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Resumo

O cancro é uma doenca com elevado impacto na sociedade, na saude, na economia e na
investigacdo. Posto isto, torna-se imperativo que a investigacdo em Oncologia continue
para que consigamos desenvolver terapéuticas que eliminem o cancro de forma segura e

eficaz e para que o doente tenha 0 maximo de qualidade de vida possivel.

A imunoterapia € uma terapia biolégica inovadora, que recorre ao proprio sistema
imunitario modulando a resposta imunoldgica para que consiga de forma eficaz e
especifica selecionar e provocar morte celular das células tumorais. Esta ativacdo e
modulacdo do sistema imunitario é conseguida recorrendo a diferentes alvos terapéuticos,
como inibidores de checkpoint imunologico, anticorpos monoclonais, células CAR-T,
virus oncoliticos, citocinas, vacinas, entre outros. Os varios alvos terapéuticos apresentam
mecanismo de acdo distintos promovendo assim respostas imunologicas robustas e

duradouras que controlam o crescimento e a proliferagdo tumoral.

Atualmente, a imunoterapia esté indicada no tratamento de diversos tipos de cancro, onde
se inserem 0 Melanoma, o Cancro do Pulméo, o Linfoma de Hodgkin, o Cancro do rim,
0 Cancro Colorretal, entre muitos outros. A imunoterapia representa uma esperanca
crescente para pacientes com cancro, oferecendo novas opcdes terapéuticas que podem

prolongar a sobrevivéncia e melhorar a qualidade de vida.

Apesar dos progressos e do sucesso, a imunoterapia enfrenta alguns desafios que precisam
de ser ultrapassados, tais como a resisténcia ao tratamento e os efeitos secundarios graves,
tendo em conta que nem todos os doentes respondem e toleram da mesma maneira,
havendo necessidade de recorrer a estratégias de monitorizacdo e de gestdo adequadas e
bem definidas. Para o futuro da Imunoterapia, espera-se que todo o seu potencial seja
alcancado para que haja esperanca para 0s doentes oncoldgicos, e que a investigacao
encontre solucbes de otimizacdo, novos alvos terapéuticos e terapias combinadas que
evidenciem maior personalizacdo. Assim, a investigacdo encontra-se direcionada para a
personalizacdo do tratamento, sendo uma area promissora baseada em biomarcadores

especificos que pode aumentar a taxa de sucesso e minimizar os efeitos adversos.

Palavras-chave: Imunoterapia; Cancro; Sistema Imunitario; Resisténcia; Tratamento



Abstract

Cancer is a disease with a very significant impact in society, in health, in economy and in
the industry. Therefore, it is imperative continuous research in Oncology so that we can
develop therapies that eliminate cancer safely and effectively so that the patient has the

highest possible quality of life.

Immunotherapy is an innovative biological therapy, which uses the immune system itself
to modulate the immunological response so that it can effectively and specifically select
and cause cell death in tumor cells. This activation and modulation of the immune system
is achieved using different therapeutic targets, such as immune checkpoint inhibitors,
monoclonal antibodies, CAR-T cells, oncolytic viruses, cytokines, vaccines, among
others. The various therapeutic targets have distinct mechanisms of action, thus
promoting robust and long-lasting immune responses that control tumor growth and

proliferation.

Currently, immunotherapy is indicated for the treatment of several types of cancer,
including Melanoma, Lung Cancer, Hodgkin's Lymphoma, Kidney Cancer, Colorectal
Cancer, among many others. Immunotherapy represents a growing hope for cancer
patients, offering new therapeutic options that can prolong survival and improve quality
of life.

Despite progress and success, immunotherapy faces some challenges that need to be
overcome, such as resistance to treatment and serious side effects, considering that not all
patients respond and tolerate it in the same way, making it necessary to resort to adequate
and well-defined monitoring and management strategies. For the future of
immunotherapy, it is expected that its full potential will be reached so that there is hope
for cancer patients, and that research will find optimization solutions, new therapeutic
targets and combined therapies that demonstrates greater personalization. Therefore,
research is focused on personalizing treatment, which is a promising area based on

specific biomarkers that can increase the success rate and minimize adverse effects.

Keywords: Immunotherapy; Cancer; Immune system; Resistance; Treatment
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1 Introducao

1.1 Cancro - defini¢do, desenvolvimento e propagacéao

O cancro é uma patologia com grande relevancia na sociedade devido ao seu impacto
significativo na salde, na economia e na industria. Neste sentido, tem havido cada vez
mais investimento em compreender esta patologia para que nédo so futuramente se consiga

encontrar uma cura, mas também para melhorar os tratamentos e o0s cuidados paliativos.

Nesta patologia o material genético, o ADN, das células do nosso organismo sofre
alteracdes genéticas que afetam o crescimento, a divisdo e a morte celular. Assim, ha
células que adquirem propriedades durante este processo de divisdo descontrolada como
invadir outros tecidos, dividirem-se descontroladamente e adquirem também a

capacidade de ndo morrer quando deveriam. (1)

Num individuo saudavel, as células renovam-se de forma ordenada, permitindo a
reparacdo e crescimento harmonioso dos tecidos do nosso organismo e estas células
lesadas séo eliminadas pelo sistema imunitario. Contudo, se o0 organismo néo for capaz
de as reconhecer e destruir surgird uma massa que se podera transformar em neoplasia

maligna ou cancro. (2)

As neoplasias podem ser malignas ou benignas, sendo a principal diferenca que as
malignas tém a capacidade de se disseminar, de invadir e destruir os tecidos e 6rgaos
vizinhos, espalhando-se para outras partes do corpo, metastizam, enquanto que as

neoplasias benignas podem crescer em volume, mas ndo metastizam. (3)

Neste sentido, é também importante referir que qualquer massa anormal se denomina de
tumor, e todo o tumor maligno se denomina de cancro. Contudo, existem também cancros
que ndo formam tumores, nomeadamente os cancros hematoldgicos, como as leucemias,

em que as células circulam pelo organismo tendo as capacidades enumeradas acima. (1)

Tendo em conta os fatores de risco que podem contribuir para o aparecimento de uma
doenca maligna, temos, excesso de peso, consumo de &lcool, tabaco, infecdes virais,
exposicao excessiva a radiacao solar, exposicao a certos agentes quimicos, hormonas e
radiacdes, e por ultimo a influéncia genética, que durante muito tempo foi considerada
como o principal fator de risco, contudo, cada vez mais se tem vindo a desmistificar essa

relacdo. (2)
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A prevaléncia e a incidéncia do cancro tém vindo a aumentar cada vez mais devido ao
avanco da esperanca média de vida, tal como tem crescido a necessidade da populagéo
em obter um tratamento eficaz, seguro e que permita a manutencdo de uma vida com
qualidade. Deste modo, gracas aos grandes avangos na Oncologia a nivel de diagnostico
e tratamento, sabe-se que atualmente cerca de um terco dos casos de cancro no adulto e

mais de metade nas criangas podem ser curados. (2)

1.2 Epidemiologia

Sendo as doencas oncoldgicas a segunda maior causa de morte em Portugal, contribuiram
para este aumento as modificacdes no estilo de vida e, certamente, o envelhecimento da
populagéo, uma vez que de acordo com a Australian Institute of Healthcare and Welfare

a partir dos 45 anos verifica-se um aumento da incidéncia do cancro em ambos 0s sexos.
(Figura 1) (4)

, ‘.—-v"'/

<

Incidéncia (por 100,000)

Idade, tendo em conta 0 sexo

Figura 1 Taxa de incidéncia do cancro por idade, do sexo feminino (verde), do sexo

masculino (azul) e de ambos os sexos (cor de laranja) em 2023. Adaptado de (4)

O cancro é uma doenca com grande impacto na humanidade, estimando-se que de 2022
para 2045, em Portugal, o nimero de pessoas diagnosticadas com doencas cancerigenas
suba de 69,6 mil para 81,3 mil, e que a mortalidade suba de 33,8 mil para 43,9 mil. Além
disso, também se estima que, a nivel mundial, o nimero de pessoas diagnosticadas com
cancro tem tendéncia a subir de 20 milhdes para 32,6 milhGes, e a mortalidade suba de

9,74 milhdes para 16,9 milhdes, sendo estes valores absolutos. (5)

Neste sentido, o cancro que teve maior incidéncia em ambos os sexos em Portugal foi o

cancro colorretal, seguindo-se o cancro da mama e o cancro da prostata (Figura 2).
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3648 (5.3%) Total : 69 567

Figura 2 Taxa de incidéncia, ambos 0s sexos em 2022, em Portugal. (5)

Por outro lado, o cancro com maior taxa de mortalidade em ambos os sexos foi o cancro

do pulméo, seguindo-se do cancro colorretal e do cancro do estdbmago (Figura 3).

Lui
som (5o
Colorectum
4809 (142%)

Others
14918 (44.2%)

Stomach
2578 (7.6%)

Breast

2211 (65%)

Pancreas

2083 (62%) 2086 (62%)
Total : 33762

Figura 3 Taxa de mortalidade, ambos os sexos em 2022, em Portugal. (5)

Ainda que a probabilidade de ocorréncia de cancro esteja propensa a aumentar, sabe-se
que o diagnostico precoce e 0 aumento do sucesso nos tratamentos tém vindo nédo sé a
elevar as taxas de sobrevivéncia contra 0 cancro como 0 aumento de anos em remisséo
(Figura 4). Deste modo, mesmo para 0s doentes em que a cura ndo € possivel também
tem vindo a aumentar a diversidade de cuidados paliativos, o0 que permite controlar com
maior eficicia a maioria dos sintomas.

0O000O®O

(amro do colo do
Cancro da préostata Leucemia infantil Cancro da mama Cancro do célon  Cancro do pulmac

Portugal: 91% Portugal: 90% Portugal: 88% Portugal: 66% Portugal: 61% Portugal: 16%

Figura 4 Taxa de sobrevivéncia ao cancro, em Portugal em 2023. (6)
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2 Materiais e métodos

Para a elaboracdo desta monografia foi realizada uma pesquisa em diversas fontes, com
0 objetivo de recolher informac&o apropriada e fidedigna. Toda a pesquisa foi realizada
entre dezembro de 2023 e junho de 2024 e foram utilizadas plataformas, como o Pubmed
e a National Library of Medicine pertencentes ao National Center for Biotechnology
Information e Infomed. Além disso, também foram consultados websites, tais como o da
European Medicines Agency, o Global Cancer Observatory e 0 American Cancer Society

para aceder a guidelines e documentos pertinentes.

Os dados bibliograficos foram selecionados de acordo com o ano de publicacdo (entre
2011 e 2024), prestigio e relevancia do seu contetdo, dando-se especial importancia a

artigos mais recentes e escritos em inglés ou portugués.

A pesquisa inicial teve como objetivo adquirir uma visao abrangente sobre o tema desta
monografia, através da recolha de diversos artigos cientificos pertinentes. Posteriormente,
a investigagdo foi aprofundada e orientada conforme os temas correspondentes aos

diferentes tépicos do indice, utilizando fontes mais especializadas.

Para a pesquisa da informacdo foram utilizadas as seguintes palavras-chave: “cancer
review” “cancer epidemiology” “immunotherapy”, ‘“monoclonal antibodies in
immunotherapy”’, “checkpoint inhibitor immunotherapy”, “therapeutic vacCines in
immunotherapy”, “primary resistance in immunotherapy”, ‘“acquired resistance in

immunotherapy”, “combined immunotherapy”, entre outras.
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3 Imunoterapia no cancro

A Imunoterapia é um tratamento que recorre ao proprio sistema imunitario para prevenir,
controlar e combater doengas como o cancro. Neste sentido, a Imunoterapia estimula o
sistema imunitario para reconhecer e selecionar as células cancerigenas, fazendo com que
esta seja uma resposta universal para o cancro. A compreensdo do seu funcionamento

torna-se assim essencial para fundamentar a sua utilizagcdo no tratamento do cancro. (7)

Neste tipo de terapéutica, por um lado pode-se manipular e estimular as préprias células,
e, por outro lado, podem ser criadas em laboratério células iguais as do sistema imunitario

para que consigam encontrar e atacar células cancerigenas. (8)

O nosso sistema imunitario tem a capacidade de selecionar e reconhecer todas as células
do nosso organismo que normalmente estdo presentes, e qualquer célula que seja estranha
cria um alarme desencadeando uma resposta das defesas. Ainda assim, tem alguma
dificuldade no reconhecimento das células cancerigenas, uma vez que estas células

comegam como normais e saudaveis, e por isso muitas vezes ndo as ataca.

Ao nivel dos efeitos adversos, nos tratamentos convencionais para o cancro o efeito é
direto de um quimico ou de uma radiacdo nos tecidos, que resulta em efeitos adversos

comuns como nauseas e perda de cabelo.

Na imunoterapia os efeitos adversos variam, dependendo do tipo de imunoterapia
escolhida. Os efeitos adversos potenciais relacionam-se com a estimulacéo excessiva ou
o alvo errado do sistema imunitario e ttm um quadro que varia de uma simples inflamacéo
(febre) até sintomas com uma gravidade considerdavel como os sintomas tipicos de

doencas autoimunes. (7)

3.1 Tipos de imunoterapia no cancro
Na verdade, existem variados tipos de imunoterapia a serem utilizados para o cancro e
também existem muitos a serem estudados. O tipo de imunoterapia depende do alvo

terapéutico selecionado e muitas vezes também do tipo de cancro.

A imunoterapia pode ser uma terapia ativa, em que existe a estimulagdo do préprio
sistema imunitario para reconhecer e eliminar células tumorais, que siao exemplo as

terapias celulares como as células CAR-T e as vacinas, ou pode ser passiva, em que nao
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€ necessaria ativacdo prévia das células imunitarias, atuando estes componentes
diretamente sobre as células tumorais com o objetivo de as eliminarem, sendo exemplo

as terapias com anticorpos monoclonais ou citocinas.

Neste sentido, existem diversos alvos terapéuticos, tais como anticorpos monoclonais,
inibidores de checkpoint, vacinas, terapia com células CAR-T, citocinas e virus
oncoliticos. Nos préximos capitulos serdo abordados principalmente os seus mecanismos

de acdo e utilizagdes terapéuticas, dando farmacos como exemplos.
3.1.1 Anticorpos monoclonais (mAb)

Uma das formas do nosso organismo se proteger de substancias estranhas € através dos
anticorpos (Ac), os Acs sao proteinas que se ligam especificamente a um antigénio (Ag)
que é também uma proteina. Os Acs circulam na corrente sanguinea até que reconhecem
0 Ag especifico e se ligam a este formando os complexos Ac-Ag. Estes mAb tem como
principal funcdo detetar Ags estranhos a fim de os neutralizar e promover respostas

imunolégicas que culminem na sua eliminacéo.

A imunoterapia recorre aos mADb, que séo proteinas produzidas em laboratorio a partir de
um dnico clone de linfdcitos B, que atuam num Ag especifico, para combater o cancro.
No entanto, por vezes torna-se dificil encontrar e selecionar 0 Ag especifico da célula
cancerigena, uma vez que este Ag nao é exclusivo das mesmas, havendo certos cancros

que beneficiam mais deste tipo de terapéutica do que outros.

A inducdo da morte tumoral por mAbs seletivos para Ags especificos ¢ conseguida
através de diferentes mecanismos. O principal mecanismo direto passa por bloquear sinais
de crescimento celular através do bloqueio da ligacao entre os Acs e o recetor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR). Quando este fator de crescimento esta sobre-expresso,
promove a proliferacdo e invasao celular. Os mecanismos indiretos de acdo dos mAb
necessitam da presenca de componentes celulares do sistema imunoldgico, tais como
complement-dependent cytotoxicity (CDC- citotoxicidade dependente do complemento),
antibody-dependent cellular phagocytosis (ADCP — fagocitose celular dependente do Ac)
e antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC - citotoxicidade celular dependente
do Ac). (9)
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A eliminacdo das células tumorais pode ser mediada por macréfagos (ADCP) ou por
células Natural Killer (NK) através da libertacdo de moléculas citotoxicas (ADCC). Na
reacdo CDC recorre a ativacdo do sistema do complemento para promover uma cascata
de eventos nas quais existe interacdo destas proteinas culminando na morte tumoral por

lise celular. (Figura 5) (9)

Receptor
Blocking

:}:
Ligand
Blocking

Figura 5 Mecanismo de acdo mAb. (9)

Idealmente, a ligacdo entre o Ac aos Ags especificos ocorreria de forma exclusiva nas
células cancerigenas, contudo na realidade esta exclusividade ndo se verifica. Assim, o
que se tenta sempre alcancar é que a presenca destes Ags seja muito superior nas células
tumorais. Assim, a grande limitacdo destes mAb € que a sua eficacia depende da

expressdo dos Ags especificos na superficie celular das células tumorais.

Na verdade, ainda que ndo se consiga a exclusividade de ligacdo, os mAb mesmo que
acabem por atuar e eliminar as células saudaveis tenta-se controlar os sintomas e sempre

que se justifique recorrer ao ajuste posologico.

Os mADb sé podem ser administrados por via SC ou por via IV. Estas vias de administracéo
garantem uma quantidade significativa do mAb atinja a concentracdo terapéutica
necessaria para sua eficacia clinica, e, evitam a degradacéo enzimatica que ocorreria no

trato gastrointestinal, preservando a atividade do mAb.

Por via IV, garante-se uma entrega rapida e completa ao sistema circulatério, e sao
principalmente os farmacos utilizados na oncologia. E, por via SC, o que pode prolongar

a semi-vida dos mAbs, permitindo que eles permanegcam ativos no organismo por um

17



periodo mais longo, para além de ser mais conveniente para os pacientes que fazem a

auto-administragdo em casa.
3.1.1.1 Anticorpos monoclonais ndo conjugados

Os mADb néo conjugados sdo Ac que ndo tém qualquer medicamento ou qualquer material
radioativo conjugado, sendo eficazes sozinhos. Estes mAb tém varios mecanismos de

acao e sdo os preferidos pela imunoterapia.

O Rituximab é um mAb indicado no tratamento de Linfoma nao-Hodgkin (NHL),
causado por celulas B difusas. O NHL é um tipo de cancro que ocorre no sistema linfatico,
e o rituximab liga-se especificamente ao Ag transmembranar CD20 que existe na
superficie dos linfécitos B normais e malignos e recruta celulas do sistema imunitario
para mediar a lise das células B. A eliminacdo das células B pelo rituximab pode recorrer
a reacdo de ADCC, ADCP ou CDC. (10)

O Trastuzumab (Herceptin) € um mAb que se liga a proteina HER2 (recetor-2 do fator
de crescimento epidérmico humano), e esta indicado no tratamento do cancro da mama
metastatico e em fase precoce com sobre-expressao HER2, presente nas células mamarias
e promove 0 seu crescimento. Quando o mAb se liga a proteina HER2, o trastuzumab

inativa a mesma impedindo ou retardando a proliferacdo destas. (11)

O Cetuximab (Erbitux) é um mAb que ¢ direcionado especificamente contra o recetor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR). As vias de sinalizacdo do EGFR estdo
implicadas no controlo da sobrevivéncia celular, progressdo do ciclo celular,
angiogénese, migracdo celular e invasdo/metastase celular. O anti EGFR induz a
internalizacdo do EGFR, o que leva a diminuicdo dos recetores disponiveis na superficie
celular. O Cetuximab também dirige as células efetoras imunitarias citotoxicas para as
células tumorais que expressam EGFR, recorrendo a reacdo de ADCC. O Erbitux esta
indicado no tratamento de doentes com cancro colorectal metastatico e para o tratamento

de doentes com carcinoma pavimentocelular da cabeca e pescoco. (12)

3.1.1.2 Anticorpos monoclonais conjugados
Os anticorpos monoclonais conjugados (ADC) sdo mAbs que se conjugam com um linker

e com um farmaco da quimioterapia ou com uma particula radioativa transportando-a
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diretamente para as células cancerigenas (mAb-linker-agente

quimioterapia/radioterapia).

Este linker é responsavel pela ligacao e por atribuir estabilidade ao ADC para que consiga
circular livremente na corrente sanguinea até se fixar no Ag correspondente, que esta
presente na célula cancerigena. Apos esta ligacdo, ocorre a internalizacdo do ADC,
quebrando-se a ligacao e a particula liberta-se dentro das células provocando a apoptose

celular. (8)

Na quimioterapia, 0 Brentuximab vedotin (Adcetris) € um ADC que tem como alvo o
Ag CD30, ligando-se ao monometil auristatina E (MMAE, agente da quimioterapia). Este
ADC liberta 0o MMAE dentro das células que apresentam Ag CD30, resultando na morte
celular destas células, de forma seletiva. De acordo com a Agéncia Europeia do
Medicamento (EMA), o Adcetris ¢é indicado para o tratamento do linfoma de Hodgkin
CD30+, a posologia recomendada ¢ de 1,8 mg/kg em perfuséo intravenosa ao longo de

30 minutos a cada 3 semanas. (13)

Na radioterapia, o Ibritumomab tiuxetan (Zevalin) é um ADC que tem como alvo 0 Ag
CD20 sendo marcado radioactivamente com itrio-90; é indicado no tratamento do linfoma
ndo Hodgkin folicular de células B CD20+ e atua libertando radioterapia dentro dessas

células cancerigenas levando a sua destruicdo. (14)
3.1.2 Vacinas

As vacinas para o cancro sdo uma forma de imunoterapia que ajuda a reeducar o sistema

imunitario a reconhecer células cancerigenas para que as possa eliminar.

A maior parte das vacinas sdo dadas em pessoas saudaveis como forma de prevenir
infecBes, tais como a varicela ou sarampo. Nestas vacinas é utilizado o virus ou bactéria

atenuado para que haja uma resposta imunitario no organismo.

No caso do cancro, as vacinas sdo mais dificeis de desenvolver, tendo em conta que as
células cancerigenas se parecem as células normais e saudaveis do sistema imunitario,
havendo necessidade de inovar em diferentes abordagens. Neste sentido, existem vacinas

preventivas e vacinas terapéuticas.
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3.1.2.1 Vacinas preventivas

Muitas infecBes virais sdo responsaveis pelo aparecimento e desenvolvimento de cancro,
sendo estas vacinas muito importantes na minimizacao de risco de certos cancros. Estas
vacinas ajudam na prevengédo do cancro ao prevenirem a infegdo viral, ndo tendo como
alvo as células cancerigenas diretamente uma vez que, estas células ainda ndo foram

encontradas ou formadas. (8)

Dentro destas vacinas existem a do Papilomavirus Humano (HPV), que esta relacionada
com o cancro do colo do utero, cancro anal, cancro vaginal, e a vacina para o Virus da
Hepatite B (VHB), que esta relacionada com o cancro do figado. Tendo em conta o Plano
Nacional de Vacinagéo, a vacina para o HPV deve ser administrada até aos 10 anos (tém
comparticipacdo até esta idade) tanto em raparigas como em rapazes (alargado a 30
dezembro 2019, pelo Despacho n°® 12434/2019), e a vacina para o VHB deve ser

administrada ao nascimento, aos 2 meses e aos 6 meses. (15)

3.1.2.2 Vacinas terapéuticas

Estas vacinas diferem das preventivas, uma vez que promovem 0 sistema imunitario a
orquestrar um ataque contra células cancerigenas. Assim, em vez de prevenirem a doenca,

estimulam o sistema imunoldgico a combater uma doenca que ja existe no organismo. (7)

Na verdade, estas vacinas sdo formuladas através de células cancerigenas, de partes de
células ou de Ag puros (proteinas presentes nas células cancerigenas). Neste sentido, por
vezes as proprias células do sistema imunitario do préprio paciente sdo isoladas e expostas
a estas substancias em laboratdrio para formular estas vacinas. Assim que a vacina esta
preparada, administra-se no organismo e promove a resposta imunoldgica contra as
células cancerigenas especificas. (Figura 6) As vacinas normalmente sdo combinadas
com adjuvantes que podem ser outras substancias ou células, para que seja impulsionada

esta acdo imunoldgica. (8)
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Figura 6 Mecanismo de ac¢éo vacinas terapéuticas. (16)

A personalizacdo é um dos fatores mais atrativos das vacinas terapéuticas. Ao serem
adaptadas as mutacOes existentes nos tumores dos doentes, estas vacinas podem ser
altamente eficazes (e apresentarem menos efeitos secundarios) porque tém como alvo Ag

especificos que existem nas células tumorais do doente (e ndo nas células saudaveis). (17)

Um dos exemplos destas vacinas € a Provenge (Sipuleucel-T), uma vacina aprovada
pelas autoridades de salide dos EUA, Food and Drug Administration (FDA), para
tratamento do cancro da prostata avancado que nao responde a hormonoterapia, tendo
revelado um aumento na sobrevida global dos doentes em ensaios clinicos. E uma vacina
personalizada, que envolve recolha de células imunitarias do doente, exposi¢do a uma
proteina encontrada nas células tumorais, e posterior re-infusdo. De notar que esta vacina

ja ndo possui autorizacdo para administracdo em paises regulados pela EMA. (18)

Apesar de resultados promissores em ensaios clinicos, as vacinas contra o cancro
enfrentam ainda véarios desafios, sendo de destacar a capacidade de supressdo
imunologica dos tumores, que faz com que as células imunitarias possam perder atividade
e eficacia no microambiente tumoral; a heterogeneidade em termos de resposta clinica, ja
gue nem todos os pacientes respondem as vacinas e a sua eficacia, podendo variar com
base no tipo de cancro e nas caracteristicas individuais; e por fim, o custo e a
acessibilidade, uma vez que o desenvolvimento de vacinas personalizadas exige recursos
e infraestruturas especializadas que podem torna-las dispendiosas e menos acessiveis para
os doentes. (19)
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3.1.3 Terapia com células CAR-T

A terapia com células CAR-T consiste num tratamento individualizado que recorre as

células T com recetores de antigénio quimérico (CAR).

O tratamento com células CAR-T ao ser um tipo de imunoterapia, recorre ao proprio
sistema imunitario para combater o cancro, mais especificamente aos linfocitos T (células

T) que sdo parte dos glébulos brancos.

Neste sentido, as células T sdo recolhidas do doente através de aferese terapéutica, que
consiste na remogdo de um ou mais componentes do sangue (plasma, plaquetas, glébulos
brancos). As células T recolhidas sdo enviadas para o laboratdério onde introduzem ADN
para que produzam recetores de antigénio quimérico (CAR) na superficie das células,
estes CARs sdo proteinas importantes no reconhecimento de Ag nas células tumorais. De
seguida, as células T sdo denominadas de células CAR-T, e sdo multiplicadas ainda em
laboratdrio, processo que tem uma duracdo entre 3 a 4 semanas. Quando temos uma
quantidade significativa destas células CAR-T, as mesmas sdo congeladas e transferidas

para o hospital ou centro hospitalar onde o doente ira receber o tratamento. (20)

No hospital ou centro hospitalar, antes do doente receber a infusdo de células CAR-T,
normalmente passa por um curto ciclo de quimioterapia de modo a eliminar 0s seus
glébulos brancos (linfodeplecdo) e, um pouco antes da perfusdo, deve receber
paracetamol e um medicamento anti-histaminico para reduzir o risco de reagdes a
perfusdo. As células CAR-T sdo administradas em perfusdo Unica (gota a gota) ao doente
via IV ou cateter central, demorando no méximo 30 minutos. Na verdade, as celulas
CAR-T para além de reconhecerem, atacarem e eliminarem as células tumorais, também
podem ter um impacto significativo na remissdo. (Figura 7) Estas células podem
permanecer no organismo até meses ap0s a infusdo; esta terapia tem tido grandes

resultados a longo prazo. (21)

A FDA e a EMA aprovaram o Axicabtagene ciloleucel (Yescarta), no tratamento de
adultos com trés tipos de cancro do sangue: linfoma de células B de alto grau (LCBAG),
linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), linfoma primario do mediastino de
grandes células B (LPMGCB), linfoma folicular (LF). O Yescarta destina-se a doentes

adultos cujo cancro do sangue reapareceu ou deixou de responder ao tratamento anterior
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(refratario). Neste medicamento as CARs produzidas ligam-se as proteinas CD19

presentes na superficie das células tumorais, eliminando-as. (22)
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Figura 7 Terapia com células CAR-T. (20)

3.1.4 Citocinas

As citocinas sdo pequenas proteinas cruciais no controlo da atividade e crescimento das
células do sistema imunitario e das células do sangue, e também do controlo da
inflamag&o. Quando séo libertadas, sinalizam o sistema imunitario a desempenhar um
papel importante na capacidade de resposta ao cancro, exercendo diretamente um efeito

anti-neoplasico ou podem aumentar a resposta imunitaria ao tumor indiretamente.

Algumas citocinas podem ser manipuladas em laboratorio para tratar alguns tipos de
cancro, outras sdo utilizadas para prevenir e controlar os sintomas da quimioterapia. As
citocinas mais comummente utilizadas séo as interleucinas (IL-2) e os interferdes (IFN-

a), sendo injetadas via IM, IV ou SC.

3.1.4.1 Interleucinas

As interleucinas sdo secretadas pelos linfocitos T CD4+, estimulam a proliferagdo dos
leucdcitos, nomeadamente os linfocitos T e B, promovem o desenvolvimento e

proliferacdo das células T Killer e das células NK, desencadeando uma resposta

imunitaria contra o cancro.
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A Proleukin (aldesleukin) foi a primeira IL-2 recombinante a ser produzida por
tecnologia de ADN recombinante a partir da Escherichia coli, contudo o seu uso clinico
é limitado devido ao seu curto tempo de semivida, curta janela terapéutica e efeitos

adversos toxicos. (23)

A IL-2 é um fator importante para a manutencdo das células T reguladoras CD4+ e
desempenha um papel critico na diferenciagdo das células T CD4+. Pode promover a
atividade citotdxica das células T CD8+ e de células NK e modular a diferenciagdo de
células T em resposta ao Ag, promovendo a diferenciacdo de células T CD4+ em células
T helper-1 (Th1) e T helper-2 (Th2). Também atua como fator de crescimento das células

B, que produzem substancias que atuam sobre as células cancerigenas.

A IL-2 estimula as células do sistema imunitario a crescerem e a dividirem-se de forma
rapida, podendo esta interleucina ser utilizada individualmente ou combinada com
quimioterapia ou com IFN-a para o tratamento do cancro do rim e para o melanoma

metastatico.

3.1.4.2 Interferdes

Os interferdes sao substancias naturais produzidas pelo organismo que ajudam a combater
infecdes virais e doengas como o cancro. Dentro dos interferdes existem o IFN-a, IFN-3

e IFN-y, sendo o mais utilizado em imunoterapia para o cancro o IFN-a.

O IFN-a € uma glicoproteina que participa na replicacdo celular e na defesa do
hospedeiro, desempenhando um papel crucial nas respostas antivirais, imunomoduladoras
e antiproliferativas. O seu principal mecanismo de acdo passa por aumentar a atividade
das células NK, promover a diferenciacéo de células T citotoxicas, melhorar a expressao
de MHC classe | (moléculas do complexo de histocompatibilidade principal e sdo
encontradas na superficie celular), facilitando a apresentacdo de Ags tumorais aos
linfocitos citotoxicos. Pode ser utilizado para tratar melanoma, leucemia de células
pilosas (LCP), leucemia mielogénica cronica (LMC), LF, cancro renal, sarcoma de

Kaposi e linfoma cuténeo das células T (LCCT). (24)

O IFN-B é uma citocina que é produzida naturalmente pelo sistema imunitario em resposta
a estimulos quimicos e biologicos, desempenhando um papel crucial na defesa contra

infecOes virais e na regulacdo do sistema imunoldgico. Esta citocina tem uso clinico na
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Esclerose Mdltipla (EM) e nalgumas infecbes virais como na infecdo pelo virus da
hepatite C (VHC). (25)

O IFN-y é uma citocina essencial para a resposta imune inata e adaptativa, com fungdes
que abrangem a ativacdo de macrofagos, a modulacido da apresentacdo de Ags e a
promocao de respostas antivirais e anti tumorais. Produzido principalmente por células T
e células NK este interferdo desempenha um papel crucial na defesa contra infe¢6es e no

controlo de tumores. (26)

Os interferdes exercem as suas atividades celulares ligando-se a recetores de membrana
especificos existentes na superficie celular, iniciando uma sequéncia complexa de
acontecimentos intracelulares, incluindo a inducéo de certas enzimas. Neste sentido, o
mecanismo de acdo consiste no aumento da resposta imunitaria as células cancerigenas
através da ativacdo das células NK e das células dendriticas. Estas sdo responsaveis pela
inducéo de certas enzimas importantes nas respostas celulares ao interferdo, tais como a
inibicdo da replicacdo viral em células infetadas por virus, a supressdo da proliferacdo
celular e atividades imunomoduladoras (potenciacdo da atividade fagolitica ou aumento

da citotoxicidade dos linfdcitos para as células alvo). (27)

Aprovado pela EMA, temos o IntronA, interferdo-a 2b produzido por tecnologia de
ADN recombinante a partir da Escherichia coli. O IntronA tem indicacdo terapéutica na
LMC, no Melanoma e no LF, sendo uma solucdo de perfusdo ou uma solucdo injetavel.
(28)

3.1.5 Virus Oncoliticos

Os virus oncoliticos sdo uma estratégia antineoplasica com capacidade de destruir células
tumorais sem comprometer as células saudaveis, através de mecanismos de acdo que
diferem das estratégias convencionais. Estes virus tém a capacidade de infetar, invadir e
multiplicar-se dentro das células tumorais recorrendo a sua maquinaria celular para se
replicarem, ultrapassando qualquer mecanismo de defesa celular. No fim de esgotar todos
os recursos celulares, lisam a célula hospedeira, libertando a descendéncia viral para
infetar as proximas células. Estes virus induzem de forma direta a lise das células

infetadas, e por outro lado, estimulam indiretamente o sistema imunitario. (Figura 8) (29)
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Figura 8 Mecanismo de acdo Virus Oncoliticos. (30)

Neste sentido, temos Talimogene laherparepvec (Imlygic), aprovado pela FDA e pela
EMA, para tratamento do melanoma avancgado, inoperavel e que metastizou noutras
partes do corpo (excluindo parte dssea, pulméao, cérebro). A substancia ativa talimogene
laherparepvec é um virus oncolitico, que é modificado para invadir, infetar e multiplicar-
se dentro das células do melanoma. Neste sentido, apds a infecdo, o virus provoca a lise
das células e a expressdo de GM-CSF, uma proteina que estimula o sistema imunitario do

paciente a reconhecer e a destruir as mesmas. (31)

3.1.6 Inibidores de checkpoint imunologicos

Os checkpoints imunoldgicos sdo proteinas reguladoras da resposta imunoldgica, que tém
um papel fundamental na manutencdo da homeostase. Quando a homeostase nédo esta
comprometida, o sistema imunitario consegue eliminar ameacas sem atingir as células
saudaveis através do equilibrio entre sinais ativadores e inibidores, que atuam durante a

ativacdo e decurso da resposta imunitéaria.

Neste sentido, 0s checkpoints imunol6gicos podem recorrer a moléculas inibitdrias, sendo
0s mais estudados o Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen-4 (CTLA-4) e o PD-1, ou
Programmed Cell Death Protein 1, a sua desregulacéo esta associada a autoimunidade,

inflamacéo cronica e progressao tumoral. (32)

Os farmacos dirigidos ao CTLA-4 promovem um ataque imunitario as células
neoplasicas, por estimulacdo da ativacdo linfocitaria. Neste sentido, 0 CTLA-4 é um
importante regulador da atividade das células T, tendo como inibidor deste ponto de
controlo imunologico o Ipilimumab, que bloqueia os sinais inibitérios das células T

induzidos por via do CTLA-4, aumentando o naimero de células T efetoras reativas que
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se mobilizam para criar um ataque imunolégico direto das células T contra as células
tumorais. (Figura 9) (33) Quando o CTLA-4 se liga ao seu recetor B7 (expresso em
células apresentadoras de Ags - APC) envia sinais inibitorios as células T, diminuindo a

sua ativacéo, resposta e a sua proliferacao.

O Ipilimumab foi dos primeiros inibidores dos checkpoints imunol6gicos a serem
aprovados, como inibidor CTLA-4 em pacientes com melanoma avangado (irresecavel
ou metastatico). (34) De acordo com a EMA, o regime de inducdo recomendado ¢ de 3
mg/kg administrado por via intravenosa durante um periodo de 90 minutos cada 3
semanas para um total de 4 doses. A avaliacdo da resposta tumoral deve ser realizada

apenas apos o final da terapia de inducéo. (33)

"~ Costimulation with CD28 Binding of B7 with CTLA-4
T-cell Activation T-cell Inhibition

plmumsd
Ipilimumab blocks CTLA-4, CD28 costimulatory binding
T-cell Activation

Figura 9 Acdo do Ipilimumab. (34)

Quando o PD-1 na superficie das células T se liga a B7-H1/PD-L1 ou B7-DC/PD-L2 nas
células apresentadoras de Ag (APC) ou em células tumorais, € transmitido um sinal
inibitorio para as células T. Este sinal inibitério reduz a proliferacdo das células T, a
producdo de citocinas e a capacidade das células T de destruir células tumorais. Os
inibidores de PD-1 ou de PD-L1 potenciam as respostas das células T, incluindo as
respostas anti tumorais, através do bloqueio da ligacdo da PD-1 aos ligandos PD-L1 e
PD-L2. (Figura 10) (35,36)

Tendo em conta os inibidores PD-1, temos o Pembrolizumab, o Cemiplimab e o
Nivolumab que se tém demonstrado promissores no melanoma e no carcinoma do
pulm&o de nao-pequenas células (CPNPC) metastatico. (32) Dos anti PD-L1 temos o

Atezolizumab, Durvalumab e Avelumab.
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Figura 10 Acéo dos inibidores PD-1. (34)
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4 Caso clinico de Imunoterapia com sucesso em
Portugal

4.1 Imunoterapia em 1° linha de tratamento, Hospital de Braga em

colaboragéo com o Hospital CUF do Porto (37)

“Doente do sexo masculino, 91 anos. Vive no Sabugal. Autonomo nas atividades de vida
didria, apesar de ter 0 apoio de uma empregada domestica. (...) Conduz o seu automovel.
Ex-fumador de 50 UMA, tendo deixado de fumar hd cerca de 20 anos. Sem antecedentes

médico-cirurgicos relevantes. Sem medicagao habitual.

Em novembro de 2018, identificada opacidade hilar direita em radiografia toracica.
Realizou tomografia computadorizada (TC) para melhor esclarecimento, que revelou
tratar-se de “volumosa neoformacado peri-hilar direita, (...)e que entra em contacto com

a pleura mediastinica. ”

Realizou biépsia cuja histologia afirmou o diagnéstico de carcinoma epidermoide do
pulmdo com expressdo de PD-L1 em 90% das células neoplasicas. A tomografia por

emissao de positroes (PET) (...), demonstrou (...) doen¢a localmente avanc¢ada.

Perante o bom estado geral do doente (PS1), cuja unica queixa eram dores
osteoarticulares, “fruto da idade” (sic), a elevada expressao de PD-L1 (> 50%) e a
impossibilidade de efetuar terapéutica combinada de quimioterapia e radioterapia,
optou-se pelo uso da imunoterapia em primeira linha, iniciando em dezembro de 2018
terapéutica com pembrolizumab na dose fixa de 200 mg de 3 em 3 semanas, conforme

aprovado pela EMA e autorizado em Portugal pelo Infarmed.

Em fevereiro de 2019, e apds 3 ciclos de tratamento, o doente realizou nova TC
toracoabdominal para reavaliacao, verificando-se “acentuada redu¢do do volume da
neoformagao pulmonar, atualmente apresentando apenas uma lesdo residual”, o que

corresponde a uma taxa de resposta de cerca de 70%.

Durante este periodo o doente manteve sempre excelente estado geral e apresentou

apenas como intercorréncia, uma infecdo respiratoria, com resposta favoradvel a
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antibioterapia instituzda. Aos 91 anos, mantém-se social e profissionalmente ativo e

medicado, unicamente, com pembrolizumab, a cada 3 semanas. *“ (37)

Tendo em conta o caso clinico, o senhor ao ter 91 anos é contraindicado passar por
quimioterapia, uma vez que o risco é superior ao beneficio, ao nivel de efeitos adversos
e da terapéutica em si, recorrendo entdo a imunoterapia como terapéutica de 1° linha. O
Pembrolizumab é a imunoterapia escolhida, uma vez que através da biopsia se percebe

que o doente expressa cerca de 90% de PD-L1 nas células neoplasicas.

O Pembrolizumab, anticorpo monoclonal, é indicado em pacientes com carcinoma do
pulmao de células nao-pequenas (CPNPC) metastatico, onde existe expressdo de PD-L1

>50%, sendo indicado para este senhor.

De acordo com a Agéncia Europeia do Medicamento, deve ser administrado por perfusédo
intravenosa durante um periodo de 30 minutos a cada 3 semanas, numa dose de 200 mg,
uma vez que nao foi tratado previamente com quimioterapia. Caso tivesse sido

previamente tratado com quimioterapia, a dose seria 2 mg/kg. (38)

O Pembrolizumab tem como alvo a proteina PD-1, uma das proteinas de checkpoint que
cessa a resposta imunitaria. Quando o recetor PD-1 se liga ao recetor PD-L1 presente nas
células cancerigenas, o PD-1 fica ativo inibindo a resposta imunitaria. Ao bloquear esta
interacdo, o Pembrolizumab permite ao sistema imunitario reorganizar-se e atacar estas

células malignas (Figura 11). (39)
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Figura 11 Acéo do Pembrolizumab (anti PD-1), na ligacdo PD-1 ao PD-L1. (39)
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5 Resisténcia a imunoterapia no cancro

A resisténcia a imunoterapia pode ser classificada em inata quando se caracteriza pela
incapacidade de resposta do tumor a imunoterapia logo de inicio, ndo ocorrendo uma
resposta imune anti-tumoral ativa. Na resisténcia adaptativa as células tumorais sdo
reconhecidas pelo sistema imunitario, iniciando-se uma resposta imune ativa, contudo
rapidamente se adaptam a resposta imune e, por isso, ndo respondem a imunoterapia. Por
fim, na adquirida o tumor responde inicialmente a imunoterapia e, ap6s um determinado
periodo de tratamento, adquire resisténcia, resultando na recidiva do doente e na

progressao da doenca. (40,41)

5.1 Resisténcia Inata e Adaptativa

Na resisténcia inata e na adaptativa, ndo existe qualquer resposta a imunoterapia, sendo a
sua principal diferenca que na adaptativa as células cancerigenas séo reconhecidas pelo
sistema imunitario, mas estas tém a capacidade de se protegerem ao se adaptarem ao

ataque imune.

Na origem destes tipos de resisténcias podem estar presentes diversos fatores intrinsecos
as células tumorais e fatores extrinsecos ao tumor (do microambiente tumoral - TME).
Deste modo, temos alteragcbes moleculares como mutagdo do alvo molecular, alteracéo
do TME, alteracdo na interacdo farmaco-tumor, entre outros. Na verdade, o que acaba por
ser mais problematico € o facto de que estas alteragdes podem acontecer em simultaneo.
(42)

5.1.1 Fatores de resisténcia intrinsecos ao tumor

Os fatores intrinsecos ao tumor, sdo fatores internos das proprias células tumorais que
influenciam a sua resisténcia inata e adaptativa incluem a expressdo ou a repressao de
certos genes ou vias celulares. Um dos principais mecanismos de resisténcia envolve a
reduzida expressao de Ags pelo tumor, especialmente de neoantigénios, (Ags que
surgem devido a mutacOes genéticas especificas nas células tumorais) que levam a
ativacdo das células T, onde estas os reconhecem como estranhos, e é desencadeada uma
resposta imunoldgica especifica contra as células tumorais que os apresentam (sensiveis
a imunoterapia). Quando sdo libertados, sdo o0s principais responsaveis pela
imunogenicidade (capacidade de um Ag induzir uma resposta imune) do tumor,

permitindo a ativagdo de linfocitos T que reconhecem exclusivamente as células tumorais.
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Assim, um tumor que apresente uma baixa expressao de neoantigénios, associada a uma
baixa carga mutacional, sera mais resistente a imunoterapia. Neste sentido, tumores com
alta carga de mutacdo tém maior probabilidade de responder a terapia anti-PD1/PDL1
porque hd uma maior possibilidade de gerar neoantigenos imunogénicos que ativam as
células T. (Figura 12) (43,44)
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Figura 12 Tumores com maior carga mutacional respondem a terapéutica anti-
PD1/PDL1. (45)

As células tumorais sofrem alteragdes em varias vias de sinalizacdo oncogeénicas, que
podem resultar numa menor infiltracdo de linfocitos T citotoxicos no tumor ou na
limitacdo da sua atividade. (41) Um exemplo comum em diversos tipos de cancro é a
perda de expressao do gene supressor tumoral PTEN (por delecdo ou mutacdo do gene
PTEN) que ativa a via de sinalizacdo PISBK/AKT/mTOR. (46) Esta ativagdo promove a
proliferacdo das células tumorais, estimula a producdo de citocinas imunossupressoras
que reduzem a infiltracdo de linfdcitos T e inibe a autofagia, permitindo que as células

tumorais resistam a apoptose mediada pelos linfocitos T citotoxicos. (Figura 13) (47,48)

Por outro lado, esta delecdo do gene PTEN por ativagdo de vias oncogénicas pode ser
resultado de mutaces em alguns genes tumorais, provocando a expressao constitutiva
do ligando PD-L1 pelo tumor. (Figura 13) (49,50) Esta expressao constitutiva significa
que as células ou tecidos estdo constantemente a expressar a proteina PD-L1 sem
regulacdo especifica por sinais externos. A sobre-expressdo de PD-L1 pelas células
tumorais permite que estas se liguem ao PD-1 presente nos linfdcitos T citotoxicos, e esta
ligagdo envia um sinal inibitorio para as celulas T, desativando-as e permitindo a evasao

imunologica do tumor. (51)
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Figura 13 Perda de expressao de gene supressor tumoral PTEN ativa a via de
sinalizacdo PI3BK/AKT/mTOR. (45)

Por fim como fator intrinseco, os tumores podem evitar a apresentacao de Ag tumorais
aos linfocitos T citotoxicos, através de mutagdes no gene #2M ou da sub-expressao de
TAP (Transporter Associated with Antigen Processing). A perda ou mutacdo deste gene
essencial para a apresentacao de Ags pelo MHC | impede que as células T reconhecam e

ataquem as células tumorais (Figura 14).

Por outro lado, as TAP sdo proteinas essenciais para a apresentacdo de peptideos Ags via
MHC I. A sua sub-expressao pode resultar na falha da apresentacdo de Ags aos linfocitos

T citotoxicos, reduzindo a resposta imunoldgica contra as células tumorais. (40)

" MHCI
(B2M mutation)
Figura 14 Mutacao no f2M provoca alteragdo nas MHC |, que ndo vao apresentar

0s Ags aos linfdcitos T citotoxicos (45)

5.1.2 Fatores de resisténcia extrinsecos ao tumor
Estes fatores estdo associados ao TME que € um espaco onde ocorrem interacfes

complexas entre o tumor e as células do sistema imunitario associadas ao tumor, sendo
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um espaco em que os componentes celulares e moleculares podem ser criticos para o
potencial tumorigénico do mesmo, conferindo assim um ambiente imunossupressor
propicio ao desenvolvimento das células tumorais, onde estas sobrevivem e proliferam.
(41,52)

A primeira acdo da terapia anti-PD € o bloqueio PD-1/PD-L1 através de mAb no TME,
assim a auséncia de PD-1 ou de PD-L1 no TME é um mecanismo direto de resisténcia.

Além disso, existe evidéncia que células imunossupressoras sdo a chave na evasao e
progressdo do tumor, uma vez que tornam o TME num espago imunossupressor propicio
ao desenvolvimento das células tumorais, onde estas sobrevivem e proliferam. Algumas
destas células sdo, células supressoras derivadas de miel6ides (MDSC), linfocitos T

reguladoras (Treg) e macrofagos associados ao tumor (TAM). (53,54)

Os Treg inibem a resposta imune mediada pelos linfocitos T efetores através da secrecao
de citocinas imunossupressoras. Por sua vez, as MDSC sdo um grupo heterogéneo de
células responsaveis pela inducdo da atividade dos linfocitos Treg e pela forte supressao
dos linfocitos T efetores, resultante da producdo de citocinas imunossupressoras, da
deplecdo de aminoacidos essenciais a funcdo dos TIL (linfdcitos infiltrantes do tumor) ou
pela nitracdo dos TCR (recetores das células T) dos TIL, estando, ainda, associadas a
promocgdo da angiogénese. Quanto aos TAM, estes incluem dois tipos distintos: 0s
macrofagos M1 e os M2, 0s primeiros promovem a resposta imune inata, enquanto que
0os M2 inibem a atividade dos TIL, diretamente, atraveés da expressdo de PD-L1, ou

indiretamente, pelo recrutamento de Treg. (53)

No TME varias sdo as moléculas libertadas pelo préprio tumor ou pelas células do sistema
imunitario, promovendo a resisténcia a imunoterapia devido ao seu efeito
imunossupressor, e existem as citocinas inibitorias IL-10, TGF-B, VEGF entre outras, e
como moléculas imunossupressoras temos 0s metabolitos resultantes da a¢ao da IDO e

a adenosina. (40)

A 1L-10 inibe a ativacdo de macrdfagos e células dendriticas, o0 TGF-p inibe a funcéo de
células T e células NK e o VEGF além de promover a angiogénese, interfere também na
maturacdo das células dendriticas e atrai células imunossupressoras para 0 microambiente

tumoral.
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A IDO é uma enzima responsavel pela decomposicédo do triptofano, aminoacido essencial
para as celulas, que ao ver os seus niveis reduzidos no TME juntamente com a agdo dos

seus metabolitos, inibe a proliferacédo e a atividade dos TIL. (55).

A adenosina é resultado de uma desfosforilagdo da adenosina monofosfato (AMP) pela
ectoenzima CD73. Esta molécula desfosforilada inibe a proliferacdo e a acdo citotoxica
através da ligacdo ao seu recetor A2A dos linfocitos T no TME, e promove a formagéo
de metastases quando se liga ao recetor A2B nas células tumorais. Neste sentido, tumores
que apresentem uma sobre-expressdo de CD73, apresentam também um aumento de

adenosina no TME que confere resisténcia a imunoterapia. (56)

Por fim, como fator extrinseco de resisténcia temos a exaustdo de linfdcitos T,
caracterizada por um estado disfuncional que culmina na perda da sua funcéo efetora.
Devido a exposicao continua aos Ag tumorais, os TIL passam a sobre-expressar marcador
de exaustdo como o PD-1 que ao ligar-se ao PD-L1 desencadeia a inibi¢éo da atividade
efetora dos linfocitos T, fazendo com que estes apresentem um fendtipo caracterizado por
uma significativa reducdo na proliferacdo, sobrevivéncia, atividade citotoxica e
inflamatoria contra as células tumorais. Quando os TIL se encontram num estado de
exaustdo severa, a expressao de PD-1 ¢ tdo elevada que a eficacia da terapéutica anti-PD-
1/PD-L1 ¢ limitada, sendo assim condicionada a severidade da exaustéo e a sensibilidade
dos TIL aos inibidores do PD-1/PD-L1 pelo nivel de expressao de PD-1 e pela abundancia
de PD-L1. (Figura 15) (57,58)
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Figura 15 Exaustao de linfocitos T. (45)

5.2 Resisténcia Adquirida

Esta resisténcia é caracterizada pela redugdo da sensibilidade, resultante da pressdo
imunoldgica recorrente. Neste sentido, a resisténcia adquirida manifesta-se atraves de
mecanismos que interferem com a atividade das células T dentro do TME. Existem

variados mecanismos de feedback negativo, como a expressdao de uma variedade de
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moléculas de checkpoint que neutralizam a resposta imune, como LAG-3, TIM-3 e
BTLA. (59)

Do ponto de vista clinico, nesta resisténcia o tumor responde a imunoterapia inicialmente,
mas passado um certo periodo de tratamento a neoplasia deixa de ser sensivel a

terapéutica e o doente recidiva ou a doenca progride. (60)

Os mecanismos potenciais de recidiva incluem perda da funcéo das células T, falta de
reconhecimento das células T por feedback negativo da apresentacdo do Ag tumoral e
desenvolvimento de mutagdes que promovem a evasao. A falta de reconhecimento das
células T devido ao feedback negativo da apresentacdo do Ag tumoral refere-se a
mecanismos regulatorios que limitam a resposta imune contra o tumor, especialmente
atraves da modulacdo da apresentacdo de antigenos pelas APCs, pelo qual as células
tumorais podem escapar da detecdo e destruicdo pelo sistema imunoldgico. Se as células
T anti tumorais alterarem o seu fenotipo funcional e deixarem de exercer a atividade
citotoxica, entdo um paciente que respondeu a imunoterapia pode desenvolver uma
recidiva do tumor. (Figura 16) (40)

Disruption/downregulation of
antigen presentation machinery

Figura 16 Feedback negativo da maquinaria para apresentacdo de Ag. (61)

Um dos mecanismos de resisténcia adquirida a imunoterapia pode consistir no
decréscimo da expressao de neoantigénios, como consequéncia da eliminacdo das
células tumorais ricas em neoantigénios pelos TIL, resultando numa selecdo natural, onde
as células tumorais pobres em neoantigénios tém uma vantagem de crescimento, e
subsequentemente sdo estas que vao proliferar, e adquirir resisténcia. (Figura 17) (44)
Outro mecanismo pode corresponder a delecbes, mutacfes ou alteracdes epigenéticas

nos genes que codificam os neoantigénios ou 0s Ags associados ao tumor, pois os TIL
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ndo reconhecem as células tumorais, uma vez que estas ja ndo exibem os Ags para 0s

quais sao especificos, ndo exercendo atividades citotoxicas. (40)
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Figura 17 Deplecéo de neoantigénios. (61)

Temos também as mutacdes nos genes JAK1, JAK2 e f2M que para além de estarem
associadas a resisténcia primaria e adaptativa, a existéncia destas mutacoes foi descoberta
como sendo um mecanismo de resisténcia adquirida a terapéutica anti-PD-1 com
pembrolizumab, em doentes com melanoma. As mutacGes nestes genes afetam a via de
sinalizacdo IFN-y, tornando o tumor menos sensivel aos linfocitos T citotoxicos. (45)
Quando as TIL comegam a produzir IFN-y, este interferdo pode mediar a expresséo de
PD-L1 na superficie das células tumorais, contribuindo para a evasdo imunoldgica. O
gene B2M esté associado a apresentacdo de Ag, culminando num menor reconhecimento

das células tumorais pelos TIL. (62)

Em suma, na resisténcia inata, o tumor ndo responde de todo a terapéutica, na resisténcia
adquirida, o tumor comeca por responder a terapéutica, mas passado um certo periodo
adquire resisténcia e deixa de responder. A razdo da sensibilidade dos tumores a terapia
deve-se aos fatores intrinsecos (Figura 18) e fatores extrinsecos (Figura 19) tanto para a
resisténcia inata como para a adquirida. Sendo os fatores intrinsecos especificos das

proprias células tumorais e os extrinsecos especificos do microambiente tumoral.
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Figura 19 Resumo dos fatores extrinsecos na resisténcia inata e adquirida. (40)
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6 Imunoterapia combinada: o futuro para o

doente oncoldgico

Tendo em conta o capitulo anterior, sabemos que sdo variados 0s mecanismos de

resisténcia que os tumores apresentam, tornando-se imperativo contorna-los.

Os maiores desafios da imunoterapia passam por compreender 0s complexos mecanismos
de resisténcia das células cancerigenas, sendo um destes os doentes que ndo respondem
aos inibidores do PD-1/PD- L1. Deste modo, a imunoterapia combinada tem vindo a

demonstrar ser uma possivel solucéo para este obstaculo.

Existem muitas combinagfes a serem estudadas, tais como a combinacdo de inibidores
de checkpoint, a combinacdo de imunoterapia com quimioterapia, a combinacdo de
imunoterapia com radioterapia, a combinacéo de vacinas terapéuticas com quimioterapia,
entre muitas outras. A imunoterapia combinada com outras terapéuticas convencionais
tem como principal objetivo ativar a resposta imunitaria, reduzir a imunossupresséo,
sinalizar as vias de resisténcia para desenvolver um tratamento mais duradouro em

comparagdo com a monoterapia. (63)

6.1 Utilizacdo combinada de anti PD-1 e anti CTLA-4

Estima-se que de um quarto a um terco dos doentes com melanoma metastatico durante
o0 tratamento com inibidores checkpoints, como anti CTLA-4 e anti PD-1 em monoterapia,
possam recidivar com o passar do tempo. Neste sentido, um exemplo de uma otimizacéo
de terapéutica € o uso combinado do bloqueio de dois importantes checkpoints
imunologicos, CTLA-4 e PD-1, que resulta significativamente num aumento da resposta

a imunoterapia nestes pacientes. (40)

A razdo desta combinacéo de inibidores de checkpoint é devida as diferencas dos seus
mecanismos de acdo. Os anti CTLA-4 restauram a funcéo das células T melhorando a
sinalizacdo co-estimulatéria CD28 (proteina expressa em células T que fornece sinais co-
estimulatorios necessarios para a ativagdo e sobrevivéncia das mesmas), estimulando a
preparacdo das células T e a apresentacdo de Ags. Os checkpoints PD-L1 sdo
maioritariamente expressos em células T ativas e exaustas, e por isso os anti PD-1/PD-

L1 promovem a ativacdo de células T e restauram as células T exaustas. (64)
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Os anti PD-1 sdo 0 Pembrolizumab, o Nivolumab e o Cemiplimab, o anti CTLA-4 é 0
Ipilimumab e os anti PD-L1 s&o o Atezolizumab, Durvalumab e o Avelumab. A
combinacdo destes anti checkpoints pode induzir respostas imunes anti tumorais mais

potentes, proporcionando taxas de resposta tumoral mais altas. (64)

6.1.1 Nivolumab + Ipilimumab (N+I)

A FDA aprovou Nivolumab e Ipilimumab no tratamento de melanoma metastatico e no
cancro colorretal. Esta combina¢do demonstrou um aumento significativo nas taxas de
resposta a terapéutica, em comparagdo com a monoterapia. Estes dados comprovam que
0s mecanismos de acao dos anti CTLA-4 e anti PD-1 sdo, de facto, sinérgicos, uma vez
que os anti CTLA-4 promovem a ativacdo de diversos linfécitos T, o que permite
aumentar o numero de linfocitos T efetores que migram até ao tumor, e os anti PD-1

inibem a supressao da atividade destes linfocitos no microambiente tumoral. (65)

Tendo em conta que o efeito do anti CTLA-4 resulta numa maior infiltracdo tumoral de
linfocitos T efetores o que, por conseguinte, aumenta o reconhecimento das células
tumorais pelos TIL e induz, através do IFN-y, a expressdo de PD-L1. Assim, a ligacdo do
PD-1 dos linfocitos T ao PD-L1 do tumor é um pré-requisito para que os anti PD-1
apresentem eficacia. Neste sentido, em tumores que ndo expressam PD-L1 esta
combinacéo permite obter um aumento particularmente significativo da resposta. Assim,
0 anti CTLA-4 estimula indiretamente a apresentacdo de PD-L1 nas células tumorais,
aumentando a resposta a terapéutica sendo entdo uma alternativa a resisténcia de tumores

com baixa expresséo de PD-L1. (50)

No melanoma metastatico a dose é de 1mg/kg de Nivolumab e 3mg/kg de Ipilimumab,

jano cancro colorretal a dose € de 3mg/kg de Nivolumab e 1mg/kg de Ipilimumab. (65)

6.2 Utilizacdo combinada de anti PD-1 e Quimioterapia

A utilizacdo dos inibidores PD-1 e a quimioterapia é uma abordagem emergente e
promissora no tratamento do cancro. Esta combinacdo visa melhorar a resposta
imunolodgica do corpo contra as células cancerigenas, além de potencializar os efeitos da
quimioterapia. Alguns beneficios desta combinacao séo a reducéo da resisténcia, o efeito
sinérgico e o aumento da taxa de sobrevivéncia. A reducdo da resisténcia consegue-se

uma vez que, tumores que so resistentes a imunoterapia podem tornar-se mais suscetiveis
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ap0Os a quimioterapia, tendo em conta que esta terapéutica modifica 0 microambiente

tumoral e aumenta a infiltracdo de células T. (66)

6.2.1 Pembrolizumab (anti PD-1) + Carboplatina + Paclitaxel

Em junho deste ano, a FDA aprovou esta combinagdo de imunoterapia + quimioterapia
no tratamento de carcinoma endometrial primario ou recorrente, independente do seu
nivel de mismatch repair (nivel de reparo do desajuste que acontece durante a replicagdo

celular, garantindo a integridade do genoma). (67)

A Carboplatina pertence a classe dos agentes alquilantes da platina tendo como principal
mecanismo de acdo a formacdo de ligacdes cruzadas entre os filamentos de ADN,
impedindo a replicacéo e a transcricdo do material genético das células cancerigenas, e o
Paclitaxel pertence a classe dos taxanos tendo como principal mecanismo de acao
estabilizar os microtdbulos e impedir a sua despolimerizacdo durante a mitose, o que leva

a inibicdo da divisao celular e a morte das células cancerigenas.

O Pembrolizumab, como referido anteriormente, € um anti PD-1 que bloqueia a
interacdo de PD-1 nas células T com o PD-L1 nas células tumorais. Isto ajuda a restaurar
a resposta imunologica anti tumoral das células T, permitindo que estas reconhecam e

destruam as células cancerigenas.

Esta combinacdo foi aprovada tendo em conta o estudo KEYNOTE-868, onde se verificou
que a adicao de pembrolizumab neste protocolo terapéutico aumentou significativamente
a taxa de sobrevivéncia em comparacdo com quimioterapia apenas. Esta aprovacao
representa a 1° e Unica linha terapéutica com anti PD-1 para o tratamento de adultos com
carcinoma endometrial primario ou recorrente independente do seu nivel de mismatch

repair.(68)

O protocolo terapéutico € o seguinte, 6 ciclos de: Pembrolizumab 200mg a cada 3
semanas, Paclitaxel 175 mg/m? a cada 3 semanas, Carboplatina [AUC] 5 mg/mL/min
a cada 3 semanas. Seguido de Pembrolizumab 400mg a cada 6 semanas até 14 ciclos ou

até progressdo da doenca. (68)

A carboplatina apresenta elevada nefrotoxicidade dai ser necessario ajuste posologico em
casos de disfungdo renal, assim calcula-se a dose recorrendo a AUC (&rea sob a curva)

para personalizar o tratamento e otimizar os resultados terapéuticos garantindo a
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seguranca do paciente. Em doentes com funcdo renal normal (TFG < 60 ml/min) a

posologia devera ser de 400mg/m?. (69)

6.3 Utilizacgdo combinada de  Bevacizumab, Atezolizumab,

Carboplatina e Permetrexed

A utilizacdo combinada de Bevacizumab (anti-VEGF), Atezolizumab (anti-PD-L1),
Carboplatina e Permetrexed estd indicado no carcinoma de ndo-pequenas células
(CPNPC) metastatico. Esta abordagem permite atacar o cancro a partir de varias
perspetivas: matando diretamente as células cancerigenas com quimioterapia,
aumentando a resposta imunoldgica com imunoterapia e cortando 0 suprimento

sanguineo do tumor com terapia anti-angiogénica (bevacizumab).

O Bevacizumab é um mAb que se liga ao fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), o principal fator envolvido na vasculogénese e na angiogénese, inibindo desta
forma a ligacao do VEGF aos seus recetores. A neutralizacao da atividade biologica do
VEGF regride a vascularizagao tumoral, normaliza a vasculatura remanescente do tumor
e inibe a formagao de novos vasos, inibindo assim o crescimento tumoral. O anti VEGF
exerce a sua funcgéo terapéutica exclusivamente através da neutralizacdo do VEGF. Este

mADb ndo é um agente de imunoterapia, mas sim de terapéutica anti-angiogénica. (70)

O Atezolizumab é um inibidor do checkpoint imunoldgico que atua na via PD-L1. Tem
como mecanismo de acdo aumentar a resposta imunoldgica do organismo contra as

células cancerigenas, blogueando o PD-L1 nas células tumorais.

A Carboplatina é um agente de quimioterapia que pertence a familia dos medicamentos
a base de platina. Funciona danificando o ADN das células cancerigenas, impedindo que

se dividam e cresgam.

O Pemetrexed € outro agente de quimioterapia que inibe processos metabolicos

dependentes de folato, essenciais para a replicagéo celular.

O protocolo terapéutico é o seguinte, 4 ciclos de: Atezolizumab 1200 mg, Bevacizumab
7,5 mg/kg, Pemetrexed 500 mg/m? e Carboplatina 5 AUC. A partir do 5° ciclo e até
progressao da doenca ou toxicidade: Atezolizumab 1200 mg, Bevacizumab 7,5 mg/kg,
Pemetrexed 500 mg/m?. (71)
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7 Conclusoes

A imunoterapia representa uma terapia bioldgica inovadora no tratamento do cancro
recorrendo ao proprio sistema imunoldgico para atacar as células tumorais, oferecendo
uma nova esperanga para doentes com neoplasias avangadas ou resistentes a tratamentos
convencionais. Ao recorrer e manipular o proprio sistema imunoldgico para reconhecer e
combater células tumorais, esta abordagem terapéutica proporciona respostas duradouras

e, em alguns casos, remissdes prolongadas.

A imunoterapia € uma terapia personalizada que recorre aos inibidores de checkpoint
imunologico, a terapia com células CAR-T e as vacinas terapéuticas que sao estratégias
que tém demonstrado eficécia significativa em diversos tipos de cancro. Esta terapia pode
ser combinada também com outros planos terapéuticos para maximizar 0S Seus
beneficios, tais como no caso de imunoterapia em combinacdo com quimioterapia,

quando o tumor € resistente a imunoterapia.

No entanto, ainda que seja revoluciondria no tratamento de certos tipos de cancro, tem
também alguns obstaculos e limitacGes. A resposta variavel entre os pacientes que
promovem resisténcia ao tratamento, os potenciais efeitos adversos que podem ser graves
e 0 alto custo dos tratamentos sdo barreiras significativas que precisam de ser

ultrapassadas e que exigem monitorizacdo continua.

Para otimizar a eficacia da imunoterapia e torna-la acessivel a um maior nimero de
pacientes, é essencial continuar a investir na pesquisa de novos alvos terapéuticos, que
desenvolvam combinacdes de tratamentos mais eficazes e melhorem a personalizacdo das
abordagens terapéuticas com base nos perfis individuais dos pacientes. E também
essencial este investimento para conseguirmos ultrapassar a barreira da acessibilidade ao

tratamento, sendo algumas vezes o alto custo razéo para este ser indeferido.

A imunoterapia esta a transformar o paradigma no tratamento oncoldgico, fornecendo
uma ferramenta poderosa na luta contra o cancro. Com avan¢os continuos e uma melhor
compreensdo dos mecanismos subjacentes, a imunoterapia tem o potencial de redefinir
os padrdes de cuidados de saude e oferecer melhores resultados para os doentes

oncologicos.
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