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I. Resumo

O cancro é um termo genérico de um vasto nimero de doencas que sao caracterizadas
pelo crescimento anormal de células atraves das suas barreiras naturais e que podem

invadir os tecidos circundantes, inclusivamente outros 6rgéos do corpo. !

As respostas do sistema imunitario séo reguladas por um conjunto muito especifico de
recetores celulares que Ihes permitem obter uma imunidade protetora contra as células
cancerigenas, que é essencial para controlar o desenvolvimento gradual dos tumores, e
que se designa por imunovigilancia. Contudo, os tumores possuem mecanismos de fuga

que conduzem ao bloqueio da resposta imunitaria e ao crescimento celular descontrolado.
3,10, 13

Apesar dos avan¢os na area da quimioterapia e da radioterapia, a area oncoldgica
continua em constante evolucdo uma vez que ainda existem elevadas mortalidades e
morbilidades. Assim surge a imunoterapia, que tém como objetivo de ativar o sistema
imunitério e restaurar as respostas anti-tumorais que foram blogueadas pelas células
cancerigenas. A imunoterapia € composta por moléculas que inibem os checkpoints
imunitarios, por vacinas que ajudam a reforcar a acdo do sistema imunitario e por técnicas
de transferéncia celular adotiva que permitem desenvolver células com a capacidade de

destruir as células tumorais. 1738

Os vérios ensaios clinicos apresentados nesta monografia comprovam o beneficio
clinico da imunoterapia na melhoria da sobrevida e da qualidade de vida do doente
oncolégico e ainda a possibilidade de conjugar a imunoterapia com a quimioterapia ou a

radioterapia, para uma maior eficicia e seguranca terapéutica.

Atualmente € bastante claro que, na area oncoldgica, nenhuma monoterapia sera bem-
sucedida, a ndo ser numa fracéo reduzida de doentes. Apesar de nao haver estudos a longo
prazo do efeito da imunoterapia, a investigacao clinica avancara no sentido de aprimorar

esta linha terapéutica, que representa um novo paradigma no tratamento do cancro. °

Palavras-chave: imunoterapia, checkpoint imunitério, transferéncia celular adotiva,

Sipuleucel-T



1. Abstract

Cancer is a generic term for a vast number of diseases that are characterized by the
abnormal growth of cells through their natural barriers which can invade the surrounding

tissues, including other organs of the body. !

Responses of the immune system are regulated by a very specific set of cellular
receptors that give a protective immunity against cancer cells, which is essential for
controlling the gradual tumor growth, and it is called immunosurveillance. However,
tumors have escape mechanisms that lead to blockage of the immune response and

uncontrolled cell growth, 3 10.13

Despite the advances in chemotherapy and radiotherapy, the cancer area continues to
evolve as there are still high mortalities and morbidities. Thus, immunotherapy appears,
which aim to activate the immune system and restore the anti-tumor responses that have
been blocked by the cancer cells. Immunotherapy is composed of molecules that inhibit
immune checkpoints, by vaccines that help boost the action of the immune system and by
adoptive cell transfer techniques that enable cells with the ability to destroy tumor cells

to be developed. "+ 38

The several clinical trials used in this monograph demonstrate the clinical benefit of
immunotherapy in improving the life and quality of life of the cancer patient and also the
possibility of combining immunotherapy with chemotherapy or radiotherapy for greater

efficacy and therapeutic safety. 8

It is now quite clear that, in the oncology area, monotherapy won’t be successful,
except in a reduced fraction of patients. Although there are no long-term clinical trials of
the effects of immunotherapy, clinical investigation will progress with the aim to improve
this therapy, which represents a new paradigm in the treatment of cancer. °

Keywords: immunotherapy, immune checkpoints, adoptive cell therapy, Sipuleucel-T
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1 Introdugéo

O cancro € um termo genérico utilizado para um vasto nimero de doencas e que é
caracterizada pelo crescimento anormal de células através das suas barreiras naturais e
que podem invadir os tecidos circundantes, inclusivamente outros 6rgaos do corpo. As
doencas oncoldgicas sdo a segunda causa de morte a nivel global, com 8,8 milhGes de
mortes contabilizadas em 2015, sendo o cancro do pulmao, préstata, colorretal, estbmago
e figado os tipos de cancro mais prevalentes em homens e mama, colorretal, pulmao,

cérvix e estdbmago os cancros mais prevalentes nas mulheres. *

O genoma das células de um organismo sofre constantemente alteraces que, na maior
parte das vezes, sdo reparadas ou no qual ha a promocao da destruicdo destas células. No
entanto, as células cancerigenas possuem caracteristicas de malignidade que lhes

conferem autoimunidade contra a agdo do sistema imunitario. 2

As respostas imunitarias sdo reguladas por um conjunto muito especifico de
checkpoints celulares que lhes permitem obter uma imunidade protetora e eficaz contra
as células cancerigenas através dos linfécitos T. Os tumores possuem inibidores de certos
checkpoints celulares que levam a erradicacdo imunitaria e ao crescimento celular

descontrolado.?

As células malignas exploram varios mecanismos de fuga contra o sistema imunitario.
Primeiro, estas células possuem um microambiente imunossupressor através da secrecao
de citocinas pré-inflamatorias que recrutam linfocitos T reguladores e células supressoras
da linhagem miel6ide. Segundo, estas células possuem alteracfes genéticas e epigenéticas
que lhes ddo um conjunto de neoantigénios, impedindo o sistema imunitario de
diferenciar as células normais das células tumorais. Terceiro, 0s tumores diminuem a

resposta imunitaria por diminuicio da morte celular mediada por linfocitos T.

A imunoterapia é a mais recente linha terapéutica na area da oncologia com enormes
beneficios a nivel terapéutico que sdo conseguidos através de varios tipos de agentes
como vacinas, linfocitos T adotivos e farmacos bloqueadores dos inibidores dos
checkpoints imunitarios como o antigénio 4 dos linfocitos T citotoxicos (CLTA-4), o
Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1), o Programmed Death 1 (PD-1) e a molécula de

ativacdo da sinalizacdo dos linfocitos 7 (SLAMF7) contra certos tipos de cancro. °

Nos Estados Unidos ja foi aprovada a primeira vacina contra o cancros (Sipuleucel-T)
e ja foram aprovados os blogueadores dos checkpoints imunitarios CTLA-4
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(Ipilimumab), PD-L1 (Atezolizumab, Avelumab e Durvalumab), PD-1 (Nivolumab e
Pembrolizumab) e 0 SLAMF7 (Elotuzumab), assim como ja se comegaram a desenvolver
os primeiros linfocitos T adotivos com um recetor do antigénio quimérico (CAR) contra

o cluster de diferenciagdo 19 (CD19) para neoplasias dos linfocitos B CD19*, 57

O aumento dos regimes de imuno-oncologia utilizados ndo s6 em ensaios clinicos,
como em terapéuticas standard nos hospitais demonstram que a imunoterapia revela ser
0 avanco cientifico mais relevante na oncologia e a terapéutica-chave no futuro do

tratamento oncoldgico. 8
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2 Objetivos

As linhas terapéuticas existentes para o doente oncoldgico, nomeadamente a
quimioterapia e a radioterapia, focam-se essencialmente na identificacéo e destruicdo de
células cancerigenas através de apoptose, necrose celular, autofagia e senescéncia. No
entanto estas duas opcdes terapéuticas apresentam resisténcia tumoral e situacdes de
recidiva em alguns tipos de cancros. Assim, a imunoterapia é a unica linha terapéutica
oncoloégica que wusa o0 sistema imunitdrio como arma, conseguindo obter,
simultaneamente, memoria e especificidade de forma a desbloquear certos mecanismos
de evasdo tumoral, 0 que vai permitir a ativacao e o reforco da agdo do sistema imunitério

contra o tumor.

Deste modo torna-se importante descobrir quais sdo as reais potencialidades e
aplicacOes terapéuticas da imunoterapia como nova forma de tratamento contra os varios
tipos de cancro, uma vez que esta tem comecado a ser utilizada nos doentes oncologicos,
mas ainda com uma pequena expressao, uma vez que muitos destes medicamentos ainda
estdo a ser avaliados em ensaios clinicos. Outro aspeto que também é importante avaliar
é a possibilidade de, no futuro, se poder fazer uma conjugacao mutua entre esta nova linha
terapéutica, a imunoterapia, com as outras existentes, de modo a potenciar a efetividade
do tratamento e aumentar o tempo de sobrevida e a qualidade de vida do doente

oncologico.

Assim todo o esfor¢o desta monografia vai no sentido de dar a conhecer e explicitar
todos os processos acerca da imunoterapia e da importancia desta no futuro do tratamento

do doente oncoldgico.
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3 Materiais e metodos

Para a realizacéo e construcdo desta monografia foi efetuada, em primeiro lugar, uma
pesquisa de artigos cientificos em bases de dados online, sobretudo no Pubmed e
Medscape, utilizando as seguintes palavras-chave “cancer immunotherapy”, “checkpoint
innhibitor”, “CAR T cell”, “cancer vaccine” e cruzando as mesmas com 0s seguintes
termos: “cancer”; “inflammation”, “PD-1/PD-L1”, “CTLA-4”, “CAR”, “imune

checkpoint”, “immunotherapy” e “cancer therapy”.

Todos os artigos selecionados, tanto de revisdo como ensaios clinicos, encontravam-
se na lingua inglesa e foram publicados nos ultimos 10 anos, tendo excluido os mais
antigos. Os dados sobre o cancro presentes no Health Global Observatory da Organizagéo
Mundial de Saude, assim como as informacdes presentes nos Resumos das Caracteristicas
dos Medicamentos dos varios bloqueadores de checkpoints imunitarios presentes no

mercado foram também uma mais-valia na elaboragdo desta monografia.

Relativamente as figuras e tabelas presentes nesta monografia, estas foram encontradas
através da base de dados Pubmed, em vérios artigos cientificos que foram utilizados na

mesma.

Apo6s a pesquisa nas fontes de informacdo utilizadas e através de uma leitura
pormenorizada, recolhi e selecionei os artigos cientificos relevantes para o tema da
monografia, tendo posteriormente esquematizado os tdpicos principais da estrutura da
mesma e feito um planeamento do trabalho que permitiu utilizar as ideias-chave nos
diversos capitulos no qual esta esta dividida e que resultou no texto que é apresentado de

seguida.

14



4 Papel do sistema imunitario no cancro
O processo do cancro é caracterizado pela acumulagdo de um conjunto varidvel de
alteracdes genéticas e pela alteracdo e perda de processos de regulacdo do crescimento

celular normal.®

O cancro pode desenvolver-se devido a influéncia de carcinogénios, como o melanoma
através daradiacdo ultravioleta e cancros relacionados com o tabaco que incluem o cancro
do pulméo, da cabeca, do pescoco e da bexiga. Contudo, o seu desenvolvimento tem, em
muitas outras situacdes, origem na expressdo de neoantigénios, antigénios de
diferenciacdo ou em antigénios tumorais de teste, que podem levar a apresentacdo de
péptidos gque se ligam a moléculas do Complexo Major de Histocompatibilidade (MHC)
da classe | presentes na superficie das células tumorais, que, por esta razédo, se distinguem
das células normais do organismo. Estes péptidos sdo produzidos pelas préprias células
cancerigenas e formam complexos tumorais de ligacdo péptido-MHC classe | especificos
que sdo reconhecidos pelos linfécitos CD8" e outras células do sistema imunitario e que
desencadeiam uma resposta imunitaria, mas que nunca é suficientemente forte para

conferir uma imunidade protetora para ser a base da terapéutica. 11

Em 1863, o0 médico e patologista polaco Rudolf Virchow observou pela primeira vez
a presenca de leucécitos no estroma do tecido neoplasico e atribuiu um papel ao sistema
imunitario no processo de crescimento e desenvolvimento do cancro. Mais tarde, Bissel
et al formaram o paradigma moderno em relagdo ao papel do microambiente tumoral e
desde entdo surgiu muito interesse no estudo do papel da inflamagéo no cancro. Assim,
em 1990 foram realizados varios estudos neste &mbito com infiltrados inflamatorios
provenientes de cancros da mama e Aaltomaa et al confirmaram que a presenca de
linfocitos infiltrados se correlacionava positivamente com o status do nédulo linfatico,
com o didmetro do tumor e com as variaveis histomorfoldgicas. Também noutro estudo
realizado pelo grupo de Adrian Harris acerca do cancro da mama foi possivel demonstrar
que ha uma correlacdo positiva entre 0 processo de angiogénese e a presenca de
macrofagos associados ao tumor (TAM) onde existem tumores altamente vascularizados
e onde a densidade dos vasos que irrigam o tumor é um fator de prognéstico importante

para avaliar as taxas das recaidas e da sobrevivéncia global (SG). 121

Deste modo, um tumor pode apresentar dois fenotipos diferentes, em que no primeiro

existe um microambiente tumoral inflamado provocado por linfécitos T e quimiocinas
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que sdo responsaveis pela mediacdo do recrutamento de linfocitos T, de marcadores de
ativacdo de células apresentadoras de antigénios (APC), em particular das células
dendriticas (DC), e da sinalizacdo do interferdo (IFN) do tipo I, que desencadeia o

processo de inflamag&o e no segundo fendtipo ndo existe este ambiente de inflamagc&o. 1°

Apesar das funcdes de regulagdo imunitaria positiva e negativa serem atribuidas a este
conjunto de populac@es celulares, é plausivel admitir que as células do sistema imunitario
inato contribuem para o controlo do desenvolvimento e crescimento tumoral, seja direta
ou indiretamente, através da ativacdo das DC ou da producgéo de citocinas que suportam
a diferenciacdo dos linfocitos T. Este processo de imunovigilancia é essencial para
controlar o desenvolvimento gradual dos tumores, no qual as células cancerigenas sdo
constantemente identificadas e erradicadas pelo sistema imunitario do individuo, mesmo

antes de ocorrerem quaisquer tipos de manifestagdes fisicas. 1% 1

Para que haja uma imunovigilancia efetiva € necessaria a expressdo de antigénios
tumorais especificos (TSAS) que apenas sejam expressos nas células tumorais e que sejam
codificados por genes mutantes e a expressdo de antigénios associados a tumores (TAAS),
partilhados por células normais e células tumorais que sejam capazes de estimular a
expansdo de linfécitos T. Os estudos clinicos demonstram a existéncia de resposta do
melanoma e de outros cancros como o cancro do pulmédo e o cancro da bexiga a uma
variedade de técnicas de imunoterapia, sugerindo que os linfécitos infiltrantes no tumor

(TIL) possam atingir TSAs especificos. 1

Os linfécitos, no qual se incluem os linfécitos T regulatérios que co-expressam o CD4,
CD25 e o fator de transcri¢do Foxp3 e os linfocitos T de memoria que expressam o CD4
ou 0 CD8, desempenham um papel critico no processo de processo de immunoediting, de
forma natural e terapéutica. O immunoediting corresponde ao processo dindmico que nao
envolve apenas a prevencdo tumoral, mas também redefine a imunogenicidade dos
tumores em desenvolvimento. Este processo é constituido por trés etapas: a eliminacéo,

o equilibrio e a fuga, como se observa na figura 1. 13
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Figura 1: Processo de immunoediting no cancro

Nos casos em que o cancro € totalmente destruido, a eliminacéo representa o endpoint
do immunoediting. Contudo, se as células tumorais ndo forem totalmente eliminadas,
estas entram num estado de equilibrio no qual o sistema imunitario controla o crescimento
tumoral e as células cancerigenas podem entrar num estado estacionario durante varios
anos, tal como é demonstrado nos estudos experimentais e como é sugerido em estudos

com base em doentes transplantados. >4

Um conjunto de doentes com alguns tipos de tumores sélidos parecem ter uma
infiltracdo espontanea de linfocitos T associada a um progndstico de valor positivo, como
é o0 caso do cancro da mama, do carcinoma renal, do melanoma, do cancro do ovario e
dos tumores do estroma gastrointestinal. No caso do MM, existe evidéncia cientifica em
varios estudos pequenos que os linfécitos T CD8" especificos para os antigénios definidos
para o melanoma podem ser identificados no microambiente tumoral, apenas com base
na andlise do tetramero péptido-MHC contudo a andlise funcional direta ex vivo revelou
que esses linfocitos T apresentam uma producédo e proliferacdo de citocinas atenuada.
Assim a estimulacdo e a expansdo mediada de citocinas a partir dos linfécitos T pode
restaurar as suas propriedades funcionais, sugerindo que a maior componente desta

disfuncio é reversivel.*®
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4.1 O processo de crescimento e desenvolvimento tumoral
Para que uma resposta imunitaria anti-tumoral conduza a morte efetiva de células
cancerigenas € necessario que ocorram um conjunto de etapas consecutivas, que se

designam por Ciclo de Imunidade Tumoral, como é possivel observar na figura 2.
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Figura 2: Ciclo de imunidade tumoral 1!

No primeiro passo, 0s neoantigénios criados por oncogenes sdo libertados e
capturados por DC para ocorrer 0 seu processamento. Para que nesta etapa seja produzida
uma resposta anticancerigena através dos linfécitos T, é necessério que haja sinais
imunogeénicos, como citocinas e fatores pro-inflamatdrios libertados por células tumorais,
que especifiqguem a imunidade de forma a que seja reduzida a tolerancia periférica aos
antigénios tumorais e que sdo responsaveis pelo processo de inflamagdo em alguns tipos
de cancro. No segundo passo, as DC apresentam 0s antigénios capturados as moléculas
do MHCI e MHCII presentes nos linfocitos T, o que corresponde no terceiro passo a
ativacdo de respostas por parte dos linfocitos T efetores contra os antigénios especificos
de tumores, que sdo vistos como estranhos ao organismo ou com toleréncia central
incompleta. E nesta fase que é determinada a natureza da resposta imunitéria, existindo
um balanco critico entre os linfocitos T efetores e os linfocitos T reguladores que é a
chave para um final positivo. No quarto e quinto passos, os linfocitos T efetores que foram
ativados circulam e, por conseguinte, infiltram-se no leito tumoral, de forma a reconhecer
as celulas tumorais. O sexto passo corresponde a ligacdo entre os varios recetores dos

linfécitos T (TCR) ligados ao MHCI dos linfocitos T efetores e 0s antigénios das células
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tumorais. O ultimo passo é entdo a morte das células-alvo tumorais e esta etapa leva
consequentemente a libertagdo de antigénios associados ao tumor (TAMSs) adicionais para
aumentar a quantidade e intensidade das respostas subsequentes do ciclo. Através dos
varios mecanismos especificos de immunoediting é possivel avaliar o papel entre os
varios tipos de células imunitérias envolvidas nestes processos e compreender 0s
mecanismos de regulacdo positivos e negativos que nelas estdo envolvidos, assim como
as suas consequéncias e o potencial clinico da utilizacdo dos mesmos, como se observa

na tabela 1 em anexo. 1113

Os mecanismos de fuga ao sistema imunitario sdo varios e passam por inimeras
estratégias como a reducdo do reconhecimento por parte das células imunitarias, o
aumento da resisténcia e/ou da sobrevivéncia das células tumorais e o desenvolvimento
de um ambiente tumoral imunossupressor como se observa na tabela 2, em anexo. E
possivel reduzir o reconhecimento por parte do sistema imunitario atraves da auséncia de
antigénios tumorais fortes e através da perda do MHCI, de fatores semelhantes ao MHCI
e de fatores co-estimulatorios. O aumento de resisténcia ou da sobrevivéncia das células
tumorais é conseguido através do aumento da expressdo de varios fatores de transcri¢ao
como 0 JAK2, 0 STAT3 e 0 Bcl-2, que induzem mutac6es que, por conseguinte, véo levar

a progressao tumoral como se pode observar no esquema da figura 3. 1316

Cytokina
JAK2 JAKYET JAKM™F miutation - JAK™ Genetic aberration
Jak2 inhibittor —— 4 ¥ » e
S0CS Sl 2] vera
Rad blood cells
/_\ antia
thrombocythasmia
Ras PIZK Platelsts
/ . ’ N
Raf STAT| STAT Akt ) Primary .
| iy elofi brosis
MEK ¥ N . Neutrophils
P
i ™y mTOR
[ e \FF“__ S 'mmor_
ERK. prograssion
Tumior calla
I [ i
STAT STAT
ARV RV ARV AV ARV AV ARV A
Nucleus

Figura 3: Representacio esquematica da via de ativagio JAK-STAT 16
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O desenvolvimento de um ambiente tumoral imunossupressor é conseguido através da
expressdo de citocinas como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), a
interleucina 10 (IL-10) ou o fator de crescimento transformacional B (TGFp), da
expressao de moléculas imunorregulatorias como o IDO, as moléculas do checkpoint
imunitario que fazem parte da familia B7 ou ainda através da expressdo do CD73 ou de

recetores de adenosina, que limitam a imunidade anti-tumoral dos linfcitos T. 131415

Cada etapa do Ciclo de Imunidade Tumoral requer a coordenacdo de varios fatores
estimulantes e inibitérios, como se observa na figura 2. As citocinas como o fator de
necrose tumoral-o. (TNF-o)) e as interleucinas como a IL-1 v8o ser responsaveis por
estimular a resposta imunitaria ativa durante a apresentacdo dos antigénios tumorais as
células do sistema imunitario. Os checkpoints imunitarios como o CTLA-4 podem inibir
0 desenvolvimento de uma resposta imunitaria ativa ao agir primeiramente no
desenvolvimento e proliferacdo dos linfocitos T, que ocorre na terceira etapa. Estes tipos
de fatores distinguem-se dos checkpoints imunitarios do tipo do PD-L1, uma vez que 0s
ultimos tém uma funcdo de inibicdo que comeca por atuar ao nivel da modulacdo das

respostas imunitarias ativas no leito tumoral, que ocorre na sétima etapa. 114
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4.2 Constituicdo do Sistema Imunitario

Para além dos linfocitos T que expressam TCR do tipo aff convencionais, os linfécitos
Natural Killers (NK), os linfocitos T yd e os linfocitos T NK também estdo presentes no

microambiente tumoral em varios cenarios do cancro. 111°

Os recetores relacionados com os SLAMs sdo expressos huma enorme variedade de
células imunitarias que incluem os linfocitos NK, os mondcitos, os macréfagos, os
mastdcitos, os granuldcitos, os linfocitos T e as DC. A maioria dos recetores SLAM
intervém em interacGes homotipicas com a mesma proteina na outra célula, a exce¢do dos
recetores 2B4 e o CDA48, que interagem um com o outro. Os recetores SLAM
desempenham um papel crucial na morte de células hematopoiéticas especificas mediadas
por linfocitos NK, incluindo células hematopoiéticas normais que sdo deficientes no
MHC e células de linfoma, contudo estes recetores sdo dispensaveis no reconhecimento
de células tumorais ndo hematopoiéticas. A familia destes recetores inclui o recetor
SLAM (CD150), o recetor 2B4 (CD244), o recetor NTB-A (Ly108), o recetor CD48, o
recetor CD84, o recetor Ly9 (CD229) e o recetor CRACC (CD319). 1®

Os linfocitos NK séo provavelmente os mediadores mais estudados da imunovigilancia
inata do cancro. A caracterizacdo original dos linfocitos NK ressalta a potente capacidade
de destruir células tumorais in vitro sem pré-sensibilizacdo e a evidéncia cientifica de
varios estudos sugere o potencial dos linfécitos NK para a mediacdo de respostas anti-

tumorais. ¥

Também existe evidéncia cientifica em varios estudos que os linfocitos T NK
contribuem para a imunovigilancia no controlo tumoral. Estes podem classificados em
dois grandes tipos funcionais, sendo que linfocitos T NK Il ttm TCR mais variaveis e
reconhecem diferentes antigénios a partir dos que sdo reconhecidos pelos linfécitos T NK
I. Os linfocitos T NK 11 tém sido descritos como células com func6es imunorregulatorias

que contribuem para o controlo do crescimento celular tumoral. 1%

Os linfécitos T NK | podem ser ativados diretamente através do reconhecimento de
antigénios constituidos por glicolipidos como o CD1d. A ativacdo indireta destes
linfécitos foi descrita como sendo mediada por TAMSs ou DCs produtoras de I1L-12 e que
expressam auto-antigénios apresentadores do CD1d. As citocinas ativadas, como é o caso

do IFN-0/B, da 1L-15, da IL-18 e da IL-21 que sdo produzidas pelas células tumorais ou
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por células imunitarias estimuladas pelo tumor também conduzem & ativagdo dos
linfocitos NK. 10:15

Enquanto que os ligandos ainda permanecem com uma caracterizacdo incompleta, 0s
antigénios lipidicos que estdo presentes no recetor CD1d podem estar sobre-expressos
nas células cancerigenas e conduzir a uma ligacdo por parte do TCR em algumas
circunstancias. E possivel compreender melhor o mecanismo de reconhecimento de uma
célula tumoral por parte das varias células que constituem o sistema imunitario inato na

figura 4 abaixo apresentada. 1°
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Figura 4: As células do sistema imunitario inato no microambiente tumoral *°

Também os linfocitos T yd foram descritos como células com respostas imunitarias anti-
tumorais. Estas células, quando se encontram ativas, expressam a sua superficie granulos
citotoxicos que contém perforina e granzimas, com a capacidade de serem citoliticas. Para
além disto, também podem produzir citocinas efetoras como o IFN-y e o TNF-a. e podem
expressar recetores como o ligando Fas e o TRAIL. Outro dado importante € o facto da
expressao do recetor CD16 poder facilitar o processo de citotoxicidade mediada por

anticorpos dependentes de células (ADCC).°

Os linfdcitos T convencionais expressam um grupo fixo de recetores codificados pela
linha germinativa. Estes recetores apresentam um antigénio rearranjado de um recetor
que tem o mesmo conjunto de especificidades que sdo observadas nos antigénios
tumorais, o que lhes atribui a capacidade de fazer o reconhecimento das células

tumorais. 1014
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Ap0s a presenca de linfécitos T efetores no local onde se encontra o tumor é necesséria
uma captacdo inicial de antigénios e apresentacdo de APCs, em particular das células
dendriticas e dos TAMs. O processo inflamatério associado ao microambiente tumoral
leva a expressdo de quimiocinas que sdo responsaveis pela mediacdo dos marcadores que
ativam as DC e de citocinas que mediam a ativacdo de TAM1, que s&o anti-tumorais ou

de TAM2, que s&o pré-tumorais. 1% 13

Habitualmente as DC sdo divididas em duas categorias principais, as DC
convencionais e as DC plasmacitoides, que sdo DC especializadas na secregdo de
elevados niveis de IFN | através da sua estimulacédo via toll-like receptors (TLRS), que
contribui com o seu efeito anti-tumoral, tendo um efeito positivo no controlo do

crescimento e desenvolvimento tumoral. 1°

De uma forma geral, as DC desempenham um papel extremamente importante na
inducdo de respostas anti-tumorais devido a sua capacidade de apresentacdo de antigénios
aos linfocitos T CD4" e CD8" e ativacdo dos linfécitos NK, potenciando a resposta
imunitéria citotoxica contra as células tumorais. No entanto, varios estudos sugerem que
quando as DC plasmacitoides estdo presentes no microambiente tumoral, estas células
apresentam um fenotipo tipicamente tolerogénico, com propriedades imunorregulatorias
negativas, que € induzido por fatores como o VEGF, o TGF-B e a indolamina-3,2-
dioxigenase e por citocinas como a IL-8 e a IL-10, que sdo produzidas por células
tumorais ou por TAMs. Estas DC ndo s6 tém uma baixa capacidade de estimular o
crescimento e expansao de linfocitos T, como ainda suprimem a acdo dos mesmos. Para
além disto, também séo produtoras de fatores pré-angiogénicos que reforcam a migragédo

de células endoteliais, promovendo ativamente o crescimento tumoral. 31

Além disto, o fator de transcricdo Forkhead box O3 (Foxo3) pode intervir na aquisicao
deste fendtipo por parte das DCs plasmacitoides associadas ao tumor, pois o
silenciamento deste fator pode restaurar de forma parcial as suas fun¢des imunitarias
estimuladoras em modelos tumorais de ratos. Desta forma, os dados sugerem que 0
proprio microambiente tumoral promove a expressao do fator de transcricdo Foxo3 em

DCs plasmacitoides, levando & aquisicdo do fen6tipo tolerogénico.

A presenca de TAMs estd geralmente associada a um mau prognostico em doentes
oncoldgicos. Os macrofagos e outras células mieldides sdo universalmente encontradas

no microambiente de tumores sdlidos e podem contribuir para a evasdo imunitaria. 34
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Os macrdfagos podem apresentar dois fendtipos distintos e que sdo designados por
macréfagos M1 e macrofagos M2. Os macrofagos M1 produzem citocinas como a IL-
123 ¢ 3 |L-10°™@ que contribuem para o controlo tumoral. Para além disso, os
macrofagos com este fenotipo sdo citotoxicos e estdo tipicamente sob a influéncia dos
fatores estimulantes de colonias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), do IFN-y ¢ dos
agonistas dos TLR. Os macréfagos M2 sdo promotores do crescimento tumoral e séo
induzidos pela influéncia de células imunitarias como as DC e os linfécitos T reguladores
e ainda por citocinas como a IL-4 e a IL-13 e ndo tém a citotoxicidade presente nos
macrofagos do tipo M1. Os macrofagos M2 parecem contribuir para a supressao
imunitéria através da producdo da IL-10 e do TFG-B, sendo indicadores de um mau

prognostico em alguns tipos de cancro. 101314

A infiltracdo de TAMs no microambiente tumoral parece ser mediada pelo fator
estimulante de colénias 1 (CSF-1), pelo VEGF e pelas quimiocinas 133 e 134 uma vez
que o CSF-1 pode ser libertado pelas células tumorais e pelas células do estroma, e em
interacdo com o CSF-1R™ expresso na superficie de mondcitos e de macréfagos leva a
inducdo do recrutamento e diferenciacdo de TAMSs, que por sua vez conduzem a
transformacdo dos TAMs em macrofagos M2, que apresentam a expressao de PD-L1 de
forma aumentada e que conseguem suprimir as respostas anti-tumorais por parte dos

linfocitos T. 10
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5 As Linhas terapéuticas aplicadas ao doente oncoldgico
Apesar dos avan¢os na area da quimioterapia, da radioterapia e da cirurgia, a area do
cancro continua em constante evolucao e esta doenca ainda esta associada a uma elevada

mortalidade e morbilidade. ’

Devido a melhor compreensédo dos processos que regulam a a¢ao do sistema imunitario
sobre o cancro foi possivel descobrir moléculas que atuam como inibidores dos
checkpoints imunitarios e que modulam as respostas dos mesmaos, assim como vacinas
que ajudam a reforcar a acdo do sistema imunitéario e técnicas de transferéncia celular
adotiva que permitem desenvolver células especificas que sdo necessarias para eliminar
as células tumorais. Assim surge uma nova linha terapéutica, a imunoterapia, composta
por estes grupos de agentes e que é a Unica linha terapéutica oncol6gica que usa o sistema
imunitario como arma, conseguindo obter, simultaneamente, memoria e especificidade
de forma a desbloquear certos mecanismos de evasdo tumoral. A imunoterapia tem 0
objetivo de preencher as lacunas terapéuticas criadas pela quimioterapia e pela

radioterapia. 8

Em relagcdo ao cancro ainda foram feitas descobertas recentes que criaram novos
caminhos para a quimioterapia, para a radioterapia e para a cirurgia uma vez que foram
encontradas, com frequéncia, mutacdes genéticas que promovem a resisténcia tumoral a
quimioterapia e a radioterapia, a instabilidade gendmica e a heterogeneidade tumoral pelo
que estes dados podem levar a criacdo de terapéuticas que consigam combinar a
quimioterapia, a radioterapia e cirurgia, com a imunoterapia, e que sejam clinicamente

mais eficazes para o doente oncoldgico. 2°
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5.1 Linhas terapéuticas atuais

O quimico alemé&o Paul Ehrlich (1854-1915) foi o fundador da “bala magica” e da
quimioterapia, que mais tarde, iria formar as bases da hematologia, da oncologia e da
imunologia. Tal como o nome indica, a quimioterapia é reconhecida como o uso de
agentes quimicos no tratamento oncoldgico e € vastamente utilizada desde o inicio do
século XX. Em 1960, a quimioterapia comeca a ser utilizada com sucesso no tratamento
de leucemia aguda e de linfoma dos linfocitos B em criancas e da-se entdo a criacdo de
uma nova especialidade médica associado ao cancro, a oncologia.'’

Assim, a quimioterapia surge como a primeira forma de reduzir o nimero de células
cancerigenas de forma a conduzir a uma cura efetiva da doenca no qual se estabelece um
raciocinio hipotético em que, um determinado farmaco, que esteja huma determinada
concentracdo e que seja administrado por um determinado periodo de tempo ira provocar
a morte de uma fracdo constante de células cancerigenas, independentemente do
momento inicial de administracdo e do nimero absoluto de células cancerigenas.
Contudo, a resposta tumoral face a um determinado agente quimioterapico depende de
multiplos fatores que véo para além da dosagem e da frequéncia de administracdo como
é 0 caso da histologia tumoral, da taxa de crescimento tumoral, da heterogeneidade
tumoral e dos mecanismos de resisténcia tumoral, que estdo intrinsecamente ligados a
componente genética do doente. Para além destes fatores existem outros associados as
respostas imunoldgicas face aos antigénios tumorais como € o caso do conteldo em
proteinas séricas e do comportamento das barreiras naturais (por exemplo a barreira
hematoencefalica) face a distribuicdo da quimioterapia nos tecidos celulares normais e
nos tecidos celulares cancerigenos. 1718

A guimioterapia tem a capacidade de induzir elevadas taxas de cura em alguns tipos
de tumores como € o caso do cancro do testiculo e de alguns linfomas, no entanto, na
maioria dos tumores sélidos, as respostas parciais a terapéutica sdo mais comuns que as
respostas completas, que estdo associadas a recaidas, com crescimento e desenvolvimento
tumoral. 18

Apbs a descoberta da quimioterapia, também a radioterapia veio revolucionar a area
do cancro uma vez que em 1895, Wilhelm Conrad Roentgen descobriu os raios X que
comecaram a ser utilizados na préatica clinica em 1896, por Emil Grubbé, no tratamento
do cancro. Assim nasce a radioterapia, que se torna numa potente arma contra as células
cancerigenas, especialmente no tratamento de tumores sélidos localizados, devido a sua

grande capacidade de provocar a morte celular e de interromper o ciclo celular, atuando
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ao nivel do crescimento e desenvolvimento tumoral. Para além destes, a radioterapia
ainda apresenta outros mecanismos de letalidade como a catéastrofe mitética, a apoptose,
a necrose, a autofagia e a senescéncia. 1% 20

Atualmente, a utilizacdo da radioterapia ainda se justifica em casos de doentes
oncoldgicos que ja ndo apresentem sintomas associados a doenga ou em casos de cancro
com estadios avancados ou ainda em casos onde 0 cancro ja esteja metastizado nos 0ssos,
na espinal medula, no cérebro e/ou nas visceras. 2

A cirurgia é a terapéutica oncoldgica mais antiga, que remonta a milhares de anos. Esta
técnica corresponde a remocao do tecido cancerigeno do interior do corpo do doente e
que pode ter o objetivo curativo (parcial ou completo), paliativo, reconstrutivo,
preventivo ou de auxilio a outro tratamento. 22 23

A remocao cirdrgica de um cancro depende do tipo e do tamanho do cancro do doente,
da localizacdo do mesmo e da condicdo de satde do doente oncolédgico. Assim, a cirurgia
tem os melhores resultados em tumores solidos que estdo restringidos a uma area
especifica. E sendo um tratamento local ndo é aplicavel em casos de leucemia e de
linfomas ou em cancros disseminados pelo organismo do doente. Por essa razdo sao

pOUCOS 0S €asos em que a cirurgia ¢ utilizada como 12 opgéo terapéutica. 242°
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5.2 Imunoterapia no doente oncolégico

A érea da imunoterapia corresponde a uma variedade de conceitos, que tém como
objetivo ativar o sistema imunitario e restaurar as respostas anti-tumorais que foram
bloqueadas pelas células cancerigenas. Assim, esta nova forma de tratamento do cancro
passa pela inducdo do reconhecimento das células tumorais por parte das células do
sistema imunitario e pela eliminacdo especifica deste tipo de células através da via
enddgena, que envolvem mecanismos de defesa imunitaria e que podem levar a
estabilizacéo e a remissdo do cancro no doente oncologico. Desta forma, a imunoterapia
refere-se a tentativa de desbloquear e estimular as respostas imunitarias naturais do

sistema imunitario, de forma a eliminar as células tumorais no doente oncoldgico.

A imunoterapia teve a sua origem nos finais do século X1X quando o médico William
B. Coley, “pai” da imunoterapia no cancro, notou que oS Seus doentes com cancro
entraram em remissdo apds terem desenvolvido erisipelas. Este médico preparou
misturas, vivas e inativadas, de Streptococcus pyogenes e de Serratia marcecsens e
injetou-as diretamente nos tumores, levando a remissdo dos seus doentes com sarcoma,
linfoma e cancro testicular. Ja no século XX, em 1908, Albert Calmette e Camille Guérin
comecaram a desenvolver uma vacina contra a tuberculose, com bactérias vivas e
atenuadas, designadas por Bacillus Calmette-Guérin ou BCG, que eram administradas em
doentes com cancro da bexiga em estadio precoce, permitindo, em alguns casos, a
erradicacdo da doenca devido as suas propriedades anti-tumorais. A partir de 1969
comeca a ser estudada nesse sentido em humanos com neoplasias como a leucemia

linfoblastica aguda e 0 melanoma. 26 27

Entretanto a investigacdo na oncologia tem avangado no sentido da imunoterapia que
é investigada intensivamente e teve aprovacdes atraves de varios ensaios clinicos uma
vez que nos Ultimos anos foi reconhecido pela primeira vez a existéncia do processo de
imunossupressao induzido pelo tumor em doentes com melanoma, uma vez que este tipo

de cancro é altamente resistente tanto & quimioterapia como a radioterapia.*®

A semelhanca do melanoma, o cancro colorretal, os linfomas e o sarcoma de Karposi
também estdo associados a imunossupressdo induzida pelo tumor. Nestes casos, a
existéncia de um microambiente tumoral imunossupressor deve-se a elevada resisténcia
das celulas tumorais que possuem mecanismos de fuga face a acdo dos agentes

quimioterapicos. Em relagdo ao cancro colorretal, este caracteriza-se pela existéncia de
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polipos ou adenomas no célon, que correspondem a lesdes inflamatorias cronicas e que
fornecem um ambiente de imunossupressdo mediada por células, onde existem fatores de

crescimento que contribuem para o processo de angiogénese.*®

Assim, a imunoterapia divide-se em varios subgrupos terapéuticos como é o caso de
anticorpos especificos que bloqueiam certos checkpoints imunitérios associados a
superficie da célula tumoral e que permitem estimular a resposta imunitaria dos linfdcitos
T citotoxicos. Outro subgrupo envolve a transferéncia adotiva celular (ATC), onde se védo
colocar TILs no interior do tecido tumoral, onde crescem e desenvolvem-se num meio ex
vivo e posteriormente séo transferidos para o doente, em larga escala, de forma a acentuar
a resposta anti-tumoral desencadeada por estas células do sistema imunitario. Finalmente
existe outro subgrupo da imunoterapia que sdo as vacinas anti-tumorais que tém o

objetivo de ativar os linfocitos T especificos para os antigénios tumorais. 2
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5.2.1 Bloqueadores dos checkpoints imunitarios

As células do sistema imunitario expressam varios checkpoints, ou seja, moléculas que

precisam de ser ativadas ou inativadas para desencadearem uma resposta imunitaria e

que, por essa razdo, sao responsaveis por regularem as funcdes imunitarias dessas células.

Vaérios checkpoints inibitdrios, como os recetores dos TAM, os Siglecs, 0 CD47, sdo

expressos por células do sistema imunitario inato, inibindo e limitando a sua atividade. Ja

0s checkpoints da imunidade adquirida regulam as respostas imunitarias dos linfocitos T.

Resumidamente, a figura 5 apresenta todas as vias de acdo dos checkpoints associados a

imunidade inata e a imunidade adquirida, mostrando também que alguns recetores tém

varios sitios de ligacdo e formas de ac&o. 3
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Figura 5: Resumo das vias de a¢do dos checkpoints imunitarios do sistema imunitario

inato e adquirido®
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Uma das familias de checkpoints mais conhecidos é a B7 que é constituida por, pelo
menos, 10 recetores que séo o B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), B7-H1 (PD-L1), B7-DC (PD-
L2), B7-H2 (ICOSL), B7-H3 (CD276), B7-H4 (B7S1), B7-H5 (VISTA), B7-H6 E B7-
H7 (HHLA-2). O sinal que provém do recetor CD28, em conjunto com o sinal dos
checkpoints CD80 e CD86, ¢ responsavel pela co-estimulagdo da ativacdo dos linfocitos
T naive, juntamente com o reconhecimento de antigénios apresentados pelas APCs. 34

Os bloqueadores dos checkpoints imunitarios representam uma nova e eficaz
alternativa para a gestdo standard de cancros avangados. Assim, 0 processo de evasédo
imunitéria € um marco no cancro e este processo pode ser revertido através de anticorpos
monoclonais que bloqueiam os checkpoints imunitarios e por conseguinte reforcam as
respostas imunitarias anti-tumorais endogenas como € evidenciado pela utilizacdo de
anticorpos monoclonais que blogueiam os checkpoints PD-1/PD-L1 e o CTLA-4,

presente na figura 6. 2%
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Figura 6: Mecanismo de bloqueio dos checkpoints imunitarios para estimular a
resposta dos linfécitos T *°

O CTLA-4 € um regulador negativo das respostas imunitarias mediadas por linfocitos
T e liga-se competitivamente ao CD80 e ao CD86 nas APCs, impedindo a sua ligagédo ao
recetor CD28 presente nos linfocitos T. Como resultado, o sinal co-estimulatério
necessario para ativar os linfocitos T induzido pelo ligando esta bloqueado. Desta forma,
0 bloqueio da sinalizacdo do CTLA-4 prolonga a ativagcdo dos linfocitos T e a
amplificagdo da imunidade mediada por linfocitos T, levando a ativagdo das celulas
efetoras CD4* e CD8* 3!

Por sua vez, a interacdo do PD-1 presente em linfdcitos T ativados com o respetivo

ligando, PD-L1 e PD-L2, mantém a tolerdncia imunoldgica através da supressdo dos
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linfécitos T auto-reativos. Isto destaca a importancia do bloqueio do mecanismo do PD-
1 no impedimento da evasdo tumoral imunoldgica, o que levou a um alargamento da
aplicacdo da imunoterapia na area oncoldgica, com o desenvolvimento clinico de
anticorpos e vacinas. A sua utilizacdo ja é aplicada, em primeira linha, em algumas
malignidades como as hematoldgicas, respiratdrias, renais, gastrointestinais, da pele, da

cabeca e do pescoco, da mama, do (tero e da prostata. 3233

O ligando PD-L1 liga-se ao recetor PD-1 e inibe a morte de células tumorais por parte
dos linfacitos T. Desta forma, o bloqueio do PD-L1 ou do PD-1 permite que os linfécitos
T desencadeiem a sua resposta imunitaria e destruam as células tumorais, como se pode

observar na figura 7 apresentada abaixo. 2634

Tumor Cell

MHC |
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T cell
receptor

T cell
receptor

death ligand-1.

Figura 7: Mecanismo de ac&o dos inibidores do PD-1 e do PD-L1 %

5.2.1.1 Atezolizumab

O Atezolizumab, também conhecido por Tecentrig®, é um anticorpo monoclonal
humanizado 1gG1 que € dirigido ao PD-L1. Em Outubro de 2016 foi aprovado pela Food
and Drug Administration (FDA) para o tratamento de cancro da bexiga e do cancro do

pulmdo das células ndo pequenas (CPCnP). 433 3
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5.2.1.2 Avelumab

O Avelumab, também conhecido por Bavencio®, é um anticorpo monoclonal
humanizado IgG1k que é dirigido ao recetor PD-L1, e que também tem a capacidade de
interagir atraves de ADCC, devido a sua regido Fc que consegue ligar recetores cognatos

em células imunitérias efetoras, induzindo a lise das células tumorais. 3¢ 37

Este farmaco foi aprovado em Marco de 2017 pela FDA no tratamento de doentes com
idade igual ou superior a 12 anos, com carcinoma metastatico das células de Merkel,
sendo o primeiro bloqueador a ser aprovado nesta indicacdo terapéutica. Em Dezembro
de 2016 foi designado pela EMA como medicamento orfdo no tratamento de cancro

gastrico. 3839

5.2.1.3 Durvalumab

O Durvalumab, também designado por Imfinzi®, é um anticorpo monoclonal
humanizado 1gG1 que é dirigido ao recetor PD-L1. Este anticorpo monoclonal foi
aprovado em setembro de 2017 para o tratamento de CPCnP, a seguir ao tratamento com
quimioradiacdo com intencdo curativa. Apesar de ainda ndo estar aprovado para tal, o

durvalumab também apresenta resultados positivos no tratamento do cancro da bexiga.
32,40, 41

5.2.1.3 Elotuzumab

O Elotuzumab, também designado por Empliciti® é um anticorpo monoclonal 1gG1
que € dirigido ao recetor SLAMF7, como se observa na figura 7, abaixo apresentada.
Também é referido como o subsitio 1 da glicoproteina celular de superficie CD2 e o
SLAMF7 é uma glicoproteina que sé aparece em células mieldides e em linfocitos NK

anormais. 4% 43

Este anticorpo monoclonal é utilizado em combinagcdo com a lenalidomida e a
dexametasona no tratamento do mieloma multiplo em doentes adultos que receberam pelo
menos uma terapéutica prévia, no qual os seus mecanismos anti-tumorais incluem a
interrupcdo da adesdo da célula do mieloma multiplo as células estromais da medula, de
modo a aumentar a citotoxicidade dos linfocitos NK e a mediacdo da ADCC. A figura 8

apresenta 0 mecanismo de ac¢do do Elotuzumab. 3343
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5.2.1.4 Ipilimumab

O ipilimumab, também conhecido por Yervoy®, é um anticorpo monoclonal IgG1B
totalmente humanizado contra o CTLA-4, aprovado pela FDA e pela European Medicines
Agency (EMA) para o tratamento de MM com base no beneficio comprovado de
sobrevivéncia. O ipilimumab foi o primeiro inibidor do checkpoint com aprovacédo da
FDA e da EMA em 2011 para 0 MM, contudo atualmente j& ndo € considerado terapéutica
de 1@ linha, tendo sido substituido pelo pembrolizumab e pelo nivolumab, que apresentam
uma maior taxa de resposta e melhores taxas de sobrevivéncia livre de progressdo
particularmente em doentes PD-L1 positivos, contudo com maiores taxas de efeitos
adversos de grau 3-4. Este inibidor foi igualmente aprovado como adjuvante em doentes
de alto risco com melanoma, estadio Ill. A figura 9 descreve 0 mecanismo de ac¢do do

ipilimumab. 44445
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Figura 9: Mecanismo de acdo do Ipilimumab 4

5.2.1.5 Nivolumab

O nivolumab, também conhecido por Opdivo®, é um anticorpo monoclonal
humanizado 1gG4 que atua como inibidor do checkpoint PD-1 e que foi aprovado pela
FDA como 12 linha terapéutica no MM e como 22 linha terapéutica em doentes com
carcinoma avancado das células renais que receberam terapia antiangiogénica préevia e
em doentes com CPCNP de histologia escamosa, localmente avancado ou metastatico,

ap0s quimioterapia prévia, em adultos. 464/

5.2.1.6 Pembrolizumab

O pembrolizumab, também conhecido por Keytruda®, é um anticorpo monoclonal
humanizado 1gG4 kappa seletivo que atua como inibidor do PD-1 e que foi aprovado pela
FDA em doentes com CPCnP, MM, linfoma de Hodgkin cléassico ou especificamente
quando o tumor produz a proteina PD-L1 e se encontra metastizado ou ndo pode ser

removido cirurgicamente. 48 4950
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5.2.2 Transferéncia celular adotiva (TCA)

A imunoterapia através de TCA e uma forma personalizada de tratamento do cancro
uma vez que envolve a administracdo de células imunitarias com atividade anti-tumoral
direta no doente oncoldgico. A TCA utiliza linfocitos reativos ao tumor que provém do
préprio doente oncoldgico, o que permite obter regressées completas e duradouras em

doentes com melanoma e cancros do tecido epitelial, como se observa na figura 10. >
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Figura 10: Esquema geral do processo de transferéncia adotiva de células com TILs
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A técnica designada por TCA foi descoberta pelo Dr. Steven Rosenberg e consiste na
utilizacdo de células imunitarias, TILs, juntamente com citocinas como as IL-2, que séo
posteriormente expostas a antigénios tumorais, criando uma enorme reatividade. Estes
linfécitos ativadores da morte celular (LAKS) sdo reinfundidas no doente oncoldgico e
possuem a capacidade de reconhecer os antigénios para as quais foram ativadas, levando
aeliminacdo das células tumorais metastaticas. A tabela 3, em anexo, apresenta 0s ensaios

clinicos com as TCA em estudo atualmente. 4% 52

A imunoterapia atraves da utilizacdo de linfocitos T tem revelado bastante interesse.
De acordo com o0 modelo proposto por Lafferty Cunningham, a ativacéo dos linfécitos T
requer um primeiro sinal que provém da interagdo do complexo MHC/péptido antigénico
com o TCR, que confere especificidade a resposta e um segundo sinal co-estimulatorio

providenciado pela familia B7 e outras moléculas. 3

No final dos anos 90 foram realizados varios estudos para identificar os varios TAAS

que permitem distinguir as células cancerigenas das células saudaveis. Os TAAs podem
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ser divididos em trés grandes grupos: 1) antigénios sobre-expressos em tumores, mas que
estdo presentes no tecido saudavel; 2) neo-antigénios que surgem como consequéncia de
mutacdes somaticas presentes no tumor; 3) antigénios de linhas germinativas
cancerigenas e que estdo menos vulneraveis ao ataque dos linfécitos T. Os linfécitos T
especificos para o tumor conseguem reconhecer estes trés tipos de TAAs contudo existem
processos que suprimem as suas respostas anti-tumorais, como é o caso de mecanismos
intrinsecos dos linfdcitos T (que incluem a perda de funcéo e a expressdo de checkpoints
imunitarios), a supressdo intrinseca do tumor (do qual fazem parte a secrecdo de fatores
supressores como 0 TGF-f e a expressdo de ligandos de checkpoints) e o recrutamento

de células supressoras (como os linfcitos T reguladores e os TAM). 3

A terapia dos linfocitos T adotivos leva a uma resposta imunitaria eficaz. Nos Gltimos
anos, a TCA tem caminhado no sentido de desenvolver linfécitos T geneticamente
modificados, que expressam recetores de antigénios quiméricos (CARs). Os CARs
consistem num fragmento variavel de cadeia simples de um anticorpo monoclonal, um
dominio espacgador, um dominio transmembranar, um dominio de sinalizacdo intracelular

e um dominio co-estimulatdrio adicional, como se observa na figura 11. > °
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Através de uma das varias técnicas disponiveis, os linfocitos T sdo retirados a partir
do tumor ou do sangue de um doente e depois sdo sujeitas a transducdo com lentivirus
para expressarem o0 CAR-CD19, com posterior manipulacdo através de eletroporacao
com nucleases efetoras ativadoras da transcricdo (TALENS) para integrar o CD52 e a
regido constante do receptor-a dos linfocitos T. Por fim, o linfécito T é estimulado a
crescer e a expandir-se num sistema de cultura in vitro. Apo6s expansao in vitro suficiente,

estes linfocitos sdo reinseridos no hospedeiro, onde irdo mediar a destruicdo tumoral. 8

A investigacdo na &rea da imunoterapia caminha no sentido de melhorar a relacéo
risco-beneficio da terapéutica, de forma a mitigar a toxicidade enquanto se preserva ou
se reforca a sua eficacia. Assim, os novos linfécitos T com CAR tém sido investigados
de forma a correlacionar a seguranca com a sua eficécia e isto envolve o desenvolvimento
de tecnologia de switch para criar linfocitos T que expressam mais de um CAR, o que
diminui a capacidade de inibicdo por parte das células tumorais das respostas anti-
tumorais do sistema imunitario. Outra possibilidade é a criacdo de linfocitos T com CAR
que reconhecam dois recetores, o que pode levar a um aumento das taxas de resposta e da
durabilidade dessas mesmas respostas, prevenindo a perda de antigénios atraves de
mecanismos de fuga tumoral. O futuro do desenvolvimento da TCA est4 descrito na
figura 12. '
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Figura 12: Linhas direcionais de desenvolvimento da préxima geracdo de linfdcitos

T geneticamente modificados com CAR °7
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5.2.3 Vacinas

O principal objetivo das vacinas para o tratamento do cancro € a obtengdo, a expanséo
e a estimulacdo dos anticorpos e dos linfocitos T CD8* para os antigénios tumorais. Em
termos de contexto terapéutico, estas vacinas procuram ativar as células imunitarias do
doente quando o seu sistema imunitario ja ndo responde de forma efetiva contra o cancro.

O seu mecanismo de acéo esta descrito na figura 13. °8: %960
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Figura 13: Modo de a¢io de uma vacina terapéutica direcionada para o cancro °8

As vacinas dirigidas para o cancro podem ser preventivas e atuam como vacinas
profilticas, cujo objetivo € a preven¢do do cancro numa pessoa saudavel ou podem ser
dirigidas para o tratamento, sendo vacinas terapéuticas e neste caso, 0 objetivo é tratar
um cancro ja existente através do reforco das respostas dadas pelo sistema imunitario do

individuo. Apenas as vacinas terapéuticas sdo uma forma de imunoterapia. 5

A comunidade cientifica tem tentado desenvolver vacinas com diversos tipos de
antigénios, incluindo os antigénios tumorais ndao mutados e 0s antigénios mutados
especificos do doente, contudo os resultados ndo tém sido muito promissores uma vez

que a supressao imunitaria estabeleceu-se no organismo do doente por varios anos durante
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o crescimento tumoral e é este facto que afeta a capacidade da vacina reforcar a atuacéo
do sistema imunitério de forma constante e a capacidade de induzir a resposta imunitaria

no local do tumor. 52

Atualmente varias vacinas foram estudadas na area da oncologia, em alguns ensaios
clinicos, contudo apenas existem duas vacinas aprovadas para o cancro a nivel preventivo
(a vacina contra 0 HPV e a vacina contra o virus da Hepatite B) e uma vacina aprovada
para a sua indicacao terapéutica - designada por Sipuleucel T - e que tem a sua a¢do contra
0 cancro da prostata. A tabela 4, em anexo, apresenta as varias vacinas ainda em

desenvolvimento clinico. 8% 63 64

5.2.3.3 Sipuleucel-T

Nesta area da imunoterapia foi realizada uma enorme descoberta com as células
dendriticas, uma vez que estas atuam como mensageiros entre o sistema imunitario inato
e 0 adquirido e séo as principais APCs aos linfocitos T, permitindo o reconhecimento e a
destruicdo das células cancerigenas. Estas células permitiram a criacdo de vacinas para o
tratamento de cancro como é o caso da primeira vacina ndo-viral designada por

Sipuleucel-T, também conhecida por Provenge®, aprovada pela FDA em 2010. 62 6°

As vacinas para o tratamento de cancro que sdo baseadas em DC sdo aut6logas, ou
seja, sdo feitas utilizando as células do préoprio doente, no qual é retirado uma amostra de
sangue periférico do doente com células sanguineas mononucleares, que séo ativadas ex
vivo com uma fusdo de proteinas recombinantes que consistem no antigénio prostéatico,
na fosfatase acida prostatica (PAP) e no GM-CSF. Por sua vez, estas células modificadas
sdo injetadas no doente, onde ocorrerd uma forte resposta imunitaria contra as células

cancerigenas. 8
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6 Resultados
Em relagdo aos bloqueadores dos checkpoints imunitarios, nos ensaios clinicos, o

atezolizumab em comparacdo com o docetaxel, mostrou uma melhoria da SG em 4.2
meses (0 atezolizumab obteve 13.8 meses versus o docetaxel que obteve 9.6 meses) em

doentes com CPCnP que foram previamente tratados. 3!

No ensaio clinico multicéntrico, prospetivo, de um unico grupo de fase Il com
doentes refratarios a quimioterapia com carcinoma das células de Merkel de estadio 1V,
dos quais 88 doentes receberam uma dose de avelumab de 10mg/kg a cada duas semanas.
A mediana de tempo de seguimento foi de 10,4 meses. A resposta objetiva foi obtida por
28 doentes e oito dessas respostas foram completas. Algumas dessas respostas sdo

duradouras e ainda estdo a ser investigadas atualmente, como se observa na figura 14.
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Figura 14: Resultados do ensaio clinico do Avelumab (adaptado)

A eficacia do durvalumab foi avaliada num estudo de fase 111 com 709 doentes (2:1)
com CPCnP no qual lhes foi administrado durvalumab 2mg/kg (n=473) ou placebo
(n=236). A mediana do tempo de progresséo livre de doenca foi de 16,8 meses para o
durvalumab e 5,6 meses para o placebo. Além disso, a taxa de resposta foi superior para

a durvalumab em comparacao com o placebo. Os dados deste ensaio estdo detalhados na

na tabela 5, em anexo. 4
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No ensaio clinico CheckMate 069 (duplamente cego, multicéntrico, randomizado de
fase 2) com 179 doentes com melanoma de estadio Il e 1V, dos quais 95 foram tratados
com ipilimumab e nivolumab e 47 doentes foram tratados apenas com ipilimumab. Os
resultados revelam que a combinacdo do nivolumab com o ipilimumab leva a melhores
resultados terapéuticos que o ipilimumab em monoterapia, podendo traduzir-se numa SG

mais elevada. &’

Em relacéo ao nivolumab, no ensaio clinico Check-Mate-025, de fase 111 em doentes
com carcinoma avancado das células renais, os resultados demonstram que a progressao
livre de doenga foi superior para o nivolumab (4,6 meses) em comparagdo com O
everolimus (4,4 meses) e a SG também foi superior no nivolumab (25,0 meses) em
compara¢do com o agente quimioterapico (19, 6 meses). Estes dados comprovam a
superioridade em termos de eficécia clinica do nivolumab quando comparado com outros

tratamentos de quimioterapia, como se observa na tabela 7, em anexo. 4

Apesar de ndo ser uma escolha de 12 linha em doentes PD-L1 negativos, 0 ensaio
clinico KEYNOTE-006 demonstrou que o ipilimumab é uma boa opcao terapéutica em
doentes com progressdo da doenca apds tratamentos com blogqueadores do checkpoint
PD-1, tendo-se observado uma taxa de resposta objetiva (ORR) de 14% em 129 doentes
tratados previamente com pembrolizumab, o que ¢ uma ORR semelhante a obtida pelo

ipilimumab como terapéutica de 12 linha. %8 %°

No ensaio clinico KEYNOTE-001, de fase | participaram 495 doentes com CPCnP
no qual lhes foi administrado o pembrolizumab numa dose de 2mg/kg (n=6) ou de
10mg/kg (n=287) a cada 3 semanas ou de 10mg/kg a cada duas semanas (n=202). Os
resultados comprovaram que doentes que fizeram a terapéutica pela primeira vez
apresentaram um ORR mais elevado (24.8%) em relacdo aos doentes pré-tratados (18%).
Outro ensaio clinico de fase | semelhante realizado no Japdo também corroborou que o
pembrolizumab apresentava um perfil de elevada e seguranca em doentes com tumores

solidos como o CPCnP. 7071

Ja o pembrolizumab provou ser clinicamente superior a quimioterapia utilizada no
ensaio clinico KEYNOTE-045. Neste ensaio randomizado de fase 111, com um total de
542 doentes com carcinoma urotelial em estadio avangado e com progresséo da doenca,
0 pembrolizumab, na dose de 200mg durante 3 semanas, foi comparado com o0s agentes

quimioterapicos escolhidos pelo investigador (paclitaxel, docetaxel ou vinflunina). Os
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doentes que receberam o pembrolizumab tiveram uma melhoria da SG de 14,4 meses em
comparacdo com os resultados obtidos pelos doentes tratados com quimioterapia,

mostrando ser uma opgao terapéutica mais segura e eficaz. 2

Outro ensaio clinico importante é o Keynote-002, randomizado e de fase 2, com 540
doentes com melanoma refratarios ao ipilimumab. Os doentes foram aleatoriamente
distribuidos (1:1:1) para serem tratados com pembrolizumab a 2mg/kg ou 10mg/kg ou
com um agente quimioterapico a escolha do investigador (paclitaxel com carboplatina,
paclitaxel, carboplatina, dacarbazina ou temozolomida oral). A sobrevivéncia livre de
progressdo foi melhorada nos doentes tratados com pembrolizumab, numa dose de
2mg/kg. No estudo clinico KEYNOTE-041 de fase 1b, o pembrolizumab foi administrado
a 42 doentes japoneses com melanoma avancgado e a resposta tumoral foi avaliada através
do Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 1.1 (RECIST v1.1). Este estudo veio
corroborar o perfil de seguranca clinica do pembrolizumab, como se pode observar na

tabela 6, em anexo. % 73 74

A ATC provou ser eficaz na regressdo do melanoma uveal metastatico, no ensaio
clinico NCT01814046. Neste ensaio de fase Il, de brago Unico, centro Unico, de duas
fases, os 21 doentes foram tratados com ciclofosfamida intravenosa (60mg/kg,
diariamente durante dois dias), sequido por fludarabina (25mg/m? diariamente, durante 5
dias) e seguido por uma Unica infusdo intravenosa de TILs autdlogos e uma elevada dose
de IL-2 (720.000 Ul/kg a cada oito horas). Os efeitos tdxicos de grau Il ou superior
descritos no ensaio estiveram apenas associados ao esquema quimioterapéutico utilizado.
Um dos doentes sofreu uma morte secundaria associada ao tratamento devido a sepsis
induzida pela faléncia maltipla de 6rgéos. Sete dos 20 doentes avaliados obtiveram uma
regressao objetiva do tumor e seis doentes obtiveram uma resposta parcial, dos quais dois

deles continuam no ensaio clinico sem atingir a resposta completa. "

Ja a técnica de ATC provou ser capaz de causar a regressdo do glioblastoma num
estudo que utilizou linfocitos T com CAR dirigidos ao recetor da IL-13 2. Neste estudo
foram feitas administracOes intracraniais destes linfocitos T durante 220 dias, que ndo
provocaram efeitos toxicos de grau 111 ou superior. Para além disso, a resposta terapéutica

perdurou durante 7,5 meses ap0s o inicio da terapéutica com linfécitos T com CAR.

No ensaio ZUMA-1, multicéntrico, de fase | avaliou-se a agdo do KTE-C19, um

linfocito T autélogo com um CAR CD19 em doentes refratarios com linfoma dos
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linfécitos B grandes e difusos. Neste ensaio participaram 7 doentes, que receberam
ciclofosfamida (500mg/m?) e fludarabina (30mg/m?) durante 3 dias, seguido da infusio
de KTE-C19 (2x108 linfécitos T CAR/kg). Um doente sofreu neurotoxicidade e eventos
de grau IV devido a toxicidade associada a dose. Outro doente sofreu neurotoxicidade e
eventos de grau Ill. A taxa de resposta global foi de 71% (n=5) e a taxa de resposta
completa foi de 57% (n=4), no qual em 3 doentes a resposta ainda esta a ser avaliada

como se vé na figura 15. " 77

4.3 mo) ¥ KTE-C19 Retreatment CR & 30 Days
Baseline After KTE-C19

® SN con) > Fesporse Ongong

® Disease Pmgression
@ Death (Time to Deat
foom 18t dose)
Compiete Response
Il Partal Response
> Stable Disease
Il Not Evalugted

Months Post KTE-C19 Infusion

Figura 15: Eficacia clinica ap6s a infusdo com linfcitos T KTE-C19 7’

Ainda em relacdo a imunoterapia adotiva foi feito o estudo COMVI, prospetivo, com
um Unico braco para avaliar a combinacédo entre a quimioterapia e a ATC no tratamento
do cancro colorretal estadio IV. Neste estudo participaram 6 doentes, nos quais foram
administrados, em ciclos de 21 dias de tratamento, XELOX no dia 1 (130 mg/m? de
oxaliplatina; 1,000 mg/m? de capecitabina, duas vezes/dia nos dias 1-14 e 7.5 mg/kg de
bevacizumab no dia 1) e linfocitos T ap (5x10° no dia 18) cultivados ex vivo com
anticorpos imobilizados com CD3 e IL-2. A taxa de resposta global foi de 83,3%, sendo
a taxa de resposta completa de 33,3%. A taxa de estabilizacdo da doenca foi de 16,7%. A
mediana da SG foi de 966 dias e a maioria das reacdes adversas ao medicamento (RAM)

foram fracas a moderadas. @

Quanto a vacina Sipuleucel-T, foi realizado um estudo randomizado (2:1:1) de fase IlI
com 737 doentes para avaliar a sua eficacia vs. o placebo. A vacina era constituida por
células mononucleares autélogas do sangue periférico, que foram ativadas com PA2024
(PAP ligado a GM-CSF). O grupo de controlo continha células criopreservadas
APCB8015F feitas do mesmo modo que a Sipuleucel-T e o placebo continha um produto

das células autélogas sem estarem ativadas pelo PA2024. O procedimento era igual para
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ambos 0s grupos: trés leucofereses e trés infusdes, com duas semanas de intervalos entre
tratamentos. Os resultados demonstraram uma SG de 25,4 meses para a Sipuleucel-T,
23,6 meses para as células criopreservadas APC8015F e 12,7 meses para 0 grupo do
placebo, como se observa na figura 16. Na comparacdo dos grupos de doentes que
receberam ou ndo células com PA2024, a taxa de risco ndo ajustada para a morte foi de

0,53, 0 que representa uma reducdo do risco de morte em 47%, presente na tabela 8 em

anexo. "®
100% -
—_— Sipuleucel-T (N=488)
—— Control — No Adjustment for APCB015F (N=249)
= = Control — Adjustment for APC8015F (N=249)
80%
-
= 60%
£
=
7]
=
o
5 40%
o
20%
ﬂ% T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72
Time from Randomization (months)
Effcctivencaa of EBipulcueel-T Gontrol Difference
APCB015F Compared Median 05, Median 08, in Medians,
with Sipuleuceal-T Months Months Months
0% 254 21.5 3.9
25% 25.4 20.5 4.9
50% 25.4 19.3 6.1
75% 25.4 18.4 7.0
100% 25.4 17.3 8.1

Figura 16: Sobrevida global (meses) dos doentes no ensaio clinico da Sipuleucel-T "

No ensaio clinico de fase Ill, multicentrado, duplamente cego e controlado com
placebo, participaram doentes com mCRPC que revelaram um aumento da SG de 4 meses
em relacdo a mediana para este tipo de doentes. Atualmente estdo a ser realizados outros
ensaios clinicos de fase Ill que se focam na eficiéncia do Sipuleucel-T e da taxa de
sobrevivéncia do doente (NCT00045968/Glioma, NCT01983748/Melanoma uveal,
NCT01875653/Melanoma). >8°

Também foi realizado outro estudo para avaliar a combinacéo da Sipuleucel-T com

um agente quimioterapico no tratamento do cancro da prostata. No primeiro grupo com
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35 doentes foi-lhes administrado acetato de abiraterona juntamente com Sipuleucel-T
(1000 mg diariamente) e prednisona (5mg, duas vezes/dia, diariamente) e no grupo do
controlo, com 34 doentes, foi-lhes administrado acetato de abiraterona e prednisona
(doses iguais ao outro braco do estudo), durante 26 semanas de tratamento. Os resultados
demonstraram que a ativacdo das APC foi superior ap6s a 2% e a 3% infusdes, em
comparagdo com o ponto de partida, o que se traduz na reducdo do risco de morte em
7,2%, assumindo que se mantém a relacao entre a ativacdo de APC e a SG observada no
estudo IMPACT. Para além disso, os resultados dos perfis dos parametros do produto do
Sipuleucel-T e as respostas imunitarias observadas foram consistentes com 0s outros

estudos realizados de fase 111. &
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7 Discusséo

Nos ensaios clinicos anteriormente apresentados, varios inibidores dos checkpoints
imunitarios demonstraram ter uma eficacia terapéutica superior em relacdo aos agentes
quimioterapicos utilizados (Atezolizumab vs. Docetaxel; Nivolumab vs. Everolimus e
Pembrolizumab vs. paclitaxel ou docetaxel ou vinflunina), o que reforga a ideia de que a
imunoterapia representa uma vantagem terapéutica para o doente oncoldgico e por essa
razdo poderd ser utilizada como terapéutica de 1% e 22 linha em certos tipos de
malignidades. Outro dado importante é a existéncia de ensaios que comprovaram a
equivaléncia terapéutica entre alguns inibidores dos checkpoints imunitéarios (nivolumab
e 0 pembrolizumab em relacdo ao ipilimumab), o que permite conciliar mais escolhas

terapéuticas para um determinado doente oncoldgico. 3% 46 72

Com o recente sucesso da imunoterapia na area da oncologia, especialmente com 0s
inibidores de checkpoints, esta nova modalidade terapéutica comega a ter mais atencao
por parte dos especialistas. Assim, a morte celular causada pelo tratamento com
radioterapia pode acentuar a imunidade anti-tumoral através da inducdo da expressao de
antigénios na superficie de celulas tumorais e da ativagdo de linfécitos, atuando
sinergicamente com a imunoterapia. Desta forma, os inibidores dos checkpoints

imunitarios demonstram ser promissores no tratamento do doente oncol6gico. 8 83

Ainda em relagdo a técnica da ATC, a utilizagdo destes linfécitos T com CAR no
tratamento de tumores sélidos envolve um grupo unico de desafios como a validagéo do
antigénio utilizado, o trafico e infiltracdo tumoral, a heterogeneidade tumoral e o
microambiente imunossupressor. Assim, este estudo acerca do glioblastoma comprova
que os linfocitos T geneticamente modificados com CAR conseguem mediar uma
atividade anti-tumoral profunda em cancros dificeis de tratar, sendo possivel transpor esta

terapéutica para outras neoplasias resistentes, como terapéutica de 22 ou 32 linha.

Como observado no estudo ZUMA-1, a utilizagdo de linfocitos T com CAR pode ainda
assim estar associado a situagdes de neurotoxicidade e efeitos adversos de grau Ill ou
superior em doentes refratarios com linfoma dos linfécitos B grandes e difusos pelo que
é importante avaliar a situagdo do doente oncologico, rever os tratamentos efetuados

previamente pelo doente e fazer a escolha terapéutica o mais acertadamente possivel.>” 7’

No primeiro estudo apresentado acerca da Sipuleucel-T foi possivel verificar o efeito

cumulativo da ativacdo das APC, que resulta num beneficio da imunoterapia na SG de
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doentes com cancro prostatico resistente a castracdo, representando uma mudanca de
paradigma neste tipo de cancro. A Sipuleucel-T podera ser uma boa opcéo terapéutica
neste tipo de doentes como terapéutica de 1% e 22 linhas comparativamente com outras
abordagens. "

Ainda acerca das vacinas aplicadas ao cancro, noutro estudo procurou-se avaliar a
potencial combinacdo entre o acetato de abiraterona e a prednisona com a vacina
Sipuleucel-T, uma vez que tém mecanismos de acao e toxicidades diferentes e com este
estudo clinico ficou comprovado que a combinacdo destes agentes criou um beneficio
clinico adicional, o que é indicativo de um efeito imunoestimulador ao impedir a
progressao do cancro da prostata (medido através dos niveis de PSA, da ativacao de APC,
entre outros exemplos) e dando mais tempo para se desenvolver a resposta anti-tumoral
da Sipuleucel-T, sem elevar a toxicidade destes farmacos. Assim, quando conjugada com
agentes quimioterapicos, a Sipuleucel-T podera ser uma escolha terapéutica de 12 linha
em doentes com cancro da prostata.

Assim, a combinacdo de mdltiplas estratégias leva a um maior beneficio clinico dos
doentes oncoldgicos, mais uma vez ressaltando a importancia de uma compreensdo
completa dos modos de acdo dos farmacos de forma a complementar o beneficio clinico

com a imunoterapia. 8
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8 Concluséo

Assim € possivel afirmar que o sucesso da imunoterapia estd relacionado com o
aumento da ativacdo dos linfocitos T (resposta mais forte nos bloqueadores dos
checkpoints e mais fraco nas vacinas) e com a diminui¢do do nimero de mecanismos de
resisténcia tumoral. A imunoterapia traduzir-se-4& num beneficio clinico para o doente
oncoldgico sempre que leve a um aumento da primeira e da segunda dimensdo dos

linfocitos T como se observa na figura 17. %

clinical benefit

Figura 17: O beneficio clinico da imunoterapia depende da resposta imunitaria dos

linfocitos T CD8* e dos mecanismos de resisténcia tumoral %*

A imunoterapia representara, tanto num tumor imunogénico como num tumor nao
imunogénico, uma vantagem terapéutica devido a sua acdo ao nivel da célula tumoral.
Num microambiente tumoral imunogénico, no qual se incluem diversos marcadores
imunolégicos como os linfécitos T CD4* e CD8, as células tumorais com o PD-L1, entre
outros, o cancro pode ser tratado eficazmente através dos bloqueadores dos checkpoints
imunitarios, para reforcar o seu beneficio clinico. Caso o microambiente tumoral ndo seja
imunogénico, sera mais vantajoso a combinacao de terapéuticas de forma a que, através
da quimioterapia ou da radioterapia, se possa criar um microambiente imunogenico
juntamente com um blogueador de um checkpoint imunitario que estimule a resposta
imunitaria para tornar a terapéutica clinicamente mais eficaz e segura para o doente

oncoldgico, como se pode observar na figura 18. *
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Figura 18: Potenciais formas de tratamento e combinacéo de terapéuticas em tumores

imunogénicos e em tumores n3o imunogénicos *°

Atualmente é bastante claro que, na oncologia, devido a heterogeneidade e aos
mecanismos de resisténcia tumoral, nenhuma monoterapia serd bem-sucedida a ndo ser
numa fracdo reduzida de doentes. Vacinas como a Sipuleucel-T ou bloqueadores como o
Nivolumab ja provaram a sua eficacia clinica em monoterapia, contudo as terapias
combinadas com a imunoterapia representam uma forma eficaz e segura de tratar o doente
oncoldgico. A longo prazo ndo existem ensaios clinicos que comprovem a eficicia da
imunoterapia, no entanto esta area avanca no sentido de melhorar as técnicas de TCA e
de descobrir mais bloqueadores de checkpoints e de vacinas, que revelam ser cada vez
mais importantes no tratamento do doente oncoldgico. Desta forma, a imunoterapia
possibilita 0 aumento da sobrevida e da qualidade de vida do doente oncoldgico, podendo

representar, no futuro, uma mudanca na forma como vemos o tratamento oncoldgico. *°
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VIII Anexos

Steps (+) Stimulators (~) Inhibitors Other Considerations Example References
1. Release of cancer Immunogenic or necrotic Tolergenic or apoptotic Tumaor-associated Ferguson et al., 2011
antigens cell death cell death necantigens and cancer
testis antigens

2. Cancer antigen # Proinflammatory cytokines  IL-10, IL-4, IL-13 Dendritic cell maturity Lippitz, 2013;
presentation (e.g., TNF-=, IL1, IFN-z} Mellman et al., 2011

o Immune cel factors:

CD40L/CD40

# Endogenous adjuvants
released from dying tumors:
CDN (STING ligand), ATP,

HMGB1
# Gut microbiome products:
TLR ligands
3. Priming and activation CD28:B7.1, CD137(4-1BB)f CTLA4:B7.1, PD-L1:PD-1, Central tolerance, T cell Franciszkiewicz et al., 2012;
CD137L, OX40:0X40L, PD-L1:B7.1, prostaglandins repertoire, T regulatory  Lippitz, 2013;
CD27.CD70, HVEM, GITR, cels Riella et al.,, 2012;
IL-2, IL-12 So et al., 2006
4. Trafficking of T cells CX3CL1, CXCL9, CXCL10D, Franciszkiewicz et al., 2012;
to tumors CCLS Peng et al., 2012
5. Infiltration of T cells LFAT:ICAMA, selectins VEGF, endothelin B receptor Franciszkiewicz et al., 2013
into tumors
6. Recognition of cancer T cell receptor Reduced peptide-MHC Mellman et al., 2011
cells by T cells expression on cancer cells
7. Kiling of cancer cells  IFM-vy, T cell granule PD-L1:PD-1, PD-L1:B7.1, T regulatory cells, Chen et al., 2012;
content TIM-3:phospholipids, BTLA, myeloid-derived Greaves and Gribben, 2013;

VISTA, LAG-3, IDO, Arginase, suppressor cells, M2 Mellman et al., 2011,
MICA:MICE, B7T-H4, TGFR macrophages, hypoxia  Topalian etal, 2012a

Tabela 1: Ciclo de Imunidade Tumoral: Exemplos de reguladores positivos e
negativos em cada etapa !

Abreviaturas sdo conforme o seguinte: CDN, cyclic dinucleotide; ATP, adenosine
triphosphate; HMGB1, high-mobility group protein B1; HVEM, herpes virus entry
mediator; GITR, glucocorticoid-induced TNFR family-related gene; CXCL/CCL,
chemokine motif ligands; LFA1, lymphocyte function-associated antigen-1; ICAML,
intracellular adhesion molecule 1; BTLA, B- and T-lymphocyte attenuator; VISTA, V-
domain Ig suppressor of T cell activation; LAG-3, lymphocyte-activation gene 3 protein;
MIC, MHC class I polypeptide-related sequence protein; TIM-3, T cell immunoglobulin

domain and mucin domain-3.
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General tumour escape

strategies

Tumour escape mechanisms

Clinical significance

Reduced immune

recognition

Increased resistance or
survival

Development of an
immunosuppressive

tumour environment

Absence of strong tumour antigens

Lozs of MHC class I (e.g loss of
chromosome 6), class I-like and
co-stimulatory factors

Increased expression of STAT3
( proliferation, + apoptosizs) or of
BCL-2 (+ apoptosis), etc

Expression of cytokines: VEGF, IL-10 or
TGFp

Expression of immunoregulatory molecules:

IDO, B7 family checkpoint molecules

(PD-1/PD-L1, CTLA-4, VISTA, B7-H4,

BTLA), TIM3/galectin9, LAG-3, sMICA, etc
Expression of CDT3, adenosine receptors

limiting antitumour T-cell immunity)

Experimental: enhancement via dendritic cell
manipulation /vaccination strategies

Experimental: ex vivo-stimulated NK-/T-cell
transfer [93] or stimulation of NK cells via
fully humanized anti-KIR antibodies [94]

Limited: drugs targeting STAT3 [203] or
BCL-2 [204]

Limited: see section on NK and T cells and
macrophages

Promising: B7 family checkpoint molecules

(see text)

Experimental: anti-CD73/anti-CD39
monoclonal antibodies [205]

Tabela 2: Resumo dos mecanismos imunitarios de fuga, as suas consequéncias e

possiveis solugdes clinicas

Abreviaturas sdo conforme o seguinte: TGFb, transforming growth factor-beta; KIR,

killer immunoglobulin-like receptors.
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Product Target Thme Start dale  Academic instituton Industry Phase Construct Crene-editing Active clinical Repont Stans
colldboraton {scFv-CI-SD trials status
1 HIV+ hematologic May 17 Affilisted Hospital i NA 1 HNA CCRS CRISFRKO NCT03164135 NA R

CCRIKOCDM+ NA
HSC Agadeny of Military
Medical Sciences,

China

malimancies

FI-1 CRISPR KO NCTOMEITIS NA R

FDIKOTeels  NA Advanced esophiageal  Mir. 17 Hangrhou Cancer Anhui Kedgoe 2 NA

cameer Hospital China Biotechnology
Ce., Ld
3 P EOTeels MNA Musele-imvasive Sep. 16 Peking University, China  Cell Biotech Co, 1 NA FD-1 CRISFR KO MCTO2R63913 NA NYR
bladder cancer Lid
4 PD1EOT cells MNA Cagtration-resistant Maow.16  Peking University, China  Cell Biotech Co, 1 NA FD:-1 CRISFR KO NCTO2R6T35 NA NYR
prodiale cancer Lid
5 PFDIEOTeelk MNA Metastatic renal cell Maow. 16 Peking University, China  Cell Biotech Co, 1 NA FD»-1 CRISFR KO NCTO2R67332 NA NYR
carcinoma Lid
6 FD1EOTeelk MNA Metastatic non-amall Aug. 16 Sichusn University, China  Chengdu 1 HA FD:-1 CRISFR KO MCTO2TS385  NA R
cell lung cancer MedGenCell,
Ca, Lid.
7 UCARTI® e B-cell neoplasms Mow. 16 KCLAUCL London, UK Servier'Cellectis | 4g7-CDB-41BB- TCR and CD52  NCTOZTISMBI (35) R
Aug. 16 Dz TALEN KO NC- R
Jun, 16 - R
8 UCART1% e B-cell Jun, 17 Chinese PLA General NA | 41BB-CD3  TCR, BXM R
lewkem s/l ghoma Hospital, Chim CRISPR KO
@ TCARTI23 D23 BFDCN/AML Jun 17 Weill Cornell Medical Cellectis 5.4 | NALDE4IBE- TCRand CDS2  NCTO3IN3I3%G N ]
Jum. 17 College, USA Dz TALEN KO NCTO3 190278 8
1 EBVACTL EBVantigens Advanced Stage Apr. 17 The Affiliated Nanjing HA 12 NA FI3-1 CRISPFR KO NCTO30M47T43 NA R
Epatein-Bamr Vins Dvum Tower Hespital
(EBV) Associated of Nanjing University
Maligancies Medical School

HIV human immumnodeficiency ving, BFDCN Hasoid plasmocitoid dendritic cell neoplasm, AML acuie myelold leukemia, & recruiting, NFR not vet recruiting

Tabela 3: Ensaios clinicos em imunoterapia na area da transferéncia celular adotiva

utilizando linfocitos T (a decorrer atualmente) #°

SLP (20-353a Midures of HPY-EG SLP (n = 9} 13 SLP + FA glwe3-4 VN grade 3 [
long) + HP-E7 SLP (n=4)
IMA-S01 Mutures of 11 naturally presented O+ IMAS0T+ Advanced RCC [25]
tumor CTL peptides +1 Th peptide GM-C5F gwx 18
rechAGE-A3 rechAGE-A3 rechAGE-A3+ AS1S Cutaneous melanoma [1z.21]
g2 wh—q3maoxd —qf mosd Stage WMV, M1
rechAGE-AZ rechAGE-A3 rechAGE-A3+ ASOZE NSCLC postoperative o]
PasS—q3mo B Stage 1B/
AE3T li-kewHERZ (T76-T90) AE3T+ GM-CSF = Breast cancer disess [31-34]
qimoxb — boosters gémo tres, node-negatie at
high risk for recurence
®» Breast cancer
node-positie
» Prostate cancer HERZ®,
CRand C5
SipuleucelT DCs loaded with recPAP/GM-CSF SipubucelT gZwed CRPC asym ptomatic ar m]
minimally symptomatic
AGS003 D= double transfected with Sunitini (dw on-2w off) + Advanced RCC [#4]
autologous tumor mRNA and AGS003 q3wab — AGS003
CDM0L mRNA q1 2w until progression
PROSTWAL recVaccinialV-PSA-B T 1ACAM-TARAS recV-PEA-TRICOMx1 — reckF-PSA CRPC asymptomatic or [z5.28]
(PSA-TRICOM) recrowipoxF}-PSA-TRICOM  TRICOM g ImoxS minimally symptomatic
PANVALC recy-C EA-MUC 1-B7 1 ACAM-1/LFA3 recV-PANVALC 31 — red-PANVAC  Breast, ovarian metastatic [27.30]
(recV-PANVAL) recF-CEA-MUCT-BT. x3 gdw — gdw while on study
TACAM-1/LFA3 (recr- PANVAC)
AE: Adverse effed: CR: Catrale-mstant CRAC: Catration-resstant prostale cances; C5: Catbraie-sersitive DO Dendritic celis; RO Renal cell cardnoma;
LR Synthets lang pepbdes: VIM: Vuhar in raeprfieial necplasa.

Tabela 4: Plataformas de vacinas multivalentes em desenvolvimento clinico °’
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Variable
Objective response
No. of patients with response
% of patients (95% CI)
Best overall response — no. (3)§
Complete response
Partial response
Stable disease
Progressive disease
Could not be evaluated
Duration of response — mo
Median
95% Cl

Ongoing response at data cutoff
point — 3¢9
At 12 mo
At 18 mo

Durvalumab Placebo
(N=443)F (N=213)7 Treatment Effects;
126 34

23.4 (24.3-32.9)

16.0 (11.3-21.6) 1.78 (1.27-2.51)

6 (1.4) 1{0.5)

120 (27.1) 33 {15.5)

233 (52.6) 119 (55.9)

73 (16.5) 59 (27.7)

10 {2.3) 1{0.5)
NE 0.43

0.22-0.34

72.8
728

P Value

<0.001

# The tumor response was assessed by means of blinded independent central review. NR denctes not reached.

7 The analysis was performed with data from patients with measurable disease at baseline as determined by either of the
two independent central reviewers.

1 The relative risk (35% CI) is shown for the objective response rate, and the hazard ratio (95% Cl) is shown for the du-
ration of response. Placebo was the reference group when relative risk and hazard ratio were calculated; therefore, a rel-
ative risk greater than 1 is in favor of durvalumab and a hazard ratio less than 1 is in favor of durvalumab.

§ One patient could not be included in any of the best-overall-response categories because of inconsistency in the base-
line assessment for measurable disease between the two independent central reviewers.

9 Percentages were calculated with the use of the Kaplan—Meier metheod.

Tabela 5: Resultados do ensaio clinico do Durvalumab 4

Cutancous melanoma

n (% 95% CI)

Mucosal melanoma
n{%; 95% CI)

Total
w (%; 03% CI)

Central revicw
Orverall msponse
Complet response
Partial response
Stablks disease
Progressive discase
Non-evaluable

Investigator review
Orverall msponse
Complet response
Partial response
Stablks disease
Progressive disease

Median time to response, weeks (range)

Median duration of response, weeks (range)

(=29

T(24.1%, 103-43.5)
2(6.9%, 0.8-12.8)
5(17.2%, 5.8-35.8)
T(24.1%, 10.3-43.5)
14 (48.3%, 20.4-67.5)
1{3.4%,0.1-17.8)
(n=34)

9(265%, 129-44.4)
2{5.9%,07-19.7)

7 (20.6%, 8.7-37.9)
14 (41.2%, 24.6-59.3)
11 (32.4%, 17.4-50.5)
12.3(12-18)

NR {17 0 37+)

(n=E)

24(25.0%, 3.2-65.1)
0

24(25.0%, 3.2-65.1)
24(25.0%, 3.2-63.1)
4450.0%, 15.7-84.3)
0

(n=E)

3(37.5%, B.5-75.5)
0

3(37.5%, B.5-75.5)
24(25.0%, 3.2-63.1)
3(37.5%. B.5-75.5)
17.8 (12-24)

MR (244 to 364)

(n=3T)

Q0243%, 11.341.2)
2(5.4%,0.7-182)
7(13.9%, B0-352)
D0243%, 11.341.2)
I8 (48.6%. 31 9-a5.6)
27%, 0.1-142)
(n=47)

12(28.6%. 15.7-4H4.6)
2(4.8%, 0.6-16.2)
10(23.8%, 12.1-39.5)
16 (38.1%, 23.6-34.4)
143335, 19.6-49.5)
123(12-24)

NE (17 to 374)

NR not mached

Tabela 6: Resultados do ensaio clinico KEYNOTE-041
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Trial and treatment ORR, % FFS s
Meodian, mo HE {95% CI) P Madian, mo HE (95% CI) P
RECORD-1 [ 10]
Best supportve cane L] (] 0.33 {025-0.43) (L001 14.4 08T (65-1.15) 0162
Everalimus 2 49 14.8
INTORSECT [L1]
Sorafenib B 19 DLET (0T71-1.07) (I L] 16.6 131 {105-163) Nl
Temsinolinms 3 43 123
AXIS [12,13]
Sorafenib 9 47 .67 (054-0LEL) = (L0001 19.2 097 (8- 1.1T) nar
Axitinib 19 6.7 0.1
METEQR [ 14]
Everalimus 5 18 058 (045-0.75) < (LK1 NR 067 (D5 1089 LT i
Cabozantinib 21 74 MR
CheckMate (25 [3]
Everalimus 5 44 088 (0.75-1.03) 0.11 19.6 HE (M.5% CT) Q02
0.73 (057-093)
Mivolumab 25 46 25.0

Tabela 7: Endpoints dos varios estudos clinicos de fase 11l realizados com doentes
com carcinoma das células renais, no qual se inclui o CheckMate-025 que comprova o

beneficio clinico do nivolumab em relagio as outras opcdes terapéuticas 6

All Control Patients With Protocol-Defined Disease Progression

Cox regression model, stratified by study (09903, PB01; n=218)
APCB01SF treatment effect (unadjusted) HR=0.53 (95%CI: 038, 0.74); P=0.001

Adjusted for baseline PSA and LDH HR=0.36 (95%CI: 040, 0.80); P=0.001

Cox-regression model, adjusted for baseline values for patient characteristics (n=215)"
APCBD1SF treatment effect HR=0_78 (25%CI: 0.54, 1.11); P=017

Docetaxel effect HR=0.86 (95%CI: 0.60, 1.22); P=040

Control Patientz On Impact Study With Protocol-Defined Disease Progression

Cox-regression model, adjusted for most recently collected values for patient charactenstics

(n=141
APCB015F treatment effect HR=0.81 (95%Cl: 0.51, 1.30); P=0.39
Docetaxel effect HR=0.71 (95%Cl: 0.45, 1.10); P=0.12

" Model terms considered but not included 1o the final mode] due to lack of statistical sipnificance were
baselne P54 study, prior docetaxel usage, Gleason sum, primary Gleason mrade, and bisphosphonate
usage. One subject was excluded from the analysis due to a missing baseline covariate.

~ Model terms considered but not included in the final model due to lack of statistical significance were
pror docetaxel usage, the most recently collected hemoglobin and PSA velooity values, baselme values
for Gleason sum, primary Gleason grade, cwrent bisphosphonate use, and mumber of bone metastases

Tabela 8: Resultados do ensaio de fase 111 da Sipuleucel-T 7
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