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RESUMO

Introducdo: o cancro colorretal é o terceiro mais frequente e uma das principais causas de
morte por cancro, sendo considerado um grave problema de salude. Em Portugal surgem
todos os anos mais de sete mil novos casos. O tratamento do cancro colorretal metastatico
evoluiu nas ultimas duas décadas e a sobrevida global aumentou cerca de dez a trinta meses.
Esta melhoria significativa no prognéstico destes doentes deve-se a introducéo de farmacos
biolégicos como o cetuximab, que sdo anticorpos monoclonais dirigidos a antigénios tumorais
especificos, os recetores do fator de crescimento epidérmico, envolvidos na transmisséo de
sinais de proliferacdo, angiogénese e metastase. Os anticorpos monoclonais expdem as
células tumorais ao sistema imunoldgico, obtendo uma resposta imune que pode ser mediada
por citotoxicidade celular dependente de anticorpos. Esta € a resposta das células imunes
inatas que exercem citotoxicidade antitumoral e é ativada quando o fragmento Fc do anticorpo
interage com o recetor Fc nas células do sistema imunoldgico. A identificacdo de tumores
dependentes deste tipo de sinalizacdo e, por isso, suscetiveis a esta terapia, tornou-se

imprescindivel.

Objetivo: determinar o impacto da citotoxicidade celular dependente de anticorpos no
prognéstico dos doentes com cancro colorretal, através de uma profunda pesquisa sobre o

tema, tendo por base a leitura de artigos cientificos publicados em revistas indexadas.

Desenvolvimento: na era da imunoterapia no tratamento do cancro colorretal, o objetivo é
cada vez mais potenciar os seus resultados. O conhecimento acerca do papel da
citotoxicidade celular dependente de anticorpos permite-nos equacionar se este podera ser

um bom marcador para a eficacia da terapia.

Concluséo: o nivel de citotoxicidade celular dependente de anticorpos exercido por células

natural killer na presenca de cetuximab pode ser Gtil como marcador prognostico.

Palavras chave: cancro colorretal metastatico, citotoxicidade celular dependente de
anticorpos, biomarcadores prognosticos, terapia anti-recetor do fator de crescimento

epidérmico



ABSTRACT

Introduction: Colorectal cancer is the third most frequent and one of the main causes of
cancer death, and is considered a serious health problem. In Portugal, more than seven
thousand new cases emerge every year. Treatment of metastatic colorectal cancer has
evolved over the past two decades and overall survival has increased by about 10 to 30
months. This significant improvement in the prognosis of these patients is due to the
introduction of biological drugs such as cetuximab, which are monoclonal antibodies directed
to specific tumor antigens, epidermal growth factor receptors, involved in the transmission of
signs of proliferation, angiogenesis and metastasis. Monoclonal antibodies expose tumor cells
to the immune system, resulting in an immune response that can be mediated by antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity. This is the response of innate immune cells that exert
antitumor cytotoxicity and is activated when the Fc fragment of the antibody interacts with the
Fc receptor in the cells of the immune system. The identification of tumors dependent on this

type of signaling and, therefore, susceptible to this therapy, became essential.

Objective: To determine the impact of antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity on the
prognosis of patients with colorectal cancer, through an extensive research on the subject,

based on the reading of scientific articles published in indexed journals.

Development: In the era of immunotherapy in the treatment of colorectal cancer, the goal is
increasingly to potentiate its results. The knowledge about the role of antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity allows us to equate if this may be a good marker for the efficacy of the

therapy.

Conclusion: the level of antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity exerted by natural

killer cells in the presence of cetuximab may be useful as a prognostic biomarker.

Key Words: metastatic colorectal cancer, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity,

prognostic biomarkers, anti-epidermal growth factor receptor therapy



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora pela disponibilidade, atencdo dispensada, paciéncia, dedicacédo e

profissionalismo.

A minha familia, em particular aos meus pais, irma, cunhado e sobrinhos pelo incentivo,

compreensdo e encorajamento, durante este periodo.

A minha tia que faleceu recentemente e que foi inspiracéo para a escolha do tema.

Aos meus amigos e colegas pelos momentos de entusiasmo partilhados em conjunto.

A todos os demais.



A diferenca entre o possivel e o impossivel

esta na vontade humana.

Louis Pasteur (1822-1895)



INDICE

LiSta de @DIEVIBTUIAS ....cciiiiiie ettt e et e e e e e nnteeeeean pag. 1
[ a1 (oo 11 o= T PP PPERRR pag. 2
=10 To (o] (o |- NPT PP PUPRPPPPPPRI pag. 5
TS U1 7= o [0 1= PP R O PPRRRR pag. 6
DISCUSSED ..eeeeueteieeeiieieeeaatieteeestteeeeaastaeeeaasteeeeeasseeeeeaansseee e e ssseeeeanssseeeeansseeeeaansannaeannsnnenaans pag. 7
CONCIUSDES ...ttt ettt e et e e e st e e e bbbt e e e s bt et e e e s nbb e e e e annnee s pag. 12
Referéncias biblIOGrafiCas ........ccuvviiiiiii e pag. 13

\



Impacto progndstico da citotoxicidade celular dependente de anticorpos no cancro colorretal

LISTA DE ABREVIATURAS

Abs — anticorpos

ADCC - citotoxicidade celular dependente de anticorpos
ADCP - fagocitose celular dependente de anticorpos
CCR - cancro colorretal

CCRm — cancro colorretal metastatico

CDC - citotoxicidade dependente do complemento
CEA - antigénio carcino-embrionario

EGFR - recetor do fator de crescimento epidérmico
Fc — fragmento ¢

FcR — recetor do fragmento ¢

GTP — guanosina trifosfato

GTPase — enzima hidrolase que se liga ao GTP
IgG — imunoglobulina G

iINKT — células T NK invariante

mAbs — anticorpos monoclonais

MHC — complexo principal de histocompatibilidade
mut — mutado

NK — natural killer

SG — sobrevida global

SNP — polimorfismo de nucleotideo Unico

SLP — sobrevida livre de progressao

wt — tipo selvagem
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INTRODUCAO

O cancro colorretal (CCR) é a terceira neoplasia maligna mais frequente em todo o

mundo e uma das principais causas de mortalidade relacionada com cancro?.

Em Portugal, o CCR € o terceiro mais frequente e o segundo mais mortal, sendo a taxa
de incidéncia padronizada de cancro do célon de 42,3 (por 100.000 habitantes) no sexo
masculino e 24,2 no sexo feminino; a de cancro do reto é de 22,6 e 10,4, respetivamente. A
taxa de mortalidade padronizada de cancro do célon é de 19,7 (por 100.000 habitantes) no
sexo masculino e 10,7 no sexo feminino; a de cancro do reto é de 8,6 e 4,0, respetivamente.
E de notar também a assimetria interior-litoral que se reflete numa maior incidéncia e
mortalidade no interior do pais. Dado que sédo 11,655 0s anos potenciais de vida perdidos por
CCR, torna-se prioritaria a intervencdo neste tipo de cancro pelo impacto relativo na

mortalidade precoce?.

A maioria dos casos de CCR é diagnosticada numa fase avancada, em estadio Ill ou
IV (de acordo com o sistema TNM), ou seja, com metastases nos ganglios linfaticos e/ou
noutros Orgaos, respetivamente. Estas metastases apresentam uma elevada resisténcia as
terapias convencionais, tornando o CCR uma das principais causas de morte por cancro>4°,
Por estas raz@es, € fulcral a utilizacdo de biomarcadores moleculares e farmacogenémicos
e/ou outros agentes biolégicos, para prever a resposta clinica ao tratamento, de modo a

desenvolver quimioterapias dirigidas para os doentes com CCR.

O tratamento do CCR metastéatico (CCRm) nos ultimos vinte anos sofreu uma melhoria
significativa com aumento da sobrevida global (SG) de aproximadamente dez para trinta
meses. Este aumento é devido a introdugcdo, em tratamentos sistémicos, de agentes
biologicos dirigidos quer & angiogénese, tais como o bevacizumab, o aflibercept e o
regorafenib, quer ao recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), como o cetuximab e

0 panitumumab®.

O EGFR encontra-se sobre-expresso no CCR na superficie da célula cancerigena.
Transmite sinais de proliferagdo celular, angiogénese, invasdo e metastizacdo, logo esta
correlacionado com mau prognéstico, tornando-se um alvo atrativo para a terapia com

anticorpos monoclonais (mAbs)”#.

O cetuximab foi o primeiro agente desenvolvido contra o EGFR, € um mAb quimérico
IgG1, que impede a ligacdo do ligando ao recetor, inibindo a ativacdo das cascatas de
sinalizag&o bioquimica envolvidas no desenvolvimento tumoral, tendo efeitos antiproliferativos

e proapoptoticos diretos. O panitumumab, por sua vez é um mAb humanizado IgG2, também

2
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aprovado para doentes com CCRm. Ambos séo usados em combinacao com a quimioterapia,
guer em primeira ou segunda linha, ou de forma isolada na doenca refratéria. A identificacao
de tumores dependentes da sinalizagdo do EGFR, logo suscetiveis a terapéutica anti-EGFR,
tornou-se mandatoéria, visto que as taxas de resposta ao cetuximab em doentes néo

selecionados eram menores que 30%7:91°,

O KRAS é uma proteina citoplasmatica de ligacdo ao GTP com baixa atividade de
GTPase. Quando o GTP se liga ao KRAS, os sinais de proliferagéo celular e inibicdo da
apoptose sdao libertados, atuando o KRAS como um oncogene classico. As muta¢gfes do
KRAS foram encontradas principalmente no exdo 2, causando a inibicdo da atividade de
GTPase e o bloqueio da proteina KRAS na forma ativa. Estas muta¢cdes oncogénicas, ao
ativarem a via RAS/RAF/MAPK, tornam o EGFR um alvo terapeuticamente inadequado?®. O
KRAS e o NRAS sdo membros da familia de oncogenes RAS estreitamente relacionados.
Alteracdes nos exdes 2, 3 e 4 de qualquer dos genes ativam constitutivamente o RAS e séo
mutuamente exclusivas, o que sugere redundancia funcional. Até agora, varios ensaios
clinicos randomizados validaram as mutac6es do RAS como fatores preditivos negativos da
resposta do CCR a terapia anti-EGFR'?131415 Neste sentido, a Agéncia Europeia do
Medicamento (EMA) restringiu a utilizacdo do cetuximab e do panitumumab a doentes com
CCR KRAS-wt (tipo selvagem, sem mutacdo) ou sem mutacéo nos codbes 12, 13, 59, 61, 117
e 146 do NRAS, definidos como doentes RAS-wt, porque apenas nestes resulta numa boa,

embora limitada, melhoria clinica®1718,

A citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) é uma resposta de células
do sistema imune inato que exerce citotoxicidade antitumoral e é ativada quando o fragmento
Fc do anticorpo interage com o recetor Fc (FCcR) das células imunitarias. A ADCC foi proposta
como um mecanismo paralelo dos efeitos antitumorais do cetuximab, contudo a sua
contribuicdo especifica na resposta clinica, bem como a influéncia das mutacées do RAS e
do BRAF na ADCC mediada pelo cetuximab, ndo estéo totalmente esclarecidas!®!41°, Seo et
al. (2014) observaram que a ADCC esta significativamente relacionada com os niveis de
EGFR, mas ndo com mutagdes no KRAS e/ou BRAF?. Alguns polimorfismos que regulam as
interacdes Fc:FcR foram descritos como relevantes no nivel de ADCC induzido pelo
cetuximab?. Em particular, a resposta a terapia com mAbs tem sido correlacionada com
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) especificos em genes FCGR2A (H131R) e
FCGR3A (V158F)%. No entanto, os dados sdo até agora contraditérios, uma vez que
provieram principalmente de estudos pouco potentes com pequenas amostras®®2, O

panitumumab exerce uma fraca atividade de ADCC devido a sua natureza de 1gG2%.

As células natural killer (NK) sdo os linfocitos citotéxicos mais eficazes a combater o

cancro, e tém sido extensivamente estudadas em varias doencas malignas hematol6gicas, no
3
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entanto, a terapia com células NK dirigida a tumores sélidos ainda esta em desenvolvimento.
As células NK combatem as células tumorais por citotoxicidade natural e podem também ser
ativadas por ligacdo de mAbs de IgG1 por meio de FcRs (CD16 / FcyRllla) na sua superficie,
mediando deste modo a ADCC. A terapia adotiva com células NK in vivo tem determinadas
limitacBes, incluindo a falta de especificidade. O farmaco cetuximab pode mediar a ADCC
através de células NK in vivo, e tem sido aprovado para o tratamento de primeira linha do
CCRm EGFR positivo. Ainda assim, a eficacia clinica deste tratamento é dificultada por

mutacdes no gene RAS, permitindo os tumores de escapar a terapia mAb anti-EGFR8918:26.27,

Os farmacos que se dirigem as células NK, células T, macréfagos e células dendriticas
podem aumentar a resposta imunitaria e incrementar a atividade antitumoral dos mAb?8, As
células iINKT sao linfécitos T com um rearranjo da cadeia a do recetor do antigénio da célula
T invariante que co-expressa marcadores NK. Um défice de células iINKT circulantes esta
ligado a uma fraca resposta clinica, sugerindo um papel critico na resposta imune contra o
tumor. Além disso, a determinacédo do nivel das células iINKT pode ajudar a determinar quais
os doentes que podem beneficiar de terapéuticas adjuvantes imunoterapéuticas que visam

reconstituir o reservatério das células iNKT circulantes?®2°.

Esta revisdo bibliografica tem como objetivo determinar o impacto da ADCC no
prognostico dos doentes com CCR, de forma a perceber a evolug¢édo para um tratamento mais
personalizado do CCRm e o reflexo no prognéstico destes doentes, através da utilizacdo de

biomarcadores progndésticos e preditivos para a selecionar doentes para a terapia anti-EGFR.
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METODOLOGIA

Esta revisdo bibliografica foi efetuada por pesquisa eletronica na base de dados
MEDLINE/Pubmed, através das seguintes palavras-chave: “ADCC” e “Colorectal Cancer”. O

ultimo levantamento foi a 20 de fevereiro de 2017.

Foram consideradas elegiveis todas as publicacdes em lingua inglesa, com texto

completo gratuito e sem limitagdes temporais.

Procedeu-se a leitura do titulo e resumo de todos os artigos recolhidos, de forma a
selecionar os cientificamente mais relevantes, mais recentes e provenientes de revistas com
maior fator de impacto (Impact Factor 2015 Journal Citation Report®) para posteriormente

serem extraidos os dados.

Foram ainda incluidas as referéncias dos artigos selecionados para revisdo no sentido

de identificar estudos adicionais relevantes.
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RESULTADOS

As pesquisas conduziram ao levantamento de 27 artigos, dos quais foram
selecionados 15 para leitura do texto completo.

Foram excluidos 12 artigos segundo os seguintes critérios (fig.1): (1) artigos sobre
novas terapéuticas (n=4); (2) revisdes sistematicas ndo CCR-especificas (n=2); (3) artigos
sobre vacinacdo (n=2); (4) artigo sobre cancro do pancreas (n=1); (5) estudo de caso (n=1);

(6) artigo de revista com fator de impacto <1 (n=1); (7) artigo publicado em 1988 (n=1).

Via lista de referéncias bibliograficas foram obtidas 21 publica¢des adicionais.

[ 27 artigos da base de dados Pubmed ]

novas terapéuticas (n=4)

revisées nao CCR-especificas (n=2)

vacinagéo (n=2)

> cancro do pancreas (n=1)

estudo de caso (n=1)

> fator de impacto <1 (n=1)

> publicacédo de 1988 (n=1)

15 artigos para leitura completa

Figura 1 — Fluxograma da aplicacao dos critérios de inclusédo e excluséo.
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DISCUSSAO

Foram varios os estudos que exploraram a atividade de ADCC das células NK induzida
pelo cetuximab contra o CCR: Chen et al. (2016) recorreu a modelos de xenoenxerto de CCR
com varias expressdes de EGFR, verificando que o cetuximab pode intensificar a atividade
de ADCC das células NK podendo esta combinacéo ser uma imunoterapia potencial para os
doentes com CCRm com expressdo de EGFR?. Por sua vez, Veluchamy et al. (2016)
comprovaram que € importante reforcar a imunoterapia com células NK através da
combinag&o com cetuximab para doentes com CCRm RAS-mut (mutado) e BRAF-mut, desde

que o EGFR seja positivo?’.

Maréchal et al. (2010) verificou que as células CD56+, principalmente as células NK,
podem ser o principal efetor da atividade do cetuximab relacionada com a ADCC. A atividade
de ADCC é mantida em doentes com CCR, mas diminui significativamente apés a deplecéao
das células CD56+. A avaliacao das células CD56+ que se infiltram no CCR primério pode
fornecer informacao adicional ao status de KRAS na predicdo da resposta e na sobrevida livre
de progressao (SLP) em doentes de CCRm tratados com quimioterapia de primeira linha

baseada no cetuximab®.

A ADCC é um mecanismo de acdo importante do cetuximab e a mutacdo KRAS
prejudica o efeito terapéutico exercido pela ADCC mediada por cetuximab. Nakadate et al.
(2014) investigaram a ADCC mediada por cetuximab em dois pares de células de CCR
isogénicas com ou sem mutagdo KRAS. Numa analise de ADCC, a lise de células alvo
dependente de perforina ndo foi afetada pelo estado de mutacdo KRAS. Por outro lado, a
ADCC independente de perforina foi observada apenas em células de CCR com KRAS-wt,
mas ndo em células com KRAS-mut. Experiéncias de neutralizacdo revelaram que a interacao
do ligando Fas-Fas (FasL) era responsavel pela inducao de apoptose e ADCC independente
de perforina. Além disso, a presenca de células efetoras claramente aumentou o efeito inibidor
do crescimento do cetuximab apenas em células de CCR com KRAS-wt, mas ndo naquelas
com KRAS-mut!4.

A sinalizacdo KRAS induz a supressao da expressdo de EGFR, prejudicando assim
0s mecanismos efetores mediados pelo Fc de EGFR-Abs, tornando as células tumorais
KRAS-mut menos sensiveis a estes agentes terapéuticos. O KRAS também tornou as células
tumorais menos responsivas aos mecanismos efetores mediados pelo Fc de EGFR-Abs tais
como a citotoxicidade dependente do complemento (CDC) e a ADCC. A reducéo da atividade

de CDC e ADCC pode estar ligada a expresséo reduzida de EGFR em células com KRAS-
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mut versus células KRAS-wt. Experiéncias de imuno-histoquimica também revelaram uma

expressao de EGFR inferior em amostras de CCR com KRAS-mut versus KRAS-wt*®.

As mutacdes de KRAS foram identificadas como um forte preditor de resisténcia a
terapias anti-EGFR. Além de inibir a via do EGFR, os mAbs anti-EGFR podem exercer efeitos
antitumorais através da ADCC. Varios estudos focaram a relevéancia funcional dos SNPs dos
genes que codificam os FcyRs para a ADCC mediada pelo cetuximab no CCR. Paez et al.
(2010) investigaram a associagao de polimorfismos FcyR e mutagcdo KRAS com a resposta
clinica de 104 doentes com CCRm refratario tratados com mAbs anti-EGFR. A mutacdo KRAS
foi associada a menor taxa de resposta (P=0,035) e menor SLP (3 vs 7 meses, P=0,36). Os
polimorfismos FcyRlla-H131R e FcyRIlla-V158F ndo mostraram associagdes
estatisticamente significativas com o estado de resposta, SLP ou KRAS. O status KRAS
(P=0,04) e a toxicidade cutanea (P=0,03) foram associados a taxa de resposta. A classificagdo
de risco clinico (P=0,006) e a toxicidade cutanea (P<0,0001) sao fatores de risco
independentes para a SLP. Os polimorfismos FcyRlla e FcyRIlla ndo sdo uteis como
marcadores moleculares para resposta clinica em doentes com CCRm. Até a data, a EORTC
(Organizacédo Europeia para a Investigacao e Tratamento do Cancro) afirmou que a toxicidade
da pele e o estado KRAS séo os Unicos biomarcadores fiaveis para identificar os doentes que

beneficiariam com a terapéutica anti-EGFR®.

Posteriormente, outros estudos vieram contradizer estas conclusoes, pelo que parece
ainda néo existir consenso: doentes portadores dos alelos H 131H/H e 131H/R do FcyRlla
apresentaram ADCC significativamente mais elevada do que os doentes com os alelos
131R/R?!. J4 outro estudo indicou que ndo ha associacdo com resposta e néo foi identificada
capacidade prognéstica para os polimorfismos FcyRlla®. Estes dois estudos sdo, contudo,
consensuais relativamente aos polimorfismos do FcyRllla, que foram significativamente
associados a resposta a terapia anti-EGFR em doentes com CCR KRAS-wt. O progndstico é
particularmente desfavoravel para doentes portadores do gendétipo FcyRllla com o alelo
158F/F (mediana da SLP (V — valina, F - Fenilanalina) V/V, V/F, F/F: 18,2 vs 17,3 vs 9,4
meses). Assim, em doentes com CCRm, a presenca de FcyRllla-F envolvido na atividade de

ADCC, pode predizer resisténcia a terapia anti-EGFR e progndstico desfavoravel®3t.

Existe uma relacdo entre as células iINKT, a atividade de ADCC, os gendtipos em
FCGR2A e FCGR3A e a eficacia do cetuximab em doentes com CCRm KRAS-wt. Lo Nigro et
al. (2016) investigaram o papel prognostico de células iINKT e ADCC em 41 doentes com
CCRm KRAS-wt tratados com cetuximab, e demonstraram que doentes com atividade de
ADCC acima do nivel médio (71%) apresentaram uma melhoria da SG em comparacdo com
0s que tinham menor atividade de ADCC (16 vs 8 meses, P=0,026). Ndo se observou

correlacdo significativa entre as células iINKT e a SG (P=0,19), mas a tendéncia de uma melhor
8
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SG apéds dez meses em doentes com nivel basal de células iNKT elevado (acima de 0,382
células/mL). Contudo, os doentes com elevada atividade de ADCC e grande quantidade de
células iINKT apresentaram um efeito benéfico em comparagdo com a ADCC baixa e iNKT
baixo. Este beneficio parece superior ao papel da ADCC isolada, suportando a hipétese de
uma interacdo positiva entre as células efetoras INKT e a ADCC. A correlagdo da SG e da

SLP com SNPs envolvidos na ADCC revelou-se néo significativa®2.

Sconocchia et al. (2014), correlacionando os resultados de testes imuno-histoquimicos
com a analise do curso clinico da doenca, sugeriram existir evidéncia de que a infiltragdo de
tumores colorretais por células NK e T CD8+ esta associada a sobrevivéncia prolongada dos
doentes, por interferirem no microambiente tumoral desencadeando respostas imunes
antigénio-especificas. Além disso, a enumeracdo destas células nestes tumores pode
fornecer informacgBes de prognostico Uteis. Por outro lado, os tumores com infiltracdo de
células NK em combinacdo com linfécitos T CD3+ e CD4+ ndo tiveram nenhum efeito

detetavel sobre o curso clinico da doenga®.

Estudos recentes evidenciaram que as células NK em doentes com cancro séo
disfuncionais e podem ser ainda mais ap0s a quimioterapia, assim é crucial avaliar se as
estratégias imunoterapéuticas destinadas a aumentar ainda mais a ADCC sdo viaveis.
Contudo, um novo mAb anti-EGFR, o GA201, foi capaz de induzir ADCC em células NK de

doentes com CCR, superando eficazmente a sua deficiéncia®.

Foi desenvolvida uma abordagem de anticorpo sequencial contra neoplasias malighas
gue expressam EGFR que se dirige primeiro ao tumor e depois ao sistema imunitario. As
células NK aumentam substancialmente a expressdo da molécula co-estumuladora CD137
guando expostas a cetuximab em linhas celulares de CCR EGFR positivas. Além disto, a
ativacdo de CD137 com um mAb agonista aumentou a desgranulacao das células NK e a
ADCC. A administracdo combinada de cetuximab e mAb anti-CD137 foi sinérgica e conduziu
a uma resolucao completa do tumor e aumento da SG, que dependia da presenca de células
NK. Nos doentes que receberam cetuximab, o nivel de CD137 nas células NK circulantes e
intratumorais dependia do tempo pdés-cetuximab e do polimorfismo do FcyRllla. O aumento
de células NK que expressam CD137 correlacionou-se diretamente com o aumento de células
T CD8+ EGFR-especificas?®.

Outro estudo realga o potencial para sinalizar enzimas associadas a superficie celular,
tais como catepsina S, como alvos terapéuticos, utilizando anticorpos capazes de induzir a
ADCC em células tumorais. As enzimas proteoliticas tém sido implicadas na conducéo da
progressdo tumoral por meio da sua atividade no microambiente celular de cancro onde

promovem proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, migracdo e invasdo. As estratégias
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terapéuticas tém-se centrado na atenuacdo da sua atividade utilizando pequenos inibidores
de moléculas, mas a associagdo de proteases com a superficie celular durante a progresséo
do cancro abre a possibilidade de direcionar estas a utilizar a ADCC. A catepsina S € uma
cisteina protease lisossémica que promove o crescimento e a invasao de células tumorais e
endoteliais durante a progressdo do cancro. A analise das biopsias de doentes com CCR
mostra que a catepsina S se associa com a membrana celular indicando um potencial para o
direcionamento da ADCC. A catepsina S é expressa na superficie de células tumorais
representativas de CCR (expressao positiva de 23%-79%). Além disso, a ligagdo de um novo
anticorpo humanizado (Fsn0503h) a catepsina S associada a superficie resulta na morte de
tumores sinalizados por células NK. Num modelo de CCR, Fsn0503h provoca um efeito

citotoxico de 22%°3.

O antigénio carcino-embrionario (CEA) encontra-se associado a varios tipos de cancro,
particularmente o CCR, e desenvolveu-se para ser um alvo molecular para diagnéstico e
terapéutica do cancro. No estudo de Zheng et al. (2011), criou-se um novo mAb anti-
CEACAM5, nomeadamente mAb CC4, por imunizacdo de ratinhos com células vivas de CCR.
Estudos imuno-histoquimicos descobriram que o mAb CC4 liga-se especificamente e
fortemente aos tecidos tumorais, especialmente ao adenocarcinoma colorretal. Em ratinhos
xeno-enxertados, o mAb CC4 é acumulado especificamente no local do tumor e reprime
notavelmente o crescimento do tumor colorretal. A andlise funcional in vitro mostrou que o
mAb CC4 suprime significativamente a proliferacdo celular, a migracdo e a agregacao de
células de CCR e também aumenta fortemente a ADCC. O mAb CC4 ¢é ainda capaz de
aumentar a citotoxicidade das células NK contra células de CCR com défice de MHC de classe
1, blogueando a interacdo intercelular entre o CEACAMS5 epitelial e o recetor CEACAM1
inibidor de NK. Estes dados sugerem que o mAb CC4 tem o potencial de ser desenvolvido

como um novo veiculo de sinalizacdo de tumor e auxiliar na terapia do cancro®.

O efeito da glicoprotecédo de um antigénio especifico de membrana CEA (CEACAMS5)
e anticorpo (PR1A3) sobre a capacidade para aumentar a morte de linhas celulares de CCR
por células imunitarias efetoras foi avaliada no estudo de Ashraf et al. (2009). A eficcia in
vivo do anticorpo também foi testada. A alteracao resultante do padrao de glicosilagdo do
segmento Fc aumenta a afinidade de ligagdo do anticorpo ao recetor FcyRllla em células
imunitarias efetoras mas néo altera a capacidade de ligagdo do anticorpo. A ADCC é inibida
na presenca de anticorpos bloqueadores anti-FcyRIIl. Esta glicovariante de hPR1A3 aumenta
a ADCC dez vezes em relacdo ao anticorpo ndo modificado, utilizando células do sangue
periférico ndo fracionadas mononucleares ou NK e células de CCR positivas a CEA como
alvos. As células NK sdo muito mais potentes na obtencdo de ADCC do que mondécitos ou
granuldcitos recéme-isolados. A citometria de fluxo e a microscopia de fluorescéncia
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automatizada tém sido utilizadas para mostrar que ambas as versdes de hPR1A3 podem
induzir fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP) por macrofagos derivados de
mondcitos. Contudo, o anticorpo glicovariante ndo mediou a ADCP aumentada. Isto pode ser
explicado pela expresséo relativamente baixa de FcyRIlla em macréfagos cultivados. Estudos
in vivo mostram a eficacia da IlgG1 PR1A3 recombinante humana na melhoria significativa da
sobrevivéncia num modelo murino de CCRm. A atividade de ADCC in vitro altamente

aumentada da versao glicovariante de hPR1A3 é suscetivel de ser clinicamente benéfica®.
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CONCLUSOES

Apesar da existéncia de inUmeros estudos que avaliam o significado progndéstico de
variaveis histoldgicas, moleculares e clinicas, o estadio patol6gico ao diagndstico mantém-se
como o principal indicador de progndstico a longo-prazo. As caracteristicas mais importantes
séo a presencga de metastases a distancia, extensao local do tumor, metastizacao ganglionar

loco-regional e doenca residual.

As células NK sdo consideradas os mediadores principais do efeito terapéutico do
cetuximab devido a ADCC. O numero de células iNKT e o nivel de ADCC, exercida por células
NK na presenca de cetuximab, podem ser Uteis marcadores prognésticos ou preditivos de

resposta.

A pertinéncia deste estudo prende-se com o facto de estarmos numa era de
imunoterapia no tratamento do CCR (e de outros tipos de cancro), em que o objetivo é cada
vez mais potenciar os resultados da mesma. Assim sendo, o conhecimento acerca do papel
da ADCC permite-nos equacionar se este podera ser um bom marcador para a utilizacédo
conjunta ou sequencial de mAbs (cetuximab) e inibidores dos checkpoints, potenciando o

melhor dos dois mundos.

Deste modo, este estudo torna-se relevante devido a atualidade do tema, a
sistematizacao da informacao disponivel e a sua aplicabilidade na prética clinica na area da
Oncologia Médica, repercutindo de alguma forma na terapéutica deste tipo de cancro e no
prognéstico dos doentes.
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