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RESUMO

Introducdo: Apds varios anos, sem avangos na abordagem de doentes com Cancro da Bexiga
(BC) localmente avancado ou metastizado, especialmente assente na quimioterapia a base de
platino, a escassez de resultados e o seu impacto reduzido na sobrevivéncia e no progndstico

destes doentes tém motivado a crescente investigacdo nesta area.

Objetivo: Reconhecer quais as alternativas farmacoldgicas existentes atualmente em
imunoterapia, para o tratamento do BC localmente avangado ou metastizado, suas
particularidades e critérios de inclusdo terapéuticos. Determinar o impacto das diferentes
opcOes terapéuticas em imunoterapia, no progndstico e na sobrevivéncia global dos doentes
com BC localmente avangado ou metastizado. Destacar ensaios clinicos com novos agentes
de imunoterapia, que possam ser utilizados nestes doentes, em uso Gnico ou em associacao

terapéutica.

Meétodos: A pesquisa foi realizada com recurso a PubMed e b-ON, restringindo-se a artigos
de Lingua Inglesa, publicados entre 2012 e 2017. Foram também consultadas as publicacGes

mais recentes da APU, AUA e EAU.

Resultados: Comportando o0 BC uma das taxas mais significativas de mutacdo tumoral e
assumindo a complexidade da interacdo entre as células tumorais e o sistema imunitario, a
imunoterapia surge com elevado potencial terapéutico. O impacto atribuido aos inibidores da
PD-1, do PD-L1 e do CTLA-4, tem contribuido para a mudanca de paradigma inerente as
atuais linhas de orientacdo terapéuticas no BC. Para além da emergéncia de novas terapias
imunes, como a vacinacao anti-tumoral ou as proteinas de fusdo, mdltiplas abordagens em
imunoterapia com agente Unico ou em associacdo estdo atualmente a ser alvo de atengdo no
BC. A caracterizacdo do microambiente tumoral e a identificagdo de biomarcadores com

potencial valor preditivo contribuem, ndo s6 para uma melhor compreensdo da biologia



tumoral, como para a selecdo de doentes com maior potencial de resposta. Como fatores com
potencial valor preditivo, surgem a expressdao de PD-L1 pelo tumor, a taxa de mutacédo

tumoral, a carga de neoantigénios e a expressao de IFN- y.

Conclusdo: Embora as opcOes terapéuticas em imunoterapia, parecam cada vez mais
corresponder a uma alternativa de tratamento viavel no BC, com resultados promissores,
ainda ha metas consideraveis a atingir, para o estabelecimento de sequencias terapéuticas
Otimas, com consideravel impacto ao nivel da sobrevivéncia global destes doentes e da

sobrevivéncia livre de progressao da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Imunoterapia; Cancro da bexiga; Carcinoma de células de transi¢éo;

Anticorpos Monoclonais; Biomarcadores.



ABSTRACT

Introduction: After several years, without advances in the approach of patients with locally
advanced or metastatic Bladder Cancer (BC), especially based on platinum-based
chemotherapy, the scarcity of results and their reduced impact on the survival and prognosis

of these patients have motivated the growing investigation in this area.

Objective: To recognize the current pharmacological alternatives in immunotherapy for the
treatment of locally advanced or metastatic BC, its particularities and therapeutic inclusion
criteria. To determine the impact of different therapeutic options on immunotherapy,
prognosis and overall survival of patients with locally advanced or metastatic BC. Highlight
clinical trials with new immunotherapy agents that can be used in these patients, in single use

or in combination therapy.

Methods: The study was carried out using PubMed and b-ON, restricted to English language
articles published between 2012 and 2017. The most recent publications of the APU, AUA

and UAE were also consulted.

Results: With BC being one of the most significant tumor mutation rates and assuming the
complexity of the interaction between tumor cells and the immune system, immunotherapy
appears to have a high therapeutic potential. The impact attributed to PD-1, PD-L1 and
CTLA-4 inhibitors has contributed to the paradigm shift inherent in the current therapeutic
guidelines in BC. In addition to the emergence of new immune therapies, such as anti-tumor
vaccination or fusion proteins, multiple approaches in single-agent or combination
immunotherapy are currently being targeted for BC. The characterization of the tumor
microenvironment and the identification of biomarkers with potential predictive value
contribute not only to a better understanding of tumor biology, but also to the selection of

patients with greater potential for response. As factors with potential predictive value, the



expression of PD-L1 by the tumor, the tumor mutation rate, the neoantigen load and the

expression of IFN-y arise.

Conclusion: Although therapeutic options in immunotherapy seem increasingly to
correspond to a viable treatment alternative in BC, with promising results, there are still
considerable targets to be reached for the establishment of optimal therapeutic sequences,

with considerable impact on overall survival of these patients and disease-free survival.

KEYWORDS: Immunotherapy; Urinary Bladder Neoplasms; Carcinoma, Transitional Cell;

Antibodies, Monoclonal; Biomarkers.



INTRODUCAO

O BC enquanto doenca com elevada incidéncia e prevaléncia a nivel mundial,
encontra-se associado a elevada morbilidade e mortalidade,** com custos socioeconémicos

substanciais.

O tabaco e a exposicdo ocupacional enquanto fatores de risco estabelecido para o BC,
contribuem para a ocorréncia de anormalidades nos mecanismos de regulacéo, diferenciacéo e

proliferacdo celular, com consequente transformacéo maligna.””

Embora a maioria dos casos de BC (75-85%) se apresente como nao musculo-invasivo
(NMIBC),"** sem invasdo da camada muscular do detrusor, cerca de 6% evolui para BC
musculo-invasivo (MIBC). Sendo de referir, que aproximadamente 15-25% de todos 0s casos
demonstram um crescimento tumoral invasivo e cerca de 10-15% metastases a altura do

diagnostico.®

Deste modo, assumindo o comportamento bioldgico agressivo, a escassez de
resultados e o prognostico limitado que se encontram associados ao BC localmente avancado
ou metastizado, € premente a necessidade de identificar novos agentes terapéuticos, que
possam determinar um impacto significativo na sobrevivéncia destes doentes. Apo6s varios
anos sem avancos consideraveis na abordagem do BC em estadios avancados da doenca, em
gue a modalidade terapéutica de eleicdo assentava na quimioterapia com recurso a farmacos
do grupo do platino, como a cisplatina, a imunoterapia emerge de dia para dia com elevado

potencial terapéutico.’

Nos ultimos anos, é notavel o surgimento de uma quantidade significativa de novas
aplicacOes para as terapias imunes, particularmente dirigidas para o tratamento das doengas

neoplasicas.
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Ao ter em consideracdo a capacidade adaptativa das células T e a sua memdria, a
imunoterapia assume um papel Unico na inducéo de respostas duradouras no hospedeiro, que
através de mecanismos de autorregulacdo permitem que os linfécitos T se mantenham ativos e
funcionais. Assim sendo, 0 recurso a anticorpos monoclonais para o bloqueio de pontos de
controle imune, em particular o Antigénio associado a linfocitos T citotoxicos-4 (CTLA-4) e a
Proteina de morte celular programada-1 (PD-1) tém constituido uma revolucdo no tratamento

das doencas neoplasicas, sendo alvo de investigacdo no BC.

Com este artigo de revisdo, pretende-se, num primeiro momento, reconhecer quais as
alternativas farmacoldgicas existentes atualmente em imunoterapia, para o tratamento do BC
localmente avancado ou metastizado, suas particularidades e critérios de inclusdo

terapéuticos.

Num segundo momento, determinar o impacto das diferentes opcOes terapéuticas em
imunoterapia, no progndstico e na sobrevivéncia global dos doentes com BC localmente

avancado ou metastizado.

Por ultimo, procurar-se-a destacar ensaios clinicos com novos agentes de
imunoterapia, que possam ser utilizados nestes doentes, em uso Unico ou em associacdo

terapéutica.

11



METODOS

Com o recurso a motores de busca de bases de dados digitais de referéncia, em
particular “PubMed” ¢ “b-ON”, foram utilizados como termos de pesquisa: Immunotherapy,
Bladder Cancer, Locally Advanced or Metastatic Urothelial Carcinoma. O acesso as bases de
dados supracitadas foi conseguido atraves da Biblioteca Central dos servicos de
documentacdo do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), assim como da
Biblioteca das Ciéncias da Saude da Universidade de Coimbra (BCSUC), no Polo das

Ciéncias da Saude.

A pesquisa restringiu-se a artigos de Lingua Inglesa publicados de 1 de janeiro de
2012 a 31 de dezembro de 2017. Foram ainda incluidos artigos citados noutros, cuja leitura

integral foi imposta pela relevancia que os mesmos demonstraram apresentar sobre o tema.

Por ultimo, foram também alvo de atencéo para a execucgdo deste artigo de revisao, as
publicacbes mais recentes da Associacdo Portuguesa de Urologia (APU), da American

Urological Association (AUA) e da European Association of Urology (EAU).
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RESULTADOS

1. CANCRO DA BEXIGA
1.1 Epidemiologia

O BC enquanto doenca heterogénea, surge como uma das neoplasias com maior

14 encontrando-se associado a uma elevada

incidéncia e prevaléncia em todo o mundo,
morbilidade e mortalidade.

O BC constitui atualmente a quarta doenca neoplasica mais frequente no sexo
masculino e a décima primeira na populacéo global.® Segundo estimativas da GLOBOCAN,"®
ocorreram em 2012 cerca de 430 000 novos casos e 165 000 mortes por BC a nivel mundial,
dos quais 322 500 no sexo masculino.’

Em 2016 nos Estados Unidos da América (USA) registaram-se 76 960 novos casos de
BC, dos quais 58 950 no sexo masculino e 18 010 no sexo feminino® e em 2017 estima-se a
ocorréncia de cerca de 79 030 novos casos, mantendo uma maior incidéncia no Ssexo
masculino (60 490) comparativamente ao sexo feminino (18 540).1%

Na Europa presume-se que a taxa de incidéncia (por 100 000 habitantes/ ano) seja de
19,1 no sexo masculino e de 2,2 no sexo feminino, variando nos diferentes paises, tendo em
conta o seu nivel de desenvolvimento e 0s recursos existentes. Sendo de realcar, para além
das desigualdades no acesso a exames complementares de diagnostico e protocolos
terapéuticos, a exposico a diferentes fatores de risco.®’

Em Portugal, os dados mais recentes da Direcdo Geral de Saude (DGS) relativamente
ao BC maligno em 2010, reportam para uma taxa de incidéncia (por 100 000 habitantes) de
11,3 e, em particular, de 20,4 no sexo masculino.*?

Relativamente a mortalidade associada ao BC maligno em Portugal, os dados da DGS

revelam um aumento significativo entre 2010 e 2014, sendo mencionada, uma taxa de

mortalidade global (por 100 000 habitantes) de 7,7 em 2010 e 9,0 em 2014. Um aumento
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observavel, segundo os dados da DGS, em ambos 0s sexos, em particular de 11,9 para 14.0 no
sexo masculino e de 3,8 para 4,6 no sexo feminino.*?

Apesar dos fatores de risco associados ao BC ainda ndo estarem bem definidos, varias
substancias eliminadas pelo trato urindrio parecem ser responsaveis por alteracdes geneticas,
tendo em conta a sua acdo sobre o0 DNA das células uroteliais. Considerando-se o tabaco

1,6,7

como principal fator de risco estabelecido™®’ e posteriormente a exposicao ocupacional.***

1.2 Potenciais Fatores de Risco

O tabaco enquanto fator de risco exdgeno,** surge associado ao aparecimento de 30-
50% de todos os casos de BC.” Apesar de ndo estarem identificados todos os agentes
associados ao tabaco e o0s mecanismos biopatoldgicos responsaveis pela doenca, o 4-
aminobifenil (4-ABP) e a sua acetilacdo hepatica lenta por acdo da N-acetiltransferase sdo
apontados como eventuais fatores envolvidos.*®

Atualmente, considera-se que a incidéncia do BC se encontra diretamente relacionada
com a duracdo do tabagismo e a carga tabagica,® sendo referido um risco 2 a 5 vezes superior,
um diagnostico mais precoce (6,1 anos antes no sexo masculino e 5,9 anos antes no sexo
feminino) e uma maior agressividade tumoral em fumadores comparativamente a ndo
fumadores.”*?

Para além do tabaco, a exposi¢do ocupacional € também apontada como fator de risco

6,13,14

estabelecido, sendo, contudo ainda dificil de avaliar o seu impacto global.” O BC surge

frequentemente associado a exposi¢do a aminas aromaticas, em individuos que contactam
com borracha, corantes, tintas, solventes, papel e a exposicdo a benzidina, naftilamina,
dianisidina e a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos associados ao aluminio ou a

gasificagdo do carvao.*®*

Na medida em que a maior incidéncia do BC esté associada ao homem,**>®

0 género
masculino surge como eventual fator de risco. Embora os homens demonstrem ser mais

14



propensos a desenvolver esta doenca devido a uma maior exposi¢do toxica e a consequente
presenca de mais residuos na urina, as mulheres tendem a apresentar estadios mais avangados
da doenca e menores taxas de sobrevivéncia.’

Tendo em conta, que a maioria dos doentes com BC tem mais de 65 anos, '3
também a idade, surge como potencial fator de risco. E descrito que a incidéncia de BC
aumenta diretamente com a idade, sendo rara antes dos 40 anos e muito frequente depois dos
60, com uma idade média ao diagnéstico de 69 anos em homens e de 73 em mulheres.*>*

Também a raga surge como eventual fator de risco, verificando-se uma maior
incidéncia de BC em individuos de raca branca comparativamente aos de raca negra.
Contudo, um estudo realizado nos USA considera que os principais determinantes do BC
parecem estar associados a desigualdades sociais e ndo a varia¢es populacionais relacionadas
com araca.’

Do ponto de vista genético, evidéncias crescentes apontam para que fatores de
suscetibilidade genética e associagbes familiares possam intervir na incidéncia do BC,®"*3%

encontrando-se a historia familiar associada a um risco duas vezes superior de desenvolver

esta doenca.’®
1.3 Classificacéo

A maioria dos BC sdo uroteliais,** apresentando-se como BC ndo musculo-invasivo
(NMIBC) em cerca de 75% a 85% dos casos a altura do diagnéstico™*° e como BC musculo-
invasivo (MIBC) ou disseminado em 15% a 25%.°

Na Europa Ocidental e nos USA aproximadamente 90% dos BC s&o uroteliais,
correspondendo a carcinoma de células de transicdo (TCC).** Por sua vez, noutras areas como
o Médio Oriente ou Africa Oriental sd0 mais comuns outros tipos histoldgicos, em particular,

o carcinoma de células escamosas.”’*® Facto que estd associado nestas areas, em grande

15



parte, & infecdo do trato urinario por Schistosoma haematobium.>"* Outros tipos histolégicos
podem também ser identificados, como o0 adenocarcinoma ou o carcinoma de pequenas
células.?

A atual classificacdo do BC segue de forma consensual as orientacGes propostas pela
American Joint Committee on Cancer, assentes na classificacdo T (tumour) N (node) M

(metastasis) (Tabela 1).**"*°
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Em 1973, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) propbs para os tumores do trato
urotelial, a sua classificacdo segundo o grau, destacando a sua divisdo em baixo (G1),
intermédio (G2) e alto (G3),'**° tendo esta, sido posteriormente submetida a revisio em 2004
com o objetivo de incluir a sua caracterizacao histoldgica e propondo a divisdo em alto grau e
baixo grau.

Relativamente ao BC urotelial, presume-se que a maioria dos doentes manifeste um
crescimento ndo invasivo a altura do diagnostico, particularmente confinado a mucosa

(estadio Ta e Carcinoma in situ (CIS)) ou & submucosa (estadio T1),*>%

em oposicdo a um
crescimento tumoral invasivo (T2-T4, N0).%

Para além da invasdo da camada muscular do detrusor, a distingdo entre NMIBC e
MIBCY"*2 assenta, também, na arquitetura e na atipia citolégica da lesdo.'**? O NMIBC
pode apresentar-se como lesdo plana, em particular, hiperplasia urotelial, atipia urotelial
reativa, atipia de significado desconhecido, displasia ou CIS, ou por sua vez, como leséo
papilar, podendo traduzir-se em papiloma urotelial (lesdo benigna), proliferacdo urotelial de
baixo potencial maligno (PUNLMP) ou carcinoma de alto grau ou baixo grau.***%%

Apesar do MIBC corresponder a carcinoma urotelial na maioria dos casos, este pode
também manifestar-se como carcinoma de células escamosas, carcinoma de células
glandulares, tumor epitelial do trato urinario superior ou tumor com origem num diverticulo
da bexiga.?#

Em relagcdo aos subtipos menos comuns do MIBC, atribui-se especial interesse ao
carcinoma de células escamosas e ao carcinoma de células glandulares. O primeiro,
caracteriza-se geralmente pela existéncia de queratinizacdo ou pontes intercelulares e é
frequentemente associado a um mau progndéstico. Enquanto, que o segundo, se caracteriza

geralmente pelo adenocarcinoma ou adenoma viloso, correspondendo o adenocarcinoma a

menos de 2% dos BC.??
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Do ponto de vista molecular, os BC uroteliais correspondem geralmente a tumores
altamente heterogéneos, podendo ser classificados em subtipo basal ou subtipo luminal*#"%+?°
com base nos seus padrbes de expressdo de RNA. Sendo que, a cada subtipo se encontra
associada uma determinada taxa de sobrevivéncia e de resposta ao tratamento.?!24%

Enquanto que os BC do subtipo basal se encontram geralmente associados a
caracteristicas histoldgicas escamosas ou sarcomatodides, com sobre-expressdo do Fator de
Crescimento Epidérmico 3 (EGFR3) e metéstases a altura do diagnéstico,"* os do subtipo
luminal, associam-se frequentemente a caracteristicas papilares, com sobre-expressao do
Fator de Crescimento de Fibroblastos 3 (FGFR3).>%

Para além desta classificacdo, o0 The Cancer Genome Atlas (TCGA) procede a divisdo
do BC urotelial em 4 categorias (“clusters”), denominadas de I, II, Il e IV, em que os

“clusters” | e I correspondem ao subtipo luminal e os “clusters” 111 e IV ao subtipo basal.?*?*

26

Segundo 0 TCGA, os tumores do “cluster” I (“papilar-like”)*® caracterizam-se por
uma sobre-expressdo do FGFR3 devido a mutacfes e parecem apresentar uma sobrevivéncia
global mais significativa, enquanto que os do “cluster” II (“p53-like”)?® expressam genes

ativos de p53 e demonstram ser resistentes a quimioterapia.

1.4 Manifestagoes Clinicas

Na maioria dos doentes com BC (=85%), a hematuria surge como principal queixa

1,6,19
H

e manifesta-se geralmente de forma indolor podendo, contudo, também ser caracterizada

COMO micro ou macroscépica, continua ou intermitente.®*?

Enquanto que, a hematdria macroscopica pode ser facilmente identificada pelo doente
atraveés da alteracdo da coloracdo da urina, a hematdria microscopica ndo, sendo geralmente
diagnosticada com recurso a analises urinérias especificas, entre as quais, a tira teste,” sendo

feito 0 seu diagndstico na presenca de >3 eritrécitos por campo da amostra.’®
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Como outra sintomatologia, pode haver referéncia a sintomas do trato urinario inferior
(LUTS), em particular urgéncia, aumento da frequéncia urindria ou disuria, sendo estes,
contudo, mais frequentes em doentes com CIS ou MIBC.%

Em estadios mais avancados da doenca pode haver alusdo a sintomas constitucionais,
como cansaco, perda de peso, anorexia ou hipersudorese noturna. Apesar de ndo ser comum,
pode haver, também, referéncia a edemas dos membros inferiores decorrentes da obstrucéo

linfatica ou venosa provocada pelo processo tumoral, queixas &lgicas pélvicas ou antria.®

1.5 Diagnostico e Estadiamento

Perante a suspeita de BC, a cistoscopia esta preconizada enquanto exame de referéncia
45619 na medida, em que possibilita uma avaliacdo pormenorizada da localizagdo, tamanho e
aparéncia da lesdo. Contudo, esta técnica, pode ndo permitir a identificacdo de pequenos
tumores ou determinados CIS.*%

Para além da cistoscopia, 0 diagndstico de BC depende da avaliacdo histologica do
tecido ressecado,*® na qual é descrito o tipo, grau, estadio, auséncia ou presenca de CIS.%’

Na medida em que as células uroteliais malignas podem ser observadas no exame
microscopico do sedimento urinario, a citologia parece constituir um exame com interesse
para o diagnostico e monitorizacdo do doente com BC.* Apesar da citologia apresentar uma
sensibilidade de aproximadamente 50% e uma especificidade superior a 95% na detecdo de
BC de alto grau,** tem demonstrado uma baixa sensibilidade para tumores de baixo grau, com
40-70% de falsos-negativos.

Apesar da Ecografia vesical poder demonstrar interesse no estudo inicial de um doente

com hematuria, o facto de ndo permitir uma avaliagdo completa do trato urinario leva a que a

Uro-Tomografia Computorizada (Uro-TC) surja também como opc¢éo no diagnostico.
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Com o passar do tempo e, assumindo por objetivo melhorar a detecdo de lesbes
intravesicais, tém sido identificadas novas técnicas de diagndstico, entre as quais, a
Cistoscopia Narrow-band imaging (NBI) e o Photodynamic diagnosis (PDD).*

A Cistoscopia NBI enguanto exame endoscopico, constitui uma técnica de
melhoramento de imagem otica, que permite uma melhor visualizacdo dos vasos sanguineos

na submucosa,*>?°

sem recurso a instilacGes intravesicais. Esta técnica, demonstrou numa
meta-analise® quanto & sua acuidade diagnéstica, permitir uma maior identificacéo de doentes
e processos tumorais comparativamente & cistoscopia convencional.”® Para além do
diagnostico, a Cistoscopia NBI parece vir a contribuir para uma ressec¢do mais completa da
lesdo tumoral e para uma menor recorréncia da doenca.'® Contudo, os custos mais elevados e
0 tempo necessario para a execucdo da técnica fazem com que ndo seja utilizada de forma
generalizada na prética clinica.!

O PDD parece constituir uma técnica de diagnéstico Gtil para tumores de alto grau,* ao
permitir a fotossensibilizacdo do tecido displasico através da instilacdo intravesical de um
corante. Com esta técnica, o tecido anormal emite uma cor vermelha sob luz de referéncia
azul e o tecido normal uma cor azul.* Apesar do PDD poder ser recomendado no seguimento
de alguns doentes, os estudos ndo sdo ainda consensuais quanto a dose ideal, ao tempo de
instilacdo do corante intravesical, nem quanto aos resultados desta técnica. %%

Os marcadores urinarios moleculares surgem também com potencial no diagnostico e
monitorizagdo do BC."*° Apesar de alguns autores considerarem que os marcadores urinarios

14519 ales encontram-se

podem melhorar a sensibilidade de outros exames de diagnostico,
ainda associados a maiores custos e a incerteza quanto aos resultados.>*® Apesar destes
marcadores urinarios ndo demonstrarem ultrapassar a combinacdo da cistoscopia e da

citologia no diagnéstico do BC,* parecem constituir uma mais-valia quando os resultados da

citologia urinaria séo equivocos.*
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Para a identificacdo da extenséo local e regional do MIBC,** para além dos exames
laboratoriais, como a contagem de células sanguineas ou a bioguimica, preconiza-se 0 recurso
a exames de imagem,? que permitam determinar a invasdo de ganglios linfaticos ou 6rgdos &
distancia. A este nivel, destaca-se a realizacdo da Tomografia Computorizada com contraste

(TC-CT) ou da Ressonancia Magnética (RMN).?*?®

1.6 Tratamento

O tratamento do BC assenta fundamentalmente no estadio da doenca a altura do
diagnostico, pelo que se torna imprescindivel uma adequada avaliacdo clinica e
acompanhamento destes doentes.

Na medida em que a Resseccdo Transuretral (RTU), enquanto cirurgia endoscopica
permite a excisdo completa da lesdo tumoral, ou de parte dela, esta constitui o primeiro passo
a adotar no BC.!

A RTU ao permitir a excisdo e consequente analise patoldgica da lesdo tumoral,’
assume especial impacto ao nivel do diagndstico e consequente orientacdo terapéutica,
podendo estar indicada em determinados casos, a associacdo de outras estratégias
terapéuticas, como a cistectomia parcial/radical, a quimioterapia ou a radioterapia.?’A este
nivel, considera-se que uma técnica de RTU inadequada ou erros na avaliacdo das lesdes pelo
patologista, podem contribuir para taxas significativamente elevadas, no risco de progressao e
recidiva da doenca aos 5 anos.!

Em doentes com BC em estadio igual ou superior a T2, a cistectomia radical com
linfadenectomia pélvica e resseccdo de estruturas anexas, parece constituir a principal opgdo
terapéutica.® Contudo, considera-se que ap6s cistectomia cerca de 50% de todos os doentes
recidivam, correspondendo aproximadamente 10-30% das recidivas, a recidivas locais e as

restantes a metastases a distancia.®?
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Em relacdo a abordagem dos doentes com BC, em contexto de doenca metastizada,
surge como indicacdo terapéutica de primeira linha, o0 recurso a quimioterapia
sistémica,>?*?®? podendo associar-se a radioterapia paliativa em casos de doenca
disseminada persistente.>?* Nestes doentes, o regime de quimioterapia deve procurar refletir
ndo so a idade do doente e a extensdo da doenca, mas também a existéncia de comorbilidades
médicas, como patologia cardiaca ou disfungéo renal.?2%

Neste contexto, os esquemas combinados de quimioterapia, contendo Cisplatina
encontram-se estabelecidos como o padrdo.®*! Enquanto que, o tratamento isolado com
Gencitabina tem revelado taxas de resposta baixas e de curta duragdo, com uma sobrevivéncia
média de apenas 6 a 9 meses,®?* esquemas combinados, como a associacdo de Gencitabina
com Cisplatina (GC) ou de Metotrexato com Vimblastina, Doxorrubicina e Cisplatina
(MVAC) tém demonstrado melhores resultados, com uma sobrevivéncia de 12 a 16
meses.5,6,29,31

Com base na analise de varios estudos publicados nos ultimos 5 anos, ndo séo
evidentes diferencas significativas entre esquemas de GC ou MVAC, no que concerne as
taxas de sobrevivéncia, resposta global e tempo de progressdo da doenca.?*° Segundo a
EAU, a toxicidade surge como a principal diferenca existente entre os dois esquemas, sendo
esta maior com MVAC.%*°

O mau prognostico associado a progressdo do BC localmente avancado apds
quimioterapia, com recurso a esquemas contendo cisplatina, com uma sobrevivéncia media de
5 a 7 meses,* e o consideravel nimero de doentes com BC localmente avancado ou
metastizado (~50%), ndo elegivel a cisplatina,®* em que esquemas com carboplatina ou outros

29,34

esquemas sem platino surgem como alternativas pouco efetivas, demonstram que as

opcdes terapéuticas para 0 BC sdo ainda limitadas.®***
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Deste modo, assumindo os resultados pouco significativos das terapéuticas “classicas”
até agora instituidas para o BC localmente avancado ou metastizado e o seu reduzido impacto
ao nivel da sobrevivéncia e prognostico destes doentes, torna-se fundamental a reflexéo sobre

o0 investimento atualmente em curso nesta area, com destaque, para a imunoterapia.
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2. IMUNOTERAPIA NO CANCRO DA BEXIGA LOCALMENTE AVANGCADO OU

METASTIZADO

A compreensdo da atividade do sistema imunitario sobre 0s processos tumorais, tem
surgido como alvo de interesse crescente por parte da investigacdo médica, em que o BC nédo
¢ excecdo, destacando-se neste processo a acdo das células T enquanto mediadoras da
imunidade tumoral.

Em relacdo as células T, considera-se que a sua ativacdo depende da expressdo de
recetores especificos capazes de reconhecer e se ligar a antigénios apresentados por um
complexo proteico, em particular, o complexo major de histocompatibilidade (MHC),
existente & superficie das células apresentadoras de antigénios (APCs).**

Apds a ativacdo das células T no tecido linfatico, estas células vao iniciar um processo
de proliferacéo e diferenciacdo celular, com consequente libertacdo de citoquinas, das quais se
destaca, o interferdo-y (IFN-y), responsaveis pelo reconhecimento e destruicdo de antigénios

H 21
estranhos ao organismo.

Embora as células T sejam capazes de reconhecer e destruir células estranhas ao
sistema imunitario, reconhece-se ao longo do tempo, que estas nem sempre reconhecem as
células neoplésicas. Facto, que pode ser explicado pela existéncia de moléculas expressas
pelas células tumorais com capacidade para se ligarem a proteinas especificas existentes a

- , . . . 21,29,35-38 , . .
superficie das células T e impedir a resposta imune. A estas proteinas, atribui-se

especificamente a designagdo de “checkpoint” ou ponto de controle imune,®°

uma vez que
funcionam como um “‘switch off”, ao limitarem a atividade do sistema imunitario.
A imunoterapia intravesical, tem assumido desde 1976 um especial relevo no

tratamento do BC, ndo se encontrando, contudo, ainda bem esclarecido o seu mecanismo de

acd0.%*3" Destacam-se os resultados favoraveis obtidos com a instilacdo intravesical do
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BCG,?*3"® 3 qual foi aprovada no tratamento do NMIBC, em 1990, pela Food and Drug
Administration (FDA).*

Atualmente, reconhece-se que o0 processo de oncogénese para além de conduzir a
instabilidade genética é, responsavel pela ocorréncia de mutacGes somaticas que codificam
antigénios anormais, denominados de neoantigénios, que sao reconhecidos como estranhos

pelo sistema imunitario, potenciando uma resposta imune contra as células tumorais. 243034

A28 3 terceira

Deste modo, considerando que o BC urotelial apresenta segundo o TCG
maior taxa de mutacdo tumoral, este pode desencadear uma maior resposta imunitaria por
parte do hospedeiro, assim como, responder de forma mais efetiva e duravel as terapias
imunes, comparativamente a tumores com menores taxas de mutagao. 26333940

A possibilidade de haver contacto direto entre 0s agentes terapéuticos e o tumor
através da instilacdo intravesical, a capacidade de exposicdo a altas concentracdes de agentes
com exposicdo sistémica limitada e a possibilidade de monitorizar a resposta ao tratamento

através da cistoscopia ou da biopsia, fazem, com que a imunoterapia pareca cada vez mais

constituir uma estratégia de tratamento viavel em doentes com BC.*

2.1 “Checkpoint” ou Pontos de Controle Imune

No reconhecimento das células tumorais por parte do sistema imunitario, presume-se,
que para além da ativacdo do MHC e dos recetores das células T estejam envolvidas proteinas

\

expressas a superficie das células T, denominadas de “Checkpoint” ou pontos de controle
imune.3°’35’36

Na medida em que as proteinas de ponto de controle imune quando ligadas aos seus
ligandos especificos modulam a atividade das células T, a produgdo de citocinas Thl e a
citotoxidade celular,”® estas constituem importantes alvos da imunoterapia, com destaque para
0 Antigénio associado a linfécitos T citotoxicos-4 (CTLA-4) e para a Proteina de morte

celular programada-1 (PD-1), cujo bloqueio aumenta a imunidade anti-tumoral 2420303538424
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Em relacédo a estas proteinas, admite-se que atuem em diferentes estadios da resposta
imune, considerando-se que a CTLA-4 impeca a ativacédo inicial das células T nos ganglios
linfaticos e que a PD-1 iniba a atividade das células T ativas, no microambiente tumoral.*

A CTLA-4, ao apresentar uma estrutura similar a CD28, um recetor co-estimulador
existente a superficie das células T, vai ter capacidade para se ligar a proteina B7 (B7-1 ou
B7-2) da APC, impedindo, deste modo, a ligacdo da proteina CD28 e consequentemente a
ativacéo inicial da célula T.***** por sua vez, a PD-1 vai limitar a resposta do sistema
imunitario ao ligar-se a ligandos especificos, em particular, os ligandos de morte celular
programada 1 e 2 (PD-L1 e PDL-2).16:21:334243

Ao contrério da ligacdo PD-1/PD-L2 que nédo se encontra bem estudada, a ligacdo PD-
1/PD-L1 constitui a via mais abordada em imunoterapia, ha medida em que a expressao de

30,35

PD-L1 tem sido associada a uma grande variedade de células tumorais,” > contribuindo para

a evolucéo do processo neoplasico.?*?

2.2 Inibidores de Pontos de Controle Imune

Os resultados insuficientes atribuidos as terapéuticas “classicas” e o potencial
crescente atribuido a imunoterapia no tratamento do BC localmente avancado ou metastizado,
tém contribuido para que as terapéuticas imunes venham progressivamente a assumir especial
interesse nestes doentes. A este nivel, destacam-se numa primeira fase as varias pesquisas
assentes na atividade dos anticorpos monoclonais como inibidores de pontos de controle
imune.**** Como exemplo, surge o papel atribuido ao anticorpo IgG 1 no tratamento do BC,
na medida em que parece exercer especial acdo sobre um co-inibidor de resposta periférica do
sistema imunitario com elevada express&o no carcinoma urotelial.>"*°

Como os inibidores de pontos de controle imune atuam com o objetivo de restaurar a

resposta anti-tumoral por parte do sistema imunitario, considera-se que a resposta dos doentes
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a estes agentes terapéuticos vai estar particularmente dependente da cinética e da eficiéncia do
seu sistema imunitario, assim como da sua interagdo com o processo tumoral.®

Atualmente, sdo varios os agentes identificados como inibidores de pontos de controle
imune com interesse para 0 BC localmente avancado ou metastizado, encontrando-se alguns
ja reconhecidos pela FDA, como Atezolizumab, Durvalumab, Nivolumab e
Pembrolizumab.®?!#%%*

Em relacdo aos inibidores de pontos de controle imune, varios sdo os estudos que
procuram compreender quais 0s doentes com maior probabilidade de resposta a esta
terapéutica, salientando-se o recurso a imunohistoquimica (IHC), como forma de identificar
nos tumores a presenca de moléculas envolvidas no controle imune.?l A este respeito,
salienta-se a revisdo recente das indicaces de Atezolizumab, na medida em que parece
apresentar também especial acdo em doentes ndo elegiveis a quimioterapia contendo

cisplatina.®#+224¢

2.3 Inibidores de PD-1 e de PD-L1

Partindo do pressuposto que a expressdo de PD-L1 por IHC no BC se associa ao seu
estadio patoldgico, esta podera representar algum significado progndéstico, considerando que
niveis mais elevados de PD-L1 parecem corresponder a estadios mais avancados da
doen(;a.35’39’41

Atualmente, estima-se que aproximadamente 95% dos linfdcitos que invadem o BC
expressam PD-1 e que cerca de 12% das células tumorais e 27% das células imunes
infiltrantes de tumores expressam PD-L1.*/

A este nivel, destacam-se o Nivolumab e o Pembrolizumab como principais agentes

inibidores de PD-1 e o Atezolizumab, o Durvalumab e o Avelumab como agentes anti-PD-

L1.35'37

28



2.3.1 Nivolumab

O Nivolumab, enquanto inibidor PD-1, corresponde a um anticorpo monoclonal
humano 1gG4, responsavel pelo bloqueio da interacdo entre PD-1 e 0s seus ligandos expressos
pelas células tumorais.**®

O Nivolumab encontra-se testado como terapéutica de segunda linha no BC
localmente avancado ou metastizado através de um estudo de fase I/11 (CheckMate 032) e de
um estudo ndo-randomizado de fase Il (CheckMate 275). Em CheckMate 275 foi também
determinada a expressao de PD-L1 em cada amostra tumoral. Como resultados, foi possivel
verificar nos doentes (n=265) tratados com Nivolumab (3mg/Kg) a cada duas semanas, uma
percentagem de resposta global de aproximadamente 19,6%.263>%638

Por sua vez, tendo em conta a relacdo existente entre a expressdo de PD-L1 e a
resposta ao Nivolumab, o estudo CheckMate 275 permitiu identificar uma percentagem de
resposta global de aproximadamente 23,8% para amostras tumorais com expressdo de PD-L1
>1% e uma percentagem de 16,1% para amostras tumorais com expressao <1%,26:35:363844
Em relacdo ao Nivolumab, este encontra-se aprovado pela FDA desde 2 de fevereiro

de 2017 no tratamento do BC localmente avancado ou metastizado com progressdo apés

quimioterapia contendo cisplatina.**

2.3.2 Pembrolizumab

O Pembrolizumab enquanto anticorpo monoclonal 1gG4, corresponde a um agente
anti-PD-1, com eficicia demonstrada num ensaio clinico de fase Il, realizado em doentes com
BC localmente avancado ou metastizado.** Através deste ensaio clinico, foi possivel
identificar uma percentagem de resposta global ao Pembrolizumab de cerca de 26% e uma
duracdo média de resposta de aproximadamente 10 meses.** Na medida, em que apenas foram

selecionados para este ensaio clinico doentes com expressdao de PD-L1>1% pelas amostras
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tumorais, foi sugerido haver uma associacdo favoravel entre a expressdao de PD-L1 e a
resposta a0 Pembrolizumab.** Contudo, o mesmo n&o foi demonstrado num estudo
randomizado de fase 11l (KEYNOTE-045) em doentes com BC localmente avancado ou nédo
ressecavel com progressio ap6s quimioterapia contendo cisplatina.?®=13844

No estudo KEYNOTE-045 o tratamento com Pembrolizumab (200mg) a cada 3
semanas, demonstrou ser mais eficaz e apresentar maior duracdo de resposta,
comparativamente a quimioterapia com recurso a taxanos de agente Unico (Paclitaxel
(175mg/m?), Docetaxel (75mg/m?) e Vinflunina (320mg/m?)). O estudo KEYNOTE-045
permitiu reconhecer uma percentagem de resposta global atribuida ao Pembrolizumab de
sensivelmente 21,1% e de 11,4% & quimioterapia. 233844

Apesar de ndo terem sido identificadas diferencas significativas quanto a
sobrevivéncia livre de progressdo da doenca entre as formas de tratamento avaliadas em
KEYNOTE-045, foi possivel associar o Pembrolizumab a um menor nimero de eventos
adversos, comparativamente aos agentes Unicos de quimioterapia, com uma percentagem
respetiva de cerca de 60,9% (Pembrolizumab) e de 90,2% (quimioterapia).****

Na tentativa de testar o Pembrolizumab como tratamento de primeira linha em doentes
com BC localmente avancado ou metastizado nao elegiveis a cisplatina, surge na literatura a
referéncia a um estudo de fase Il, em particular KEYNOTE-052. Este estudo permitiu
observar uma percentagem de resposta global de cerca de 29% e um periodo médio de
resposta de aproximadamente 2 meses.®>%%4

Tendo por base, os resultados obtidos com os ensaios clinicos KEYNOTE-045 e
KEYNOTE-052, o Pembrolizumab recebeu aprovacdo pela FDA a 18 de maio de 2017 como
tratamento de segunda-linha do BC localmente avancado ou mestastizado com progressdo

apos quimioterapia contendo cisplatina, assim como tratamento de primeira linha do BC

localmente avangado ou metastizado em doentes néo elegiveis & Cisplatina.**
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2.3.3 Atezolizumab

O Atezolizumab enguanto anticorpo monoclonal IgG1, surge como inibidor de PD-L1
responsével por bloquear a interacdo de PD-L1 com PD-1.22%%%* Este agente foi alvo de um
estudo de fase I, realizado em doentes (n=68) com BC localmente avancado ou metastizado,
numa dose de 15mg/kg a cada 3 semanas, tendo demonstrado de forma global resultados
favoraveis e duradouros.*

O Atezolizumab apresenta aprovacao pela FDA desde 18 de maio de 2016, com base
nos resultados de um estudo de fase Il (IMvigor 210). Este estudo, caracteriza-se de forma
objetiva pela selecdo de 2 coortes de doentes, em particular, doentes com BC localmente
avancado ou metastizado ndo elegiveis a cisplatina (coorte 1) e doentes com BC localmente
avancado ou nao ressecavel (n=310) com progressdo ap0s quimioterapia contendo cisplatina
durante 12 meses (coorte 2). Através do mesmo, foi possivel determinar uma percentagem de
resposta global de cerca de 15%, assim como uma estabilizacdo da doenca em
aproximadamente 19% dos doentes selecionados,62%:38:4446:48

Em IMvigor 210 foi também determinada a expressao de PD-L1 pelas células imunes
infiltrantes de Tumor com recurso ao teste VENTANA SP142, tendo sido identificada uma
percentagem de resposta ao Atezolizumab mais significativa em doentes com maior expressao
de PD-L1 nestas células.*®

Num ensaio clinico randomizado de fase Ill (IMvigor 211), o Atezolizumab foi
também testado em doentes (n=931) com BC localmente avancado ou metastizado com
progressao apos quimioterapia contendo cisplatina, numa dose de 1200mg a cada 3 semanas,
em comparacdo com o tratamento assente num agente Unico de quimioterapia (Docetaxel,
Paclitaxel ou Vinflunina), tendo sido identificados resultados semelhantes aos resultados
apresentados pelo estudo IMvigor 210. O IMvigor 211 permitiu observar taxas de

sobrevivéncia mais significativas em doentes tratados com o Atezolizumab comparativamente
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aos doentes tratados com quimioterapia, em particular Docetaxel ou Paclitaxel. Contudo, o
tratamento com o Atezolizumab ndo demonstrou em IMvigor 211 apresentar uma maior
sobrevivéncia comparativamente ao tratamento com recurso ao agente de quimioterapia
Vinflunina, tendo sido identificado com este Gltimo, um resultado superior.**

Na tentativa de avaliar o Atezolizumab como tratamento de primeira linha em doentes
com BC localmente avancado ou metastizado nédo elegiveis a cisplatina, surge na literatura, a
referéncia aos resultados obtidos através da coorte 1 do estudo IMvigor 210, referido antes.
Com esta coorte, foi possivel identificar uma percentagem de resposta global ao
Atezolizumab de sensivelmente 23% na amostra em estudo.3**>44
Através dos resultados obtidos com IMvigor 210, a FDA po6de rever a aprovacdo do

Atezolizumab, a qual passou a englobar a partir de 17 de abril de 2017 o tratamento de

doentes ndo elegiveis a cisplatina.

2.3.4 Durvalumab

O Durvalumab apresenta aprovacdo pela FDA no tratamento de doentes com BC
localmente avancado ou metastizado, ap6s ou durante o tratamento com quimioterapia
contendo cisplatina, desde 1 de maio de 201723444

O Durvalumab enguanto anticorpo monoclonal humano IgG1, seletivo e de alta
afinidade, encontra-se associado ao bloqueio da ligacdo de PD-1 com PD-L1 ou com
CD80** e foi alvo de um estudo de fase I/11 realizado em doentes com doenca neoplasica
inoperavel ou metastizada. Com base neste estudo, foi possivel concluir, que na coorte de
doentes (n=191) com BC localmente avancado, o tratamento com o Durvalumab (10mg/kg) a
cada 2 semanas, foi responsavel por uma percentagem de resposta global de cerca de 18% e
uma duracdo de resposta efetiva superior ou igual a 6 meses em aproximadamente 81% da

amostra, 21344
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Neste estudo, foi tambem determinada a expressdo de PD-L1 pelas células tumorais,
com recurso ao teste VENTANA P263, de modo a determinar a atividade do Durvalumab
com base na expressdo de PD-L1. Como resultado deste estudo, foi possivel reconhecer uma
percentagem de resposta global de cerca de 28% em tumores com expressdo elevada de PD-

L1 e em oposi¢cdo, uma percentagem inferior a 25% em tumores sem ou com baixa expressao

de PD-1 213435444649

2.3.5 Avelumab

O Avelumab enquanto anticorpo monoclonal IgG1 corresponde a um inibidor de PD-
L1 que se encontra ainda numa fase inicial de investigagdo.>*®

Em vaérios estudos, ha referéncia a um ensaio clinico de fase I (JAVELIN 100), em
gue o Avelumab foi testado em mdltiplos tumores solidos, salientando-se os resultados
obtidos no tratamento de uma coorte de doentes (n=242) com BC localmente avancado ou ndo
ressecavel com progressdo apés quimioterapia contendo cisplatina.>***®44 O ensaio clinico
JAVELIN 100 permitiu observar que o Avelumab foi responsavel por uma percentagem de
resposta global de cerca de 18%.343844

Em JAVELIN 100 foi também determinada a expressao de PD-L1 no tecido tumoral
de 132 doentes da amostra, tendo sido reconhecida uma expressao positiva (PD-L1 >5%) em
56 desses doentes, assim como uma percentagem de resposta global ao Avelumab mais
favoravel em doentes com expressdo de PD-L1 positiva, particularmente de 25%, contra

14,7% em doentes sem expressdo de PD-L1.*

2.4 Inibidores da CTLA-4

Em relacéo aos inibidores da CTLA-4, como referido antes, eles sdo responsaveis por

inibir a interacdo da CTLA-4 com os seus ligandos B7, sendo deste modo, responsaveis pela
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ativacdo de um maior numero de células T e consequentemente por uma maior acao anti-
tumoral 26304247
O Ipilimumab e o Tremelimumab encontram-se atualmente reconhecidos como

anticorpos anti-CTLA-4,21:303537

2.4.1 Ipilimumab

O Ipilimumab enquanto inibidor da CTLA-4, corresponde a um anticorpo monoclonal
lgG1,% alvo de um estudo de fase Il em associacdo com quimioterapia GC no tratamento de
primeira linha de doentes com BC metastizado. Através deste estudo, foi possivel observar
que a associacdo de Ipilimumab com a quimioterapia GC apesar de ndo demonstrar toxicidade
sinérgica, também ndo demonstrou atividade sinérgica. Tendo sido, deste modo, reconhecida
com a associacdo do Ipilimumab a quimioterapia GC uma percentagem de resposta global

semelhante & obtida com a quimioterapia GC de forma isolada.?

2.4.2 Tremelimumab

O Tremelimumab enquanto inibidor da CTLA-4, encontra-se ainda numa fase inicial
de investigacdo, salientando-se a sua participacdo numa coorte de um estudo de Fase I, ainda

em vigor, em doentes com BC localmente avancado ou metastizado.?
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2.5 Toxicidade dos Agentes em Imunoterapia

A toxicidade atribuida ao bloqueio do ponto de controle imune parece estar
particularmente relacionada com o agente utilizado, considerando-se de forma global que os
eventos adversos associados a estes agentes se devem maioritariamente ao resultado da sua
ativacéo imunoldgica.?

Os eventos adversos associados aos inibidores do ponto de controle imune sao
inespecificos num consideravel nimero de doentes, como fadiga, tosse, nduseas ou anorexia.
De forma menos frequente, pode haver referéncia a alteracdes inflamatdrias em madltiplos
sistemas de 6rgdos,?! como os pulmdes, figado, pancreas, hipéfise, tiroide e mais vulgarmente
apele.®

Os agentes anti-PD-1 e anti-PD-L1 parecem estar associados a ocorréncia de um
menor numero de eventos adversos comparativamente a quimioterapia, encontrando-se nesta
ultima, mais comummente descritas alteracBes cutaneas, gastrointestinais, hepaticas ou
enddcrinas.>*

Ainda em relacdo aos inibidores de pontos de controle imune, os agentes anti-CTLA-4
aparecem mais vulgarmente associados a taxas de eventos adversos mais significativas
comparativamente aos anti-PD-1/PD-L1, na medida em que a expressdo de CTLA-4 se
encontra associada a um maior numero de tecidos, como a pele e 0s intestinos e a expressao

de PD-L1 se limita a areas tumorais ou tecidos inflamados.*
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2.6 Emergéncia de Novas Terapias Imunes

Dada a necessidade de novas abordagens no tratamento do BC localmente avancado
ou metastizado tem sido notavel na literatura o interesse crescente por novas estratégias
terapéuticas, destacando-se para além dos mdaltiplos estudos assentes em inibidores de pontos
de controle, a investigacdo em curso com vista a identificacdo de outros agentes em
imunoterapia.*® A este nivel, tem-se atribuido principal destaque ao eventual impacto da
vacinacdo anti-tumoral.3*#°

Em relacdo as vacinas anti-tumorais, presume-se que estas possam constituir uma
mais-valia no tratamento de doentes com BC, tendo por base os mecanismos de acdo que Ihe
estdo subjacentes.

A vacina ao promover a proliferacdo de células T a partir da ativacdo de APCs vai
potenciar uma resposta imune por parte do hospedeiro, salientando-se a acdo das células T
contra os antigénios tumorais.?*3%*® A este nivel, sdo atualmente identificadas duas categorias
de vacinas, por um lado as que visam oncoproteinas e por outro, as vacinas direcionadas
contra antigénios tumorais.>**°

Das vacinas que visam oncoproteinas, encontra-se atualmente testada a vacina DN24-
02 (Lapuleucel- T), uma imunoterapia celular autloga constituida por APCs cultivadas com
um antigénio recombinante derivado da oncoproteina HER 2, em particular BA7072.3%

Na medida em que a oncoproteina HER 2 representa o recetor de um fator de
crescimento com elevada expressdo em multiplos processos neoplasicos, como o carcinoma

%% esta constitui o alvo da vacina DN24-02.

urotelia
DN24-02 foi alvo de um ensaio clinico randomizado de fase Il (NeuACT) em doentes
com BC urotelial, HER 2 positivo e com risco elevado de recaida apés cirurgia. Apesar de

ndo terem sido identificadas em NeuACT diferencas significativas nos resultados obtidos ou

na sobrevivéncia livre de doenca por parte da amostra, foi possivel concluir que DN24-02
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potenciou a ativacdo de APCs e consequentemente, uma resposta imune por parte do
hospedeiro.®

Em relacdo as vacinas direcionadas contra antigénios, estas demonstram potencial
terapéutico enquanto terapias imunes, na medida em que 0s tumores expressam antigénios,
podendo essa expressdo ser devidamente explorada, por forma a capacitar o sistema
imunitario na identificacio e acdo sobre as células tumorais.>

Ainda a este nivel, ha referéncia na literatura a existéncia de uma vacina primaria de
vetor recombinante (PANVAC). Na medida em que a vacina PANVAC tem sido associada a
resultados favoraveis no tratamento de processos tumorais com expressao de antigénios
especificos, como o antigénio mucina-1 (MUC-1) ou o antigénio carcinoembrionario (CEA),
esta tem merecido especial atencéo no tratamento do BC urotelial.*

Atualmente, atribui-se especial interesse em imunoterapia a familia de antigénios
cancro/testiculo (CT). Apesar destes antigénios ndo serem expressos por células adultas
normais, com excecdo das células germinativas masculinas, tem-se verificado a sua expressao
em multiplos processos tumorais malignos, como o BC urotelial.*

A este nivel, ha referéncia na literatura a um estudo que testou a expressao de
antigénios CT em amostras de doentes (n=95) com BC urotelial de alto grau, através do qual
foi possivel observar a expressdo de pelo menos um antigénio CT em cerca de 77% das
amostras e de mais do que um desses antigénios em aproximadamente 66%. O mesmo estudo
permitiu identificar MAGE-A3 e MAGE-A4 como o0s principais antigénios expressos nas
amostras em estudo.*

Apesar das fungdes biologicas de MAGE-A3 ndo serem ainda conhecidas, a sua
presenca em células tumorais tem sido associada a um pior prognostico, constituindo também
alvo de investigacdo em imunoterapia.®”*® MAGE-A3 encontra-se atualmente a ser alvo de

varios ensaios clinicos, com destaque para um estudo de Fase Il (MAGNOLIA). No estudo
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MAGNOLIA, o antigénio MAGE-A3 encontra-se a ser estudado em associacdo com um
imunoestimulante (AS15) como tratamento adjuvante de doentes com MIBC 3343

Em imunoterapia, surge ainda como potencial estratégia terapéutica no BC localmente
avancado ou metastizado, o recurso a proteinas de fusdo, como a proteina ALT-801 e a
proteina ALT-803.4-°!

A proteina ALT-801 resulta da fusdo de uma interleucina, em particular, da
interleucina-2 (IL-2) com um recetor das células T.3"*! Na medida em que a IL-2 corresponde
a uma citocina segregada por linfécitos B, neutréfilos, macrofagos e células dendriticas, com
acdo no processo de diferenciacdo das células T em células Thl, na producdo de IFN-y, assim
como na producdo de TNF-a e células Natural Killer (NK), a proteina ALT-801 tem
demonstrado especial interesse em imunoterapia.®"**!

Segundo alguns autores, a ALT-801 parece apresentar uma agdo imunoestimulante e
anti-tumoral mais efetiva que a IL-2.3"** ALT-801 foi alvo de um estudo de fase I/Il em
associacdo com a quimioterapia GC no tratamento de doentes com BC localmente avancado
ou metastizado. Como resultados deste estudo, apesar de ter sido identificada uma
percentagem de resposta global na amostra de aproximadamente 35%, a associacdo da
proteina ALT-801 com a quimioterapia GC foi relacionada a elevada toxicidade.*"*-##%!

Por sua vez, a proteina ALT-803 corresponde a Interleucina-15 (IL-15) com atividade
biolégica avancada.*’™! A IL-15 apresenta uma estrutura semelhante & IL-2, contudo, é
segregada por fagdcitos mononucleares e intervém no processo de desenvolvimento,
proliferacdo e ativacdo de células NK e células T de meméria (CD8+).*** Na medida em que

ALT-803 tem demonstrado uma atividade anti-tumoral duravel em varios tumores, surge

também, com eventual potencial terapéutico no BC.

38



2.7 Imunoterapia em Diferentes Associacfes Terapéuticas

Na medida em que se pondera poder existir uma correlacéo favoravel entre a resposta
aos inibidores de pontos de controle e a sua associagcdo com outros agentes terapéuticos, como

3444 tem-se assistido

a quimioterapia, a radioterapia, a cirurgia ou outras terapéuticas imunes,
neste ambito a um investimento crescente. A este nivel, atribui-se especial enfoque a
associacdo de inibidores da PD-1/PD-L1 com inibidores da CTLA-4 ou, por sua vez, a
associacdo de inibidores da PD-1/PD-L1 ou da CTLA-4 com a quimioterapia.

Vérios autores consideram que, a combinacédo de inibidores de pontos de controle com
acao sobre diferentes moléculas alvo pode ser mais eficaz do que a sua utilizacdo de forma
isolada, podendo trazer vantagens do ponto de vista anti-tumoral.*

A associacdo de inibidores da PD-1/PD-L1 com inibidores da CTLA-4 surge como
alvo de interesse num ensaio clinico de fase I/1l (CheckMate 032) em que é testada a acdo do
Nivolumab (anti-PD-1) com o Ipilimumab (anti-CTLA-4) em doentes com BC
avancado.”t**3#451 Em  CheckMate 032 foram avaliados dois esquemas de dose, em
particular, o Ipilimumab (3mg/kg) com o Nivolumab (1mg/kg) e o Ipilimumab (1mg/kg) com
o Nivolumab (3mg/Kg), assim como, o Nivolumab de forma isolada (3mg/kg). Com este
estudo, foi possivel associar resultados mais favoraveis aos esquemas de associacdo
comparativamente ao Nivolumab de forma isolada, com uma percentagem de resposta global,
respetivamente de 38,5%, 26% e 25,6%.%***! O mesmo estudo, concluiu haver uma maior
ocorréncia de efeitos adversos (Grau 3/4) na associacdo de Ipilimumab (1mg/kg) com o
Nivolumab (3mg/Kg) (31,7%), comparativamente a Ipilimumab (3mg/kg) com o Nivolumab
(1mg/kg) (30,8%), ou Nivolumab de forma isolada (23,1%).*

A associacdo de inibidores de pontos de controle com terapéuticas convencionais,

como a quimioterapia, também tem sido alvo de varios trabalhos, destacando-se um estudo de

fase | em que foi avaliada a associacdo de Pembrolizumab (anti-PD-1) com um agente de
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quimioterapia, em particular o Docetaxel ou a Gencitabina.**** Com os resultados deste
estudo, foi possivel verificar que a associacdo do Pembrolizumab com a quimioterapia
demonstrou uma atividade anti-tumoral favoravel em ambos os esquemas, tendo sido
reconhecida uma percentagem de resposta global de cerca de 50% para a associacdo do
Pembrolizumab com o Docetaxel e de 17% para a associacdo do Pembrolizumab com a
Gencitabina.***°

Apesar de um estudo inicial de fase Il considerar que o Ipilimumab (anti-CTLA-4)
apresenta uma percentagem de resposta global baixa, de apenas 5%, em doentes com BC
urotelial avancado, este farmaco tem demonstrado um maior potencial de acdo quando
associado a outras terapéuticas.?*>2

Apesar da toxicidade verificada com a associa¢do a quimioterapia GC, de ALT-801,
ndo foi ainda descartado um eventual potencial terapéutico desta proteina em associacdo com

outras terapéuticas imunes, apresentando-se sob investigacdo o seu papel, em associacdo com

agentes anti-PD-1 e anti-PD-L1.>*

2.8 Biomarcadores de Valor Preditivo em Imunoterapia

Os inibidores de pontos de controle imune, apesar de virem a demonstrar uma eficacia
clinica crescente no tratamento do BC localmente avancado ou metastizado, € necessario ter
em atencdo que uma percentagem consideravel de doentes, ndo apresenta beneficios com esta
modalidade terapéutica, permanecendo desconhecidos os mecanismos de resisténcia.>®

A caracterizacdo tumoral e a determinacdo de biomarcadores de valor preditivo
surgem no BC, como fatores de destaque & medida que novas terapéuticas imunes vao sendo
desenvolvidas, ndo s6 para uma melhor compreensédo da biologia tumoral, como também para

a selecdo dos doentes com maior potencial de resposta.?*?%33
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Ao nivel da imunidade adaptativa, a complexidade do microambiente tumoral tem
vindo a assumir um interesse crescente, considerando que parece estar relacionado com a
resposta dos doentes s terapéuticas imunes.**

Nos dias de hoje, reconhece-se que a acdo das ceélulas T ativas contra as células
tumorais é determinada em grande parte pela complexidade do microambiente tumoral, que
pode ser constituido por diferentes tipos de células, incluindo, para além das células tumorais,
células do estroma, citocinas, células T, antigénios e moléculas do MHC. 23

A este nivel, o tumor pode ser caracterizado como tumor imunogénico ou nao-
imunogeénico, tendo em conta a presenca ou a auséncia, respetivamente, de outro tipo de
células, como células infiltrantes tumorais (CD4+ e CD8+), quimiocinas ou proteinas PD-
L1.26'53

Relativamente aos biomarcadores, ndo se encontra ainda bem esclarecida de que forma
a sua expressdo pode prever os resultados das diferentes terapias imunes. Contudo, sdo
atualmente apresentados como fatores com potencial valor preditivo, a expressdo de PD-L1
pelo tumor, a taxa de mutacdo tumoral, a carga de neoantigénios e a expressdo de IFN-
y.34’37‘50

Embora a expressdo de PD-L1 possa constituir um biomarcador para a resposta imune,
os estudos atuais ndo permitem chegar a um consenso quanto ao seu potencial no BC,* tendo
ficado demonstrado que a expressdo de PD-L1 ou a falta dela, pelas células tumorais, ndo
possui valor preditivo positivo ou negativo capaz de determinar a terapéutica a instituir.?
Algumas imprecisdes identificadas entre os diversos estudos, para além de se deverem a
fatores relacionados com a heterogeneidade tumoral, parecem também estar relacionados com
a falta de padronizagédo existente, na medida em que os testes de HIC utilizados, os limites
considerados para definir a expresséo, os clones de anticorpos empregues ou o tipo de células

avaliadas, ndo sdo ainda consensuais.?*2*%
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Relativamente a PD-L1 é de realcar que se encontram atualmente aprovados pela
FDA, testes de HIC, como o teste de DAKO ou os testes de VENTANA (VENTANA SP142
e VENTANA SP263), capazes de determinar a expressdo de PD-L1 pelas células tumorais ou
pelas células imunes infiltrantes de tumor, particularmente, macréfagos, células dendriticas e
linfcitos.”***

Da anélise de varios estudos, conclui-se de modo geral que uma maior expressdo de
PD-L1 pelas células imunes infiltrantes de tumor, se encontra associada a uma maior taxa de
resposta e a uma maior sobrevivéncia global, destacando-se os resultados obtidos em dois
estudos com Atezolizumab (anti-PD-L1). Por um lado, um estudo de fase | em doentes com
cancro da bexiga metastizado, em que foi possivel verificar respostas mais duraveis e taxas de
resposta mais significativas em doentes com maior expressdo de PD-L1 pelas células

2433 nor outro, o estudo IMvigor 210, referido anteriormente.

imunes,

Em relacdo ao estudo IMvigor 210, na medida em que foi determinada a expressao de
PD-L1 pelas células tumorais e pelas células imunes infiltrantes de tumor, foi possivel
observar uma expressao baixa de PD-L1 pelas células tumorais, em oposi¢cdo a uma expressao
significativa pelas células imunes. Por sua vez, foi possivel verificar uma resposta a
terapéutica e uma sobrevivéncia global mais favoraveis em doentes com maior expressdo de
PD-L1 pelas células imunes, ndo tendo sido identificada qualquer relacédo entre a expressédo de
PD-L1 pelas células tumorais e a resposta ao tratamento.”>*

Na medida, em que as mutagdes tumorais parecem ser responsaveis pelo aparecimento
de novos neoantigénios, que ao serem reconhecidos pelas células T anti-tumorais, potenciam
uma resposta imune, determinados fatores, como uma maior prevaléncia de mutacdes,?*
maior carga de neoantigénios®* e, maior afinidade de ligacdo ao antigénio, surgem como
fatores capazes de prever um beneficio clinico duravel com recurso aos inibidores de pontos

de controle imune, constituindo assim, potenciais biomarcadores.?*°
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A este nivel, ha referéncia a analise de um subgrupo do estudo IMvigor 210, que ao
permitir avaliar genes associados ao BC localmente avancado ou metastizado, permitiu
concluir haver uma associacdo favoravel entre a taxa de mutacdo tumoral e a resposta ao
tratamento com Atezolizumab por parte da amostra.?*® Resultados semelhantes foram
também observados num estudo com Nivolumab (CheckMate 275).%

Para além dos biomarcadores de valor preditivo referidos anteriormente, varios
estudos consideram ainda, que a carga de linfocitos infiltrantes de tumor (CD3+ e CD8+) e 0
seu status de ativacdo, possam intervir na eficacia da imunoterapia, encontrando-se uma maior
densidade de CD3+ e CD8+ associada a um aumento da sobrevivéncia global e livre de
doenca e o seu status de ativagdo associado ao progndstico.?>0>3

A expressao de IFN-y que desempenha um papel central na resposta anti-tumoral,
encontra-se também a ser alvo de estudo, tendo em conta o seu potencial como biomarcador
prognéstico e preditivo em imunoterapia.?>>° Tendo em conta que o IFN- v corresponde a uma
citocina produzida por células T ativas capaz de induzir a expressao de PD-L1 pelas células
tumorais, considera-se que uma maior expressdo de IFN-y no microambiente tumoral possa
estar associada a uma resposta mais efetiva aos inibidores de pontos de controle imune. A este
nivel, através de uma analise realizada em doentes (n=149) do estudo IMvigor 210, foi
possivel concluir que uma elevada expressdo de genes de IFN-y se associou a uma melhor
resposta ao tratamento com Atezolizumab.

Por sua vez, a partir da analise de amostras tumorais (n=177) no estudo CheckMate
275, foi também possivel concluir que uma maior expressdo de IFN-y pelas amostras se
associou a uma maior resposta ao inibidor de ponto de controlo imune em estudo, em

particular, ao Nivolumab.?
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CONCLUSAO

Partindo da analise de varios estudos, é desde logo evidente a complexidade atribuida
as interacbes entre as células tumorais e o sistema imunitario. A instabilidade genética
inerente ao processo de oncogénese parece cada vez mais influenciar a resposta imune por
parte do hospedeiro e deste modo condicionar o desenvolvimento do processo tumoral.

Comportando o BC uma das taxas de mutacdo mais significativas, associadas a
processos tumorais, cada vez mais a base gendmica e a caracterizacdo do microambiente
tumoral parecem constituir fatores determinantes para a resposta e significado prognéstico das
diferentes terapéuticas até agora instituidas.

Em imunoterapia, o impacto atribuido aos anticorpos monoclonais como inibidores de
pontos de controle imune, na sobrevivéncia global ou livre de progressdo da doenca tem
contribuido para a mudanca de paradigma inerente as atuais linhas de orientacdo terapéuticas
no BC.

Embora, os anticorpos monoclonais venham a demonstrar respostas duraveis num
consideravel niamero de doentes com BC localmente avancado ou metastizado, ainda ndo se
consegue prever quais os doentes que podem beneficiar do bloqueio de ponto de controle
imune. Facto que parece cada vez mais, estar dependente de fatores moleculares e
imunoldgicos subjacentes.

Apesar da tolerabilidade geral atribuida aos inibidores de pontos de controle imune,
em particular, aos agentes anti-PD-1 e anti-PD-L1, os desafios inerentes a sua utilizacéo
incluem ainda a determinacdo de mecanismos de resisténcia e a identificacdo de pontos de
controle alternativos.

Na atualidade, € notavel a emergéncia de novas terapias imunes, com destaque para a
vacinacdo anti-tumoral. Para além do interesse atribuido as vacinas que visam oncoproteinas e

as direcionadas contra antigénios tumorais, surge a referéncia a PANVAC, uma vacina de
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vetor primario recombinante, com resultados favoraveis em tumores com expressdo de MUC-
1 ou CEA, dos quais se destaca o BC urotelial.

A expressdo de antigénios CT, em particular de MAGE-A3 e MAGE-A4 no BC
urotelial, tem sido associada a um mau progndstico e, por sua vez, alvo de estudo em
imunoterapia, destacando-se o papel da associacdo de MAGE-A3 com um imunoestimulante
no tratamento adjuvante de doentes com MIBC.

Também, o recurso a proteinas de fusdo, com destaque para ALT-801 e ALT-803
parece vir a demonstrar especial interesse em imunoterapia no tratamento do BC. Sendo ALT-
801, resultante da fusdo de uma IL-2 com um recetor das células T, associada a uma acéo
anti-tumoral mais efetiva que a IL-2, destacando a sua ac¢do no processo de diferenciacdo das
células T, producéo de IFN- y, TNF-a e células NK e, por sua vez, ALT-803, enquanto IL-15
com atividade bioldgica avancada, associada ao desenvolvimento, proliferacdo e ativacdo de
ceélulas NK e CD8+.

Para além dos estudos discutidos aqui, maltiplas abordagens em imunoterapia com
agente Gnico ou em combinacdo estdo a ser alvo de atencdo. A este nivel, atribui-se especial
enfoque a associacdo de inibidores PD-1/PD-L1 com inibidores CTLA-4 ou, por sua vez, a
associacdo de inibidores PD-1/PD-L1 ou CTLA-4 com a quimioterapia.

A caracterizacdo do microambiente tumoral e a determinacdo de biomarcadores de
valor preditivo surgem no BC, ndo s6 para uma melhor compreensdo da biologia tumoral,
como para a selecdo dos doentes com maior potencial de resposta. Como fatores com
potencial valor preditivo, surgem a expressdao de PD-L1 pelo tumor, a taxa de mutacédo
tumoral, a carga de neoantigénios e a expressdo de IFN- vy.

Apesar da expressdo de PD-L1 no BC demonstrar uma aparente associacdo com

respostas mais favoraveis aos inibidores de pontos de controle imune, a verificacdo de
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respostas significativas e até mesmo completas em doentes com expressdo de PD-L1
negativa, encontra-se ainda por esclarecer.

Embora a imunoterapia e, em particular a variedade de novos agentes terapéuticos,
pareca cada vez mais corresponder a uma alternativa de tratamento viavel no BC, com
resultados cada vez mais promissores, ainda had metas consideraveis a atingir, quanto ao
estabelecimento da sequéncia ideal, da combinacdo mais efetiva e duracdo 6tima das terapias
imunes.

Claramente, ha necessidade num futuro proximo de uma mudanca de paradigma no
tratamento do BC localmente avancado ou metastizado. Assim, o interesse cientifico e o
investimento crescentes na area da imunoterapia permitirdo a identificacdo de novas terapias
imunes, assim como o estabelecimento de sequencias terapéuticas 6timas, com consideravel

impacto ao nivel da sobrevivéncia global e da sobrevivéncia livre de progressao da doenca.
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