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Resumo:

Esta revisdo pretende dar uma perspetiva global da imunoterapia no melanoma,
comegando por uma abordagem geral da reacdo imune, que nos permitird perceber os

possiveis caminhos da imunoterapia.

O sistema imune adquirido envolve o processamento e apresentacdo das
particulas do antigenio aos linfocitos T pelas células dendriticas no contexto dos
antigénios humanos linfocitarios (HLA), também conhecidos como antigénios de
histocompatiblidade. Esta interacdo é regulada por recetores de membrana, moléculas
de co-expressdao e moléculas reguladoras que limitam a auto-imunidade. Uma vez
ativados os linfocitos T sdo responsaveis pela imunidade celular e os linfécitos B pela
imunidade humoral, com a participacdo de células T helper e supressoras, células T
memoria, células T citotdxicas, células natural killer, células T reguladoras que ajudam

a limitar a auto-imunidade.

A imunologia tumoral é um complexo equilibrio entre o reconhecimento
imunolégico do self e do non-self e 0s processos adaptativos das células tumorais que as
ajudam a escapar do reconhecimento imune e tem como objetivo estimular, aumentar,

ou suprimir varios aspetos do sistema imune.

O melanoma metastatico tem sido um alvo da imunoterapia ha mais de quatro
décadas. As tentativas para desenvolver imunoterapias eficazes para o tratamento de
doentes com melanoma metastatico, incluem trés categorias principais: estimulacdo
inespecifica do sistema imune, imunizacdo ativa usando vacinas anti-tumorais, e
imunoterapia adotiva celular. Abordagens inespecificas incluem a estimulacdo da
reatividade imune, quer por uma estimulacdo do sistema imune geral (como com a

administracdo da IL-2) ou pelo blogueio de mecanismos inibitérios (como com o uso do



anticorpo anti-CTLA-4). A imunizacdo ativa com vacinas anti-tumorais é uma
abordagem terapéutica atrativa, no entanto, nenhuma vacina desenvolvida até agora,
conseguiu mediar a regressdo de melanomas metastizados de forma clinicamente
significativa e reprodutivel. A terapia celular adotiva constitui uma forma promissora de
imunoterapia e envolve a transferéncia de células imunes com atividade anti-tumoral

para 0s doentes com cancro.

Palavras-chave: melanoma, imunologia, imunoterapia, citocinas, vacinas,

anticorpos monoclonais, terapia celular adotiva.



Abstract:

This review aims to provide a general overview of immunotherapy in melanoma,
beginning with a general approach of the immune reaction in order to give insights into

the possible targets for therapy.

The adaptative imune system involves processing and presentation of antigen particles
to T-lymphocytes by dendritic cells in the context of human lymphocyte antigens (HLA),
also known as histocompatibility antigens. This interaction is regulated by membrane
receptors, coexpression molecules, and checkpoint molecules that limit autoimmunity.
Once activated, T-lymphocytes provide cellular immunity and B-lymphocytes humoral
immunity, with the participation of helper and suppressor T-cells, memory T-cells,
cytotoxic T-cells, natural killer cells, regulatory T-cells that help limit autoimmunity.
Cancer immunology is a complex balance between immune recognition of self and non-
self, and adaptative processes by cancer cells that help them evade immune recognition,
and involves stimulation, augmentation, or suppression of various aspects of the

immune system.

Metastatic melanoma has been a target of immunotherapy for more than four decades.

Attempts to develop effective immunotherapies for the treatment of patients with
metastatic melanoma fall into three major categories: nonspecific stimulation of the
immune system, active immunization using cancer vaccines, and adoptive cell transfer
immunotherapy. Nonspecific approaches include the upregulation of immune reactivity
either by general immune stimulation (such as the administration of interleukin-2) or
the blockade of inhibitory influences (such as the use of an anti-CTLA4 antibody).
Active immunization with cancer vaccines is an attractive therapy approach, however,

no approach has yet been developed that can reproducibly mediate the regression of



metastatic melanomas at clinically meaningful levels. Adoptive cell transfer
immunotherapy is a promising form of immunotherapy and involves the transfer of

immune cells with antitumor activity into cancer patients.

KeyWords: melanoma, imunologia, immunotherapy, cytokines, vacines, monoclonal

antibodies, adoptive T-cell therapy



Introducao

O Melanoma é um tumor maligno com histogénese nos melandcitos e que surge
principalmente na pele, muito embora se possa desenvolver em regides extra-cutaneas
contendo melandcitos, como a Uvea, as leptomeninges ou mucosas de 6rgdos internos
como a gastro-intestinal, a respiratoria ou a genito-urinaria, podendo ser pigmentado ou

n&o. E causador de 90% das mortes provocadas por cancro cutaneo.

Os dados epidemioldgicos conhecidos mostram que, nos ultimos anos, a sua
incidéncia e mortalidade tem aumentado de forma sustentada. A taxa de sobrevida
correlaciona-se fortemente com o estadio da doenca no momento do diagndstico.
Enquanto nos estadios iniciais, os melanomas sdo facilmente tratados por cirurgia, o
prognostico dos doentes com melanoma metastizado € mau, com uma sobrevida média

de cerca de 7 meses e uma taxa de sobrevivéncia aos 5 anos de 10%.

Pretende-se com este trabalho a elaboracdo de uma revisdo bibliografica que
sirva de apoio a todos os interessados neste tema, fornecendo informacéo atualizada,
resumida e de rapido acesso acerca da imunoterapia do melanoma, bem como apontar,
com base nos artigos consultados, aqueles que poderdo ser os caminhos futuros desta

modalidade terapéutica.
Porqué a Imunoterapia?

O melanoma humano é possivelmente o melhor exemplo de um tumor
imunogenico. As suas células exibem mdaltiplos antigénios e epitopos peptideos que
podem ser detetados pelo sistema imune do hospedeiro. Os doentes com melanoma sao
capazes de responder a esses antigénios e epitopos quer através de mecanismos

humorais quer celulares.



A experiéncia clinica permite corroborar esta teoria, sendo os factos observados

0S seguintes:

« Os melanomas priméarios por vezes sofrem regressdo parcial ou completa

espontaneamente,

« A ocorréncia de despigmentacdo vitiligo-like e halo-nevos num pequeno

grupo de doentes,

« Aumento da prevaléncia de melanoma em doentes imunodeprimidos,

« Alguns casos de sucesso com os ativadores da resposta imunolégica IFN-a2b

elL2

« Terapéuticas emergentes mostrando respostas clinicas a terapia com

anticorpos anti-CTLA-4 (ipilimumab) e

« Os melanomas primarios frequentemente apresentam exuberantes infiltrados

linfocitarios.

No entanto, apesar do recrutamento e ativacdo de células imunes, o sistema
imune dos doentes com melanoma ndo consegue na maioria dos casos impedir o
crescimento e disseminacdo das células tumorais, pois estas respostas estdo sujeitas a
mecanismos de regulacdo concebidos para controlar a sua magnitude e duracdo, o que
pode ser uma condicionante na resposta anti-tumoral. Também as células de melanoma
tém mecanismos de contornar o sistema imune que incluem, entre outras, a inibicdo das

moléculas alvo e a elaboracgdo de citocinas imunossupressoras.



O conhecimento acumulado ao longo destes anos sobre 0s epitopos e antigénios
associados ao melanoma, metodos de imunizagdo e tecnologias para a obtencdo de
células T antigénio-especificas naturais ou por engenharia genética, produziram
numerosas estratégias imunoterapéuticas como citocinas, anticorpos monoclonais,
vacinas e terapia celular T adotiva para 0 melanoma, que apesar de ndo terem obtido
resultados consistentes, mostraram alguns casos de respostas completas duradouras, que

representam uma esperanca na investigacdo continuada na imunoterapia do melanoma.

Pretende-se com este trabalho colocar a disposicdo de todos os interessados
nesta matéria uma base de revisao bibliogréafica recente e atualizada, com vista a
simplificar o processo de pesquisa e acesso a informacéo de qualidade. Além disto, com
base nos conhecimentos adquiridos e no cruzamento dos dados obtidos, serdo retiradas
algumas conclusdes e apontadas aquelas que, a luz do conhecimento atual, serdo os

passos de futuro no &mbito desta modalidade terapéutica.
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Material e Métodos

Para a realizacdo deste trabalho, efetuou-se uma pesquisa de artigos publicados
em revistas das areas de Dermatologia e Oncologia indexadas nas bases de dados da
Pubmed, Clinicalkey e b-ON. Os termos de pesquisa usados foram “melanoma”,
“imunoterapia”, “imunologia” em combinagao. Os artigos foram selecionados de acordo
0 seu grau de credibilidade e fator de impacto. A sua informacdo foi posteriormente

cruzada no sentido de aumentar a exatiddo das conclusoes retiradas, bem como verificar

a veracidade e validade dos dados contidos em cada um deles.
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Imunoterapia — Conceito

A imunoterapia, também designada terapia bioldgica ou bioterapia, utiliza o

sistema imune para combater doengas como o cancro.

O sistema imune € capaz de distinguir o proprio (self) do ndo-proprio (non-self),
e de vigorosamente atacar o ndo-proprio. Tem ainda capacidade para distinguir o
proprio do proprio modificado, tal como acontece com as células tumorais que, funcéo
das aberragfes genéticas, apresentam moléculas de superficie alteradas que podem ser
detetadas imunologicamente. Especialmente desafiante é o facto de as células tumorais
em cada doente, terem o mesmo material genético basico das restantes células.
Consequentemente 0s mecanismos celulares que nos protegem da auto-imunidade,

podem limitar o reconhecimento de células tumorais autélogas.

Na vigilancia imunologica anti-tumoral podem distinguir-se trés fases distintas:
eliminacdo, equilibrio e evasdo. O sistema imune € capaz de reconhecer e eliminar
tumores subclinicos, mas em determinado momento é atingido um equilibrio, com
respostas apenas parcialmente eficazes e o tumor permanece in situ. Infelizmente muitos

tumores saem desta fase de equilibrio e tornam-se clinicamente aparentes (1).

A progressdo de um tumor ndo depende apenas das carateristicas das células
tumorais, mas também das carateristicas do hospedeiro, em particular da sua capacidade
de desenvolver uma resposta imune. Do ponto de vista clinico existem vérias evidéncias
de que o nosso sistema imune tem realmente capacidade de controlar o crescimento

tumoral:

o Os doentes com imunodeficiéncias congenitas ou adquiridas como a infecéo

VIH tém um risco aumentado de neoplasias,
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« Os doentes transplantados com terapéuticas imunossupressoras tém também

um risco aumentado de neoplasias,

« A regressdo tumoral parcial ou completa espontanea é um fendmeno descrito

em varios tipos de tumor, como € o caso do melanoma.

O objetivo da imunoterapia € compreender 0s mecanismos pelos quais 0 cancro
é capaz de fugir ao sistema imune e terapeuticamente intervir em pontos criticos para
promover respostas imunes anti-tumorais, podendo ser usadas, entre outros, vacinas,

citocinas e anticorpos monoclonais.
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Imunoterapia — Historia

Ha mais de um século, que surgiu a teoria de que o sistema imune tem um papel

importante na luta contra o cancro.

Em 1891, mesmo antes do sistema imune ser bem conhecido, William Coley,
um cirurgido de Nova lorque injetava diretamente toxinas de Estreptococos e Serratia
marcesens (toxina de Coley) em tumores irressecaveis para induzir uma resposta imune
e a consequente reducdo tumoral. Estas experiéncias foram desenvolvidas a partir da
observacdo de um doente, que na sequéncia de dois episodios de erisipela, se viu curado

de um tumor considerado inoperavel pelos médicos.

Esta foi a primeira demonstracdo presente na literatura médica que o sistema
imune podia ser usado para matar células tumorais (2). Os seus sucessos, no entanto,
eram esporadicos, dificeis de reproduzir e sem uma fundamentacdo tedrica solida,

motivo pelo qual cairam em descrédito.

Em 1909 Paul Ehrlich realizou véarias experiéncias em que imunizava ratos com
tecido tumoral necrético e posteriormente transplantava tecido tumoral viavel. Em
quase 50% dos ratos a imunizacao prévia protegia do crescimento tumoral, no entanto
Ehrlich, com os parcos conhecimentos imunol6égicos da época, ndo conseguiu
demonstrar que essa era uma resposta anti-tumoral especifica e ndo uma simples

rejeicdo alogénica.

Na década de 50 descobriu-se que as células tumorais eram reconhecidas pelo

NOsso sistema imune.
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Na década de 60 Burnet propds que os linfocitos verificavam continuamente nos

tecidos a presenca de células modificadas, provavelmente pela identificacdo de

antigénios associados ao tumor.

No entanto, apesar destes avangos na vigilancia imunoldgica anti-tumoral, ateé a

década de 80 a imunoterapia era considerada ineficaz e irreprodutivel e a classe médica

continuava a confiar na cirurgia, na radioterapia e por Gltimo na quimioterapia para o

tratamento do cancro.

Na década de 90 trés descobertas mudaram a face da imunoterapia:

A descoberta de antigénios tumorais imunogeénicos que seriam reconhecidos
e combatidos pelo sistema imune. O primeiro de muitos antigénios
associados ao melanoma reconhecido pelas células T, foi o MAGE-1
(melanoma-associated antigen E-1) em 1991, seguido da descoberta de
muitos outros antigénios, alguns dos quais apresentados as células T por
moléculas do Complexo Major de Histocompatibilidade (CMH) tipo 11, mas
na maioria estimulando células T CD8+, no contexto de moléculas do CMH

tipo |,

A demonstracdo de que as células malignas sdo geneticamente muito

instaveis,

A descoberta de células T auto-reativas no sangue que podem atuar contra

células proprias (self) modificadas.

De forma ainda mais convincente, em 1995 foi descoberto que as células

dendriticas podem induzir imunidade celular T tumor-especifica e regressdo de

metastases de melanoma quando adequadamente ativadas e re-injetadas.
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O melanoma em particular € um tumor muito imunogénico, tal como
demonstrado num trabalho de 1999 que identificou células T circulantes que
reconheciam especificamente os antigénios associados ao tumor nas celulas de
melanoma, motivo pelo qual muitas tentativas para induzir uma resposta imune contra o

cancro foram testadas no melanoma (3).
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Carateristicas da resposta imunoldgica contra o melanoma

As respostas imunes contra 0 melanoma envolvem dois mecanismos diferentes,

mas inter-relacionados: a imunidade inata e a imunidade adquirida (especifica).

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa, enquanto o sistema imune
adquirido age como uma segunda linha, protegendo também contra a re-exposi¢éo ao

MesSmo agressor.

O sistema imune adquirido requer algum tempo para reagir contra um organismo
invasor, enquanto o sistema imune inato inclui sistemas de defesa que, na maior parte,

estdo constitucionalmente presentes.

O sistema imune adquirido € especifico para um antigénio e reage somente
contra o organismo que induz a resposta, possuindo memoria imunoldgica em caso de
reexposi¢cdo. Em contraposicdo, o sistema imune inato ndo é especifico para um
antigénio e reage da mesma maneira para uma variedade de organismos (ex:

inflamacéo).

A resposta imune inata tem como objetivos eliminar agentes patogénicos, iniciar
a resposta imune adquirida envolvendo os linfécitos T e B e iniciar a reparacdo

tecidular.

As células dendriticas fazem a ponte entre o sistema imune inato e o adquirido.
Quando o sistema imune inato é ativado, as células dendriticas migram para os ganglios

linfaticos locais, onde apresentam o antigénio internalizado a linfocitos T especificos

(fig. 1).
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Figura 1: Interaces moleculares entre as células apresentadoras de antigénio e os
linfécitos T

2 Soluble CTLA-4

MHC class Il
presenting
peptide

Nat. Rev. Endocrinol. doi:10.1038/nrendo.2011.245

A ativacdo de diferentes recetores Toll-like (TLR) nas células dendriticas

desencadeia diferentes perfis de citocinas e diferentes respostas imunoldgicas.

Os TLR 4, 5 ou 11 levam a producdo de IL12 pelas células dendriticas, o que
canaliza as células T para um perfil TH1 capaz de promover respostas anti-tumorais. Os
recetores 1, 2 ou 6 levam a producéo de 1L10, que por sua vez canaliza as células T para

um perfil TH2, incapaz de promover respostas anti-tumorais.

A resposta imunitaria é iniciada por citocinas (IFNa, IFN, IFNy) ¢ por DAMPs
(damaged-associated molecular pattern molecules) libertados por células tumorais
necroticas ou por células normais lesadas durante a progressao do tumor. Estas células
promovem o recrutamento de células da imunidade inata (células NK, células NKT,

células T y8, macrofagos e células dendriticas) e da imunidade adquirida (linfécitos T
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CD4 e CD8). As células NK e os macréfagos ativam-se mutuamente através da

producao de IFNy e IL-12. (4).

As células NK reconhecem a auséncia de expressdo das proteinas do CMH na
superficie das células alvo, incluindo as células de melanoma que ou perdem a
expresséo CMH ou exprimem niveis muito baixos das moléculas CMH. Os ligandos
para o recetor das células NK, continuam indefinidos, com excecdo para os ligandos do
recetor de ativacdo NKG2D, expresso quer pelas células NK, quer pelas células T NK,
que parecem ser as proteinas de stress MICA/B e ULBPs. Deste modo é
consensualmente aceite que os recetores das células NK primariamente reconhecem
células em stress, tal como as células tumorais, provocando a sua apoptose através da
proteina membranar TRAIL, da perforina e da geracao de espécies reativas de oxigenio

e nitrogenio (4).

As células T detetam o antigénio através de moléculas do CMH. Os linfocitos T
CD4+ séo ativados através de moléculas do CMH 11 expressas nas células dendriticas,

enquanto os CD8+ através de moléculas do CMH 1.

Apoés a apresentacdo inicial, uma minoria de células T (5 a 10%) adquire
memdria com uma resposta mais intensa e rapida em caso de reencontro com o

antigénio quando comparadas coma as células T naives.

Na imunoterapia tumoral a existéncia de células com memdria, potencialmente
pode diminuir o risco metastatico e prevenir a recidiva tumoral ap6s uma resposta

inicial, bem como diminuir o risco de um segundo tumor.

Os genes mutados ou ndo mutados, expressos especificamente pelos tumores
como os antigénios das células germinativas (proteinas da superfamilia MAGE e NY-

ESO-1), ou os antigénios especificos de diferenciacdo do tecido onde o tumor teve



19

origem, no caso do melanoma, antigénios de diferenciacdo melanocitica (MART-1,
gpl00, tirosinase, TRP1, TRP2 e MELOE-1) podem todos servir como antigénios

tumorais.

Os produtos dos genes mutados sdo exclusivamente expressos pelas células
tumorais, e por consequéncia reduzindo o risco de efeitos secundarios autoimunes. No
entanto, como estas mutacGes também sdo especificas de cada doente, ndo podem ser
transpostas para um grupo mais alargado, j& que pode existir um elevado grau de

heterogeneidade entre cada doente.

Os antigénios de céelulas germinativas sdo proteinas imunogénicas expressas nas
células reprodutoras (gametas) e sdo expressas em diferentes tipos de tumores. A
presenca de células T dirigidas contra estes antigénios ndo ird desencadear
autoimunidade, j& que estes genes normalmente ndo sdo expressos por células

somaticas.

Os antigénios de diferenciacdo melanocitica sdo também expressos por
melandcitos normais, pelo que a imunoterapia dirigida contra estes antigénios pode

associar-se a vitiligo.

Os antigenios tumorais, expressos pelo tumor, sdo captados pelas células
dendriticas. As células dendriticas necessitam de ser ativadas por peptideos microbianos
e citocinas pro-inflamatorias; na auséncia destes estimulos pode desencadear-se uma
reacao oposta, isto é de tolerancia por deplecdo das células T ou pela acdo de linfocitos

Tregs (3).

Os sinais de ativacdo podem partir das células tumorais necréticas ou ser
administrados com objetivos terapéuticos, usando ligandos dos recetores Toll-like ou

anticorpos agonistas. Estes antigénios poderiam ser administrados através de uma
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vacina terapéutica, na forma de proteinas ou peptideos sintéticos, lisados de células

tumorais ou vetores virais codificando antigénios tumorais.

Estas células dendriticas ativadas vdo processar 0 antigenio capturado, migrar
para o ganglio linfatico e apresenta-lo atraveés das moléculas de superficie do CMH I,

interagir com as células T e desencadear uma resposta imunolodgica.

A interacdo entre CMH/antigénio com o recetor das células T (TCR) necessita
de um sinal co-estimulatério com origem em ligandos da membrana plasmatica das
células dendriticas, que irdo interagir com recetores estimuladores ou inibidores nas
células T, ou com origem em citocinas secretadas. No tumor, as células T ativadas irdo

reconhecer os antigénios e combater as células tumorais.

No entanto, o tumor tem mecanismos de defesa que incluem:

Inibicdo da maturacdo das células apresentadoras de antigénios, pela reducéao
das moléculas co-estimuladoras e consequente reducdo da ativacdo das

células T,

« diminuicdo da expressdo de antigénios tumorais tornando-se menos

imunogénico,

« apresenca de linfdcitos T-regs e células supressoras com origem mieloide no

tecido tumoral,

« a secrecdo de fatores supressivos das células T como a IL6, 1L10, VEGF e

TGFp e

« 0 aumento da expressdo de ligandos com fungdes inibitorias nas células T

como o CTLA-4 e 0 PD-1.
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Todas as respostas imunologicas passam por uma fase de contragdo apds uma
fase de amplificacdo. O processo de ativacdo e expansdo celular T, apds a exposicao aos
antigénios tumorais, estd sujeito a mecanismos regulatorios internos, como forma de
evitar uma expansdo clonal T continua e 0s consequentes efeitos indesejaveis de um

processo inflamatdrio crénico.

Estes mecanismos s8o muito Uteis nos processos infeciosos, no entanto, ndo

ajudam no caso da imunidade tumoral.

No contexto de uma estimulacdo antigénica cronica pelos antigénios tumorais, as
células T tornam-se disfuncionais, desenvolvendo um fenémeno designado por
“exaustdo”, regulando em alta a expressdo de recetores inibitérios como o CTLA4,
enguanto no microambiente tumoral as células de melanoma e as células apresentadoras
de antigénio exprimem ligandos inibitérios como o PD-L1. Vérias moléculas foram

identificadas (ex: PD1, TIM3) como marcadores de “exaustio”.

Além das respostas imunitérias especificas, o desenvolvimento de inflamacgéo
cronica é extremamente importante para a progressdo do melanoma, uma vez que
condiciona a ocorréncia de novas mutacfes. As células imunitarias que infiltram os
tumores libertam citocinas pré-inflamatérias, controlando a proliferagdo, a
sobrevivéncia celular, a angiogénese e a invasdo. Por esta razdo, talvez a presenca de
infiltrado linfocitario tumoral (TIL), apesar de traduzir uma resposta imunitaria ativa
contra 0 melanoma, ndo tenha demonstrado ser um fator preditivo independente de

sobrevivéncia livre de doenca ou de sobrevivéncia global (4).

De uma forma global a resposta imune pode dividir-se numa fase de ativagéo,

representada pela ativacao das células dendriticas e sua interagdo com os linfocitos T no
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ganglio linfatico, e uma fase efetora representada pela invasao de linfocitos T ativados e
selecionados a nivel do tumor e a eliminacdo das células expressando 0s antigénios
tumorais. Em ambas as fases existem mecanismos imunoldgicos de controlo, para
prevenir reacdes contra as células proprias (self). Muitos desses mecanismos de
controlo usam interagdes ligando-recetor que podem ser quer de estimulacdo, quer de
inibicdo. Os tumores podem ativar a inibigcéo pela sobre-expressdo de ligandos para 0s

recetores inibitdrios nas células T, como por exemplo o ligando PD-1.

O alvo da imunoterapia é ndo apenas potenciar as respostas imunes normais, mas
também combater os mecanismos de fuga que as células tumorais usam para escapar a

imunorregulacéo.

Atendendo a heterogeneidade na genética e no comportamento das células
tumorais, um alvo terapéutico especifico pode nao ser expresso por todas as células
tumorais, pelo que pode ser necessario recurso a terapias combinadas permitindo o

ataque simultaneo de multiplos alvos com efeitos sinérgicos.
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Opcoes terapéuticas

O tratamento do melanoma avancado inclui a cirurgia, a imunoterapia, a terapia

alvo, a radioterapia e a quimioterapia, dependendo do estadio da doenca.

Alguns farmacos citostaticos demonstraram algum grau de atividade no
tratamento do melanoma maligno, sendo a dacarbazina considerada a molécula de
referéncia. Foi aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) em 1975, no
entanto o seu efeito € minimo nos doentes com doenca metastatica, com taxas de

resposta de 6 a 20% com duracfes médias de 6 a 8 meses (5).

No melanoma, a quimioterapia pode ser sistémica (oral ou endovenosa) ou
regional, de que é exemplo a perfusdo regional hipertérmica, para o tratamento de
metastases cutaneas localizadas aos membros. O fluxo de sangue, de e para 0 membro, é
interrompido durante algum tempo, permitindo que a maioria do farmaco atinja
diretamente o tumor; desta forma, grande parte da quimioterapia permanece nesse
membro. Adicionalmente, 0 membro pode ser sujeito a uma hipertermia que amplifica o

efeito do citostatico.

Recentemente foi aprovada a primeira terapia alvo para o melanoma
metastizado, o vemurafenib, em doentes portadores da mutagdo BRAF"*®. A mutacio
BRAF mais comum no melanoma resulta da substituicdo do aminoacido Valina por um

Acido Glutamico na posicdo 600 da proteina (BRAF ),

O vemurafenib é um inibidor da tirosina cinase oncogénica BRAF"%

, presente
em cerca de 50% dos doentes com melanoma, que mostrou melhorias objetivas em 48%

dos doentes tratados, apesar de a taxa de respostas duradouras ser baixa (0,9%) (6).
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O sucesso do vemurafenib estimulou uma investigagcdo mais intensiva sobre os
mecanismos moleculares da patogénese do melanoma e o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas dirigidas a moléculas especificas da via MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinases), que desempenha um papel chave no desenvolvimento do

melanoma.

A estratégia de inibicdo da via da MAPK, através do BRAF ou do MEK,
continua a ser investigada com outras drogas como o dabrafenib, muito similar ao
vemurafenib, e o trametinib, inibidor de MEK, cuja utilizacdo em combinacdo permite
ultrapassar as resisténcias desenvolvidas ao vemurafenib e inclusive com menores

efeitos secundarios que com a utilizacdo do vemurafenib isolado (7).

Alternativas terapéuticas para 0 melanoma avangado tém tido o seu foco na area
da imunoterapia dada a comprovada capacidade natural do melanoma em induzir

repostas imunoldgicas.

Os agentes imunoterapéuticos podem atuar através de um ou mais mecanismos:

« estimular a resposta antitumoral do hospedeiro, aumentando o numero de
células efetoras ou produzindo um ou mais mediadores sollveis (por

exemplo, linfocinas),

« diminuir os mecanismos supressores do hospedeiro,

o alterar as células tumorais aumentando sua imunogenicidade ou torna-las

mais suscetiveis a lesdo pelos processos imunoldgicos.
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Os principais tipos de imunoterapia atualmente usados no tratamento do cancro

incluem:

« anticorpos monoclonais, desenhados para atacar uma parte muito especifica

da célula tumoral,

« Vacinas para desencadear uma resposta imune contra as células tumorais.
Habitualmente pensamos nelas para prevenir infecdes em doentes saudaveis,

mas algumas vacinas podem ser usadas para prevenir ou tratar o cancro,

« Imunoterapias ndo especificas que estimulam o sistema imune de uma forma

geral, resultando numa maior atividade contra as células tumorais

A imunoterapia pode ainda ser local, quando administrada diretamente no tecido

a tratar ou sistémica, Gtil em neoplasias avancadas.

A imunoterapia pode também ser classificada ativa ou passiva, de acordo com

as substancias utilizadas e os seus mecanismos de agéo.

Na imunoterapia ativa, administram-se substancias estimulantes e restauradoras
da funcdo imunoldgica (imunoterapia ndo especifica) ou vacinas de células tumorais
(imunoterapia especifica), com a finalidade de intensificar a resisténcia ao crescimento

tumoral.

A imunoterapia ativa ndo especifica utiliza imunomoduladores como o BCG
(bacilo de Calmette-Guérin, a bactéria da vacina contra a tuberculose), levamisol,

isoprinosina e Corynebacterium parvum (bactéria semelhante a da difteria).
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Na imunoterapia ativa especifica utilizam-se vacinas e soros produzidos a
partir de cultura de células tumorais do proprio doente (imunoterapia autologa) ou de

outro doente com neoplasia semelhante (imunoterapia heterologa).

A imunoterapia passiva especifica celular, utiliza células efetoras especificas,
ativadas ex vivo, e posteriormente diretamente transfundidas num doente (terapia
adotiva), e a humoral utiliza anticorpos livres ou conjugados com citocinas ou

radioisotopos contra as células tumorais.

Na imunoterapia passiva inespecifica utilizam-se citocinas, com o objectivo de
proporcionar capacidade imunoldgica de combate a doenca. S&o exemplos de

substancias utilizadas na imunoterapia passiva: interferéo e interleucina-2.

A primeira imunoterapia a mostrar respostas duradouras nos doentes com

melanoma metastizado, em monoterapia ou associado a dacarbazina foi a citocina I1L-2.

Citocinas

Citocinas sdo pequenas moléculas proteicas usadas pelas células do sistema

imunoldgico para comunicarem entre si.

Interferons

Os Interferons (IFNs) representam um grupo pleiotrdépico de citocinas descritas

em 1957, capazes de induzir a sintese de centenas de proteinas diferentes da via JAK-
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STAT (Janus kinase/signal transducers and activators of transcription), usada pelas

células para transmitir informacéo extra-celular para o nucleo.

Os IFNs sdo glicoproteinas que apresentam atividade antitumoral e antiviral, que
podem ser derivados dos leucécitos (IFN-o ¢ IFN-y) ou dos fibroblastos (IFN-B), ou

sintetizados em bactérias por técnicas geneticas recombinantes.

A sua acdo antitumoral deve-se ao reforco da apresentacdo antigénica tumoral,
bem como a sua acéo anti-proliferativa, anti-angiogénia e pro-apdptotica. Outros efeitos
incluem aumento da expressdo de moléculas de adesdo no tumor e células efetoras,
aumento do numero de celulas NK, estimulacdo da producdo de outras citocinas e

aumento da citotoxicidade linfocitaria.

O interferdo alfa (IFN-a) foi a primeira citocina recombinante a ser usada no
melanoma, quer na forma standard quer na forma peguilada. Na forma peguilada a
ligagdo do IFN-a ao polietilenoglicol aumenta a sua semivida, tendo como vantagem
poder ser administrado apenas uma vez por semana, enquanto a formulacdo standard é

administrada trés vezes por semana.

O IFN-a em altas doses continua a ser o esquema de referéncia no tratamento
adjuvante nos doentes com melanoma operavel de alto risco. Os doentes com
melanomas mais espessos (AJCC I1IB-C) e os doentes com doenca ganglionar
microscopica (I11A) ou clinicamente evidente ou com metastases em transito (111B-C)
ttm um risco aumentado de recidiva e morte. Nos doentes de alto risco de
recidiva/metastases, o tratamento adjuvante com IFN-a em altas doses ap0s a excisdo
cirurgica radical demonstrou melhorar quer a sobrevivéncia livre de doenga quer a

sobrevivéncia global, motivo pelo qual € o unico tratamento adjuvante aprovado.



28

O esquema em altas doses do IFN-a inclui uma fase de indu¢do com duracdo de
1 més (20 UM/m? endovenoso 5 dias por semana durante 4 semanas), seguido de uma
fase de manutencio com duraco de 1 ano (10 UM/m?subcutaneo trés vezes por semana
durante 48 semanas) mostrou os resultados mais consistentes e com maiores aumentos
sobrevida livre de doenca quer a sobrevivéncia global, como demonstrado em Vvérias

metanalises (8).

Numerosos ensaios testaram doses menores de IFN-o administradas por
periodos mais longos, na esperanca de alcancar os mesmos resultados obtidos com as
altas doses e com reducédo da toxicidade. No entanto, nenhum destes ensaios com doses

alternativas mostrou beneficios na sobrevivéncia global.

A EORTC (European Organization for Research and Treatment of Cancer)
conduziu um ensaio de fase Il para avaliar o papel do tratamento prolongado (5 anos)
com baixa dose de IFN-a2b peguilado, uma formulagdo de IFN-a2b com maior
biodisponibilidade, como tratamento adjuvante. Os resultados, recentemente publicados
mostraram que a taxa de doentes livres de doenca aos 7 anos, no grupo dos tratados com
IFN-a2b peguilado foi de 39,1% contra 34,6% no grupo observacional, sugerindo que o
tratamento prolongado com IFN-a2b peguilado pode retardar a recidiva tumoral. Nao se
verificaram diferencas na sobrevivéncia global entre os dois grupos. Melanomas
priméarios ulcerados e com baixa carga tumoral correlacionaram-se positivamente com
melhor resposta e podem servir como fatores preditivos da sensibilidade ao IFN-a2b no

futuro (9).

No entanto 0 seu uso esté associado a numerosos efeitos secundarios, que tém de

ser cuidadosamente monitorizados, sendo os mais frequentes os sintomas gripais por
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vezes com febre muito elevada, toxicidade hematoldgica, elevacdo das transaminases,

nauseas, astenia e problemas psiquiatricos com depressdo e mesmo ideacgéo suicida.

IL-2

IL-2 é um fator de crescimento major que induz a proliferacdo de células
linfoides, tendo um importante papel regulacdo imunolodgica. A sua principal atividade

anti tumoral resulta da sua capacidade de induzir ativacdo e proliferacdo das células T.

A Interleucina-2 (IL-2) aumenta a proliferagdo e a sobrevivéncias das células T
e estimula a diferenciacdo de células T naives em células T efetoras e memoria. A 1L-2
também ¢é essencial na homeostasia das células T reguladoras (Tregs), que podem

influenciar negativamente a resposta imune antitumoral.

Os estudos iniciais utilizaram altas doses de IL-2 recombinante (600000 a
720000 UI/Kg endovenoso de 8/8h nos dias 1 a 5 e 15 a 19), isoladamente ou em

combinagdo com células LAK (lymphokine-activated killer).

Uma revisdo de oito ensaios clinicos de fase I, em doentes com melanoma
metastatico em tratamento com altas doses de IL-2 mostraram uma resposta em apenas
16% dos doentes com uma duracdo média de 9 meses, mas uma pequena fracdo (5%)
teve uma resposta completa e duradoura (10). Com base nestes resultados a IL-2 foi

aprovada pela FDA em 1998, mas nunca o foi na Europa.

Um estudo randomizado comparando a quimioterapia em associa¢do com IL-2
(bio-quimioterapia) com a quimioterapia isoladamente ndo mostrou beneficio no grupo

de doentes com melanoma metastatico tratados com IL-2 (11).
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Fatores que podem prever uma boa resposta incluem os doentes com metéstases
cuténeas ou subcutéaneas, linfocitose apds a terapéutica e o desenvolvimento de vitiligo.
Niveis séricos elevados de VEGF e fibronectina e LDH est&o, pelo contrario, associados
a auséncia de resposta clinica a IL-2 e a diminuicdo da sobrevivéncia global, pelo que
poderdo ser usados como biomarcadores de exclusdo dos doentes ndo respondedores

(12).

O tratamento intensivo com IL-2 em altas doses esta associado a significativa
toxicidade. O seu uso em altas doses é limitado pelos efeitos secundarios graves,
incluindo toxicidade gastro-intestinal, cardiovascular, renal, hepética, neuroldgica e o
desenvolvimento de sépsis. Em particular a sindrome de extravasamento capilar com a
acumulacdo de liquido a nivel hepéatico e pulmonar estd associado a mortalidade

significativa.

Para tentar minimizar os efeitos adversos diferentes esquemas terapéuticos,
incluindo doses mais baixas de IL-2 foram testadas, mas apenas altas doses tinham um

efeito nos doentes com melanoma (13).

Felizmente os seus efeitos secundarios tornaram-se mais previsiveis e
manejaveis a medida que a experiéncia com IL-2 foi aumentando. Os resultados
duradouros registados em doentes selecionados, sugere que a IL-2 ainda possa ser uma

abordagem terapéutica possivel nos doentes com melanoma metastizado.

A falta de eficacia da IL-2 pode ser devida a outros efeitos imunes como a
reducdo no numero de células dendriticas e a expansao de populagdes Tregs 0 que pode

desencadear tolerancia imunoldgica e inibicdo da resposta antitumoral.
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Com o objetivo de diminuir a sua toxicidade a IL-2 foi também usada em
injecBes intralesionais, com respostas tumorais locais, mas sem resposta ao nivel das

metastases ndo tratadas.

O uso de anticorpos como guias moleculares € uma estratégia para fazer chegar
as citocinas ao local do tumor. As imunocitocinas sao proteinas de fusdo constituidas
por um anticorpo dirigido contra um antigénio tumoral da superficie celular e uma
citocina imunoestimuladora. Recentemente foi desenvolvida uma imunocitocina L19-
IL-2 com resultados promissores, encontrando-se a decorrer dois estudos de fase 11 com
a utilizacdo da combinacdo L19-IL-2 /dacarbazina e com a utilizacdo intratumoral de
L19-1L-2. A metade L19 liga-se a fibronectina nos neovasos tumorais e a metade 1L-2
ativa localmente as células NK e os macréfagos, induzindo respostas imunes citotoxicas

contra as células tumorais, reduzindo assim a angiogénese e o crescimento tumoral (14).

A Interleucina-21 (IL-21) aumenta a atividade citolitica das células NK, induz a
ativacdo das células T citotoxicas CD8+ e tem um papel primordial na regulacdo das

celulas T helper 17 (Th 17) (15).

Num estudo recente multicéntrico obteve-se uma resposta parcial em 22,5% com
uma duracdo média de 5,3 meses, inferior a observada com a IL-2 (8,9 meses) ou com o
ipilimumab (19,3 meses). Esta a decorrer um ensaio usando a a IL-21 recombinante
associada ao ipilimumab em doentes com melanomas irresecaveis nos estadios I/1V

(16).
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Vacinas

Vacinas de células inteiras ou de lisados celulares

As células tumorais de melanoma tém sido testadas pelas suas propriedades

imunogenicas numa grande variedade de esquemas de vacinacao.

As vacinas de células tumorais utilizam quer as células tumorais inteiras obtidas
de amostras de tumor a fresco ou criopreservado, irradiadas antes do tratamento, para
interromper a propagacdo tumoral, quer componentes subcelulares obtidos a partir de
lisados das células do melanoma. Em vez de se focarem em antigénios tumorais
especificos, muitos investigadores tém utilizado produtos derivados do tumor, dada a
heterogeneidade dos tumores, o niumero de mutacdes no melanoma metastatico e a

incapacidade de conhecer todos os possiveis antigénios a atingir.

As vacinas podem ser obtidas de células tumorais autologas ou alogénicas.

Nas vacinas autologas, os doentes sdo imunizados com 0S Sseus proprios
antigénios. Um ensaio clinico de uma vacina de células tumorais aut6logas irradiadas
mostrou uma taxa de resposta de 9%, e um periodo livre de doenca em média de 4,5

meses (17).

Outros estudos clinicos avaliaram combinac@es de vacinas de células tumorais
autélogas com outros adjuvantes nao especificos como o Bacillus Calmette-Guérin
(BCG) ou Corynebacterium parvum ou citocinas pro-inflamatoérias, como o GM-CSF
(granulocytic macrophage colony stimulating factor). Combinagdes de células tumorais
autdlgas conjugadas com BCG e haptenos como o 2,4-dinitrofenol também foram

ensaiadas com resultados clinicos modestos.
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As vacinas de células alogénicas sdo preparadas a partir de maltiplas linhagens
celulares e ndo das préprias células tumorais do doente. Isto permite a manipulacdo das
celulas tumorais, para exprimirem varios antigénios associados ao tumor, que podem
induzir uma resposta imune mais abrangente. Estas vacinas sdo mais faceis de preparar,

padronizar e produzir, podendo ter uma maior aplicacéo clinica.

Canvaxin™ foi desenvolvida como uma vacina polivalente obtida a partir de 3
linhagens de células de melanoma alogénicas irradiadas, exprimindo mdaltiplos
antigénios. Os resultados dos estudos de fase Il mostraram aumento da sobrevivéncia
aos 5 anos, no entanto, ndo confirmados nos estudos de fase Ill, tendo sido

descontinuada (18).

Melacine™, uma preparagdo liofilizada de células tumorais alogénicas lisadas
obtidas a partir de duas linhagens celulares foi testada quer isoladamente, quer em
combinagdo com IFN-a2b, com aparentes beneficios clinicos, quando comparada com a
quimioterapia apenas (19). No entanto, mais uma vez, estes resultados ndo foram
confirmados nos estudos de fase Ill, apesar de um subgrupo de doentes HLA-A2 e

HLA-C3 positivos, poderem beneficiar desta vacina (20).

Vacinas de células dendriticas

A funcéo das células dendriticas no microambiente tumoral esta alterada, motivo
pelo qual tém sido desenvolvidos tratamentos, para superar o efeito imunossupressor do
tumor, usando a sua manipulagdo ex vivo, para criar uma populagdo de células

dendriticas potentes, capazes de estimular uma resposta celular T robusta e duradoura.
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As células dendriticas podem ser produzidas a partir de mondcitos circulantes ou
a partir de stem cells hematopoiéticas CD34+ circulantes. As células dendriticas sdo
posteriormente “carregadas” com peptideos tumorais especificos que irdo processar e

apresentar.

Vérias abordagens foram utilizadas:

utilizacdo de um cocktail peptidico para estimular as células dendriticas,

« utilizacéo de lisados tumorais autélogos ou alogénicos,

o utilizacdo de células dendriticas portadoras de RNAm que codifica

antigenios,

utilizacdo de células dendriticas portadoras de vetores virais.

Apesar de a primeira opgdo poder ser facilmente produzida em larga escala e
poder ser modificada para aumentar a eficacia, o seu uso é limitado porque apenas um
pequeno numero de péptidos pode ser usado na vacina e s6 podem ser usadas em

doentes com determinados tipos de HLA.

O uso de lisados tumorais permite o uso de mdltiplos epitopos, com uma
ativacdo celular T mais alargada. A utilizacdo de amostras derivadas do doente
(autdlogas) é apelativa, ja que ird desencadear respostas imunes relevantes para 0s
antigénios expressos pelo tumor do doente; no entanto, esta técnica € limitada porque

requer um grande volume de massa tumoral para a sua preparacao.

A estimulagdo ex-vivo das células dendriticas resulta em respostas imunes e
clinicas quantificaveis, sem toxicidades que condicionem as doses, no entanto, a

resposta clinica global tem sido baixa (21).
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Até a data ndo existe nenhuma terapia com células dendriticas aprovada no
melanoma, no entanto, foi recentemente aprovado pela FDA o Provenge ™ para o

carcinoma da prostata.

Vacinas de Gangliosideos

Os gangliosideos sdo glicoesfingolipidos presentes na superficie das células de
melanoma e capazes de induzir uma resposta imune humoral. Além disso a presenca do
anticorpo anti gangliosideo GM2 (sem vacinagdo) tem sido associada a uma maior
sobrevivéncia em doentes com melanoma. No entanto os estudos de fase Il com a

administragdo da vacina GM2, ndo confirmaram os resultados preliminares.

Vacinas de antigénios Tumorais

Numerosos antigenios de melanoma foram identificados:

« antigénios de diferenciacdo melanocitica ex: gp-100, Melan-A/MART-1,

TRP-1e TRP-2,

« antigénios das células germinativas ex: MAGE-A3, NY-ESO-1 e

« antigénios proprios mutados ex: - catenina,

e uma grande variedade de estratégias de vacinacdo foram estudadas para ativar
0 sistema imune para reconhecer e destruir as células de melanoma exprimindo esses

antigénios.
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Devido ao facto de as células tumorais serem geneticamente heterogéneas, um
alvo terapéutico especifico pode ndo ser expresso em todas as células tumorais. Por
exemplo os antigénios das células germinativas s6 sdo expressos por 5 a 50% das
células T, motivo pelo qual a vacinagdo contra esses antigénios ndo iria atingir todas as
células tumorais. Mesmo se certos antigénios, como os antigénios de diferenciacdo
melanocitica, sdo homogeneamente expressos pelas células tumorais, algumas células
desenvolvem estratégicas adicionais para contornar o tratamento, como diminuir a
expressdo das proteinas alvo 0 que sugere uma vez mais a necessidade de terapias de

combinacéo para o ataque simultaneo de multiplos alvos com efeitos sinérgicos.

As vacinas obtidas a partir de antigénios podem ser classificadas em:

« vacinas peptidicas ou proteicas que transportam o antigénio misturado com

adjuvantes

« Vacinas contendo plasmideos de DNA que transportam genes codificando o
antigénio
« Vacinas virais ou bacterianas recombinantes

« Vvacinas de células dendriticas

As vacinas peptidicas ou proteicas podem ser univalentes, quando dirigidas para
um antigénio HLA especifico, ou polivalentes, quando usam multiplos antigénios ou
epitopos antigénicos. Varias técnicas tém tentado aumentar a capacidade imunogénica

das vacinas peptidicas, para tentar ultrapassar a anergia celular T e a tolerancia do
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hospedeiro aos antigénios tumorais, administrando-as em associa¢cdo com citocinas,
como a IL-2, IFN-a2b e GM-CSF, com recetores agonistas Toll-like ou emulsificadas

com adjuvantes (22).

Num estudo de fase Ill, 185 doentes com melanoma metastizado, foram
aleatoriamente randomizados em dois grupos: um recebendo altas doses de IL-2
isoladamente e o outro em associacdo com gpl100. A associa¢do mostrou uma taxa de
resposta objetiva aumentada (16% versus 6%) e uma sobrevida global aumentada (17,8
versus 11,1 meses). Este € o primeiro estudo de fase 111 a mostrar que uma vacina pode

melhorar a imunoterapia com IL-2 no melanoma (23).

Esta mesma vacina, no entanto ndo melhorou a eficidcia do ipilimumab,

sugerindo que o impacto da vacina depende da imunoterapia co-administrada.

MelQbG10 é uma vacina que contém um fragmento modificado da proteina
Melan-A / MART-1, um antigénio de diferenciacdo melanocitica, associado a
oligonuclettidos imunoestimuladores. Estdo a decorrer estudos prospetivos
randomizados comparativos para verificar se os resultados promissores das fases | e Il

se confirmam (24).

As vacinas de DNA permitem a expressdo do antigénio imunizante ao longo do
tempo, ja que elas dependem da capacidade da célula para transcrever genes codificados
a partir do DNA administrado ao hospedeiro. Um exemplo é Allovectin-7®, veiculando
um plasmideo que codifica 0 HLA-B7 e a -2 microglobulina, formando um CMH-I,
gue como sabemos tem expressdo diminuida ou ausente no melanoma, que no entanto
ndo conseguiu mostrar vantagens em relacdo a quimioterapia (dacarbazina e

temozolamida) num ensaio de fase 111 (25).
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Varios vetores virais recombinantes estdo em investigagdo com o objetivo de
aumentar as respostas imunes anti-tumorais, com particular interesse no virus vaccinia e
outros pox virus, bem como na Listeria monocytogenes. Estas vacinas sao de dificil

utilizacdo pela formacao de anticorpos neutralizantes.

Infelizmente, até a data os estudos tém mostrado fracas respostas imunolégicas e

consequentemente fracas respostas clinicas.

Anticorpos monoclonais

Atingir os tumores com anticorpos constitui uma estratégia atrativa, ja que estas
moléculas sdo altamente especificas dos seus alvos e podem ter varios mecanismos de

destruir as células tumorais — fig.2 (26):
« ativar vias de sinalizacdo para induzir a paragem do crescimento tumoral,
« desencadear a apoptose,
« desencadear a citotoxicidade celular e/ou fagocitose,
« ativar o complemento,

« ligar-se a recetores Fc nas células apresentadoras de antigénios como as
células dendriticas para promover a apresentacdo de antigénios e a resposta

imune adquirida contra as células tumorais.

Os anticorpos ligados a toxinas, radionuclidos e citocinas foram concebidos,

para fazer chegar especificamente estes agentes tdxicos a célula tumoral.
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Figura 2: Mecanismos de destruicdo das células tumorais pelos anti
corpos monoclonais
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Anticorpos anti-CTLA-4

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4) é um dos recetores de
inibicdo presente nas células T. Funciona como uma molécula co-inibitoria, competindo
diretamente com o CD28, na sua ligacdo a familia de proteinas B7, inibindo a

proliferacdo celular T.

Bloquear CTLA-4 com anticorpos anti-CTLA-4, potencia as respostas T e ativa

a proliferacdo de células T especificas do tumor.

Ipilimumab e tremelimumab s&o dois anticorpos monoclonais humanos anti-
CTLA-4, desenvolvidos e testados em ensaios clinicos. Apesar de em estudos iniciais o
tremelimumab ter mostrado regressdes tumorais objetivas e duradouras num subgrupo
de doentes, foi posteriormente descontinuado por ndo ter mostrado vantagem nos

estudos de fase Il, relativamente as terapias ja existentes (27).

Resultados mais encorajadores foram obtidos com o ipilimumab. A eficacia do

ipilimumab foi evidenciada num ensaio randomizado de fase Ill envolvendo 676
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doentes com melanomas irressecaveis nos estadios Il ou IV, cuja doenca tinha

progredido durante tratamento previamente efetuado para doenca metastatica.

Os doentes foram tratados com ipilimumab e vacina peptidica gpl100,
ipilimumab apenas ou gp100 apenas. O objetivo do estudo era demonstrar o beneficio
da combinacdo do anticorpo e da vacina. Surpreendentemente, os resultados mostraram
que a sobrevida global média foi de 6,4 meses para 0 grupo gp100, 10 meses no grupo

ipilimumab mais gp100 e 10,1 meses no grupo do ipilimumab em monoterapia (28).

Este impacto positivo na sobrevivéncia global dos doentes com melanoma
avancado levou a sua aprovacdo quer pela FDA, quer pela EMEA, na dose de 3mg/kg

administrado de 3 em 3 semanas num total de 4 doses.

Um estudo posterior de fase Ill, comparando o tratamento com ipilimumab e
dacarbazina versus dacarbazina apenas, também demonstrou a eficacia do ipilimumab,
com uma melhoria da sobrevida global dos doentes tratados com ipilimumab e
dacarbazina (11.2 meses versus 9.1 meses) e respostas duradouras num pequeno

subgrupo de doentes (29).

Atualmente ndo existem biomarcadores que nos permitam identificar quais os

doentes respondedores ao ipilimumab.

Acresce ainda que a atividade do ipilimumab em doentes com metéstases
cerebrais é semelhante a sua atividade nos doentes com melanoma avancado sem

metéstases cerebrais (30).

Os efeitos secundarios, relacionados com a ativagdo imune, sdo0 com maior
frequéncia cutaneos (prurido, exantema), digestivos (enterocolite), hepaticos (hepatite) e

endocrinos (hipofisite, tiroidite). Em geral s&o transitorios e reversiveis; de acordo com
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a sua intensidade pode ser necessario 0 recurso a corticoides ou outros
Imunossupressores como os inibidores TNF-alfa (infliximab) ou mesmo suspender o
farmaco. Em particular a enterocolite pode ter consequéncias sérias se o tratamento
adequado ndo é iniciado atempadamente. Um algoritmo foi desenvolvido para o

tratamento da colite (educacdo do doente, vigilancia doente e medico).

O seu modo de acdo, potenciando rea¢fes imunes conduziu a criagdo de novos
critérios de resposta imagioldgicos, ja que pode causar um aumento inicial do tamanho
do tumor ou o aparecimento de novas lesdes, relacionado com a inflamagéo local,
consequente ao recrutamento de linfocitos T ativados (31), antes de a doenca estabilizar
ou mesmo regredir, o que motivou a definicdo de novos critérios de resposta
relacionados com a resposta imune. Deve haver por isso cautela em abandonar o
tratamento precocemente. As respostas podem demorar consideravelmente mais tempo
a tornar-se evidentes, quando comparadas com a terapia citotoxica, prolongarem-se para

além do fim do tratamento (Fig. 3).

Apesar de apenas uma minoria de doentes conseguir uma resposta completa,

essas respostas parecem ser duradouras na maioria dos casos. Torna-se por isso critico

Figura 3: Padrdes especificos da resposta tumoral
convencional [ imunoterapia
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definir biomarcadores preditores de uma resposta clinica, para evitar a exposi¢ao de um
grande nimero de doentes, que nao irdo ter beneficio clinico a um tratamento com

frequentes e graves efeitos secundarios e muito dispendioso.

Presentemente o ipilimumab tem indicacdo apenas para doentes em estadio 1V

ou estadio Il irressecavel.

O ipilimumab como terapia adjuvante esta a ser testado em 2 ensaios de fase 11
a decorrer. Num deles o ipilimumab é comparado com o placebo apds a ressecdo de
melanomas de alto risco no estadio 111 (NCT00636168) e no outro comparado com IFN-

a-2b recombinante em altas doses (NCT01274338).

Terapias combinadas com ipilimumab e inibidor BRAF especifico ou

radioterapia ou outras terapias alvo estdo ainda em estudo.

CTLA-4 ¢é o primeiro numa lista crescente de pontos de regulacdo imunoldgicos,
que incluem PD-1, lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3), T-cell immunoglobulin
mucin-3 (TIM-3) entre outros. O desenvolvimento e testes clinicos de anticorpos para

estas moléculas estdo em diferentes fases de desenvolvimento

Terapia anti-PD1

PD-1 (programmed death protein) &€ um recetor inibitorio da célula T, que
mediante interacdo com o ligando PD-1 nas células tumorais, evita a ativacdo da célula
T. As celulas tumorais podem sobre-expressar o ligando PD-1 para escapar a vigilancia

imunologica. Os tecidos normais, exceto 0s macrofagos exprimem pouco ou mesmo
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nenhum ligando PD-1 na sua superficie (32). Esta expressao tecidular especifica sugere
que atuar sobre a interacdo do PD-1 com o ligando PD-1 terd menos efeitos secundarios
auto-imunes do que por exemplo o blogueio CTLA-4, com toxicidade auto-imune em

20-30% dos doentes.

A inibicdo PD-1/ligando PD-1 pode ser alcancada quer pelo uso de anticorpos

anti-PD-1 ou anticorpos anti-ligando PD-1.

O Nivolumab é um anticorpo monoclonal humanizado dirigido contra a proteina
PD-1, que nos estudos de fase 1l mostrou uma sobrevida global de 17 meses e 43% dos

doentes estavam vivos aos 2 anos (33).

Os efeitos secundérios auto-imunes foram menos frequentes que com o

ipilimumab, e incluiram a pneumonite, vitiligo, colite, hepatite, hipofisite e tiroidite.

Neste momento estdo a decorrer trés estudos de fase 3 com o nivolumab em

doentes com melanoma avangado:

« NCTO01721746, que recruta doentes que progrediram sob ipilimumab e que
sdo aleatoriamente colocados a fazer nivolumab ou quimioterapia com

dacarbazina ou com a combinacao carboplatina e o paclitaxel,

« NCT01721772, que recruta doentes sem tratamento prévio, BRAF negativos,
aleatoriamente distribuidos por um grupo a fazer nivolumab e outro a fazer

dacarbazina,

« NCTO01844505, que recruta doentes sem tratamento prévio, aleatoriamente a

fazer, ipilimumab, nivolumab ou a combinagéo das duas moléculas.
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O Lambrolizumab € outro anticorpo monoclonal anti-PD1 que tem sido ensaiado
quer em doentes ja tratados com ipilimumab, quer em doentes naives, sem que se
verificasse diferenca entre os dois grupos. A taxa de resposta global foi de 37%, com
13% de casos de toxicidade grau 3/4. Os efeitos secundarios mais frequentes foram

fadiga, exantema cutaneo, prurido e diarreia (34).

Dois ensaios estdo em curso, um comparando o lambrolizumab com
quimioterapia (NCTO01704287) em doentes ja tratados com ipilimumab e outro

comparando lambrolizumab e ipilimumab em doentes naives.

Os anticorpos monoclonais anti PD1-L1 mostraram também atividade clinica.
BMS-936559 liga-se a PD1-L1, prevenindo a interacdo com o PD-1, esta a ser testado
num estudo de fase I/ll, em207 doentes com varios tumores, incluindo 55 com
melanoma. Nestes, 17% tiveram uma resposta objetiva, com duracdo de pelo menos 1

ano (35).

MPDL3280A é outro anticorpo monoclonal que se liga a PD1-L1, em
investigacgdo, que nos estudos de fase | mostraram uma resposta global de 29%, com

43% dos doentes livres de progressdo de doenca as 24 semanas (36).

Terapia celular adotiva

Linfécitos T

O melanoma expressa antigénios tumorais reconhecidos pelas células T

presentes quer no tumor, quer no sangue periférico. O objetivo da terapia celular
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autologa é a expansdao de um clone de células relevantes antigénio especificas ex vivo,

permitindo a administracdo aos doentes de células T altamente especificas do antigénio

tumoral, apos criar no recetor um ambiente 6timo que minimize a possivel destrui¢ao

destas células. Esta abordagem chama-se imunoterapia adotiva e em pequenos ensaios

parece ter altas taxas de resposta mantidas, o que caracteriza a imunoterapia (37).

O uso destas terapias é, no entanto, limitado pelo seu custo, serem muito

trabalhosas, requererem equipamento e técnicos especializados e serem especificas do

doente.

Existem varias fontes e tipos de células T usadas na terapia adotiva que incluem:

linfocitos que infiltram o tumor (TILs — tumor infiltrating lymphocytes)
obtidos a partir de uma biopsia de melanoma e amplificados ex vivo, e

posteriormente administrados novamente ao doente,

linfocitos T obtidos do sangue periférico do doente e modificados por
engenharia genética para exprimir um recetor antigénico quimérico (CAR-
chimeric antigen receptor), que posteriormente sdao amplificados ex vivo e

transfundidos novamente ao doente,

linfocitos T obtidos do sangue periférico do doente e modificados por
engenharia genética para exprimir um recetor recombinante de células T
(TCR- T cell receptor), que reconhece um antigénio-associado ao melanoma,
que posteriormente sdo amplificados ex vivo e transfundidos novamente ao

doente.

Destas abordagens, a expansdo dos TILs é a menos trabalhosa de produzir,

apesar de requerer um procedimento invasivo para a sua obtencdo. Esta fonte de
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linfécitos T, também esta associada a menor risco de auto-imunidade, jd que estes
linfocitos atuam sobre proteinas self-modificadas, que ndo sdo expressas nos tecidos

normais (38).

No entanto, uma desvantagem desta técnica, € que num elevado nimero de
doentes é impossivel isolar TILs suficientes a partir de uma amostra de melanoma.
Além disso esta técnica ¢ individualizada e portanto muito demorada e cara o que limita

a sua utilizacdo em maior escala.

Apbs re-infusdo os clones de células T reativos contra o tumor desaparecem
rapidamente da circulacdo dos doentes; estratégias de linfodeplecdo como as que usam
ciclofosfamida e fludarabina podem prolongar a vida das células infundidas e ainda
eliminar Tregs. A manutencdo destes linfocitos apds a transferéncia adotiva

habitualmente requer altas doses de IL-2 0 que esta associado a toxicidade significativa.

As taxas de resposta clinica nos doentes com melanoma metastizado tratados
com TILs sdo impressionantes: aproximadamente 50% em varios estudos (37). O
tratamento prévio destes doentes com linfodeplecdo estd associado numa maior

proporcao de respostas e respostas mais duradouras.

No caso dos melanomas que ndo produzem TILsS é necessario recorrer a
engenharia genética para expandir linfocitos T especificos dos antigénios tumorais. A
utilizacdo do CAR tem a vantagem de ser independente das células apresentadoras de
antigénio e do haplotipo HLA. No melanoma, pela fraca ou inexistente expressao de
moléculas CMH, as suas células tornam-se “invisiveis” as APCs. Usando esta técnica, 0

antigénio é reconhecido pelo anticorpo, ativando a célula T.

O terceiro método tem a desvantagem do TCR ser especifico para um antigénio

apresentado numa molécula CMH especifica, limitando o seu uso aos doentes com
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aquele alelo HLA. Além disso, pode ainda ocorrer uma imuno-selecdo das celulas que

ndo exprimem esse antigenio e que nao serdo reconhecidas.

O uso da expansdo de células T antigénio-especificas circulantes derivadas de
leucdcitos sanguineos periféricos € atrativo ja que a colheita das células é mais acessivel
do que a partir do tumor. Num estudo de fase Il, clones de células T especificas Melan-
A (MART-1) foram isolados do sangue periférico e expandidos e administrados com
baixas doses de IL-2 e IFN-a. Seis em 14 doentes (43%), tiveram respostas clinicas
objetivas e em 2 deles duradouras e completas, mas apenas doentes com doenga cutanea
ou ganglionar. Observou-se, no entanto, significativa toxicidade a nivel dos 6rgéos
contendo melandcitos, como despigmentacfes cutaneas agudas, uveite, diminui¢do da

audicao e vestibulite (37).

Terapias combinadas

As células T antigénio-tumorais especificas disfuncionais/exaustas presentes no
sangue periférico e no tumor co-expressam multiplos recetores inibidores, o que
antecipa a necessidade de terapias combinadas, para bloquear essas multiplas vias
inibitorias e assim aumentar a resposta imune antigénio tumoral especifica e reverter a
disfuncdo celular T induzida pelo tumor. Sdo assim necessarias terapias combinadas
mais inteligentes, que influenciem multiplas etapas da resposta imune para obter um

efeito sinérgico.

Multiplas combinac6es tém sido ensaiadas, de que sdo exemplo:



48
Associagdo da imunoterapia anti-CTLA-4 e anti-PD-1

A combinacdo da imunoterapia anti-CTLA-4 com o ipilimumab e anti-PD-1
com o nivolumab, parece ter um maior nivel de atividade anti-melanoma, que cada uma
das moléculas isoladamente e com um perfil de toxicidade manuseavel. Esta em curso
um ensaio de fase Ill estudando a combinacdo nivolumab e ipilimumab, comparado

com cada uma destas moléculas isoladamente (NCT01844505).

Associacdo da imunoterapia anti-CTLA-4 e inibidor BRAF

Como o ipilimumab e o vemurafenib mostraram ambos ser capazes de aumentar
a sobrevivéncia global nos doentes com melanoma e tém mecanismos de agéo
diferentes, parece fazer sentido a sua associacdo. Existem razdes para achar que os dois
farmacos podem atuar de forma sinérgica, estando a decorrer um ensaio para avaliar a
seguranca e sobrevivéncia global da terapia combinada inibidora especifica da cinase

BRAF com ipilimumab em doentes portadores da mutacdo BRAF (NCT01400451).

Perspetivas futuras

E provavel que no futuro, mais investigagio basica no sistema imune e nos
mecanismos imunologicos de evasdo tumoral possam revelar alvos terapéuticos

adicionais.
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Um deles é o BTLA (B and T lymphocyte attenuator), que como o PD-1
pertence a familia B7/CD28 e é expresso por diferentes tipos celulares, incluindo
células T, B, NKs e células dendriticas. O BTLA inibe a proliferacdo de células T e
regula negativamente a homeostasia dos linfocitos T CD8+ e a producdo de células T
memoria. Anticorpos monoclonais anti-BTLA estdo a ser investigados em modelos pré-

clinicos.

LAG-3 (lymphocyte activation gene 3) é outro recetor inibidor expresso nos
linfocitos T ativados CD4+ e CD8+. Nos tumores LAG-3 é expresso pelos linfocitos
que infiltram o tumor (TILs), células NKT, NK e Tregs. LAG-3 liga-se ao CMH 1l
presente nas células apresentadoras de antigénio e no melanoma, contribuindo para a
progressdo do melanoma, pelo que o seu bloqueio pode representar um potencial

tratamento para o melanoma.

Tim-3 (T cell immunoglobulin and mucin domain 3) é uma proteina
transmembranar presente nas células Th-1, capaz de causar a morte celular T através da
sua ligacdo ao ligando galectina-9. A galectina-9 é expressa por células apresentadoras
de antigénios como os mondcitos, macréfagos e células dendriticas e por alguns
tumores incluindo o melanoma. Também a sua inibicdo pode ter um papel significativo

no combate na resposta celular T anti-tumoral (39).

Também a nivel do microambiente tumoral existem fatores que inibem a
resposta imune T ao melanoma, como o TGF-f3, IL-10 e dxido nitrico, que representam

potenciais alvos terapéuticos.

O TGF-p ¢ secretado em larga escala pelas células de melanoma e possui

propriedades imunossupressoras.
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A IL-10 é uma citocina imunossupressora secretada por varios tipos de tumores,
incluindo o melanoma, capaz de suprimir as respostas T antigénio especificas pela
diminuicdo da expressdo das moléculas da CMH na superficie das células tumorais e
capaz de inibir a producdo de citocinas pro-inflamatérias como o TNF, IFN-y, ¢ IL-2

pelas células T.

A indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) é uma enzima produzida no
microambiente tumoral pelas células apresentadoras de antigénio e pelas células de

melanoma, capaz de produzir agentes imunossupressores das células T.

A Angiogénese constitui uma etapa critica para o desenvolvimento quer de
tumores primarios, quer de tumores metastéaticos. O VEGF (vascular endotelial growth
factor) é o mais importante promotor da angiogénese. A expressdo imuno-histoquimica

do VEGEF foi identificada em 20 a 77% das células de melanoma primario (40).

A transicdo do melanoma da fase de crescimento horizontal, para a fase de
crescimento vertical, € acompanhada pela inducdo da expressdo da proteina VEGF,
havendo uma relacdo entre a atividade angiogénica e o grau de agressividade do

melanoma.

O melanoma é um tumor altamente vascularizado, e apesar de haver uma
fundamentacdo teorica solida para o uso de terapias anti-angiogénicas, 0s resultados

praticos ficam aquém destas expectativas.

O bevacizumab é um anti-corpo monoclonal dirigido contra o VEGF, cuja

utilizacdo isolada ou em combinacdo, com outros agentes como o paclitaxel, a
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dacarbazina ou o IFN-02b esta longe de ser considerado um avango na terapia do

melanoma (41).

No entanto, até a data os ensaios com moléculas antiangiogénicas foram
realizados em doentes com melanoma avancado. Teoricamente 0 mesmo tratamento
deveria ser mais rentavel se aplicado em fases iniciais, estando a decorrer um ensaio
com doentes portadores de melanoma I1B, 1IC e Ill randomizados em 2 grupos, um a

fazer bevacizumab durante um ano, o outro apenas em observacao.

A vacinacdo com moléculas de RNA mensageiro (RNAm) codificadas com
antigénios associados a tumores € uma nova e promissora abordagem em que estdo

combinadas a apresentacéo antigénica e a estimulagdo imune (42).

Também a forma como os farmacos sdo administrados pode influenciar a sua
eficacia. Com terapia localizada, maiores doses podem ser atingidas e combinacgdes que
ndo eram possiveis pelos efeitos secundarios tornam-se possiveis. O recente exemplo
das novas nanoparticulas poliméricas, com IL-2 e um inibidor TGF-p injetadas em ratos
com melanomas mostram resultados promissores. Combinando estas duas moléculas a
resposta imunolégica do rato foi estimulada e as moléculas de defesa tumorais foram
inibidas com o anti-TGF-f. Esta combinagdo ndo tinha ainda sido possivel pelos efeitos

secundarios sistémicos (43).
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Conclusao

O melanoma metastizado é uma doenca resistente a quimioterapia classica, com

taxas de reposta inferiores a 10%.

Avancos recentes na biologia e genética molecular do melanoma traduziram-se
em promissoras modalidades de tratamento, como o recentemente aprovado
vemurafenib, inibidor BRAF, bem como os inibidores MEK dirigidos a cascata RAS-

RAF-MAPK.

De igual modo, importantes avan¢os na compreensdo da imunologia tumoral e
dos mecanismos imunes de fuga conduziram ao desenvolvimento de novas estratégias
clinicas na area da imunoterapia. A terapia individualizada para o cancro € o objetivo

central e a imunoterapia € um meio racional para atingir esse fim.

As primeiras abordagens imunoterapéuticas para o0 melanoma incluiram, entre
outros, BCG, IFN e IL-2, que apesar de terem revelado alguma eficécia, globalmente os
seus resultados foram no entanto modestos. Mais significativos foram os resultados
obtidos com a inibi¢do do recetor CTLA-4, com o ipilimumab. Também a inibicdo da
interacdo entre o ligando PD1 e o recetor PD1, quer através de anti-PD1 recetores ou

anticorpos anti-ligando PD1 parecem apostas promissoras.

Mais recentemente as estratégias da imunoterapia assentam no conceito da
especificidade (imunizacdo ativa especifica e terapia celular T adotiva). A terapia
celular adotiva apresenta resultados promissores, limitados no entanto pelos custos e

pelas dificuldades técnicas.

O aparecimento de inovadoras imunoterapias permite novas opcdes terapéuticas,

baseadas na combinagdo de diferentes agentes imunolégicos (ex: anti-CTLA-4 e anti-
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PD-1), ou na combinacdo de imunoterapia e terapia alvo (ex: anti-CTLA-4 e inibidor
BRAF), com potenciacdo dos resultados, mas com efeitos adversos significativos. Para
selecionar e “desenhar” as combina¢des mais adequadas a cada doente e evitar expor
doentes ndo-respondedores a efeitos secundarios potencialmente graves seria

fundamental a identificacdo de biomarcadores preditores de uma resposta clinica.
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