uma elevada carga mutacional, como ¢ o caso do melanoma, verificou-se que a taxa de
resposta aos inibidores do checkpoint era mais elevada. Efetivamente, verificou-se que,
quanto maior fosse a carga mutacional, melhores seriam os resultados obtidos com o uso
dos anticorpos (Snyder et al., 2014; Le et al., 2015).

Daqui em diante, através da identificagdo de biomarcadores de prognostico, de
novos neo-antigénios, do desenvolvimento de novas moléculas e terapéuticas, assim
como, do aumento do conhecimento sobre o sistema imunitdrio e dos componentes
inflamatoérios intrinsecos a sua atividade, alcancar-se-a outro patamar no tratamento do
cancro e na terapéutica do checkpoint imunologico (Sharma & Allison, 2015b).

Existem, no entanto, outras variaveis que devem ser consideradas, como ¢ o caso
da flora intestinal (que faz parte do microbioma). S3o varias as evidéncias que
demonstraram que o microbioma influéncia e muito a resposta imunologica. Uma vez que
a base da imunoterapia consiste na utilizacdo do sistema imunitario do individuo no
combate ao cancro, torna-se assim, também importante, estudar os varios fatores que a
podem influenciar (Sivan et al., 2015).

Atualmente sdo muitos os ensaios clinicos onde se combinaram a imunoterapia e
a quimioterapia, tendo estes, alcancado resultados muito promissores. Assim, talvez a
combinacdo de terapé€uticas se torne a chave para a obtencao de melhores resultados no

tratamento do cancro (Sharma & Allison, 2015a).
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3.1.4- O Microbioma

Apesar de ainda ndo se compreende muito bem quais sdo os fatores que
influenciam a resposta imunoldgica no combate ao cancro, uma das hipdteses
equacionada relaciona-se com o microbioma. Efetivamente, sdo muitos os estudos que
indicam que certos microrganismos possuem a capacidade de afetar a resposta imune,
tornando-a mais eficaz (Sivan et al., 2015).

Um estudo realizado por Vétizou et al. (2015) demonstrou que determinadas
espécies de Bacteroides tém a capacidade de influenciar a resposta ao bloqueio do
CTLA-4. Neste estudo, em que se utilizaram ratos como cobaias, verificou-se que a
presenga ou contacto com estes microrganismos (Bacteroides fragilis) favorecia a
resposta imunoldgica, sendo o ataque as células malignas mais potente e eficaz. Por outro
lado, as cobaias que inicialmente nao tinham tido contacto com estas bactérias, ndo
estavam a responder de forma eficaz a terap€utica. Facto este alterado apos, por exemplo,
a ACT de células T especificas de Bacteroides fragilis (Vétizou et al., 2015).

Num outro estudo realizado por Sivan et al. (2015), comparou-se a influéncia da
Bifidobacterium na progressdo do melanoma. Com a realizagao deste estudo verificou-se
que a existéncia deste microrganismo influenciava em muito a atividade anti-tumoral
espontanea do sistema imunitario, melhorando-a (Sivan et al., 2015).

Juntos, estes estudos demonstram a influéncia que o microbioma tem na resposta
imunitaria, mostrando assim, que através da sua manipulagdo pode-se conseguir alcangar

melhores resultados com a imunoterapia (Sivan et al., 2015; Vétizou et al., 2015).

3.1.5- A Indolamina-2.3-dioxigenase

A IDO, uma enzima intracelular, ¢ expressa por varios grupos celulares, como ¢
o caso de células do pulmao, da placenta, de células dendriticas, de macréfagos, entre
muitas outras (Moon, Hajjar, Hwu & Naing, 2015).

A atividade anormal desta enzima tem sido associada ao longo do tempo a
inimeras patologias, como ¢ o caso de doengas autoimunes, depressdo, obesidade e
doengas oncologicas. As células tumorais, também possuem a capacidade de sintetizar
esta enzima, sendo através do seu mecanismo de acdo que induzem tolerancia
imunologica (Moon et al., 2015).

A IDO, uma vez ativada, a partir do catabolismo do triptofano, sintetiza a
quinurenina (metabolito). O aumento deste metabolito, assim como a diminui¢ao do

triptofano, favorecem assim a inibi¢ao da atividade dos linfocitos T (por diminui¢ao da
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sua proliferag¢do, por indu¢do da sua apoptose e pelo aumento da atividade das células
Treg), promovendo assim a tolerancia imunolédgica. Desta forma a IDO tem a capacidade
de provocar alteragdes no microambiente tumoral que favorecem o desenvolvimento do
cancro (Prendergast, 2011; Moon et al., 2015; Platten, Doeberitz, Oezen, Wick & Ochs,
2015).

Recentemente verificou-se que a IDO ¢ expressa em inimeros cancros, como € o
caso do cancro da mama, gastrico, no melanoma e muitos outros, sendo em alguns casos
sobre-expressa (Moon et al., 2015; Messerschmidt et al., 2016).

Apesar do seu papel no cancro, a IDO também apresenta um papel muito
importante na regulagdo do sistema imunitario, sendo esta enzima ativada sempre que
este se encontra excessivamente ativo. Efetivamente, quando a B7 atua sobre o recetor
CTLA-4, a IDO ¢ ativada. Através do seu mecanismo de agdo esta suprime a atividade
exagerada das células imunitarias (Messerschmidt et al., 2016).

Apesar de ainda ser necessario aprofundar e desenvolver conhecimentos neste
campo, as informagdes obtidas até ao momento indicam que a utilizagdo em monoterapia
de moléculas que interferem com a IDO ndo sdo a partida suficientes para desencadear
uma resposta anti-tumoral eficaz. Assim, as estratégias futuras devem passar pela
combinagdo destas moléculas com as terapéuticas imunologicas ja existentes (Platten et

al., 2015).

3.1.6-Atezolizumab e Ventana PD-L1

O atezolizumab e o ventana PD-L1 foram este ano (2016) aprovados
condicionalmente pela FDA (Admerican Association for Cancer Research, 2016; Mullane
& Bellmunt, 2016; Schats et al., 2016).

O atezolizumab (Tecentrig®), um anticorpo anti-PD-1 estd indicado para o
tratamento do carcinoma urotelial (o cancro da bexiga mais comum) (American
Association for Cancer Research, 2016; Mullane & Bellmunt, 2016; Schats et al., 2016).

Nos EUA este anticorpo monoclonal esta aprovado como terapéutica de segunda
linha para o carcinoma urotelial, aguardando aprovacao para ser utilizado como segunda
linha no tratamento do CPCNP (Markham, 2016).

O ventana PD-L1 (Ventana Medical Systems) ¢ um sistema de diagndstico
complementar, que permite detetar a expressao do PD-L1 em células tumorais. A sua

utilizagdo possibilita, assim, determinar se as células tumorais expressam ou ndo a
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proteina PD-L1 e prever quais os individuos que irdo responder melhor a terapéutica com
os anticorpos anti-PD-1 (Quon et al., 2016; Smith, 2016).
A aprovagao deste anticorpo e deste sistema sdo a prova de que a imunoterapia,

enquanto tratamento do cancro, ainda se encontra na sua fase inicial.

3.2- Vacinas

Na imunoterapia as vacinas tém sido exploradas desde 1980 (Ilumina, s.d.a).

A utilizagdo de vacinas no tratamento do cancro tem como objetivo estimular o
sistema imunitario do hospedeiro para um determinado neo-antigénio, promovendo a
destrui¢do do tumor (Xu, Chow, Lim & Li, 2014).

Devido a capacidade que a vacinagdo tem em induzir uma resposta imune
duradoura no tempo, este tipo de imunoterapia apresenta um enorme potencial. No
entanto, apesar de bastante promissora, a verdade ¢ que a producdo deste tipo de
terapéutica apresenta varios obstaculos (Xu et al., 2014).

A 29 de abril de 2010, a FDA aprovou a primeira vacina anticancerigena, a
Sipuleucel-T, para o tratamento do cancro da prostata metastizado resistente a castracao
(tabela 1 em anexo) (Resumo das Caracteristicas, 2013; Hammerstrom, Cauley, Atkinson
& Sharma, 2011; Messerschmidt et al., 2016).

Como ja foi anteriormente mencionado, ¢ a partir dos neo-antigénios apresentados
pelas APCs as células T que o sistema imunitario ¢ ativado contra as células malignas.
Foi com base neste conceito que a Sipuleucel-T foi criada. Neste tipo de imunoterapia,
células mononucleares sao retiradas do sangue periférico do individuo com cancro da
prostata, através de leucaforese. Posteriormente, as células sdo cultivadas in vitro e
tratadas com a proteina de fusdo fosfatase acida prostatica (PAP) (uma molécula que esta
presente na maior parte das células cancerigenas do cancro da prostata, 95%) ligada ao
fator estimulante de colonias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) (molécula que
ativa as células imunitarias). Quando em contacto com a proteina conjugada, as APCs
vao internaliza-la, processd-la e expressa-la através do MHC. Apos a exposi¢do e
estimulacdo das APCs extraidas, estas sdo reintroduzidas no individuo, onde irdo interagir
com as restantes células imunitarias, desencadeando assim, uma resposta imunitaria
contra as c¢lulas malignas (figura 8) (Anassi & Ndefo, 2011; Mantegazza et al., 2013).

Atualmente, a Sipuleucel-T (Provenge®) encontra-se revogada (European

Medicines Agency, 2013).
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Figura 8: Apresentagdo do neo-antigénio pelas APCs as células T do hospedeiro (adaptado de

Messerschmidt et al., 2016).

Em 2013 foi introduzida, pela primeira vez em ensaios clinicos, a vacinagdo
personalizada com ARNm (4cido ribonucleico mensageiro) proveniente de células
cancerigenas (ainda em desenvolvimento) (Diken et al., 2015).

A grande diferenga deste tipo de vacinagdo em comparagdo com a Sipuleucel-T
baseia-se na origem dos neo-antigénios utilizados. De facto, nas vacinas personalizadas
com moléculas de ARN (4cido ribonucleico), as moléculas que irdo estimular as células
do sistema imunitario sdo obtidas através da sequenciagdo do genoma das células
tumorais existente no individuo. O que torna a utilizagdo de vacinas de ARN tdo atraente
¢ o facto destas permitem a administragdo de grandes quantidades de antigénios
especificos, no individuo portador do tumor, ¢ de serem aplicaveis a qualquer tipo de
cancro que transporte mais do que uma muta¢do. No entanto, ainda existem muitos
desafios a ser ultrapassados até que se consiga realmente utilizar este tipo de vacinas na
pratica clinica (Pollard, Koker, Saelens, Vanham & Grooten, 2013; Diken et al., 2015;
McNamara, Nair & Holl, 2015).

3.2.1- Evidéncias Cientificas

Para além das evidéncias ja demonstradas no cancro da prostata, do melanoma e
do CPCNP, estdo atualmente a explorar-se novas areas de aplicagdo deste tipo de

imunoterapia. Atualmente existem varios ensaios clinicos a decorrer onde se estudam a
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eficacia e possiveis aplicacdes deste tipo de terapéutica (Kantoff et al., 2010; Anassi &
Ndefo, 2011; Brunsvig et al., 2011; Castle et al., 2012; Carreno et al., 2015).

Através da NGS, o desenho e personalizagao de vacinas no combate ao cancro ¢
agora mais facil. Uma vez que a NGS permite a sequenciagao do genoma das células
malignas, € possivel determinar as mutacdes que nele existem face ao genoma das células
saudaveis e assim, selecionar aquelas que poderdo dar origem a neo-antigénios € a uma

potente resposta imune (Castle et al., 2012).

3.2.2-Efeitos Adversos e Limitacdes

A maioria dos efeitos adversos que surgem com este tipo de imunoterapia devem-
se a infusdo do conteudo da vacina. No entanto, a administracdo de paracetamol ou
mesmo de um anti- histaminico, como ¢ o caso da difenidramina (anti-histaminico H1),
ajudam a suportar esses efeitos (febre, nduseas, fadiga, entre outros) (tabela 2 em anexo)
(Resumo das Caracteristicas, 2013; Anassi & Ndefo, 2011).

Pode-se considerar que uma das maiores limitagdes deste tipo de terapéuticas € o
seu custo economico. Efetivamente, a Sipuleucel-T, apesar de apresentar um beneficio
clinico superior ao docetaxel (agente de quimioterapia utilizado no tratamento padrao do

cancro da proéstata), € significativamente mais caro (Anassi & Ndefo, 2011).

3.3- Transferéncia Celular Adotiva

A transferéncia de células adotivas consiste na administracdo de células
imunitarias do hospedeiro, apds a sua estimulagao contra um determinado neo-antigénio
(Rosenberg & Restifo, 2015).

Neste tipo de imunoterapia as células T do individuo sdo cultivadas, ativadas e
selecionadas in vitro, ou modificadas geneticamente, sendo posteriormente administradas
no hospedeiro do tumor. Devido a capacidade que as células imunitdrias t€m de
reconhecer as células malignas e de se expandir mais de mil vezes no organismo, este tipo
de imunoterapia tem alcangado, em ensaios clinicos, resultados muito promissores.
Exemplo disso sdo os resultados obtidos no melanoma, em leucemias e mesmo no cancro
da prostata. No entanto, ainda ¢ necessario otimizar alguns aspetos neste tipo de
terapéutica (Ilumina, s.d.a; Perica, Varela, Oelke & Schneck, 2015).

A ACT subdivide-se em 2 tipos: ACT com células T geneticamente modificadas

e ACT de linfocitos infiltrantes de tumor (TILs) (Ilumina, s.d.a).
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3.3.1-Células T

Na ACT com células T, os linfocitos sdo modificados fora do organismo humano,
apos a sua colheita a partir do individuo com cancro. Através da sua modificagdo, os
linfocitos T passam a expressar um recetor de antigénio quimérico (CAR) que é composto
por um dominio de ligagdo ao anticorpo ¢ dominios que ativam as células T. Ao serem
reintroduzidas no individuo, estas células vao desencadear uma resposta dirigida ao

tumor, promovendo a sua eliminacao (figura 9) (Ilumina, s.d.a; Morrison, 2015).

—

’.\ Céluli isoladas

Células Tumorais isoladas

Identificacdo de
* * neo-antigénios por
L * Sequenciagdo

Infusdo das Células T
modificadas Célula T com
afinidade para os
neo-antigénios

Célula Mutada
Células Normais

. . Celulas T Modificadas

Figura 9: Transferéncia Celular Adotiva de células T (adaptado de Ilumina, s.d.a). -A partir do individuo

portador do tumor isolam-se células imunitarias e células tumorais. Apds o selecionamento dos neo-
antigénios, as células T sdo modificadas geneticamente. Uma vez reintroduzidas no hospedeiro do tumor

desencadeiam um conjunto de a¢des que irdo promover a eliminacdo das células tumorais.

Este tipo de ACT tem alcancado resultados clinicos muito positivos (expansdo de
mil vezes de células-T CAR apds administragdo), com expressdo CAR persistente e a
geragdo de células imunologicas de memoria (Ilumina, s.d.a).

Num estudo realizado por Kalos et al. (2011), em individuos com leucemia
linfocitica cronica resistente a quimioterapia (LLC), foram colhidas células T de cada um
dos individuos (3 individuos), que posteriormente foram manipuladas para que

expressassem um dominio CAR anti-CD19 (cluster of differentiation 19). Apos selegao
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e purificacdo das células T modificadas, estas foram reintroduzidas nos individuos de
onde foram isoladas. Uma vez no organismo, estas células comegaram a expandir-se,
adquirindo uma forte resposta imunologica anti-tumoral que se manteve por mais de 6
meses. Através de dados imunologicos obtidos, verificou-se que a resposta anti-tumoral
era especifica para o CD19, tendo mesmo em dois dos individuos ocorrido a remissao
completa do tumor. Para além destes excelentes resultados, também foram detetadas
células de memoria anti-CD19 funcionais (Kalos et al., 2011).

Outros estudos envolvendo a aplicagdo desta terapéutica em LLC resistente a
quimioterapia ou leucemia linfocitica aguda, tém sido elaborados com resultados muito
promissores. Foram mesmo explorados os mecanismos que levavam a reincidéncia da
doenca, ap0s a utilizagdo da ACT. Verificou-se que as recidivas se deviam ou a perda do
CAR (deixava de ser expresso, devido a delegdes por exemplo), ou a uma alteragdo na

sua expressao, que levava a perda de atividade (Grupp et al., 2013; Sotillo et al., 2015).

3.3.2- Linfécitos Infiltrantes de Tumor (TILs)

Sabe-se hoje, que os linfocitos infiltrantes de tumor, presentes no microbioma
tumoral, t€m a capacidade de reconhecer e marcar como alvo “produtos” resultantes de
mutagdes tumorais. Na década de 1980, demonstrou-se que este tipo de ACT apresentava
a capacidade de promover a regressao tumoral em alguns tipos de cancro (Ilumina, s.d.a;
Rosenberg & Restifo, 2015).

Na ACT de TILs, as células T que sao extraidas do individuo com o tumor nao
sofrem qualquer tipo de manipulagdo genética. Estas, apds serem isoladas, a partir do
tecido tumoral, sdo cultivadas. Uma vez em cultura a sua proliferacao ¢ estimulada, sendo
no fim selecionados os TILs capazes de reconhecer e eliminar as células malignas. Apos
a sua purificacdo as células imunes sdo reintroduzidas novamente no individuo (Ilumina,
s.d.a; Vadali, 2016).

Os resultados obtidos inicialmente com este tipo de terapéutica ndo foram muito
motivadores. Estes resultados deveram-se ao facto das células serem rapidamente
eliminadas ap6s a sua administragdo no organismo, apresentando assim uma duracao de
acdo muito curta. Contudo, em 2012, observou-se que, através da administragao de um
regime de quimioterapia mieloablativa (quimioterapia de doses elevadas capaz de
destruir, para além das células malignas, células da medula déssea) antes da ACT,

conseguia-se obter resultados mais otimistas com esta terapéutica. Assim, os TILs
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compostos geralmente por células T CD8 " e CD4" conseguiam promover a regressdo do
tumor (Rosenberg & Restifo, 2015).

Também neste tipo de imunoterapia, a NGS desempenhou um papel muito
importante. Efetivamente, foi gragas aos seus contributos que se verificou que os TILs
tinham a capacidade de reconhecer e marcar como alvo moléculas sintetizadas pelas
células tumorais (Ilumina, s.d.a; Rosenberg & Restifo, 2015).

Foi no melanoma que se obtiveram os melhores resultados através da aplicagao
deste tipo de ACT. De facto, esta ¢ a maneira mais eficaz de tratamento do melanoma
metastatico. Todavia, atualmente j& sdo inumeras as provas que demonstram que através
da ACT se consegue regredir o crescimento tumoral, ndo s6 no melanoma como também

noutro tipo de tumores (Ilumina, s.d.a; Perica et al., 2015; Rosenberg & Restifo, 2015).

3.3.3- Vantagens

Apesar de ainda existirem varios pontos a melhorar, esta terapéutica apresenta
inimeras vantagens. Exemplo disso ¢ a capacidade de manipulacdo das células T, que
permite direcionar de forma especifica a resposta das células imunes contra um
determinado neo-antigénio; a facilidade que as células imunitarias apresentam, de uma
vez introduzidas no organismo, se expandir; ¢ o facto de ndo ser necessario recolher
grandes quantidades de amostra (de populacdes celulares) (Rosenberg, Restifo, Yang,

Morgan & Dudley, 2008; Morrison, 2015).

3.3.4- Evidéncias Cientificas

Sdo vérios os estudos que demonstram que o uso da ACT no melanoma
metastatico consegue alcancar ndo so a regressao tumoral, como também, uma resposta
duradoura ao longo do tempo (Rosenberg et al., 2008, 2011; Radvanyi et al., 2012).

Recentemente, num estudo realizado por Maus, Grupp, Porter & June (2014),
obteve-se uma taxa de resposta com a ACT de cerca de 80%. Neste estudo, os
investigadores analisaram o efeito que as células T modificadas (que expressavam um
recetor CAR capaz de reconhecer o marcador CD19 existente nos linfocitos B) tinham
sobre a leucemia linfoide aguda (Maus, Grupp, Porter & June, 2014).

Um outro estudo realizado por Stevanovic¢ et al. (2014), demonstrou que a ACT
conseguiu conduzir a remissdo completa das células malignas em individuos portadores
de cancro do colo do tutero metastatico, sendo a resposta também ela duradoura

(Stevanovi¢ et al., 2015).
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Estes e muitos outros estudos, ndo s6, demonstram o potencial que a ACT possui,
como também evidenciam o papel que a NGS teve no avango desta aplicagdo de

imunoterapia (Ilumina, s.d.a).

3.3.5- Transferéncia celular Adotiva - Novas Vertentes

A ACT ¢ uma terapéutica que se tem revelado muito promissora, sendo uma
imunoterapia clinica emergente no tratamento de cancro (Wang, Yin, Wang & Wang,
2014; Perica et al., 2015)

Atualmente estdo em desenvolvimento novas vertentes da ACT. Exemplo disso
sdo as células T manipuladas através de métodos de engenharia genética, que
transformam estas células em veiculos transportadores de agentes terapéuticos. Desta
forma, o papel das células T no combate ao cancro ¢ a propria eliminagdo das células
tumorais ¢ mais eficiente (Tsai & Davila, 2016).

Nesta nova vertente da ACT, ndo so as células T, como também outras células
tém sido estudadas como potenciais veiculos de agentes terapéuticos. Células-tronco
mesenquimais (MSCs), macrofagos, neutrédfilos e células da microglia, tém ja servido de
molde em inimeros estudos. Contudo, os resultados obtidos foram desanimadores ou 0s
desafios que foram surgindo ao longo do processo limitaram a utilizagdo destas células.
A utilizacdo das células como veiculos tem como objetivo limitar a area de contacto das
substancias transportadas. Desta forma, consegue-se aumentar a eficécia da terapéutica e
a biodisponibilidade do composto, uma vez que se conseguem evitar os processos de
metabolizacdo dos mesmos. Ao mesmo tempo consegue-se ainda limitar o contacto da
molécula transportada com os tecidos saudaveis, diminuindo, assim, a toxicidade e a
quantidade de agente terapéutico a utilizar. Efetivamente, a maioria dos tratamentos
sistémicos convencionais, ao ndo atuarem de forma especifica, exercem a sua agao nao
sO sobre os tecidos malignos como também sobre os tecidos saudaveis, levando a que a
dose muitas vezes seja inferior a eficaz e/ou a que se desenvolva toxicidade. No entanto,
as células T devido a sua capacidade de direcionar de forma especifica a sua atividade,
exercendo a sua acdo apenas nas células que expressam o antigénio para o qual foram
estimuladas, conseguem contornar estes aspetos negativos. Desta forma, estas células,
devido a sua especificidade acabam por ser ideais no tratamento de cancros metastizados

(Zinkernagel, 2002; Rahir & Moser, 2012; Mantegazza et al., 2013; Tsai & Davila, 2016).
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Para além da especificidade, as células imunitarias t€ém ainda a capacidade de
penetrar nos tumores solidos, o que esta associado a um prognostico positivo (Sparmann
& Bar-Sagi, 2004; Faria & Rabenhorst, 2006; Rahir & Moser, 2012).

A penetracao tumoral e a habilidade que as células T tém de alcangar praticamente
qualquer parte do organismo, como ¢ o caso da barreira hematoencefalica (BHE), permite
a estas células funcionarem como bons veiculos de agentes terapéuticos, assim como,
alcancar e tratar tumores que de outra forma ndo se conseguiriam tratar ou seriam muito
dificeis de alcangar (Carson, Doose, Melchior, Schmid & Ploix, 2006; Cose, 2007;
Engelhardt & Ransohoff, 2012).

Atualmente existem estudos em desenvolvimento que tentam tornar a secre¢ao
mediada pelas células T mais refinada. O seu objetivo consiste em promover a libertagdo
das substancias transportadas apenas quando ocorrer a interagao especifica com as células
tumorais. Assim, ao se garantir que o agente terapéutico transportado apenas ird atuar no
tumor e ao seu redor, a selecao das moléculas a utilizar acaba por ser muito mais vasta.
Algumas das moléculas estudadas envolvem anticorpos, citocinas (IL2) e quimiocinas
(Tsai & Davila, 2016).

A 11-12 tem a capacidade de aumentar a atividade e a funcdo das células T. No
entanto, esta citocina pro-inflamatéria quando administrada sistemicamente ¢
excessivamente toxica, podendo mesmo causar trombocitopenia, leucopenia, e
hiperbilirrubinemia dose-dependente. Contudo, estes efeitos facilmente conseguem ser
contornados. Se a sua administracdo ocorrer de forma localizada, isto €, apenas ao nivel
do tumor, para além de se obter o efeito clinico pretendido, os efeitos adversos facilmente
sdo tolerados. Esta descoberta serviu de base para o desenvolvimento de uma estratégia
que permitisse o seu uso associado as células T. Num modelo de rato com melanoma, a
administragdo deste tipo de terapéutica resultou num aumento significativo de células T

ativadas contra o cancro e numa baixa toxicidade (Tsai & Davila, 2016).
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3.3.6- Limitacdes

Qualquer que seja a vertente da ACT existem sempre riscos ¢ desafios a ser
ultrapassados (Rosenberg et al., 2008). Tratando-se de um método altamente
personalizado que exige a manipulagdo genética, este necessita de laboratérios,
esquipamentos especificos e de pessoal devidamente qualificado que garantam a
qualidade do produto. Por outro lado, ndo sendo uma terapéutica standard (um dos fatores
que torna a sua utilizacao tao atraente), o seu uso na pratica clinica acaba por nao estar
muito facilitado. Devido aos fatores que envolvem a sua produgdo (rentabilidade e
reprodutibilidade) as proprias indistrias acabam por ndo investir muito nesta area

(Rosenberg et al., 2008; Kalos & June, 2013).
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Capitulo V- Conclusao

Até ha algum tempo, as bases do tratamento do cancro centravam-se na
quimioterapia, radioterapia e cirurgia. No entanto, através dos resultados recentemente
alcangados na imunoterapia, esta acabou também por se juntar aos restantes métodos de
tratamento oncologico (Perica et al., 2015).

Sdo varios os fatores que tornam a imunoterapia apelativa no tratamento das
neoplasias. E o caso da especificidade do sistema imunitario, da sua capacidade de
expansao, ativagdo e de memoria (Perica et al., 2015)

Apesar do papel ambiguo que o sistema imunitario apresenta no cancro, este tem
a capacidade de detetar e eliminar as células malignas (Balkwill et al., 2012).

A imunoterapia, ao contrario das outras terapéuticas, ndo desempenha uma agao
direta contra o cancro. A base deste tipo de tratamento consiste na estimulagdo/ativagdo
do sistema imunitario contra um neo-antigénio especifico do tumor, ou na inibi¢ao de
vias que sdo usualmente utilizadas pelas células malignas na fuga a atividade imune.
Independentemente do método utilizado, sdo ja inimeras as evidéncias que demonstram
0 quao eficaz e promissor ¢ este tipo de tratamento (Messerschmidt et al., 2016).

Existem também varios estudos e ensaios clinicos onde se usam terapéuticas
combinadas. Nestes estudos, a combinagdo de terapéuticas obteve uma maior eficacia na
eliminacdo das células malignas, do que a imunoterapia isolada (Ilumina, s.d.a).

Grande parte dos avancos alcancados na terapéutica imunoldgica devem-se a
NGS. Esta foi sem sombra de divida um dos maiores avangos dos ultimos tempos. No
entanto, devido a complexidade que envolve o sistema imunitario e o desenvolvimento
tumoral, ainda existe um longo caminho a percorrer (Ilumina, s.d.a).

No futuro, para além da utilizacdo de terapéuticas personalizadas, talvez se
consigam produzir e elaborar métodos de rastreio que permitam selecionar, a partir das
carateristicas intrinsecas do individuo e do tumor, a terapéutica ideal para cada individuo.
De facto, as diferengas genéticas que existem dentro de uma populacao de individuos, os
fatores ambientais a que cada um deles se encontra exposto, as caracteristicas do
microbioma e do microambiente tumoral, t€m a capacidade de influenciar o sistema
imunitario, € como tal, o préprio combate ao cancro (Ilumina, s.d.a; (Tsai & Davila,
2016).

Em suma, devido ao enorme potencial que o sistema imunitario apresenta, através

do aperfeicoamento das terapéuticas atuais aliado a um maior conhecimento técnico-
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cientifico, € certo que nas proximas décadas, o tratamento do cancro ird entrar uma Nova

Era.
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Anexos



Tabela 1: Indicag¢des Terapéuticas do Ipilimumab, Nivolumab, Pembrolizumab e do Sipuleucel-T (RCM, 2011, 2013, 2015a, 2015b).

Nome
DC1 Comercial
Ipilimumab Yervoy®
Nivolumab Opdivo®
Inibidores
do
Checkpoint
Pembrolizumab Keytruda®
Vacina Sipuleucel-T * Provenge®

*-> Atualmente Revogado.

o,
*

Indicacio Terapéutica

Melanoma avangado (irressecavel ou metastatico) em adultos.

Melanoma avangado (irressecavel ou metastatico) em adultos, em
monoterapia ou em associa¢do com ipilimumab;

CPCNP localmente avangado ou metastatico, apds quimioterapia prévia em
adultos;

Carcinoma de células renais (CCR) apos terapéutica prévia em adultos.

Em monoterapia esta indicado para o tratamento do melanoma avangado
(irressecavel ou metastatico) em adultos;

CPCNP localmente avangado ou metastatico em adultos cujos tumores
expressam PD-L1 e que receberam pelo menos um esquema de tratamento
prévio com quimioterapia. Doentes com mutagcdes tumorais positivas
EGFR ou ALK, devem ter recebido a aprovacdo da terapéutica para essas
mutagdes, antes do tratamento com este medicamento.

Cancro da prostata metastizado resistente a castragdo, assintomatico ou
minimamente sintomatico (ndo visceral), em doentes adultos do sexo
masculino para quem a quimioterapia ainda ndo esta clinicamente indicada.



Tabela 2- Efeitos adversos muito frequentes e frequentes do Ipilimumab, Nivolumab, Pembrolizumab e do Sipuleucel-T (RCM, 2011, 2013, 2015a, 2015b).

Ipilimumab

Nivolumab em
Monoterapia

Nivolumab em
associacdo com
Ipilimumab

Pembrolizumab

sipuleucel-T *

benignas, malignas
e nao especificadas
(incluindo quistos

-Dor tumoral (F)

Doencas endocrinas

-Hipofunc¢éo hipofisaria
(incluindo hipofisite),
hipotiroidismo (F)

-Hipotiroidismo,
hipertiroidismo,
hiperglicemia * (F)
-Hipotiroidismo (MF)
-Insuficiéncia
suprarrenal,
hipopituitarismo,

hipofisite,

hipertiroidismo, tiroidite,
hiperglicemia * (F)
- Hipertiroidismo,
hipotiroidismo B (F)

Doencas do
metabolismo e da
nutricao

-Apetite diminuido (MF)

-Desidratagao,
hipocaliemia (F)

Diminuigdo do apetite
(MF)

-Diminuig¢do de apetite
(MF)
-Desidratagio (F)

-Apetite diminuido (F)

Perturbacdes
do foro
psiquiatrico

-Estado
confusional (F)

Doencas do sistema

nervoso

-Neuropatia sensorial
periférica, tonturas,
cefaleias, letargia (F)

-Neuropatia periférica,
cefaleia, tonturas (F)

-Cefaleia (MF)

-Neuropatia periférica,

tonturas (F)

- Cefaleia, tonturas,

disgeusia (F)

-Tonturas, parestesia €,

parestesia oral €,
cefaleias (MF)
-Acidente
cerebrovascular,

acidente isquémico
transitorio, tremor,

hipoestesia,

compressdo da espinal
medula, sincope (F)

Afecdes
oculares

-Visdo turva,
dor ocular (F)

-Visdo turva,
olhos secos (F)

-Uveite visdo
turva (F)

-Olho seco (F)



Ipilimumab

Nivolumab em
Monoterapia

Nivolumab em
associacdo com
Ipilimumab

Pembrolizumab

Sipuleucel-T *

Doengas respiratorias,

Vasculopatias toracicas e do
mediastino
-Hipotensao,
afrontamento, -Dispneia, tosse (F)

rubor quente (F)
-Hipertensio (F) -Pneumonite P4,
dispneia, tosse (F)

-Hipertensao (F) -Pneumonite P4,
embolismo pulmonar P,

dispneia, tosse (F)

-Pneumonite ¥, dispneia,
tosse (F)

-Hipertensao,
hipotenséo (F)

-Hipoxia, sibilos,
dispneia (F)

Afecoes
Hepatobiliares

-Fung¢ao
hepatica
anormal (F)

-Hepatite * (F)

Afecdes dos tecidos cutineos e
subcutaneos

-Erupg¢do cutanea, prurido (MF)
-Dermatite, eritema, vitiligo, urticaria,
eczema, alopecia, suores noturnos, xerose
cutanea (F)

-Erupgio cutanea &, prurido (MF)
-Vitiligo, xerose cutanea, alopecia (F)

-Erupgio cutanea £, prurido (MF)
-Vitiligo, xerose cutanea, eritema,
alopecia, urticaria (F)

- Erupgdo cutinea !, prurido ? (MF)
- Reagdes cutineas graves b, vitiligo ™,
dermatite acneiforme, pele seca, eritema,
eczema (F)

-Erupc¢do cutanea, hiperidrose, prurido,
urticaria (F)

Afecdes musculo-
esqueléticas e dos
tecidos conjuntivos
-Artralgia, mialgia, dor
musculo-esquelética,
espasmos musculares
(F)

-Dor

musculosquelé
tica,
artralgia (F)
-Artralgia (MF)
-Dor musculosquelética
¢(F)

-Artralgia (MF)

- Miosite N, dor
musculosquelética ©,
dor nas extremidades,

artrite P

-Artralgia, mialgia
(MF)
-Espasmos
musculares® (F)



Complicacdes de
intervencdes relacionadas
com lesdes e intoxicacoes

Perturbacdes gerais e alteracdoes no Infecoes e Doencas do sistema Cardiopatias
local de administracio infestacdes imunitario

-Fadiga, reacdo no local da injeg@o,

L. pirexia (MF)
Ipilimumab -Arrepios, astenia, edema, dor, estado
gripal (F)
, -Fadiga (MF) -Infecdo do trato -Reacdo relacionada
Nivolumab em — N S . ~ A
Monot . -Pirexia, edema (incluindo edema respiratorio superior com a perfusao?,
onoterapta periférico) (F) (F) hipersensibilidade (F)
- 1 D
Nivolumab em -Fadiga, pirexia (MF) . Pne? OO 5 -Reagdo relacionada
L . . R infecdo do trato ~ A . .
associacdo com | -Edema (incluindo edema periférico), resDiratério superior com a perfusdo®, -Taquicardia (F)
Ipilimumab dor (F) p (F) P hipersensibilidade (F)
-Fadiga (MF) - Reagdo associada a
. -Astenia, edema Q, pirexia, estado perfusdo intravenosaR
Pembrolizumab . :
gripal, arrepios (F) (F)
-Arrepios, fadiga, pirexia, dor, astenia
(MF) -Fibrilhagao

Sipuleucel-T * -Bacterémia (F) -Toxicidade de Citrato € (MF)

-Sindrome gripal, mal-estar toracico

(F)

auricular (F)



Doengas renais e

urinarias
Ipilimumab
Nivolumab em
Monoterapia
Nivolumab em oA
associacdo com Insuficiéncia
CA
Ipilimumab renal™* ()
Pembrolizumab
; T %
Sipuleucel-T Hematuria (F)

Exames complementares de diagnoéstico

-Alanina aminotransferase aumentada (ALT), aspartato
aminotransferase aumentada (AST), fosfatase alcalina no
sangue aumentada, bilirrubinemia aumentada, peso
diminuido (F)

-AST aumentada, ALT aumentada, fosfatase alcalina
aumentada, lipase aumentada, amilase aumentada,
hipocalcemia, creatinina aumentada, linfopenia, leucopenia,
trombocitopenia, anemia, hipercalcemia, hipercaliemia,
hipocaliemia, hipomagnesemia, hiponatremia (MF)
-Bilirrubina total aumentada, neutropenia, hipermagnesemia,
hipernatremia, descréscimo do peso (F)

-AST aumentada, ALT aumentada, bilirrubina total
aumentada, fosfatase alcalina aumentada, lipase aumentada,
amilase aumentada, creatinina aumentada, linfopenia,
leucopenia, neutropenia, trombocitopenia, anemia,
hipocalcemia, hipercaliemia, hipocaliemia,
hipomagnesemia, hiponatremia (MF)
-Hipercalcemia, hipermagnesemia, hipernatremia,
descréscimo do peso (F)

- ALT aumentada, AST aumentada, fosfatase alcalina no
sangue aumentada, creatininemia aumentada (F)

Doencas gastrointestinais

-Diarreia, vomitos, nauseas
(MF)

- Hemorragia gastrointestinal,
colite S, obstipagdo, doenga de
refluxo gastroesofagico, dor
abdominal, inflamagao da
mucosa (F)

-Diarreia, nauseas (MF)
-Colite, estomatite, vOmitos,
dor abdominal, obstipagao,

boca seca (F)

-Colite, diarreia, vomitos,
nauseas, dor abdominal (MF)
-Estomatite, gastrite,
obstipacgdo, boca seca (F)

-Diarreia, nauseas (MF)
-Colite T, vomito, dor
abdominal Y, obstipacdo, boca
seca (F)

-Vomitos, nauseas (MF)
-Dor abdominal (F)

Doencas do
sangue e sistema
linfatico

-Anemia,
linfopenia (F)

-Eosinofilia (F)

-Anemia (F)

-Anemia® (MF)
-Trombocitopenia
€(F)



Legenda:

A-> Foram notificados casos potencialmente fatais em estudos clinicos ja completos ou ainda a decorrer;

B> Hipotiroidismo que pode originar mixedema;

C-> Associado essencialmente ao procedimento de leucaferese;

D-> Foram notificados desfechos fatais em estudos clinicos ja completos ou ainda a decorrer;

E-> O termo erupgao cutinea engloba a erupg¢do maculopapular, erupgdo eritematosa, erupgdo pruriginosa, erupgio folicular, erupg¢do macular, erup¢do morbiliforme,
erupgdo papular, erupcdo pustular, erupgdo escamosa papular, erupgdo vesicular, erup¢do generalizada, dermatite, dermatite acneiforme, dermatite alérgica, dermatite
atopica, dermatite bolhosa, dermatite esfoliativa, dermatite psoriasiforme, e erup¢do cutanea medicamentosa;

G~ O termo dor muscolosquelética engloba dor nas costas, dor dssea, dor musculosquelética toracica, desconforto musculosquelético, mialgia, dor no pescogo, dor nas
extremidades e dor espinal;

H-> Pneumonite, com desenvolvimento de uma doenca pulmonar intersticial;

I O termo Erupgdo cutinea engloba erupgdo eritmatosa, erupg¢do folicular, erup¢do generalizadas, erup¢do macular, erup¢do maculopapulosa, erupgdo papulosa,
erupg¢do pruriginosa, erupg¢ao vesiculosa e erupcao cutinea genital;

J=> O termo Prurido engoba urticaria, urticaria papular, prurido generalizado e prurido genital;

L-> O termo reagdes cutineas graves engloba dermatite exfoliativa, eritema multiforme, rash cutinea exfoliativa, pénfigo, sindrome de Stevens-Johnson e os seguintes
com grau > 3: prurido, erupgdo cutdnea, erupcdo cutdnea generalizada e erupgdo cutdnea maculo-papular;

M~> O termo vitiligo engloba despigmentacdo da pele, hipopigmentagdo da pele e hipopigmentagdo da palpebra;

N->0 termo miosite engloba mialgia, miopatia, polimialgia reumatica e rabdomidlise;

0O-> O termo dor musculosquelética engloba desconforto musculosquelético, dor dorsal, rigidez musculosquelética, dor no peito musculosquelética e torcicolo;

P-> O termo artrite engloba inchago das articulag¢des, poliartrite e efusdo das articulagdes;

Q~> O termo edema engloba edema periférico, edema generalizado, sobrecarga de liquidos, retencdo de liquidos, edema da palpebra e edema do labio, edema da face,
edema localizado e edema periorbital;

R0 termo reagoes relacionadas com a perfusdo engloba hipersensibilidade ao fAirmaco, rea¢do anafilatica, hipersensibilidade e sindrome de libertagéo de citocinas;
S-> Abrangendo desfecho fatal;

T-> O termo colite engloba colite microscopica e enterocolite;

U-> O termo dor abdominal engoba desconforto abdominal, dor abdominal superior e dor abdominal inferior;



*-> Atualmente Revogado;
F-> Frequente;
MF->Muito Frequente.



