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RESUMO

“O melanoma apresenta-se atualmente como a forma de carcinoma da pele mais
preocupante, representando 80% deste tipo de cancros. O investimento em terapéuticas e
detegao precoce tem-se feito notar, mas ainda ha muito caminho a percorrer no sentido de
travar esta malignidade que tao fatalmente tem afetado os seus doentes, sobretudo aqueles

em estadio avangado.

A PD-1| (programmated death-1), também denominada de immune checkpoint molecule
€ um recetor expresso a superficie das células T, B e NK ativadas que atua atenuando a
resposta imune antitumoral. Esta molécula apresenta dois ligandos com os quais interage, o

ligando PD-LI| e o PD-L2, onde vai desencadear a sinalizagao inibitoria da resposta imune.

Os anticorpos monoclonais anti-PD-1 e anti-PD-L| tém-se revelado terapéuticas
bastante promissoras no tratamento de melanoma, tendo demonstrado resultados eficazes e
perfis de seguranga bem tolerados no organismo quando comparados com tratamentos
antitumorais convencionais. Estes tratamentos estao a adquirir cada vez mais atengao,
oferecendo a promessa de estender os seus beneficios clinicos a um maior ndmero de

doentes.

Apesar da sua eficacia promissora, certos determinantes genéticos podem influenciar
a resposta interindividual a anti-PD-1. Deste modo, torna-se fulcral determinar quais os
biomarcadores que se correlacionam com esta terapéutica, por forma a prever se o doente

vai ou nao ser bom respondedor.”
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ABSTRACT

“Melanoma currently presents itself as the most concerning form of skin cancer,
accounting for 80% of such cancer. A considerable amount of investment has been done in
therapeutics and early detection of melanoma, but a lot of work is yet to be done in order to

stop this malignancy that affects many patients worldwide.

PD-I (programmed cell death protein |), also denominated immune checkpoint
molecule, is a receptor expressed on the surface of activated T cells, B cells and NK cells
which attenuates antitumor immune response. This molecule interacts with 2 ligands on T
cells receptor (TRC) where it will trigger the immune response inhibitory signaling: PD-L| and

PD-L2.

Monoclonal anti-PD-1 and anti-PD-L| have shown promising results in the treatment
of melanoma. These antibodies have demonstrated effective results and a well-tolerated safety
profile when compared to conventional antitumor therapies. These treatments are gaining
more and more attention over time, and promise to bring clinical benefits to a larger number

of patients.

Nevertheless, some genetic factors can influence the inter-individual response; having
this in mind, it is essential to assess which biomarkers can be correlated with this therapy in

order to be able to predict how well the patient will respond to the treatment.”
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. INTRODUCAO

O Sistema Imune (SI) € um conjunto complexo e dindmico que reconhece os antigénios
estranhos, continuando no entanto a manter um inventario de antigénios proprios do
organismo, que editam a resposta das células T e preservam a homeostase do organismo (Tsai
& Daud, 2014). O SI possui a fungao de proteger o organismo contra patogéneos invasores
estranhos enquanto limita, simultaneamente, a autoimunidade e a destruicao dos proprios
tecidos. Este processo altamente seletivo é regulado por mecanismos de tolerancia
imunoldgica central e periférica. Pelo facto do papel da tolerancia central ser por vezes
incompleto, a delecao dos antigénios auto-reativos é também incompleta, desencadeando-se
autoimunidade por via da interagao com os TCRs (T Cells Receptors). Varios mecanismos estao
envolvidos no controlo deste processo, nomeadamente a interagao com o TCR regulada por
moléculas inibidoras, como a PD-I. Esta molécula apresenta um papel preponderante no

balango entre a imunidade efetiva e a tolerancia imunologica (Fife & Pauken, 201 1).

Os recetores celulares desempenham um papel chave na regulagao do cancro feita pelo
Sl, ja que asseguram a ativagao ou inibigao das células envolvidas no controlo dos tumores e
no desenvolvimento da autoimunidade. Alguns destes mecanismos sao ativados e ditam a
ocorréncia da resposta imune, enquanto outros sao inibidos, desencadeando uma forte
repressao da mesma. Os anticorpos antagonistas atuam sobre esses repressores, permitindo

que se desencadeie uma resposta imune melhorada pelo organismo (Mamalis, 2015).

Vou, assim sendo, focar nesta monografia, a importancia das novas terapéuticas
antitumorais antagonistas destes repressores da resposta imune, como & o caso da anti-PD-1,
enquanto tratamento para doentes com melanoma. A PD-1 é um recetor inibidor da resposta
imune que foi descrito, pela |* vez, por investigadores japoneses em 1992. O seu nome,
programmed death I, deriva do seu isolamento a partir de uma hibridizagao subtrativa de um
hibridoma de células T submetido a morte celular programada. A PD-| pertence a subfamilia
CD28 e é expressa em células T, B e NK ativadas (Tsai & Daud, 2014), (Pardoll, 2012). O
mecanismo de interagao da PD-| com o seu ligando ocorre em tecidos periféricos e serve
como um regulador negativo das células T no controlo das respostas inflamatoérias locais e na

auto-tolerancia (Sunshine, 2016).

A inibicao do eixo PD-1/PD-LI (seu ligando) com o uso de anticorpos monoclonais

demonstrou uma surpreendente atividade antitumoral em varios estudos (Ott, Hodi, &
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Robert, 2013). O bloqueio deste mecanismo inibidor esta de facto a surgir como uma

estratégia bastante promissora para a terapéutica antitumoral (Lipson, 2013).

Um objetivo fundamental destes anticorpos imunoestimuladores é portanto a
modulagao da atividade das células T e da eficicia da resposta imune antitumoral. Por
conseguinte, o desenvolvimento e a implementagio de ensaios para avaliar quais os
biomarcadores apropriados para este proposito, € um objetivo preponderante nos mais

variados estudos clinicos efetuados (Ascierto, Kalos, Schaer, Callahan, & Wolchok, 201 3).

2. MICROAMBIENTE ENVOLVENTE DO TUMOR

2.1. Interacao do tumor com o Sistema Imune

Virtualmente todos os tumores sao iniciados ou exacerbados por mediadores
inflamatorios. As interagoes estabelecidas entre as células tumorais e as células inflamatérias
do organismo resultam num ambiente complexo em que as células do SI podem promover a
sobrevivéncia das células tumorais, ao invés da sua eliminagao, como defesa do hospedeiro

(Byrne, 2015).

A resposta do S| ao cancro, mediada pelas células T, é iniciada através do
reconhecimento do antigénio (neste caso, o tumor) pelo TCR (Pardoll, 2016). Para que esta
resposta imune ocorra, as células T devem ser especificas das células cancerigenas e ser
ativadas num estadio tardio (células T efetoras). Além desta interagao especifica com o TCR,
é ainda requerido um segundo sinal co-estimulador que origina a ativagao completa das células
do recetor (Ott, 2013). Na falta do co-estimulador (CD28) a célula T entra num estado de

anergia, perdendo a sua capacidade para desencadear a resposta imune (Mamalis, 2015).

2.2 Vigilancia Imunolégica pelo SI

O conceito de vigilancia imunolégica é baseado na hipétese de que o sistema imune
pode suprimir o desenvolvimento ou a progressao de tumores espontaneos (Merelli, Massi,
Cattaneo, & Mandala, 2014). A vigilancia imunolégica é um processo essencial no que toca ao
controlo do desenvolvimento gradual do tumor. Todavia, pelo facto dos tumores malignos
também se desenvolverem em individuos com o Sl totalmente funcional, adotou-se o conceito

de ‘immunoediting’. ‘lmmunoediting’ inclui, nao sé o processo de prevengao tumoral pelo S, mas
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também a moldagem da imunogenicidade dos tumores em desenvolvimento (Soysal, Zippelius,

Tzankov, & Hoeller, 2016).

Foram propostas 3 etapas para o processo de immunoediting, as quais descrevem a

continua interagao que se verifica entre o tumor e o Sl:

I. Eliminagao, que representa basicamente °
a vigilancia imunolégica; ou seja, o ,’00
sistema imune inato e adaptativo <\_° §
xposure to carcinogens

Apoptosqs
reconhece e elimina as células tumorais .o, o '

ensecence =
nascentes. Se a eliminagao for completa, o

(
este representa o ponto final do b

Tumor antigens’

immunoediting. e

2. Equilibrio, que representa um estado em

que o S| controla o tumor; as células

Elimination

cancerigenas podem permanecer assim

durante anos.

Escape from immunosurveillance

Galectin 1,
) . Gangliosides,
3. Escape, em que as células tumorais RN D

sMICA, TGFB, VEGF

escapam do controlo imunoldgico,

Figura |: Etapas do processo de immunoediting

proliferando de forma aleatdria e em cancro. Apds exposi¢ao a um carcinoma, o Sl pode

reagir de 3 formas diferentes: Eliminacdo do tumor

originando um cancro clinicamente (representada pelas células a vermelho); Equilibrio do SI

com o tumor (representado pelas células a azul) ou

detetavel (SO)’SEI', 20'6) Escape do S| (representado pelas células a verde).
Adaptado da ref.36.

O modelo de ‘immunoediting’ prevé que as maiores alteragdes tumorais tenham lugar
quando ocorre a progressao tumoral da fase de equilibrio para a fase de escape. (Hakansson,
2016). Este processo de ‘mmunoediting’ ocasiona eventualmente o escape tumoral e a
progressao para uma doenga clinicamente evidente. Desse modo, o Sl que suprime o tumor

por um lado, também desencadeia a sua promogao por outro (Sapoznik, 2012).

Quando o doente ja apresenta um tumor clinicamente detetavel significa que o cancro
ja foi capaz de ultrapassar com sucesso os mecanismo de vigilancia imunologica, e como tal, ja

esta fora do alcance do SI (Teng, 2008).

Page 12] 3l



3. CARATERISTICAS BIOLOGICAS DA PD-I

3.l. Estrutura e funcao da PD-|

A PD-1 é uma proteina transmembranar do tipo |

pertencente a superfamilia das Imunoglobulinas (CD28)

(Tsai & Daud, 2014). Existe sob a forma de um monémero Figura 2:
Estrutura da
a superficie das células, sendo composta por um dominio  proteina PD-I
em interacao
extracelular (que se assemelha a regiao variavel de uma  com o seu

. .~ ligando PD-L2.
Imunoglobulina), uma regiao transmembranar e uma

75
!S X
PD-1

immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) e um immunoreceptor tyrosine-based switch

cauda citoplasmatica. A regiao citoplasmatica contém um

.....

A PD-1 (programmated death-1), também denominada de immune checkpoint molecule
(devido ao seu papel na regulagao da ativagao da célula T), € um recetor inibitério expresso a
superficie das células T ativadas onde atua atenuando a sua atividade, apos exposigao a niveis
normais de antigénios (em resposta a uma infegao ou a um tumor). A PD-| atenua a atividade
das células T num estadio tardio, atenuando as respostas imunes inapropriadas e limitando a
extensao e duragao destas (Sui, Ma, Han, Wang, & Fang, 2015), (Luke & Ott, 2015), (Ott,

2013). A PD-I interage ainda com outras células nao-T ativadas, como € o caso das células B

e das células NK, limitando a sua atividade litica (Pardoll, 2012).

Co-stimulating

Trafficking
of T cells to
peripheral
tissues

Co-stimulating
ligand

)
Priming
of T cells

Antigen-experienced T cell

Figura 3: Regulacdo da resposta imune pela imune checkpoint molecule, PD-1. A PD-| regula as respostas
inflamatoérias desenvolvidas em resposta ao tumor por células T efetoras. Estas reconhecem o antigénio nos tecidos

periféricos. Adaptado da ref.33.

A PD-1 limita a fungao das células T (nomeadamente proliferagao, secrecao de citocinas

e citdlise das células-alvo) devido a transmissao de sinais negativos que se geram apos ligacao
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desta molécula aos seus ligandos: PD-LI (B7-HI) e PD-L2 (B7-H2) (Fife & Pauken, 2011),
(Pardoll, 2012).

O

o

A PD-LI é o maior ligando da PD-l e encontra-se largamente distribuido por
leucocitos, células nao-hematopoiéticas e tecidos nao-linféides, incluindo ilhéus
pancreaticos (Pardoll, 2016), (Fife, 2009). A PD-LI medeia a tolerancia imunologica
periférica aos proprios antigénios do organismo, prevenindo a auto-imunidade
(Sapoznik, 2012). A PD-LI serve como regulador negativo, inibindo as respostas
antitumorais mediadas pelas células T efetoras essencialmente em 6rgaos nao-linfoides;
e apresenta um papel protetor das respostas imunes das células T nos locais imuno-

privilegiados como a placenta, os testiculos ou o olho (Soysal, 2016).

A PD-L2, o segundo ligando da PD-I, é expresso somente em Células Apresentadoras
de Antigénios (APCs) e esta envolvida, tal como a PD-LI, na tolerancia das células T ao
ambiente dos antigénios (Sapoznik, 2012). Evidéncias oriundas de varios estudos
demonstraram que a ligagao da PD-L2 a PD-1 inibe preferencialmente as respostas Th2
(Soysal, 2016). A PD-1| apresenta uma maior afinidade para a PD-L2 comparativamente
a PD-LI, embora as diferengas que isso origina ao nivel da sinalizagao da célula T nao

sejam ainda conhecidas (Luke & Ott, 2015).

Recentemente, uma interacdo molecular inesperada entre PD-LI e CD80 foi

descoberta, pelo que a CD80 expressa pelas células T (e possivelmente em APCs também)

.....

quando ligado a PD-LI. A relevancia desta interagao na resisténcia ao tumor nao é ainda

conhecida (Pardoll, 2016). As diferencgas da atividade clinica observadas entre anti-PD-1| e anti-

PD-L| podem ser atribuidas a existéncia desta interagao entre PD-L| e CD80, assim como a

suspeita de este ligando ser um segundo recetor para PD-L2 (Ishiwata, 2016).
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3.2. Mecanismo da PD-1 e supressao do Sl

O maior papel envolvendo a PD-| ¢ a atenuagao da atividade das células T nos tecidos
periféricos, no momento da ocorréncia da resposta inflamatéria, e a limitagio da
autoimunidade (Pardoll, 2016). A PD-1 liga ao seu ligando, PD-L1 e vai interferir com o sinal
TCR/CD28 de modo a suprimir a resposta imune
da célula T no microambiente tumoral, por via do o oo
mecanismo PD-1/SHP-2/p-STAT|/Tbet (Li, 2015). :__ 2 .

MHC

A expressao da PD-1 em células T apresenta —|— 50
PD-1
normalmente um efeito protetor, permitindo — e — (
Transcription PD-L1
reduzir os danos tecidulares ocorridos em tecido g

normal nao envolvido nas respostas imunes agudas

(Ferris, 2013).

A PD-I limita a fungao das células T nao Figura 4: Interacdo da PD-1 com o seu ligando
, o f de d d . d PD-L1, a superficie das células T. Esta interacao
SO pelo facto de desencadear um mecanismo de vai interferir com o sinal TCR/CD28, levando ao

atenuat;io da sinalizagio apés “gar ao TCR, mas recrutamento de fosfatases que vao fosforilar

moléculas a jusante do sinal TCR. Adaptado da ref.28
também por aumentar a expressao dos genes que

prejudicam a fungao destas células (Sui, 2015).

Figura 5: Importancia do mecanismo
PD-1/PD-LI para a resposta imune.
Este mecanismo desencadeia a ativagao de
moléculas que vao prejudicar e suprimir a
fungio da célula T, nomeadamente, o RAS,
as fosfatases SHP | e 2, o PI3K, o BATF e
o JNK. O ligando PD-L2 regula sobretudo

ImpairB cell function —/—— as células B, onde atenua a sua atividade
por meio da inibicado do sinal TCR-B7-
CD28. Adaptado da ref.37

Assim sendo, a PD-1, apos estimular o TCR e interagir com o seu ligando, origina a

fosforilagao do ITSM e ITIM, levando ao recrutamento das fosfatases SHP-1 e SHP-2 que, por
sua vez, fosforilam méleculas de sinalizagao a jusante, resultando na inibigao da fosfatidilinositol
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3-cinase. Este passo é seguido por um bloqueio da molécula sinalizadora AKT, o que
desencadeia a diminuigao da produgao de citocinas, proliferagao das células T e sobrevivéncia.
Simultaneamente, a apoptose da célula T é promovida devido a inibicio do fator de

sobrevivéncia no grande linfoma das células B (Soysal, 2016).

Um circuito de retroalimentagdo negativa é criado apés a produgao de citocinas
decorrentes da ativagao das células T, que leva a uma sobre-regulagao da PDL-| e da PD-L2
(com uma menor extensao), refor¢ando a atenuagao da resposta imune (Soysal, 2016),
(Pardoll, 2016). A PD-I regula negativamente a imunidade inata, cuja falha pode desencadear

a ativagao da autoimunidade (Sui, 2015).

A baixas concentragoes de antigénio, as interagoes PD-L2/PD-| suprimem o sinal TCR-
B7-CD28. Por sua vez, contrastando com isto, a elevadas concentragoes de antigénio, as
interagoes PD-L2/PD-| atenuam a produgao de citocinas mas nao inibem a proliferagao das

células T (Sui, 2015).

Esta molécula encontra-se relacionada com a tolerancia imunologica, sendo que nas
células tumorais em que o seu ligando é expresso, possibilita-se o desenvolvimento de um
mecanismo de escape da vigilancia do Sl (Sui, 2015). O mecanismo de sinalizagao da PD-I
origina nas células T especificas um estado denominado de “exaustido”, sendo esta molécula
essencial para manter a célula T anérgica e, deste modo, prevenir que se estabelega a
autoimunidade. Assim sendo, a dele¢ao genética da PD-1 resulta numa complexa destruicao
auto-imune de varios 6rgaos. Do mesmo modo que o bloqueio da ligagao PD-1/PD-LI| acelera
a diabetes autoimune espontanea e reverte a tolerancia imunologica. Estes dados sugerem
entao que o papel central da PD-| se apresenta como o maior mecanismo inibidor da
autoimunidade e que a exaustao das células T e a tolerancia imunolégica periférica estao

mecanisticamente relacionadas (Fife, 2009).

O mecanismo PD-1/PD-LI parece, de facto, representar um mecanismo critico de
resisténcia das células T em malignidades humanas. A PD-| é regulada positivamente em
cancros especificos das células T, onde ocasiona exaustao funcional destas células. Como a
PD-L| é expressa por uma variedade de cancros, sugere-se que estas malignidades usem o
mecanismo de sinalizagao PD-1/PD-LI para atenuar ou escapar da imunidade antitumoral da

célula T e assim, facilitar a progressao tumoral (Soysal, 2016).
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4. SIGNIFICADO CLIiNICO DA PD-1 PARA MELANOMA

4.]. Melanoma

O melanoma é a forma mais preocupante de cancro da pele (Tsai & Daud, 2014).
Durante os dltimos 30 anos, a incidéncia de melanoma tem aumentado em todo o mundo e
apesar da detegdo precoce (que é curavel), ressecagao cirdrgica apropriada e terapia
adjuvante, o nimero de doentes a morrer devido a esta patologia continua a subir. Segundo a
OMS, cerca de 80% de todas as mortes relacionadas com o cancro de pele sao atribuidas a
melanoma, embora este diga respeito a somente 5% de todos os cancros da pele. E estimado
que a taxa de sobreviéncia para melanoma avangado seja inferior a 16% (Siegel, 2015), (Gogas,

Polyzos, & Kirkwood, 2013).

Apesar de todo o investimento em investigagao clinica, as opgoes de tratamento
antitumoral convencionais para as metastases de melanoma demonstram-se limitadas, pelo
facto desta patologia se apresentar como uma das malignidades mais resistentes a
Quimioterapia (Gogas, 2013). Varias terapias convencionais foram aprovadas pela FDA para
uso em melanoma, nomeadamente, o Interferao Recombinante a-2b, aprovado em 1995, e a
InterLeucina-2 de Dose Elevada, aprovada em 1998. A terapia mais comumente usada em
melanoma é a Dacarbazina, aprovado pela FDA em 1975 como farmaco de |° linha para
doentes com melanomas metastaticos avancados. O problema relacionado com estes

farmacos € a sua limitada taxa de resposta de aproximadamente 15% (Atkins, 1999), (Eigentler,

Caroli, Radny, & Garbe, 2003).

O melanoma é um carcinoma associado com a inflamagao (Napoli, 2015). Comegando
com os estadios mais precoces da melanogénese, a luz UV pode causar indugao dos
melandcitos e queratinécitos para produzir substancias mediadoras da inflamagao, as quais vao
cooperar na proliferacao do tumor e na criagao de um microambiente tumoral. (Margolin,
2014) O melanoma é considerado entao, um tumor “imunogénico”. Elevados niveis da PD-LI
encontram-se frequentemente expressos em melanomas, levando isso a ativacao da agao da
PD-1 e diminuigdo da imunidade antitumoral (Mamalis, 2015). Por este facto, as imune
checkpoint molecules, caso da anti-PD-1, apresentam-se como uma terapéutica logica para a

imunoterapia em questao (Napoli, 2015).
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4.2. Terapéuticas anti-PD-1 e anti-PD-L|

Durante as ultimas décadas, um grande nimero de abordagens terapéuticas para o
cancro tem sido estabelecidas, incluindo os inibidores checkpoint, como é o caso da anti-PD-|
(Sui, 2015). A nova geragao destes inibidores, usados quer em monoterapia ou em
combinagao, oferecem a promessa de estender os seus beneficios clinicos a um maior niUmero

de doentes (Luke & Ott, 2015).

O bloqueio dos inibidores checkpoint, em particular o mecanismo envolvido pela PD-1
e pelos seus ligandos, estd a emergir como uma estratégia promissora para a terapia
antitumoral (Lipson, 2013). Os inibidores checkpoint anti-PD-1| e anti-PD-L| tém atraido uma
enorme quantidade de interessados e encorajado no tratamento de doentes com tumores

solidos, especialmente em melanoma (Sui, 2015).

A familia dos receptores inibidores da célula T limitam a funcao desta através da
geragao de sinais negativos nas células imunes. Um melhor entendimento dos mecanismos do
tumor indicou que a atividade imune antitumoral efetiva pode ser conseguida com o uso de

anticorpos monoclonais que bloqueiem esses receptores TCR; como ¢ o caso do uso da anti-

PD-I (Ferris, 2013).

Investigadores desenvolveram anticorpos anti-PD-1| e anti-PD-LI| que interferem com
os receptores e ligandos, permitindo que a célula tumoral possa ser reconhecida e atacada
por citocinas provenientes da inflamagao (Pardoll, 2012). Os anticorpos monoclonais
direcionados para a PD-| foram entao desenhados de modo a bloquear o estabelecimento

desta ligacao a PD-L| ou a PD-L2 na célula tumoral (Luke & Ott, 2015).

Um anticorpo anti-PD-| bloqueia a interagao com a PD-LI e PD-L2, mas nao é capaz
de bloquear a interagao entre PD-LI e CD80. Pelo contrario, varios anticorpos anti-PD-L|
conseguem bloquear a interagao entre PD-LI e CD80 e entre PD-LI e PD-I, mas ja nao
conseguem bloquear a interagao da PD-1 com a PD-L2. Por este facto, dependendo do tipo
de interagoes que predominam no cancro, os anticorpos anti-PD-1 e anti-PD-LI podem nao

apresentar uma atividade redundante (Pardoll, 2016).

.....

imune. Deste modo, a inibigao croénica desta ligagao, ou seja, de uma PD-| a PD-LI no tumor,
conduz a anergia de células T e bloqueio de uma resposta imunitaria antitumoral produtiva
(Wherry, 201 1). O papel critico que envolve o mecanismo da PD-1| na supressao da imunidade

antitumoral, primeiramente revelado em modelos laboratoriais, foi agora validado com
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estudos clinicos. A monoterapia recorrendo a firmacos bloqueadores da PD-| ou do seu
principal ligando, PD-LI, é capaz de mediar regressoes rapidas e duradouras em doentes com
tumores solidos avancados que sejam refratarios a anteriores tratamentos. Estes dados
estabeleceram o mecanismo da PD-l1 como um novo foco terapéutico para Oncologia

(Topalian, 2014).

Em 2014, Pembrolizumab e Nivolumab foram aprovados, nos EUA, pela FDA como 2°
e 3% linha de tratamento para doentes com melanoma avangado refratarios ao Ipilimumab (em
melanoma BRAF wild-type) ou ao Ipilimumab e Inibidores BRAF (em melanomas com a mutagao

BRAF V600) (Whitney Metcalfe, Jaime Anderson, VanAnh Trinh, 2015).

A terapéutica bloqueadora do mecanismo PD-1/PD-L| é normalmente bem tolerada.
Alguns eventos adversos que sao comuns a ambos os agentes anti-PD-| e anti-PD-LI incluem
prurido, fadiga e perda de apetite. Eventos adversos imunes relacionados (IRAE) com esta
classe de agentes foram descritos, tais como dermatite, colite, e hepatite sendo em geral
geridos com corticosterdides ou, quando for essencial, ha interrup¢ao da terapéutica

(Vonderheide, 2014).

ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-PD-I

I- NIVOLUMAB

O Nivolumab (também conhecido como ONO-4538, BMS936558 ou MDX-1106) é
uma Imunoglobulina G4 (IgG4) totalmente humana, geneticamente desenhada, que atua
inibindo a PD-1, para a qual é especificamente direcionada. Este anticorpo liga com elevada
afinidade a PD-I, atenuando os sinais inibitorios e melhorando as respostas imunes
antitumorais. Este anticorpo monoclonal foi aprovado, pela FDA, em Dezembro de 2014, para
o tratamento de melanoma metastatico (Sui, 2015) e no inicio de 2015, teve utilizagao

aprovada, também pela FDA, para tratar doentes com NSCLC (Non-Small Cell Lung Cancer)

que falharam com a Quimioterapia a base de Platina (Sunshine, 2016).

O primeiro relato de anti-PD-1 em tumores sélidos foi num ensaio aberto de Fase |
que incluiu 39 doentes com melanoma avangado (entre outros tumores) que receberam
terapéutica com Nivolumab (MDXI1106). Os objetivos primarios deste estudo consistiram na
caraterizacgao da seguranga e tolerabilidade de uma dose Unica desta terapéutica, enquanto os
secundarios incluiram a avaliacdo da sua atividade antitumoral, da sua farmacodinamica e dos
endpoints imunologicos. Avaliando os resultados, o Nivolumab demonstrou ser bem tolerado

a uma dose maxima planeada de 10 mg/kg com registo de ocorréncia de apenas um evento
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adverso sério, colite inflamatdria, nos 39 doentes envolvidos. Este perfil de seguranga e
evidéncia de atividade clinica duradora encorajou a realizagao de um ensaio de seguimento,
um brago de maiores dimensoes, intervencional e multicéntrico (Patrocinado pela Bristol-Myers
Squibb e outros; ClinicalTrials.gov: NCT00730639), o qual aparentemente confirmou a
tolerabilidade e a atividade antitumoral em doentes para os quais multiplas terapias anteriores
ja haviam falhado. (Brahmer et al.,, 2010) Este brago incluiu 296 doentes, dos quais 104 com
melanoma e a OR (Objective Response), tal como é definido por RECIST (Response Evaluate
Criteria in Solid Tumors) modificado (Therasse, 2000) foi observada em 26 dos 94 (28%) doentes

com melanoma, e previamente tratados (Topalian, 2012).

Um Ensaio de Fase | (ClinicalTrials.gov nimero NCTO01358721) que avalia os
biomarcadores imunolégicos e moleculares que se correlacionam com o Nivolumab esta de
momento a decorrer, ainda que até a data, nao apresente resultados publicados (Topalian,

2012).

Um Ensaio de Fase Il (ClinicalTrials.gov nimero NCTO01354431) esta também a
decorrer, ja apresentando resultados publicados. Este faz o estudo do Nivolumab como
terapia para cancro avangado em células renais. O Nivolumab demonstrou comprovada
atividade antitumoral com um perfil de seguranca aceitavel nas trés doses estudadas, ainda que
sem relacao dose-resposta registada, conforme medido pela PFS (Progression-Free Survival).
(Motzer, Rini, Mcdermott, Redman, & Kuzel, 2015). Este ensaio de Fase Il vai de encontro aos
resultados até ao momento obtidos, encorajando a configuragao de Ensaios de Fase Il (os

quais ja estao inclusive a ser planeados) (Topalian, 2012).

Num ensaio multicéntrico de Fase | (patrocinado pela Bristol-Myers Squibb e outros;
ClinicalTrials.gov nimero NCT00729664), procedeu-se a administragao intravenosa do
anticorpo anti-PD-| num total de 207 doentes selecionados com muiltiplos tumores avangados,
dos quais 55 tinham melanoma. Como resultados do estudo, o bloqueio da ligagao a PD-LI
produziu uma regressao do tumor duravel, com uma OR de 6 a 17%, tendo sido 17% no caso
de melanoma (OR observavel em 9 dos 52 casos de melanoma) e uma estabilizagao prolongada

da patologia nestes doentes, por um periodo superior a 24 semanas (Hwu, 2012).

Num ensaio clinico de Fase | randomizado, que incluia 107 doentes com melanoma
avancado, em que 62% destes ja haviam experimentado entre | a 5 terapias sistémicas
anteriores, a terapéutica com Nivolumab demonstrou melhorar significativamente a PSF média
para 3.7 meses, a OS (Overall Survival) média para |16.8 meses e a ORR (Objective Response Rate)

para 31% apenas de regressao tumoral objetiva (Topalian, 2014).
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Os resultados de 2 ensaios clinicos de Fase Ill para a monoterapia com a anti-PD-1 em
doentes com melanoma foram reportados. O primeiro estudo € um ensaio multicéntrico,
duplamente cego, que reporta o uso do Nivolumab como |? linha de tratamento em 418
doentes naives a qualquer terapéutica prévia com melanoma metastatico com mutagao BRAF
wild-type. Os doentes foram randomizados em dois grupos, tendo recebido um dos grupos
(210 doentes) Nivolumab e o outro (208 doentes) Dacarbazina. O endpoint primario avaliado
foi a taxa de OS, a qual demonstrou ser de 73% para os doentes tratados com Nivolumab,
comparativamente a 42% para os doentes com Dacarbazina, apos | ano de tratamento. Os
outros endpoints avaliados, nomeadamente PFS e ORR também demonstraram ser
notoriamente superiores no caso do anticorpo anti-PD-I. (Dutriaux, 2015) O segundo estudo
(ClinicalTrials.gov nimero NCTO01721746, financiado pela Bristol-Myers Squibb) diz respeito ao
primeiro ensaio clinico de Fase Ill com um agente anti-PD-| (denominado de CA209-037), o
qual foi apresentado no congresso de European Society of Medical Oncology (ESMO) de 2014.
Refere-se a um estudo randomizado, controlado, aberto que comparou o Nivolumab com a
Quimioterapia convencional escolhida pelo investigador (Dacarbazina ou Carboplatina +
Paclitaxel) em 405 doentes com melanoma metastitico avangado, até a progressao ou
toxicidade inaceitavel. Os doentes foram estratificados de acordo com a expressao da PD-LI,
mutagao BRAF wild-type e a melhor resposta antitumoral prévia ao Ipilimumab, sendo que tal
como no primeiro estudo reportado, foram posteriormente randomizados em 2 grupos (272
doentes com Nivolumab vs. 133 doentes com Quimioterpia). Em doentes com a mutagao
BRAF wild-type e naives ao Nivolumab foram reportadas OR significativamente superiores no
caso do anticorpo anti-PD-1, com um registo de 31.7% para o endpoint avaliado,
comparativamente a apenas 10.6% no caso da Quimioterapia. O Nivolumab registou menos
efeitos toxicos do que as alternativas de regimes de Quimioterapia disponiveis para melanoma

avangado (Weber, 2015), (Ascierto, 2015).

Estes resultados, no seu conjunto, suportam a ideia de continuar a investir no
desenvolvimento clinico da anti-PD-| para o tratamento de cancros em estado avancado,

incluindo melanomas (Sunshine, 2016).
2- PEMBROLIZUMAB

O Pembrolizumab (MK-3475), é um anticorpo monoclonais IgG4 anti-PD-1 que se
considera que reative a atividade imune antitumoral. Foi o primeiro agente anti-PD| a ser
aprovado pela FDA (em Setembro de 2014), para uso em doentes com melanoma metastatico

com doenga progressiva (Khoja, Butler, Kang, Ebbinghaus, & Joshua, 2015), (Roy, 2013).
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Num ensaio clinico inicial de Fase I, multicéntrico (Patrocinado pela Merck Sharp and

Dohme; ClinicalTrials.gov nimero NCT01295827), denominado de KEYNOTE-001, avaliou-se

o Pembrolizumab em 135 doentes com melanoma metastatico. Inicialmente os doentes foram
envolvidos todos num brago em que o Pembrolizumab foi estudado via intravenosa segundo
o esquema terapéutico apresentado na Figura 6 - FASE A, tendo seguido posteriormente para
outros bracos de expansao nao randomizados onde foram separados segundo toma prévia de

Ipilimumab (48 doentes) ou nao (87 doentes) — FASE B e D, respetivamente.

Advanced solid tumors | All patients
—| n=30 I [ v=1238 |
Figura 6: Esquema Terapéutico resumindo o
1 ma'kg Q2W
n=4 KEYNOTE-001 Numa FASE A participaram 135
doentes num brago inicial nao randomizado.

3 ma/kg Q2W
n=3 Posteriormente, seguiram para as FASES B vs. D, 48

doentes previamente tratados com lpilimumab vs.
10 mg/kg Q2w
n=10 87 doentes naive, respetivamente. Adaptado da ref.23

2 mg'kg Q3W
n=

II

v

10 mg/kg Q3W Advanced melanoma
n=§6 n =655
Nonrandomized cohorts Randomized cohorts
n=135 n =520

h v ¥
IPI naive IP1 treated IFI naive IPI refractory IFI natve or IF| treated
n=287 n=48 n=103 n=173 n= 244
10 mg'kg Q2W 10 mo'kg Q2W 2 mgikg Q3W 2 mg'kg Q3W 10 mg/kg Q3W
n=a1 n=16 n==51 n=_89 n=122
10 mafkg Q3W 10 mg/kg Q3W 10 ma'kg Q3W 10 ma/kg Q3W 10 mo/kg Q2W
n=24 n=32 n=52 n=284 n=122

O endpoint primario avaliado foi o perfil de seguranga desta terapéutica e o endpoint
secundario foi a atividade antitumoral do Pembrolizumab em doentes que tenham recebido
ou nao tratamento prévio com lpilimumab. Foi reportada uma atividade antitumoral
promissora, que aumentou de 25%, no primeiro brago, para 52% no segundo (em que a
exposi¢ao prévia ao lpilimumab nao fez variar este valor); além de uma seguranca aceitavel, ja
que as reacoes adversas reportadas foram de baixo grau e controladas com a gestio da

sintomatologia ou interrupgao da terapéutica (Hamid, 2013), (Khoja, 2015), (Patnaik, 2015).

O beneficio clinico deste anticorpo monoclonal foi, em seguida, avaliado num brago
expansional subsequente (ClinicalTrials.gov nimero NCTO01375842) que incluiu 171 doentes
avaliados pela segurancga e 122 pela eficacia. Este estudo foi o maior ensaio reportado de um
tratamento com anti-PD-| em doentes com melanoma e a primeira comparagao randomizada

reportada de um agente anti-PD-l. Foi com base nos resultados deste estudo que o
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Pembrolizumab obteve a aprovagao pela FDA. A ORR, que foi avaliada pelo RECIST, foi de
21% e a PFS foi de 44%, confirmando entao que esta terapéutica é bem tolerada e apresenta

respostas clinicas duraveis (Roy, 2013).

O KEYNOTE-002 (ClinicalTrials.gov nimero NCTO01704287) foi um ensaio clinico de

Fase Il de seguimento que permitiu confirmar a eficacia e seguranga do uso de Pembrolizumab
como terapéutica de 2° linha vs. Quimioterapia escolhida pelo investigador (nomeadamente,
Paclitaxel + Carboplatina, Paclitaxel, Dacarbazina, ou Temozolomida Oral), tendo envolvido
540 doentes que tinham confirmado progressaio da doenga com outras terapéuticas
antitumorais prévias, os quais foram randomizados (em que 180 receberam Pembrolizumab 2

mg/kg, 181 receberam 10 mg/kg; e 179 receberam Quimioterapia).
g/kg g8 Q P ) Figura 7: Desenho esquematico

resumindo o KEYNOTE-002
Adaptado da ref.3

l 540 patients randomly assigned |

L v
180 allocated to pembrolizumab 181 allocated to pembrolizumab 179 allocated to chemotherapy
2mglkg 10 myg/kg 171 received treatment as
178 received treatment as 179 received treatment as assigned
assigned assigned
2 did not receive 2 did not receive 8 did not receive
treatment treatment treatment
¥ 1died before first dose > 1died before first dose ¥ 6 withdrew consent
1did not meet all 1did not meet all 2 died before first dose
eligibility criteria eligibility criteria
A h. k.
52 angoing 61 ongoing 14 ongoing
126 discontinued 118 discontinued 86 crossed over after
89 progressive disease 76 progressive disease progression
21 adverse events 24 adverse events 71discontinued
» 9 patient withdrawal » 9 patient withdrawal » 42 progressive disease
6 physician decision 7 physician decision 18 adverse events
1 non-compliance 1death 7 patient withdrawal
1 use of excluded 3 physician decision
medication 1death
v : v : v
180 in intention-to-treat ' 181 in intention-to-treat ' 179 in intention-to-treat H
population fg-----* population - ---- population q-----
178 in as-treated population 179 in as-treated population 171 in as-treated population

A PFS registou melhorias nas duas doses de Pembrolizumab comparando com a
Quimioterapia. Nao se verificaram diferencas significativas na PFS a 6 meses, entre estas duas
doses, tendo sido 34% e 38% para a dose de 2mg/k e 10 mg/kg, respetivamente, comparando

com apenas 6% no grupo da Quimioterapia.

O estudo concluiu e confirmou, portanto, que este anticorpo monoclonal permite uma
reducao do risco de progressao da doenga ou morte, apresentando comprovados resultados

clinicos quando comparado com a Quimioterapia (Khoja, 2015), (Ribas, 2015).

O KEYNOTE-006 (ClinicalTrials.gov nimero NCTO01866319, patrocinado pela Merck
Sharp & Dohme), por sua vez, € um ensaio clinico de Fase Ill randomizado e controlado que
compara 3 tratamentos diferentes de Pembrolizumab (10 mg/kg Q2W ou Q3W) vs.

Ipilimumab (3 mg/kg Q3W) em 834 doentes com melanoma avangado naives a tratamentos
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antitumorais ou que s6 haviam recebido um tratamento prévio sistémico. Com a realizagao
deste ensaio, comprovou-se que o Pembrolizumab produz uma melhoria clinicamente
significativa nos endpoints primarios definidos, nomeadamente PFS (47.3% para o
Pembrolizumab Q2W e 46.4% para Pembrolizumab Q3W, comparando com apenas 26.5%
para o Ipilimumab) e OS (74.1% para o Pembrolizumab Q2W e 68.4% para o Pembrolizumab
Q3W, comparando com 58.2% para o Ipilimumab). Aparentemente, nao se verificaram
diferencas significativas entre os dois regimes de tratamento definidos para o Pembrolizumab,
nao havendo portanto uma relagao dose-resposta estabelecida, o que confirma mais uma vez,
ser congruente com os resultados obtidos para os ensaios anteriores de Fase | e ||, KEYNOTE-

001 e KEYNOTE-002, respetivamente (Arance, 2015).

ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-PD-LI

Os inibidores da PD-L| atuam por bloqueio da interagao entre PD-1/PD-LI, mas nao
da PD-1/PD-L2. (Luke & Ott, 2015). Foi inclusive reportado que, o bloqueio seletivo da ligagao
PD-1/PD-LI, mantendo a ligagao PD-1/PD-L2 intacta pode oferecer vantagens em termos de

toxicidade reduzidas (Chen, Irving, & Hodi, 2012).

Dois ensaios de Fase | com anticorpos anti-PD-L| tem demonstrado uma atividade
promissora destas terapéuticas em melanoma avangado, ainda que com taxas de resposta

inferiores quando comparados com os anticorpos anti-PD-| (Tsai & Daud, 2014).
I- BMS-936559/MDX-1105

O BMS-936559/MDX-1105 é um anticorpo monoclonal IgG4 especifico da PD-LI que
atua bloqueando a interagao da PD-L| com a PD-1|. Resultados iniciais de um estudo de Fase
| envolvendo 207 doentes com tumores solidos avangados (incluindo 55 com melanoma)
demonstraram uma regressao do tumor duravel (com uma taxa de OR de 6 a 17%) e uma
prolongada estabilizagao da patologia (taxas de 12 a 41% em 24 semanas). Dos doentes com

melanoma, 3 obtiveram uma resposta completa ao tratamento (Tsai & Daud, 2014).
2- MPDL3280A

O MPDL3280A é um anticorpo monoclonal com um dominio Fc desenhado para se
direcionar para a PD-LI. Resultados iniciais de um estudo de Fase | envolvendo |71 doentes
com tumores solidos avangados, registaram uma taxa de OR de 21% e uma PFS de 44%. Esta
terapéutica demonstrou, portanto, ser bem tolerada e apresentar respostas antitumorais

duraveis (Herbst, 2013).
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3- MEDI4736 e MSB0010718C

Estes anticorpos anti-PD-L| tem sido avaliados para melanomas avangados em alguns

ensaios clinicos em fases iniciais (Tsai & Daud, 2014).

ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-PD-L2

Existe um anticorpo anti-PD-L2 atualmente em desenvolvimento: AMP-224. Este
anticorpo é uma proteina recombinante de fusio do dominio extracelular da PD-L2,

apresentando potencial para bloquear a interagao PD-L2/PD-1.

Um estudo de expansao de Fase | (ClinicalTrials.gov: NCTO01352884) que teve inicio
em 2011 e investigou esta molécula como monoterapia em tumores avangados ja estd
terminado embora ainda nao apresente resultados publicados (Tsai & Daud, 2014), (Suzanne

Topalian, Charles Drake, 2013).

5. BIOMARCADORES

Ainda que variados estudos comprovem, de facto, a eficicia da terapéutica anti-PD-1,
a variabilidade interindividual dos doentes com melanoma pode influenciar essa resposta
otima. (Sui, 2015) No sentido de adivinhar entao, quais os potenciais doentes que irao
responder bem ao tratamento, tem-se feito estudos de modo a determinar os biomarcadores

que melhor se correlacionam com a resposta antitumoral destes anticorpos monoclonais.

A expressao da PD-1 no microambiente tumoral pode ser um potencial candidato.

Pelo facto de se considerar que os anticorpos anti-PD-| atuam localmente dentro do tumor,

a expressao da PD-L| no tumor prévio a tratamento tem sido explorada como um possivel
113" » . ~

biomarcador” de modo a tentar prever quais os doentes que vao responder melhor a estas

terapias anti-PD-1/PD-LI (Napoli, 2015).

A possibilidade da existéncia de uma associagao entre a expressao tumoral da PD-LI
prévia a terapéutica com as respostas posteriores que se conseguem com o tratamento foi
reportada, pela primeira vez, por Topadlian et al. num ensaio de Fase | com Nivolumab. A
expressao da PD-LI, a qual é detetada por imunohistoquimica, foi encontrada em bidpsias de
25 de 42 doentes. Destes 25 doentes com expressao positiva a PD-LI, 9 demonstraram uma
taxa de OR ao tratamento de 36%; enquanto dos |7 doentes com expressao negativa a PD-
LI, nenhum demonstrou resposta ao tratamento. Estes dados fundamentaram a hipotese

sugerida pelos investigadores (Topalian, 2012), (Ascierto, 2013).

25| 31



Dados subsequentes sugeriram que doentes com melanoma metastatico que
demonstrem falta de expressao da PD-L| conseguem responder ao tratamento com anti-PD-
I, ainda que com uma taxa de resposta diminuida. Alguns ensaios clinicos tem recolhido
biopsias de tumores prévias a tratamento, que serao Uteis para avaliagoes futuras da expressao

da PD-LI e da sua correlagio com a resposta antitumoral (Tsai & Daud, 2014).

Segundo um estudo de Akbay et al., foi demonstrada relagao entre a mutagao EGFR
(oncogene) e uma expressao de elevados niveis de PD-LI em tumores, sendo que os ratos
avaliados que apresentavam esta mutagao demonstraram uma resposta significativa ao
tratamento com anticorpos anti-PD-1, indicando deste modo, que a mutagao EGFR pode ser
um biomarcador promissor de avaliagao da resposta antitumoral a esta terapéutica. (Akbay,
2014) Por sua vez, noutro estudo efetuado, foi reportado que a expressao da PD-L| é sobre-
regulada em células de melanoma que tenham desenvolvido resisténcia aos Inibidores BRAF

(terapéutica antitumoral) (Hooijkaas, 2012).

Ainda que outros fatores do microambiente tumoral, nomeadamente, expressao da
PD-I, expressao da PD-L| por células imunes, razao CD4:CD8 e a presenga de TIL (Tumor-
Infiltrating Lymphocytes), tenham sido investigados como potenciais biomarcadores da resposta
a terapéutica com anticorpos anti-PD-1, a expressao da PD-L| por células tumorais manteve-

se como o preditivo da resposta imune mais relevante.

O valor preditivo destes potenciais biomarcadores pode ser aumentado através do
estudo da associagao de mais que um biomarcador, em vez do recurso a um unico (Napoli,

2015).

A expressao da PD-L| na célula tumoral parece ser, portanto, o biomarcador mais
correlacionado com a resposta antitumoral da anti-PD-1, sendo que esta conclusao se tem

mantido constante nos sucessivos estudos que tem sido feitos (Sunshine, 2016).
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6. PERSPETIVAS FUTURAS

Perspetiva-se a aprovagao das terapéuticas anti-PD-I e anti-PD-L| para tumores
adicionais, como sendo uma realidade num futuro préoximo. (Sunshine, 2016) Como € o caso
do carcinoma do pulmao, onde se considera que estas terapéuticas se possam apresentar

como novos alvos da sua imunoterapia (Byrne, 2015).

Também é perspetivavel que um ou mais dos ensaios de imunohistoquimica usados

para detecao da PD-LI se possa tornar aprovado pela FDA (Sunshine, 2016).

E previsivel ainda que aparecam varias combinagoes terapéuticas de imunoterapias vao

transformar a atual abordagem do tratamento em melanoma (Tsai & Daud, 2014).
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7. CONCLUSAO

Cada vez mais se verifica um investimento em investigagao cientifica e no
desenvolvimento de novas metodologias de tratamento antitumoral para melanoma, de forma
a combater aquela patologia que tanta preocupagao desperta e que tao gravemente afeta os

doentes, sobretudo os que se encontram em estadio avangado.

Nesse sentido, a anti-PD-1 é ja uma realidade atual, e que apresenta resultados clinicos

bastante promissores para imunoterapia antitumoral em melanoma.

A PD-I é uma molécula endégena do organismo, que foi descrita, pela 1* vez, em 1992
e apresenta um papel relacionado com a inibi¢ao da resposta imune mediada pelas células T
ativadas, essencialmente, mas também pelas células B e NK ativadas. Apresenta, de igual modo,
um papel relacionado com a limitagdo da autoimunidade ou tolerancia imunolédgica do
organismo. Deste modo, torna-se importante controlar este mecanismo inibidor da resposta
do SI, visto ser ela tao fundamental para o combate dos patogéneos invasores estranhos ao

organismo, como é o caso do tumor.

O antagonismo do mecanismo desencadeado pela PD-| apresenta-se, assim sendo,
como uma logica opgao para a abordagem terapéutica anitumoral, pois contraria a resposta
inibitoria originada pela PD-1 quando liga ao seu ligando PD-LI, registando-se uma resposta

imune melhorada perante o tumor.

Neste sentido, varios estudos clinicos, em diferentes fases, tem sido elaborados, os
quais tem mostrado coeréncia e comprovado, de facto, o papel preponderante e as melhorias
clinicas significativas que os antagonistas da PD-1/PD-LI registam, nao s6 para melanoma, mas

para variados outros carcinomas também.

Os inibidores de todas as moléculas que se correlacionam com este mecanismo,
nomeadamente, os ligando da PD-I, PD-LI e PD-L2, tem sido de igual modo estudados para
os mesmos fins terapéuticos, apresentando resultados bastante satisfatérios nos ensaios

clinicos até ao momento elaborados.

Derivado de varios determinantes genéticos que influenciam a boa ou ma resposta a
esta terapéutica, torna-se absolutamente fundamental avaliar primeiramente, quais os
biomarcadores que se correlacionam com esta imunoterapia, de modo a serem conseguidos

os melhores resultados clinicos possiveis.
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