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Resumo

A terapéutica com inibidores de PD-1/PD-L1 afigura-se como promissora no combate a
um crescente nimero de tumores, tendo demonstrado beneficios clinicos e respostas
objetivas em varios estudos. Ainda assim, apesar de os resultados clinicos serem
aparentemente positivos, a taxa de resisténcia priméaria ronda os 70%. Isto significa que
uma proporg¢do significativa dos doentes ndo é sensivel a terapéutica. Para além disso,
acrescendo a esse facto, a maioria dos doentes que responde inicialmente acaba por
desenvolver resisténcias, conduzindo inevitavelmente a progresséo da doenca. A presente
dissertagé@o pretende dar a conhecer aqueles que sdo 0s mecanismos atualmente propostos
para a resisténcia a terapéutica anti-PD-1/PD-L1, tanto primaria como adquirida. Os
mecanismos dependem sobretudo de fatores intrinsecos ao tumor como a carga
antigenica, mas também de outros aspetos da sua imunogenicidade. A expressdo de PD-
L1 e o défice de linfocitos infiltrantes de tumor no microambiente tumoral, a apresentacéo
antigénica e a ativacédo de linfocitos T efetores, interagdes PD-1/PD-L1, a exaustdo severa
de linfocitos T, a co-expressao de recetores inibitorios e algumas vias independentes da
PD-1 sdo os fatores que serdo explorados como responsaveis pela falta de sensibilidade a
terapéutica. Por ultimo, serdo abordadas também algumas estratégias terapéuticas que
poderdo, no futuro, complementar a anti-PD-1/PD-L1 e diminuir as resisténcias que lhe

estdo associadas.

Palavras chave: imunoterapia, PD-1, PD-L1, resisténcia primaria, resisténcia adquirida



Abstract

Anti-PD-1/PD-L1 blockade appears as a very promising immunotherapy in various types
of tumours, having shown clinical benefits and objective responses. However, albeit
positive clinical results have been shown, the primary resistance rate is still very high,
around 70%. Moreover, most patients that show an early response end up developing
acquired resistance leading to disease progression. This review shows the current
understanding of the proposed mechanisms of resistance associated to anti-PD-1/PD-L1
blockade, both primary and acquired. This will be done by discussing the particular
phenotypes and pathways that have been identified to contribute to resistance such as
tumour immunogenicity, antigen presentation and effector T-cell activation, T-cell severe
exhaustion, PD-1/PD-L1 interactions, inhibitory receptors co-expression and PD-1
independent pathways. At last, the potential efficacy of some therapeutics approaches for
improving sensitivity to anti-PD-1/PD-L1 therapies will be discussed.

Keywords: immunotherapy, PD-1, PD-L1, primary resistance, acquired resistance
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Lista de Abreviaturas
ALK — Anaplastic lymphoma kinase, cinase do linfoma anaplésico

APC — Antigen Presenting Cells; células apresentadoras de antigénios
CCL4 — Chemokine (C-C motif) ligand 4; Quimiocina C-C ligando 4

CTLA-4 — Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; proteina citotoxica 4 associada

a linfocitos T
EGFR — Epidermal growth factor receptor; recetor do fator de crescimento epidérmico

GM-CSF - Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; fator estimulante de

colénias de granuldcitos-macrofagos

IFNvy— Interferdo gama

LCMYV - Lymphocytic choriomeningitis; virus da coriomeningite linfocitica
LAG-3 - Lymphocyte-activation gene 3; gene 3 da ativagdo linfocitaria

MDSCs — Myeloid-derived supressor cells; Células supressoras derivadas da linhagem

mieloide

MHC - major histocompatibility complex; complexo principal de histocompatibilidade
PD-1 — Programmed death 1; proteina da morte celular programada 1

PD-L1 - Programmed death ligand 1; ligando da proteina da morte celular programada 1
NSCLC — Non-small cell lung cancer; cancro do pulmao de ndo-pequenas células
PTEN - Phosphatase and tensin homolog; homologo da tensina e fosfatase

TIL — Tumor infiltrate lymphocytes; linfocitos infiltrantes de tumor

TIM-3 — T-cell molecule with immunoglobulin and mucin domain 3; molécula de

linfocito T com imunoglobulina e dominio 3 da mucina

TNFa — Tumor necrosis factor alfa; fator de necrose tumoral alfa



Objetivo

A imunoterapia afigura-se cada vez mais como uma alternativa no combate terapéutica a
um numero crescente de neoplasias. O aparecimento de terapéuticas anti-PD-1/PD-L1 é
visto como um avango no combate a doenca oncolégica, no entanto ha desafios que tém
de ser ultrapassados, nomeadamente as resisténcias que lhe estdo inerentes, tanto
primarias como adquiridas. Desta forma, esta dissertacdo visa abordar e discutir o
panorama atual das vias celulares e moleculares que contribuem para o desenvolvimento
de resisténcias aos inibidores da PD-1/PD-L1 bem como explorar eventuais terapéuticas

de combinagéo que visem diminuir o efeito das mesmas.

Material e Métodos
Para a realizacdo deste artigo de revisao bibliografica foi efetuada uma pesquisa de artigos

na base de dados bibliografica MEDLINE — PubMed. A pesquisa bibliografica dos artigos
cientificos foi realizada entre os meses de Agosto de 2016 e Abril de 2017. As palavras-

chave usadas foram: imunoterapia, anti PD-1, anti PD-L1 resisténcia, checkpoint.

Os artigos foram selecionados ou excluidos conforme o contetdo do titulo e/ou resumo.
Apenas foram selecionados artigos publicados em inglés ou portugués e que foram
publicados durante o periodo de 2012-2017. A pesquisa inclui também a procura de
artigos nas referéncias bibliograficas de estudos analisados e selecionados, os quais se

incluem no periodo de 1998-2017.

Introducéo
O panorama da imunoterapia no contexto oncoldgico tem sofrido alteragdes nos

altimos tempos, em virtude do aparecimento de terapéuticas imunoldgicas que tém como
alvo os recetores do checkpoint imunossupressor da proteina citotoxica associada a
linfocitos T (CTLA-4) ou da proteina da morte programada celular programada (PD-1) e
do seu ligando (PD-L1).) Os inibidores de PD-1 e PD-L1 tém demostrado serem
clinicamente eficazes em mais de 15 tipos de neoplasias, nomeadamente melanoma,
cancro do pulmdo de ndo-pequenas células (NSCLC), carcinoma das células renais,

carcinoma da bexiga e linfoma de Hodgkin’s. ?

Neste sentido, recentemente foram aprovados pela FDA dois anticorpos

monoclonais anti PD-1, nivolumab (Opdivo ®) e pembrolizumab (Keytruda ®) para o



tratamento de NSCLC, melanoma metastatico e carcinoma de células renais ou NSLC e
melanoma avancado, respetivamente. Em maio de 2016 foi aprovado pela FDA um
anticorpo monoclonal anti PD-L1, atezolizumab (Tecentrig ®) para o carcinoma da
bexiga. Em outubro de 2016 foi também aprovado o seu uso para 0 NSCLC. No entanto,
a resisténcia priméria as terapéuticas anti-PD-1 é ainda frequente, afetando até 70% dos
doentes em alguns tipos de neoplasias. ® A isso acresce o facto de que alguns doentes
que manifestaram respostas iniciais positivas desenvolveram resisténcias as terapéuticas

anti-PD-1, originando recidiva da doenca. ¥

Assim, é importante identificar os mecanismos por tras da resisténcia a esta
terapéutica de forma a que seja possivel no futuro delinear terapéuticas de combinagdo
tendo por base os alvos identificados.

Mecanismo de acao dos inibidores PD-1/PD-L1

Ao longo do altimo século, a pesquisa ao nivel da oncologia tentou utilizar o sistema
imunitario como meio para combater o cancro. Varias terapéuticas, como transplantes
alogenicos de células estaminais, injecdo local de agentes inflamatérios como o Bacilo
Calmette-Guerin (BCG), entre outras, tém vindo a ser utilizadas com diferentes graus de
sucesso. Quando bem-sucedidas, estas terapéuticas sdo capazes de gerar remissdo a longo
prazo, no entanto, até recentemente, a imunoterapia estava limitada pela baixa eficacia e
toxicidade severa. Dai que tenha sido com entusiasmo que a comunidade oncoldgica
recebeu a descoberta da possibilidade de interferir com o microambiente tumoral ao nivel
daPD-1ePD-L1. ®

As células tumorais escapam ao reconhecimento por parte do sistema imunitario a partir
de varios mecanismos, entre os quais a downregulation de antigénios tumorais, o que
permite gerar um microambiente imunossupressor através da secrecdo de citocinas anti-
inflamatdrias e expressdo de reguladores do sistema imunitario que efetivamente
desligam o combate as células tumorais. Uma das intera¢fes chave neste processo de
combate as células tumorais reside precisamente na sinalizacdo da ligacdo entre PD-L1 e
PD-1.®

O PD-L1 esta presente na superficie das células tumorais e a PD-1 na superficie dos
linfocitos T e B ativados. ©® Consequentemente, a ligagdo do PD-L1 & PD-1 resulta num

efeito imunossupressor que permite ao tumor escapar a destruigdo por parte do sistema



imune.  Para além de limitar a resposta dos linfocitos T, também pode levar ao
desenvolvimento de um fendtipo de linfocitos-T exaustos, caracterizado pela perda de
proliferagdo e atividade citolitica, seguido de défices na producdo de citocinas e,

eventualmente, delecio. ©
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Figura | — Representacdo da inibicdo da interacdo PD-1/PD-L1 entre a célula tumoral e o linfocito T.

Dos varios tumores capazes de expressar PD-L1 uma minoria tem vindo a ser apontada
como expressando este ligando de forma constitutiva por fatores oncogénicos (EGFR e
ALK no NSCLC) ou mutacgdes no supressor tumoral (PTEN em alguns glioblastomas).
©-1) No entanto, a maioria dos tumores expressam PD-L1 com um caréter reativo e
adaptativo em resposta as citocinas inflamatérias, nomeadamente interferdo tipo 1 e Il
(sobretudo interferdo gama - IFNy) e fator de necrose tumoral alfa (TNF«). Este
fendmeno, denominado por resisténcia imune adaptativa, permite ao tumor escapar a acao

imunoldgica do organismo. 1213

Desta forma, ao contrario de imunoterapias anteriores que atuavam principalmente

exacerbando resposta imunes ou gerando imunidade de novo contra o cancro, a



terapéutica anti-PD-1/PD-L1 modula a resposta imune no local tumoral, tendo como alvo
os defeitos imunes induzidos pelas células tumorais, reparando as respostas imunes

correntes. 4

Aplicacéo Clinica
A introdugdo dos inibidores de PD-1/PD-L1 foi um marco importante no tratamento de

varios tumores. O seu aparecimento foi particularmente relevante ao nivel do tratamento
do melanoma. A sobrevida a 1 ano para doentes em estadio avancado (estadio 11l ndo
ressecavel ou estadio 1V) era de 25-30% em 2009 ™ e nos doentes tratados com

terapéuticas envolvendo anti-PD-1 essa sobrevida excedeu os 70%. (1629

Apesar de apenas dois anticorpos monoclonais anti PD-1 estarem aprovados pela FDA,
nivolumab (Opdivo®) e pembrolizumab (Keytruda®), vérias alternativas estdo em
processo de desenvolvimento. ) A vantagem da terapéutica anti-PD1 consiste sobretudo
na duracgéo dos seus efeitos, na toxicidade reduzida e toleravel e pelo facto de ser aplicavel
a um espectro alargado de neoplasias, nomeadamente no que aos tumores solidos diz
respeito. Este aspeto coloca-a numa categoria a parte, distinta das terapéuticas

personalizadas ou tumor-especificas. 4

O nivolumab foi o primeiro anticorpo monoclonal tendo como alvo a PD-1 a apresentar
atividade clinica relevante em melanomas ndo ressecaveis ou metastaticos, NSCLC e
carcinomas de células renais metastaticos. ¢ Relativamente a0 NSCLC escamoso
metastatico, o nivolumab aumentou a sobrevida geral dos doentes, quando comparado a
quimioterapia standard, para além de ter revelado uma taxa de resposta objetiva de 15%

em doentes que tinham progredido apos receberem pelo menos dois regimes sistémicos.
(22)

O pembrolizumab demonstrou eficacia e seguranca similares ao nivolumab no tratamento
do melanoma avancado, sendo agora aprovado como tratamento de segunda linha pela
FDA. @324 para além disso, demonstrou ser eficaz em doentes com NSCLC avancado
(com uma taxa de resposta objetiva de 19%) @ e tem mostrado efeitos promissores
noutros tumores solidos, nomeadamente cancro gastrico avancado %), cancro da bexiga
avancado @, cancro da cabeca e pescoco @®, linfoma de Hodgkin classico ?® e cancro

da mama triplo negativo 9.



Porém, a terapéutica anti PD-1/PD-L1, ainda que bastante eficaz, € de pouco beneficio
para muitos doentes. Assim sendo, podemos classificd-los de acordo com a resposta
clinica a terapéutica como sendo sensiveis, resistentes primarios ou resistentes adquiridos.
Nos doentes com melanoma, a doenca que mais tem beneficiado com a introdugéo desta
terapéutica, cerca de 30% revelaram ser sensiveis (ou seja, com progressao de doenga
estavel ou resposta completa) enquanto que 70% ndo revelaram qualquer beneficio,
apresentando progressdo da doenca, tendo sido por isso considerados resistentes
primarios. Entre aqueles que beneficiaram da terapéutica numa fase inicial, alguns

acabaram por voltar a sofrer progressio da doenca, fruto de resisténcias adquiridas. ¢3%

Mecanismos de resisténcia
Como ja foi abordado, o mecanismo de acdo da terapéutica anti-PD-1/PD-L1 depende da

limitacdo da interacdo entre PD-1 e PD-L1 com consequente inativacdo da supressdo de
linfocitos T especificos para o antigénio tumoral. Logo, 0s mecanismos que levam ao
desenvolvimento de resisténcias primarias e adquiridas deverdo funcionar no sentido de
contrariar a atividade tumor-especifica das linfécitos T previamente ou em resposta ao
tratamento, respetivamente. Assim, 0S mecanismos que irdo ser abordados e que se
pensam estar envolvidos na promocao de resisténcias recaem sobretudo naqueles que
afetam a imunogenicidade tumoral, a apresentacdo de antigénios e desenvolvimento de
linfocitos T efetores, o encontro de antigenios e PD-L1 por linfocitos T tumor-especificos,
a atividade e eficacia de respostas imunes tumor-especificas e a inducdo de memoria

imunolégica. ¥

Imunogenicidade tumoral
A imunogenicidade tumoral é um fator essencial para a eficacia da terapéutica anti-PD-1

e constitui um dos grupos mais importantes envolvidos nas resisténcias primarias. Os
tumores expressam antigénios que os diferenciam de células ndo transformadas. Estes
antigénios devem, na teoria, ser derivados de proteinas ndo mutadas para as quais a
tolerancia dos linfécitos T é incompleta, antigénios virais em que a transformacéo
maligna é promovida pela infeccdo viral ou mutacBes ndo-sinbnimas que originam

neoantigénios. 234

Tumores pouco imunogénicos sao amplamente resistentes a terapéutica anti-PD-1, como

se pode comprovar pela observacdo de que a carga tumoral de neoantigénios se
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correlaciona com a imunogenicidade e sensibilidade a terapéutica anti-PD-1. ©% O
melanoma, carcinoma das células renais e NSCLC sdo altamente imunogénicos, com 5 a
10 mutagBes somaticas por mega-base de DNA. ©*¥ No mesmo sentido, estes tumores
estdo entre 0s mais sensiveis a terapéutica anti-PD-1. J& 0s tumores pouco imunogeénicos,
como sao exemplo o do pancreas ou da prdstata, tendem a ter entre 0,1 a 1 mutagdes
somaticas por mega base de DNA e sdo amplamente correlacionados com uma maior
resisténcia a terapéutica anti-PD-1. 238 Os tumores com maior carga de neoantigénios
também demonstraram niveis superiores de atividade citolitica mediada por linfécitos T.
Este facto é suportado pela abundéncia de linfocitos T CD8+ e niveis elevados de

granzima A e mRNA perforina que apresentam. @7

Por outro lado, a imunogenicidade dos tumores pode também ser influenciada pelo timing
no qual as vias imunossupressoras sdo adotadas aquando do seu desenvolvimento.
Durante as fases iniciais do desenvolvimento tumoral uma proporcéo elevada de
neoantigénios pode ser excluida pelo processo de imunoedicdo. ©®® A indugdo da PD-L1
numa fase mais precoce do desenvolvimento tumoral pode levar ao seu crescimento em
tumores de maior imunogenicidade, sendo que o timing de inducdo em diferentes tipos
de tumores pode ser influenciado pelo tipo de tecido a partir do qual o tumor se origina e
a relevancia do checkpoint PD-1/PD-L1.% Nesse sentido a escassa expressio de PD-L1
na prostata, por exemplo, pode explicar porque € que tumores que Sse originam nessa zona
expressam niveis baixos de PD-L1, apresentando por isso uma alta taxa de resisténcia

primaria a terapéutica anti-PD-1. 9

Porém, a carga de mutacdes e imunogenicidade podem ser relevantes também na
resisténcia adquirida. Em doentes que inicialmente respondem a terapéutica anti-PD-1
pode ocorre uma selecdo de clones tumorais com a capacidade de subverter a resposta
dos linfocitos T. @ Isto pode ocorrer por varios mecanismos como a perda de antigénios
(3949)  downregulation da classe MHC | via mutagdo da p-2-microglobulina “142
(necessaria para responsividade a interferdes), mutacdes que afetam o desenvolvimento
da via JAK-STAT (necessaria para a responsividade aos IFNs) ou pelo desenvolvimento

de células tumorais que induzem vias alternativas de imunossupressao.
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Apresentacdo antigénica e ativacdo de linfocitos T efetores
A preparacdo e ativacdo de linfocitos T efetores com especificidade para antigénios

tumorais é levada a cabo por células apresentadoras de antigénios (APC) como as células
dendriticas.“® Na presenca de sinais de ativacéo as células dendriticas maturam de forma
a aumentar a eficiéncia do processamento antigénio, a sua motilidade e a expressao de
magquinaria co-estimulatoria necesséria a ativacdo dos linfocitos T. No entanto a
maturacdo ndo é suficiente para a ativacdo dos linfdcitos T, é também necessario que as
células dendriticas migrem para os 6rgaos linfoides secundarios e apresentem o MHC aos

linfécitos T naive.®

Recentemente foram identificados mecanismos que perturbam a apresentacdo antigénica
e ativacdo dos linfocitos T resultando em resisténcia a terapéutica anti-PD-1. Entre eles
estdo mutacdes em melanomas que aumentam a estabilidade e sinalizacéo da p-catenina,
reduzindo a expressdo de CCL4 (quimiocina C-C ligando 4 com especificidade para
recetores CCR5) que é importante para a migracao das células dendriticas.*? Reduzidos
niveis de CCL4 e ineficiente infiltracdo de células dendriticas no microambiente tumoral
foram associados a resisténcia a terapéutica anti-PD-1.49 Num estudo recente em
modelos com ratos foi demonstrado que aqueles cuja flora intestinal ndo tinha
Bifidobacterium genus apresentavam uma reducdo intratumoral de células denditricas e
respostas muito escassas a terapéutica anti-PD-1, embora 0os mecanismos pelos quais isto

ocorre n3o sejam ainda bem compreendidos.

Para aléem de perturbarem a migracdo das células dendriticas, alguns tumores tambem
demonstraram terem um efeito deletério na sua maturacdo. Implicados nesse efeito
parecem estar a citocina milieu @, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)®“9,
o fator de crescimento transformador derivado de tumor Beta (TGF-8)*") e a interleucina-
10 (IL-10) “8),

Interacdes PD-1/PD-L1
A ativacdo de linfocitos T requer o agrupamento de linfocitos T antigénio especificos

com células que apresentem antigénios correspondentes: tal como acontece com a ligagédo
do PD-1 expressado pelos linfécitos T com o PD-L1 expressado no microambiente
tumoral. “® Desta forma, é expectavel que fatores que impecam a migracdo de linfcitos
T tumor-especificos ou a atividade da PD-1 no tecido tumoral sejam importantes na

limitagdo da eficacia da terapéutica anti-PD-1.
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Em termos gerais, a presenca de infiltrados inflamatorios ricos em linfocitos foi associada
a melhores resultados nos tumores colorretal, ovarico, pancreético, esofagico e NSCLC.
Foi também reportado, em alguns casos, uma associagdo com uma melhor resposta a
terapéutica anti-PD-1. ©® No melanoma, onde ha mais resultados de investigacdes, a
presenca de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) dentro da margem invasiva
correlacionou-se com a sensibilidade & terapéutica anti-PD-1. 6152, Por outro lado, a
presenca em abundancia de células supressoras derivadas da linhagem miel6ide (MDSCs)
no tecido tumoral e razGes mais elevadas de linfocitos T reguladores Foxp3+ /linfcitos
T CD8+ foram associadas a resisténcias. 355

Ainda assim, embora estas observac¢des tenham significado progndstico, os mecanismos
que promovem estas diferencas relativamente a infiltragdo de celulas linfoides e
mieloides entre tumores ainda sdo bastante sombrios. ) Relativamente & pobre infiltracio
tumoral, sabe-se que a auséncia de linfocitos T tumor-especificos podera ser um fator
predisponente. Assim, é expectavel que o desenvolvimento tumoral ocorra a um maior
ritmo quando a imunogenicidade é baixa ou quando a apresentacdo antigénica é

suprimida. “¥

No entanto, ha alguns tumores que apresentam resisténcia e que contém TILs. E o caso
de alguns melanomas nos quais foram encontradas expansdes in situ de linfocitos T CD8+
exaustos associadas ao tumor. ® Estes dados correlacionaram-se com um progndstico
negativo, mesmo em doentes com infiltrados tumorais linfociticos extensos. ©® Ja a co-
localizagdo de TILs PD-1+ e células tumorais PD-L1+ correlacionou-se fortemente com
resposta a terapéutica anti-PD-1, suportando aqueles que atualmente se acreditam ser 0s

mecanismos de agdo destes farmacos. ©¥

Exaustdo severa
A exposicdo cronica de antigénios correspondentes pode despoletar a upregulation da

expressao de PD-1 e, ao interagir com o seu ligando, induzir a exaustdo dos linfocitos T.
®, Para além disso, técnicas in vitro demonstraram que a forga da sinalizagio de PD-1 é
determinada pelo seu nivel de expressao relativa e pode definir a severidade da exaustdo
da populacdo de linfocitos T. ®” A presenca de niveis relativos elevados de PD-1 em
populacdes severamente exaustas de linfécitos T em estudos pré-clinicos foi associada a

resisténcia a terapéutica anti-PD-1. Ja as populac@es de linfocitos T exaustos que exibiam
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niveis relativos intermédios ou baixos de PD-1 mantiveram a capacidade de ser

revigoradas pela terapéutica anti-PD-1. ©®

Co-expressdo de recetores inibitdrios
Associado ao fendtipo de exaustdo severa manifestado por alguns linfocitos T esta a

sobre-expressdo de multiplos recetores inibitdrios como a molécula de linfocito T com
imunoglobulina e dominio 3 da mucina (TIM-3), CLTA-4, gene 3 da ativacao linfocitaria
(LAG3) e atenuador dos linfocitos B e T (BTLA), para além do PD-1. ® A capacidade
imunossupressora destes recetores foi inicialmente definida em modelos de infecdo
cronica pelo virus da coriomeningite linfocitica (LCMV). 9 No entanto, embora haja
alguns paralelismos no que concerne a persisténcia antigénica na infe¢do cronica e aquela
que acontece em tumores, ndo é claro se os padrdes de expressdo e atividade se

comportam de forma igual em ambas as condigées. ®

Recentemente, foi identificado que a co-expressdo de PD-1, TIM-3, LAg3, CTLA-4 e
BTLA est4 associado a resisténcia a terapéutica anti-PD-1 no NSCLC. ®9 Linfécitos T
CD8+ que expressavam 0s cinco recetores demonstraram defeitos severos na producao
de citocinas, proliferacdo e migracao. Foi proposto ainda que a expresséo de PD-1, TIM-
3, LAG3 e CTLA-3 estivessem associados a um fenotipo de exaustdo mais ligeiro que

seria agravado pela expressdo de BTLA. 60

E ainda desconhecido se a resisténcia primaria demonstrada por linfécitos T CD8+
severamente exaustos com nivel relativo de PD-1 elevado é resultado de uma sinalizagédo
compensatdria mediada por recetores inibitdrios co-expressados ou se 0s niveis elevados
de PD-1 conseguem, por si sO, dotar os linfocitos T de um defeito intrinseco na

sensibilidade a terapéutica anti-PD-1. ®)

Num estudo recente usando modelos de adenocarcinoma do pulmdo de ratos foi
demonstrado que a upregulation de TIM-3 nos linfocitos PD-1+ se correlacionou com a
inducio de resisténcia adquirida a terapéutica anti-PD-1. Y A expressdo de TIM-3 neste
modelo foi superior nos linfocitos T com maior expressdo de PD-1. A implicacdo € entdo
que, dado a ligacdo de anti-PD-1 ser limitada pela expressdo de PD-1, a TIM-3 foi
expressa por linfocitos T CD8+ severamente exaustos com niveis de PD-1 elevados. %
Para além disso, linfocitos T de tumores resistentes também sobre-expressaram LAG3 e
CTLA-4, no entanto a expressao de BTLA foi variavel. (62)
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Em suma, 0s mecanismos que promovem a indugdo de exaustdo severa de células T no
microambiente tumoral ainda ndo estdo muito bem definidos e ainda é desconhecido se a
reducdo da expressdo de PD-1 entre os linfocitos T CD8+ severamente exaustos com altos
niveis de PD-1 poderd aumentar a sensibilidade a terapéutica. Adicionalmente também
se desconhece ao certo se expressao dos outros recetores pode ser independente do PD-
1.

Vias independentes da PD-1
Para além das vias dependentes da PD-1 existem outras que limitam a resposta de alguns

tumores a terapéutica anti-PD-1. Por exemplo, os linfocitos T estdo limitados
metabolicamente pela biodisponibilidade de triptofano e deixam de proliferar na sua
auséncia. “ Muitos tumores expressam a indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) pelo mesmo
mecanismo induzido pelo IFN da PD-L1. ®? A expressdo de IDO pelas células tumorais
ocorreu em modelos experimentais de ratos que revelaram resisténcia a terapéutica anti-
PD-1. (63, 64)

Alguns estimulos pro-inflamatorios como o stress celular iniciado por hipoxia ou
isquemia pode promover a producdo de adenosina imunossupressora. O ATP (adenosina
trifosfato) libertada no meio extracelular interage com o CD39 para produzir AMP
(adenosina monofosfato) que é desfosforilada pelo CD73 em adenosina. A ligacdo da
adenosina a recetores A2A expressados pelos linfécitos, como os linfocitos T CD8+, inibe
as suas funcdes efetoras. % Em modelos experimentais de tumores do colon, prostata e
mama em ratos foi demonstrado que a ativacao da sinalizacdo da adenosina exacerbava a
expressdo de PD-1 em linfocitos T CD8+ associadas ao tumor, promovendo um fendtipo

de exaustdo severa e resisténcia a terapéutica anti-PD-1. ©®
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Célula Tumoral * Linfécito T 1. Exaustdo Severa
MHC TCR
___ 7
RN
Célula Tumoral Linfécito T 2. Co-expressio de recetores inibitorios

\ LAG3

Célula Tumoral Linfocito T 3. Vias independentes da PD-L1

Figura Il — Mecanismos de resisténcia a terapéutica anti-PD-1/PD-L1 — exaustdo severa. 1 — Linfdcitos T
especificos de tumor que demonstram um fen6tipo de exaustdo severa, caracterizado por elevada expressao
de PD-1. 2 — A expressdo de marcadores de exaustdo como TIM3, LAG3 e CTLA-4 podem facilitar a
exaustdo. 3 — A expressdo de metabolitos imunossupressores como a IDO ou adenosina demonstraram
suprimir a funcdo dos linfécitos T mesmo na presenca de inibidores anti-PD-1. Adaptado de O’Donnell,
J.S., Long, G.V., Scolyer, R.A., W. L. Teng, M., Smyth, M.J., Resistance to PD-1/PD-L1 checkpoint
inhibition, Cancer Treatment Reviews, 2016
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Embora ainda esteja por definir o seu papel exato em humanos, é possivel ficar com uma
ideia de que vias independentes dentro do microambiente tumoral poderdo promover por
si s6 o desenvolvimento tumoral e resisténcias a terapéutica anti-PD-1, tanto primarias

como adquiridas.

Linfécitos T de memoria

Os linfocitos T CD8+ ja demonstraram o seu papel na eficcia das terapéuticas anti-PD-
1, no entanto, estudos recentes apontam que a inducéo de linfocitos T de memdria também

tem alguma relevancia.

Estes linfocitos T sdo altamente diferenciados e ap6s entrarem na fase de meméria, que
pode ser mantida durante toda a vida do hospedeiro, estdo preparados para responder no

caso de ressurgimento de um antigénio especifico.

Recentemente, um estudo comparando infiltrados imunologicos em celulas tumorais pré
e pés terapéutica anti-PD-1 demonstrou que os linfocitos T CD8+ efetores de memoria
eram o subtipo de linfécitos T mais expandido em doentes que demonstraram
sensibilidade.®” Ou seja, doentes categorizados como tendo respondido mal & terapéutica
revelaram um nimero mais reduzido de linfécitos T efetores de memdria que aqueles que
foram considerados sensiveis.®”) E, entdo, legitimo pensar que a inducio de linfocitos T
efetores de memaria € um mecanismo que contribui para a eficacia da terapéutica anti-

PD-1 e que a resisténcia a terapéutica limita a inducdo deste fenétipo de linfocitos T.

Perspetivas futuras: esquemas de combinacgao

O conhecimento dos atuais mecanismos de resisténcia a terapéutica anti-PD-1 permite
identificar varios alvos que poderdo ter interesse no ambito de eventuais estratégias

terapéuticas de combinacdo para sensibilizar doentes resistentes.

Deplecdo de linfocitos T requladores

Uma razdo elevada de linfocitos T reguladores Foxp3+/ linfocitos T CD8+ esté associada
a resisténcia a terapéutica anti-PD-1. ©® Para reduzir esta razdo no microambiente
tumoral algumas estratégias terapéuticas demonstraram eficacia na deplecédo de linfocitos

T reguladores.
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A terapéutica anti-CTLA-4 permitiu a deplecéo de linfocitos T reguladores e o aumento
da eficacia da imunidade anti-tumoral mediada por linfocitos T especificos de tumor ©8)
e foi demonstrado que tem efeito sinérgico com a terapéutica anti-PD-1. (19,69)

O anticorpo monoclonal anti-OX40 demonstrou atuar seletivamente na deplecdo de
linfocitos T reguladores tumorais e limitar o crescimento do tumor. ™ Embora tenha sido
demonstrado efeito sinérgico com a terapéutica anti-PD-1 em modelos pré-clinicos com
cancro do ovario resistentes a monoterapia com anti-PD-1, estudos clinicos para

verificarem a sua eficacia ainda estdo a ser levados a cabo. 9

Terapéuticas anti-TIM-3 e anti-TIGIT estdo a ser testadas em modelos pré-clinicos de

cancro colo-retal e melanoma, respetivamente. (172

Aumento da imunogenicidade

Doentes com tumores pouco imunogenicos podem beneficiar de outras terapéuticas que
disponibilizam mais antigénio tumoral para as APC o que se traduz num aumento da
sensibilidade & terapéutica anti-PD-1.376 A radioterapia e alguns agentes de
quimioterapia, como a doxorubicina, podem ser usados em combinacdo com anticorpos

monoclonais anti-PD-1 para promover uma imunidade anti-tumoral mais eficaz. 7.8

No entanto, estas terapéuticas estdo geralmente associadas a efeitos adversos severos,
pelo que outras alternativas mais in6cuas tém vindo a ser estudadas, como é o caso das
vacinas celulares autologas que demonstraram aumentarem a sensibilidade a terapéutica
anti-PD-1 (™ ou, alternativamente, vacinas neoantigénicas cujos resultados em modelos

pré-clinicos se tém revelado promissores. %

Aumento de linfécitos no microambiente tumoral

A auséncia de um microambiente rico em linfocitos estd associado a uma resposta
diminuida a terapéutica. Assim, dado que a terapéutica associada com BRAF/inibidores
da MEK (cinase da cinase MAP) demonstrou aumentar a proporc¢éo de linfécitos T CD8+,
CD4+ e PD-1+ no microambiente tumoral ©%, a sua associacio com a terapéutica anti-

PD-1 esta ser alvo de investigacio clinica. Y

Alternativamente, injecdes peritumorais de RNA imunoestimulador que promove a
infiltracdo de linfocitos e afeta o crescimento tumoral foram descritas como meio de

promover respostas inflamatorias citotoxicas ©2. A secrecdo de IFN v estimulada por
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RNA promoveu a resisténcia imune adaptativa no microambiente tumoral por
upregulation da expressdo PD-L1 o que resultou num aumento da imunidade anti-

tumoral. ©?

Libertacdo de células apresentadoras de antigénios

A supressdo das APC no microambiente tumoral ocorre sobretudo devido & expresséo de
citocinas como a VEGF e TGF-beta. Assim, 0 bloqueio desta citocinas por anticorpos
monoclonais demonstrou ser um método de libertar as fungbes efetoras das APC. @3
Atualmente, terapéuticas anti-VEGF ja sdo aplicadas na clinica em combina¢do com
agentes de quimioterapia sendo que os seus efeitos em combinagdo com anti-PD-1 estédo
a ser testados clinicamente.

Anticorpos monoclonais agonistas para moléculas imunoestimuladoras como CD40 ou

CD137 também demonstraram aumentar a funcéo efetora das APC. 485

Virus oncoloticos também poderdo ser usados. Por exemplo o T-VEC (talimogene
laherparepvec) é uma imunoterapia oncolitica derivada do virus herpes simplex tipo 1
que se replica seletivamente em tumores para produzir GM-CSF e promover morte celular
por lise. A lise das células tumorais combinada com as propriedades quimiotaticas da
GM-CSF promove a migragdo, 0 processamento antigénico e a maturacdo de células
dendriticas dentro do microambiente tumoral.®® Demonstraram in vivo prevenirem a
resisténcia a terapéutica anti-PD-1 em doentes com melanoma avancado ©” e est4 a ser

estudada a sua combinagao na terapéutica contra 0 melanoma néo-ressecavel. 8

Inibicdo de vias gue promovem exaustio de linfocitos T

A exaustdo de linfocitos T € um dos fatores importantes no sucesso da terapéutica anti-
PD-1 e para além das vias relacionadas com a PD-1, existem outras vias alternativas que
a influenciam. Anticorpos monoclonais anti-TIM-3 e LAG3 demonstraram resultados

sinérgicos com a terapéutica anti-PD-1 em modelos pré-clinicos. @

Bloqueio de metabolitos como a adenosina pode aumentar a sensibilidade a terapéutica
anti-PD-1, estando os anti-CD73 a ser estudado como anticorpos monoclonais a usar

nesse sentido. ©®

A inibicdo de recetores A2A demonstrou também efeitos anti-metastaticos sinérgicos em

modelos pré-clinicos. 9
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Conclusao

Até a data a imunoterapia que tem como alvo PD-1/PD-L1 representa o mais eficaz meio
de tratamento para uma grande variedade de neoplasias, uma vez que sdo bem toleradas
e podem ser usadas em monoterapia. No entanto, embora alguns doentes beneficiem desta

terapéutica, a maioria acaba por ndo responder.

Entender os mecanismos de resisténcia a terapéutica anti-PD-1 permite delinear
estratégias que no futuro possam contornar esses obstaculos e atingir esquemas
terapéuticos mais eficazes e que prolonguem a sobrevivéncia e qualidade de vida dos
doentes. Os mecanismos atualmente propostos foram feitos a luz do conhecimento atual
da terapéutica anti-PD-1. Porém, é expectavel que a sua ado¢do mais abrangente a nivel
clinico num futuro proximo permita um melhor entendimento de todos os fatores

envolvidos na sua resisténcia.

Ainda assim, o desenvolvimento de terapéuticas que aumentem a sensibilidade dos
doentes ainda necessita de varios estudos ate que possam ser colocadas em pratica como
esquemas de combinacdo viaveis. Se se demonstrarem eficazes, no entanto, sera possivel
no futuro termos esquemas terapéuticos muito mais dirigidos e personalizados, ndo s6
tendo em conta o estadio do tumor e seus biomarcadores, mas também pelo préprio

imunofenotipo do tumor.
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