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RESUMO

O céncer ¢ um problema de satide publica no Brasil e no mundo, com estimativas de 18 milhdes de novos casos
surgindo globalmente em 2018 e mais de 600 mil novos casos no Brasil em 2020. A mortalidade relacionada a doenga
¢ alarmante, com 9,6 milhdes de 6bitos por cancer em 2018. As células do sistema imune, principalmente os linfocitos
T CDS8, desempenham um papel fundamental na defesa contra tumores. No entanto, os mecanismos de evasdo
imunoldgica, como a diminui¢do da expressdo de MHC de classe | nas células tumorais e a agdo de checkpoints
imunolégicos como CTLA-4 e PD-1, dificultam a eficacia da resposta imune. O CTLA-4 inibe a ativagdo de
linfécitos, enquanto o PD-1, ao interagir com seus ligantes, limita a fungcdo dos linfocitos, favorecendo a
sobrevivéncia tumoral. A imunoterapia de bloqueio de checkpoint, com farmacos como Ipilimumabe (anti-CTLA-4)
e Nivolumabe (anti-PD-1), tem mostrado resultados promissores, aumentando a sobrevida e a resposta em pacientes
com cancer. A combinacdo dessas terapias apresenta melhores resultados do que as monoterapias, mostrando maior
eficacia e capacidade de ativacdo de células T efetoras. No entanto, existem preocupacdes quanto aos efeitos adversos
e a compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos. A terapia combinada induz um perfil de expressao de
genes e uma resposta imunoldgica distinta, sugerindo agdes sinérgicas. Apesar dos resultados encorajadores, a
necessidade de mais pesquisas para compreender plenamente essa sinergia e otimizar a terapia continua evidente, a
fim de melhorar a aplicagdo clinica e os padrdes de tratamento para o cancer.

Palavras-chave: Inibidores de checkpoint, Anti-PD-1, Anti-CTLA-4, Terapia combinada, Sinergismo.
ABSTRACT

Cancer is a public health issue in Brazil and worldwide, with estimates of 18 million new cases emerging globally in
2018 and over 600,000 new cases in Brazil in 2020. The mortality related to the disease is alarming, with 9.6 million
cancer-related deaths in 2018. Immune system cells, particularly CD8 T lymphocytes, play a crucial role in defending
against tumors. However, mechanisms of immune evasion, such as decreased expression of class I MHC on tumor
cells and the action of immune checkpoints like CTLA-4 and PD-1, hinder the effectiveness of the immune response.
CTLA-4 inhibits lymphocyte activation, while PD-1, upon interacting with its ligands, limits the function of
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lymphocytes, favoring tumor survival. Checkpoint blockade immunotherapy, with drugs such as Ipilimumab (anti-
CTLA-4) and Nivolumab (anti-PD-1), has shown promising results, increasing survival and response in cancer
patients. The combination of these therapies shows better outcomes than monotherapy, demonstrating greater efficacy
and activation of effector T cells. However, there are concerns about adverse effects and the understanding of the
underlying molecular mechanisms. Combined therapy induces a distinct gene expression profile and immune
response, suggesting synergistic actions. Despite encouraging results, the need for further research to fully
comprehend this synergy and optimize therapy remains evident, aiming to improve clinical application and treatment
standards for cancer.

Keywords: Checkpoint Inhibitors, Anti-PD-1, Anti-CTLA-4, Combined Therapy, Synergism.
RESUMEN

El cancer es un problema de salud publica en Brasil y en todo el mundo, con estimaciones de 18 millones de nuevos
casos surgidos a nivel global en 2018 y mas de 600,000 nuevos casos en Brasil en 2020. La mortalidad relacionada
con la enfermedad es alarmante, con 9.6 millones de muertes por cancer en 2018. Las células del sistema
inmunologico, particularmente los linfocitos T CD8, desempefian un papel crucial en la defensa contra los tumores.
Sin embargo, los mecanismos de evasion inmunoldgica, como la disminucion de la expresion de MHC de clase I en
las células tumorales y la accion de los puntos de control inmunologicos como CTLA-4 y PD-1, dificultan la
efectividad de la respuesta inmune. El CTLA-4 inhibe la activacion de los linfocitos, mientras que el PD-1, al
interactuar con sus ligandos, limita la funcién de los linfocitos, favoreciendo la supervivencia tumoral. La
inmunoterapia de bloqueo de puntos de control, con farmacos como el Ipilimumab (anti-CTLA-4) y el Nivolumab
(anti-PD-1), ha mostrado resultados prometedores, aumentando la supervivencia y la respuesta en pacientes con
cancer. La combinacion de estas terapias presenta mejores resultados que la monoterapia, demostrando una mayor
eficacia y activacion de las células T efectoras. Sin embargo, existen preocupaciones sobre los efectos adversos y la
comprension de los mecanismos moleculares subyacentes. La terapia combinada induce un perfil de expresion génica
y una respuesta inmune distinta, sugiriendo acciones sinérgicas. A pesar de los resultados alentadores, la necesidad
de mas investigaciones para comprender plenamente esta sinergia y optimizar la terapia sigue siendo evidente, con
el objetivo de mejorar la aplicacion clinica y los estandares de tratamiento para el cancer.

Palabras clave: Inhibidores de Puntos de Control, Anti-PD-1, Anti-CTLA-4, Terapia Combinada, Sinergismo.

1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca de alta prevaléncia global, afetando a 4rea econdmica e da satide. O controle
da massa tumoral pela atividade dos linfocitos T CD8 ¢ o principal mecanismo de defesa contra o cancer.
Checkpoints imunoldgicos sao proteinas ativatdrias ou inibitorias que controlam a atividade dos linfocitos
T. Dentre os receptores de checkpoints, destacam-se o CTLA-4 e o PD-1. No microambiente do tumor, a
inibi¢do por estes receptores leva os linfocitos T CD8 a um estado de exaustdo, permitindo a evasdo ao
sistema imune e o crescimento da massa tumoral. A imunoterapia do cancer ¢ promissora, sendo mais
especifica e menos toxica, e objetiva resgatar os linfocitos T CD8 dessa exaustdo. Neste sentido, o
Ipilimumabe (anti-CTLA-4) e o Nivolumabe (anti-PD-1) sdo anticorpos monoclonais que objetivam inibir
a interagdo destes receptores com seus ligantes. A terapia combinada (N+I) desses anticorpos apresenta uma

boa eficacia na clinica quando comparada as monoterapias. Nao ¢ claro se isso se deve a um mecanismo
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exclusivo evocado pela terapia combinada ou a um mero efeito aditivo da agdo dos dois anticorpos, quando
utilizados em conjunto.

A partir disso, foi formulada uma pergunta cientifica norteadora com base nos critérios de corte da
metodologia do PICO, sendo ela: “a maior eficacia da terapia combinada de Nivolumabe e Ipilimumabe
estd associada a mecanismos moleculares exclusivos ndo observados nas monoterapias com esses mesmos
agentes, em pacientes com cancer?”. Com base nessa pergunta, foi feita a presente revisdo sistematica, que
busca elucidar os diferentes mecanismos moleculares envolvidos na maior eficacia da terapia combinada
que utiliza esses anticorpos monoclonais quando em comparagdo com as monoterapias no tratamento de
pacientes com cancer.

O objetivo do presente trabalho é esquematizar uma revisdo sistematica sobre os mecanismos
moleculares envolvidos na maior a eficacia da terapia combinada de Nivolumabe com Ipilimumabe quando

em comparagdo com as monoterapias desses anticorpos no tratamento de pacientes com cancer.
2. REFERENCIAL TEORICO

Apesar de a distribuigdo de cancer no mundo ndo seja homogénea (Garofolo, 2020), estimou-se o
surgimento de 18 milhdes de novos casos de cancer no ano de 2018 (Bray, 2020.). No Brasil, com mais de
600 mil novos casos em 2020, o cancer se destaca como um grande problema de saude publica - sendo as
taxas de incidéncia maiores para homens do que mulheres e compativeis com as taxas para paises
emergentes (Bittencourt, 2004). Responsavel por aproximadamente 9,6 milhdes de dbitos em 2018 (Bray,
2020.), o crescimento da incidéncia de cancer ndo afeta apenas o setor de satide, mas também possui efeito
significativo em ambito econdmico: o custo anual total para tratamentos de neoplasias, no ano de 2010,
somou mais de um trilhdo de ddlares (Stewart, 2014).

O organismo humano possui defesas proprias contra o cancer, que consistem em mecanismos mediados por
células do sistema imune. Embora outras populagdes celulares possam estar envolvidas, o principal
mecanismo de controle do tumor, ¢ a morte celular mediada pelos linfécitos T CDS. O potencial de erradicar
as células tumorais se deve a capacidade de migracao dos linfocitos T citotdoxicos (CTLs) para o ambiente
tumoral e, apds o reconhecimento das células malignas, efetuar uma resposta citotoxica, através da
libera¢ao de perforinas e granzimas (Leclerc, 2019). No entanto, com o crescimento dos tumores, esses
processos tendem a ser evadidos, como por menor expressao de complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) de classe I na superficie das células tumorais (Leclerc, 2019) ou por intermédio de checkpoints
(Zamarin, 2020; Kooshkaki, 2020). Os checkpoints imunologicos consistem em vias estimulatorias e

inibitérias que regulam a atividade de linfocitos CD8+ — mecanismo que previne a autoimunidade, além
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de proteger tecidos proprios durante as infeccdes(8,9). Entretanto, em pacientes com cancer, a expressao
de proteinas do checkpoint pode ser desregulada pelas células tumorais (Marin-Acevedo, 2018; Pardoll,
2012) — processo que reduz a atividade dos CTLs contra as células malignas.

As moléculas CTLA-4 ¢ PD-1 sdo proteinas do checkpoint que estdo envolvidas na evasdo
imunoldgica realizada pelas células tumorais. Ambas as moléculas passam a ser mais expressas na
membrana dos linfocitos T (LT) quando eles sdo ativados via receptor de célula T (TCR) (Salmaninejad,
2019; Sharpe, 2017). A molécula de PD1 € uma proteina transmembrana presente em diversas células do
sistema imune, e os ligantes dessa proteina de membrana, como as moléculas de PD-L1 e de PD-L2, sao
expressos em células apresentadoras de antigenos (APCs) e células tumorais (Abril-Rodriguez, 2017).
Quando as APCs fornecem o sinal de ativagdo para os linfocitos, o PD-1, ligado a um dos seus ligantes,
inibe vias de sinalizacao importantes, ativadas pelos sinais do TCR e do CD28, o que reduz a atividade e
proliferacao da célula T. As células cancerosas podem ter uma alta expressao desses ligantes de PD-1 devido
a ativacao de diferentes vias oncogénicas, inibindo os linfocitos TCDS, evadindo a resposta imune anti-
tumoral, uma vez que induzem um processo de exaustao nesses linfocitos. O CTLA-4, por sua vez, é outro
receptor do linfocito T que controla a resposta imune. Essa molécula compete com o receptor CD28 pela
ligacdo ao B7; O CTLA-4 possui maior afinidade pelo B7 que o CD28, sendo um antagonista da
coestimulagao mediada por CD28. Além disso, as cé€lulas T reguladoras (Tregs) também expressam
constitutivamente o CTLA-4 e, nelas, a interacao entre esse receptor ¢ o B7 contribui para a fungao
inibitoria sobre os linfocitos T.

Nesse contexto, a imunoterapia do cancer vem se apresentando promissora, ja que busca aprimorar
o proprio sistema imune dos pacientes na destruicao das células cancerosas, evitando os efeitos toxicos das
terapias convencionais, que apenas controlam células em divisdao (Boutros, 2016). Artigos publicados
recentemente apontam que dentre as imunoterapias do cancer, uma das mais usadas e aprovadas para uso
clinico ¢ a terapia de anticorpos monoclonais para inibir os checkpoints imunologicos (terapia do
checkpoint imunologico), cujos alvos mais estudados e reconhecidos sdo as moléculas do CTLA-4 e da via
do PD-1/PD-L1. Dessa forma, a descoberta das vias PD-1/PD-L1 e do CTLA-4, realizadas por James P.
Alisson e Tasuku Honjo, consolidou o espago da imunoterapia de checkpoint imunolégico nas pesquisas e
testes clinicos (Altmann, 2018; Kimiz-Gebologlu, 2018). Em diversos paises, o uso clinico de anticorpos
monoclonais ¢ aprovado para tratamento de diversos tipos de cancer, sendo Ipilimumabe (antagonista de
CTLA-4) e Nivolumabe (antagonista de PD-1) os mais usados. Assim, essas terapias promovem o bloqueio

dessas vias na tentativa de preservacao da resposta imune para atuagdo em cima das células tumorais.
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Com indices de sobrevida e de resposta objetiva mais altos que a monoterapia de Nivolumabe ou
de Ipilimumabe, a terapia combinada desses anticorpos monoclonais apresenta uma potencial abordagem
terapéutica. Por meio de pesquisas que demonstram maior resposta a terapia combinada, é perceptivel o
avanco no tratamento do cancer, embora existam preocupacdes quanto a efeitos adversos. Todavia, o
tratamento combinado se apresenta promissor quando comparado a monoterapia (Yang, 2020), apesar de

ainda ndo possuir a acdo sinérgica desses anticorpos completamente elucidada.
3. METODOLOGIA

Para o estabelecimento da problematica, foi utilizada a metodologia PICO. Foi realizada uma
revisdo sistematica com base em busca no banco de dados da PubMed. Na primeira busca, os seguinte
descritores foram utilizados através da ferramenta de pesquisa avangada: "anti-ctla-4" AND "anti-pd-1"
AND "mechanism", o que resultou em 135 entradas. Em seguida, uma segunda busca foi realizada, com
novos descritores, incluindo "anti-ctla-4" AND "anti-pd-1" AND "immunology" AND "combined", e como
resultado foram obtidas 189 entradas. Apods eliminagdo dos resultados duplicados, chegou-se a um total de
268 trabalhos. Dentre eles, foram excluidos pela leitura do titulo aqueles que aparentemente: nao possuiam
como cerne de sua abordagem os mecanismos imunoldgicos ou biomoleculares da terapia combinada;
admitiam foco em neoplasias especificas; relatavam apenas a eficacia da terapia combinada em resultados
clinicos; ou contemplavam, como abordagem principal, os efeitos adversos. Apos a exclusao com base
nesses critérios, foram selecionados 8 artigos para a leitura de resumos. Posteriormente a leitura dos
resumos, outros 4 artigos foram excluidos pelos mesmos critérios. Ao final do processo de apuracdo, 4
artigos do tipo estudo clinico, publicados entre 2015 e 2019, atenderam a todos os critérios de selecdo. Na
sequéncia, foi realizada a leitura na integra dos textos selecionados, seguida de sintese qualitativa e
posterior andlise dos resultados. Além disso, foram incluidas outras referéncias, contemplando revisdes de

literatura, ensaios e diretrizes clinicas, para a adequada contextualizacdo.
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Figura 1. Fluxograma de selec@o de estudos, segundo critérios Prisma.
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Fonte: autoria propria (2019).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CANCER E RESPOSTA IMUNE ANTI-TUMORAL

O cancer, ou neoplasia, ¢ uma patologia caracterizada pelo crescimento anormal de células. Os
pesquisadores Hanahan e Weinberg, no ano de 2000, estabeleceram os "pilares do cancer" (do inglés
hallmarks of cancer) como sendo os fatores necessarios para que as células cancerosas consigam a
proliferacdo elevada e a disseminacdo para outros tecidos e Orgdos. Esses pilares consistem em vias
energéticas desreguladas, em condigdes de instabilidade gendmica, no escape da resposta tumoral e na
inflamacdo como promotor tumoral. Assim, se o sistema imune adquirido ndo conseguir evitar a
proliferagdo indefinida dessas células transformadas ou se ndo conseguir destrui-las antes que elas se
tornem tumores nocivos, esse cancer se consolida.

A evasdo da resposta imune antitumoral pode ser determinada por diversos mecanismos, dentre eles:

a diminui¢do da expressdo de MHC de Classe I na superficie do tumor (Burr, 2019); a falha na expressao
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de um Ag que possa ser reconhecido pelas células do sistema imune (Schumacher, 2015); a secrecao de
citocinas inibitorias, como IL-10 e TGF-B (Buchbinder, 2016); e a presenca de células que suprimem a

resposta imunoldgica, como células Treg e MDSCs (Crispen, 2019).
4.2. TERAPIA DO CHECKPOINT IMUNOLOGICO

Como citado anteriormente, os checkpoints imunolédgicos, fisiologicamente, tem a fungao de regular
a resposta imune ajustando a atividade do linfocito CD8+. Muitas moléculas ja foram identificadas como
checkpoints imunologicos, sendo as duas mais estudadas o CTLA-4 ¢ o PD-1. Os tumores malignos se
aproveitam desse mecanismo fisiologico para estabelecer um mecanismo de imunoevasao. Dessa forma, os
tumores que apresentam esses biomarcadores conseguem inibir a via de ativagdo de CTLs, que sdo células
do sistema imune que possuem grande capacidade de se infiltrar e matar as células cancerigenas. Assim, a
inativagao dessas células garante a sobrevivéncia do cancer dentro do hospedeiro e favorecem o seu
crescimento (MARIN-ACEVEDO, 2018). O bloqueio destas moléculas inibitorias tém como o objetivo
permitir a ativagao das células T efetoras e que elas cheguem ao tumor, conseguindo, entdo, atacar as células
malignas. Dois farmacos foram desenvolvidos seguindo os principios de mecanismo: o Ipilimumabe (anti-
CTLA-4) e o Nivolumabe (anti-PD-1), sendo ambos ja aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) como terapia de diversos tipos de neoplasias malignas (WEI, 2018). Além disso, ¢ preciso ressaltar
que a imunoterapia que possui como alvo o checkpoint imunologico ¢ mais tolerada do que terapias
convencionais, como a quimioterapia (KRUGER, 2019). Porém, um dos desafios encontrados ¢ a
resisténcia que o tumor pode desenvolver ao longo do tratamento, mostrando que esse mecanismo que gera
a inativacao da resposta antitumoral deve ser mais elucidado. Assim, o melhor entendimento dessa via de
inibicdo permitira melhores e mais eficazes associagdes de estratégias terapfuticas para o combate ao

cancer.
4.3. CTLA-4

O CTLA-4 ¢ umreceptor inibitério de linfocitos T, que os inativa apos alguns ciclos de proliferacao,
atuando como um importante checkpoint imunologico. Nas células T CD8+ em repouso, o CTLA-4 se
localiza primariamente em compartimentos intracelulares (Byun, 2017). Quando sinais estimulatérios
induzem a ativacdo da célula T, também ¢ gerada a upregulation da CTLA-4 na superficie celular, o que
promove a translocacdo de vesiculas contendo CTLA-4 para a membrana. Por outro lado, células T
reguladoras CD4+ FoxP3+ expressam de forma constitutiva a molécula do CTLA-4 (Rotte, 2019), fato que

se deve aos seus altos niveis da proteina FoxP3 (Melo, 2009).
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O CTLA-4 ¢ homodlogo ao CD28 (Buchbinder, 2016), um receptor de linfécito T de agdo
coestimulatoria. Esses dois receptores sdo da mesma familia e competem pela ligacdo do B7 (também
chamado CD80/CD86), um ligante encontrado em APCs (Kruger, 2019). A ligagdo B7:CD28 ¢ o sinal
estimulatério necessario apds reconhecimento do MHC pelo TCR para ativagdo completa do linfocito T
(Byun, 2017). No entanto, a ligacdo B7:CTLA-4 acontece com uma afinidade muito maior, o que pode
prevenir a proliferacdo e até mesmo a ativagdo dos linfécitos T (Kooshkaki, 2020). A quantidade relativa a
ligagdo CD28:B7 versus a ligagdo CTLA-4:B7 determina se uma célula T vai sofrer ativagdo ou anergia
(Buchbinder, 2016).

Diversos mecanismos foram propostos para o papel inibitério do CTLA-4 na resposta de linfocitos
T CD8. O mais intuitivo ¢ a auséncia do segundo sinal, j4 que o CTLA-4 torna as moléculas B7
indisponiveis para ligagdo com o CD28. A nivel molecular, o CTLA-4 ¢ acoplado a proteina-tirosina
fosfatase SHP-2 (Pardoll, 2012; Schneider, 2000) (também chamada PTPN11), cuja ativagdo ¢ importante
para neutralizar os sinais de quinase que sdo induzidos pelo TCR e pelo CD28. Também ja foi observado
que a ativacdo de CTLA-4 inibe a producao de IL-2 e a progressao do ciclo celular, tendo em vista que essa
¢ uma interleucina que induz proliferacao de linfocitos T. Somado a isso, ja foram descritas alteragdes nas
vias Pi3K, NFkB e MAPK (Rotte, 2019) geradas pela ligacdo CTLA-4:B7. Por ultimo, interferéncias na
sinalizagao via CD28 podem levar a inibicao direta da sinapse imune do TCR, e até mesmo por aumento
da mobilidade de células T, levando a diminuicdo da sua habilidade de interagir com APCs. E provavel que
esses mecanismos citados ocorram simultaneamente e de maneira interconectada.

Sendo assim, a inibi¢do do CTLA-4 induz uma resposta antitumoral eficaz, que pode ser observada
na clinica através dos anticorpos monoclonais anti-CTLA-4. Pesquisas sugerem que o bloqueio de CTLA-
4 favorece a ativagao e proliferacao de um nimero maior de células T efetoras, e também reduz a supressao
imune mediada por células Treg (Buchbinder, 2016). Isso acontece principalmente pela auséncia da
sinalizacdo inibitéria do CTLA-4 nas células T efetoras, mas também pela liberacdo do B7, que antes estaria
ligado ao CTLA-4 (tanto de Tregs, quanto de TCD8+). Sem a competicdo com o CTLA-4, agora ocorre a
ligacdo CD28:B7, o que ira desencadear diversas vias de sinalizagdo intracelular estimulatorias. Entre elas,
podemos citar a cascata de ativagdo da MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Fathman, 2007) , que
tem como resultado a formagao do complexo AP-1 (activator protein). A simultanea ativacdo do TCR pelo
MHC gera o NFAT (nuclear factor of activated T-cell signal), que unido ao AP-1 ird induzir a producdo de
IL-2. Como consequéncia, os linfocitos T CD8, agora ativos, conseguem proliferar e matar células tumorais

(Rowshanravan, 2018).
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O Ipilimumabe foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-CTLA-4 completamente humanizado, que
foi aprovado em 2011 pela FDA para tratamento de melanoma de estagio avangado. Baseado no resultado
de ensaios clinicos de fase III (Mocellin, 2013), o tratamento com Ipilimumabe apresentou uma boa
resposta e estabilizagdo da doenga nos pacientes: taxa de sobrevida ¢ muito superior aos tratamentos

convencionais como quimioterapia, ¢ também aos tratamentos com vacinas de peptideos.
4.4. PD-1

A molécula de PD-1, também chamada de CD279, é uma proteina transmembrana da superfamilia
B7-CD28 (Salmaninejad, 2019). Ela esta presente na superficie de células imunoldgicas ativadas, como
linfocitos T e B, células natural killer (NK), monocitos, células dendriticas e macrofagos (Sharpe, 2017).
Essa molécula tem uma expressao aumentada na superficie das células T quando essa recebe sinais de
estimulagdo, atuando como um checkpoint imunolégico, limitando a sua proliferacdo e a producgdo de
citocinas (Abril-Rodriguez, 2017).

A PD-1 possui ligantes, que sao também moléculas de superficie, conhecidos como PD-L (do tipo
PD-L1 ou PD-L2). A expressao do PD-L2 fica mais restrita as células dendriticas, macréfagos e mastocitos
derivados da medula dssea, enquanto o PD-L1 ¢ expresso em células imunes, € nao-imunes. O ligante do
tipo 1 pode, também, ser altamente expresso em células tumorais (Gao, 2018) e a interacdo do PD-1 com
essas moléculas leva a inativagdo dos linfocitos - sendo que, fisiologicamente, esse mecanismo ¢
fundamental para prevengdo da autoimunidade e manutengdo da tolerancia ao proprio. Entretanto, o
aumento da expressao de PD-L1 nas células tumorais, em muito mediado pela atividade de citocinas pro-
inflamatorias produzidas no ambiente tumoral, pode consolidar um dos principais mecanismos de evasao
do sistema imune.

Enquanto a fungdo do PD-L2 na regulacdo da célula T parece, ainda, ser controversa na literatura,
a interag@o do PD-1 com a molécula de PD-L1 reduz a ativacao da célula T na medida em que ativa enzimas
que inibem moléculas das vias de sinalizagdo do TCR e do CD28 (responsaveis pelo sinal estimulatorio e
coestimulatorio para o LTCD8+, respectivamente). Esses sinais inibitorios do PD-1 s6 acontecem se a sua
molécula ligante estiver expressa na mesma célula que estara apresentando o complexo MHC:antigeno ao
CTL. Sendo assim, durante ativacdo de TCD8+ através do reconhecimento do MHC:antigeno, a ligagao
PD-1/PD-L1 provoca o recrutamento de enzimas fosfatases (como a SHP2) responsaveis por inibir as vias
de sinalizagdo do TCR e do CD28 - como a via da PI3K/AKT (phosphoinositide-3-kinase/Akt), principal
via de sinalizag@o estimulatoria, e a molécula LCK (tirosina quinase especifica de leucécito), fundamental

na fosforilagao de outras moléculas da via de ativagao do linfécito T, como a ZAP70. As vias de sinaliza¢ao
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que estdo sendo inibidas seriam responsaveis por produzir fatores de transcricdo, como NF-kappaB (fator
nuclear kappa B), AP-1 e NFAT (nuclear factor of activated T-cell signal), importantes para ativacao,
crescimento, fungdo efetora e proliferacdo da CTL. Além disso, a interagdo PD-1/PD-L1 pode induzir o
fator de transcrigdo BATF (basic leucine zipper transcriptional factor ATF-like), que atua diretamente no
nucleo reduzindo a sinalizagdo do TCR e do CD28. Com isso, age como mais um fator de reducao dos
fatores de transcricdo produzidos pelas vias de sinalizacdo das moléculas estimulatorias, cursando com
reducdo da proliferagdo celular, da producao de citocinas (como TNF-alfa e IL-2) e da sobrevivéncia das
células.

Alguns tumores podem apresentar uma expressao constitutiva alta dos ligantes de PD-1 devido a
ativacdo de diferentes vias oncogénicas, como IL-4 e IL-10 que aumentam a expressdo do gene do PDI;
além disso, a expressao do PD-L1 induzida por interferon-y parece ser um dos principais mecanismos de
upregulation dessa expressdao. Sendo assim, diante de uma alta expressao de PD-L1, as células tumorais
conseguem reduzir o numero e induzir a anergia nos linfocitos TCDS8, que sdo as principais células
participantes da resposta imune anti-tumoral, consequentemente evadindo-a. Dessa forma, o bloqueio do
receptor PD-1 ou do seu ligante com anticorpos monoclonais consolida um mecanismo interessante de
aumento da resposta imune contra o cancer, ja que favorece a manutencao do estado ativado desse linfécito
e reduz o processo de anergia induzido pelo tumor, admitindo-se como um mecanismo promissor na terapia
do cancer (Kimiz-Gebologlu, 2018; Yang, 2015).

Nesse contexto, um dos tratamentos clinicos utilizado ¢ feito com administragdo de Nivolumabe,
um anticorpo monoclonal do tipo 1gG4 humanizado, antagonizando os eixos PD-1/PD-L1 e PD-1/PD-L2.
A inibigdo da via PD-1/PD-L1 ¢ a que tem maior eficacia terap€utica dentre elas, e o bloqueio dela resulta
em aumento da resposta anti-tumoral mediado por células TCD8+ no microambiente tumoral (Gao, 2018).
Além disso, o bloqueio da sinalizagdo mediada pelo PD-1 mostrou respostas clinicas efetivas em pacientes
com diferentes tipos de tumores s6lidos e malignidades hematoldgicas. Na Europa, o Nivolumabe foi o
primeiro inibidor de checkpoint aprovado para tratamento adjuvante em pacientes com melanoma
(Salmaninejad, 2019; Kruger, 2019). Os testes clinicos com esse anticorpo avangaram muito rapidamente,
e ele apresentou um alto perfil de seguranca, além do tratamento com Nivolumabe estar associado com
aumento da sobrevida geral e aumento da resposta objetiva em diferentes tipos de cancer, e também a uma
resposta antitumoral duravel e a progressao livre de tumor (Haanen, 2015; Boutros, 2016). Além disso, seu
uso clinico foi aprovado desde 2014 para tratamento de melanoma metastatico, e ¢ usado em monoterapia
ou em combinac¢do com outros farmacos em diversos tipos de cancer, como carcinoma hepatocelular, cancer

de colorretal, carcinoma de célula renal, melanoma, carcinoma urotelial metastatico, carcinoma de célula
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escamosa metastatico, linfoma de Hodgkins, cancer de pulmdo de células ndo-pequenas, e outros (Abril-
Rodriguez, 2017; FDA, 2020).

Uma preocupacao com esses medicamentos ¢ que como estdo inibindo um checkpoint do sistema
imune importante no controle da fungdo da célula T — inclusive na manutengao da tolerancia periférica —
as células imunolodgicas podem acabar atacando estruturas saudaveis do organismo, gerando efeitos
adversos relacionados ao sistema imune (irAES), sendo a disfungdo tiredidea o mais relatado no uso do
Nivolumabe (Byun, 2017). Os efeitos colaterais sdo manejaveis, garantindo um perfil de seguranca ao
Nivolumabe, e a eficicia ¢ maior quando em comparacdo aos tratamentos convencionais, como a

quimioterapia (Sharpe, 2017; Haanen, 2015).
4.5. TERAPIA COMBINADA

Considerando os resultados promissores das terapias combinadas com Ipilimumabe e Nivolumabe
(N+I), ¢ intuitivo pensar que a terapia combinada traria efeitos aditivos. A terapia N+I tem sido comprovada
mais eficaz no tratamento de diversos tipos de neoplasias malignas solidas e hematoldgicas, em comparagao
com as monoterapias. A terapia combinada pode ser o tratamento de primeira escolha para pacientes com
cancer de células renais e melanoma metastatico ndo ressecavel (Kruger, 2019; Gao, 2018). Dentre os
beneficios da terapia combinada estdo o aumento da sobrevida geral, progressao livre de tumor, aumento
da taxa de resposta objetiva e regressao rapida do tumor. (Larkin, 2015; Farkona, 2016).

Os beneficios imunologicos associados a terapia combinada sdo: (a) maior ativagdo de clones de
células T tumor-especificas(57); (b) aumento da produgdo de citocinas inflamatérias no tumor € em seus
linfonodos drenantes(35)). Em ensaio randomizado de fase III para cancer de ovario, pacientes que
utilizaram Nivolumabe mais Ipilimumabe (n=51) possuiram uma sobrevida livre de progressdo média
(SLPm) maior do que os que utilizaram Nivolumabe sozinho (n=49), admitindo valores de 3,9 e 2 meses,
respectivamente, e eventos adversos grau > 3 de 49% e 33%, respectivamente (Zamarin, 2020).

Outro ensaio randomizado, duplo-cego, de fase IIl para melanoma metastatico, também
demonstrou que, além de a terapia combinada desses anticorpos comegarem a agir antes das monoterapias
de Nivolumabe ou Ipilimumabe sozinhos, a SLPm e taxas de resposta objetiva também foram superiores
no grupo da terapia combinada, tendo valores de, respectivamente, 6,5 meses e 43,7% para Nivolumabe,
11,5 meses e 57,6% para Nivolumabe mais Ipilimumabe e 2,9 meses e 19% para Ipilimumabe. Entretanto,
foram observados maiores manifestacdes de eventos adversos (EAs) no grupo da terapia combinada
(95,5%), seguido pelo Ipilimumabe (86,2%) e, por ultimo, Nivolumabe (82,1%); contudo os EAs

encontrados na terapia combinada foram semelhantes aqueles manifestados em experiéncias anteriores com
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as monoterapias, sendo eles manejaveis (Larkin, 2015). Andlises de um ensaio clinico CheckMate 067 de
fase III ainda para melanoma demonstrou aumento significativo da taxa de resposta objetiva, maior
sobrevida livre de progressao tumoral e uma sobrevida geral de cinco anos numa grande porcentagem de
pacientes do grupo submetido a terapia combinada, em comparagdo aqueles submetidos a monoterapia

(Larkin, 2019).
4.6. MECANISMO MOLECULAR DA TERAPIA COMBINADA

O avango positivo dos bloqueios de checkpoint observado na clinica ¢ dificultado pela compreensao
limitada dos mecanismos bioldgicos envolvidos(43), ja que permanece pouco preciso quais sao 0s eventos
moleculares e as populagdes celulares moduladas pelos anticorpos monoclonais, quando em combinagao
(Gide, 2019; Wei, 2017). A hipotese sustentada por algumas linhas de evidéncia aponta que, em terapias
combinadas (como a de anti-CTLA-4 associado a anti-PD1), os mecanismos associados a resposta,
regressao tumoral e progressao livre de tumor sdo diferentes quando comparados as monoterapias dos
mesmos bloqueadores. Um conjunto de genes poderia ser diferencialmente expresso na terapia combinada,
podendo assim, a resposta diferir em escalas biologicas, de nivel molecular até impactos anatomicos (Wei,
2019). Uma questao importante seria a compreensao se na terapia N+I, sdo observados efeitos aditivos, ou
se podem ser evocados mecanismos imunologicos distintos da monoterapia (Das, 2014; Curran, 2010).

A terapia combinada leva a expressdao diferencial de um maior nimero de genes nas células T,
quando comparada as monoterapias. Na terapia combinada (e também no anti-CTLA-4 isolado),
evidenciou-se a expressao da proteina Ki-67, uma proteina nuclear que esta relacionada a proliferagao de
células T, e apos o uso da terapia combinada foram observados fenotipos de memoria CD45RO+ e
CCR7+CD27+ CD28+ CD95+, consistentes com as células T de memoria; as granzimas A e B, proteases
indutoras de apoptose em células alvo, foram observadas também na terapia combinada, e no anti—PD-1
isolado; a expressao de IL-8 e HLA-DR foi observada apenas na terapia combinada. Além disso, na terapia
combinada, foi observado um aumento de receptores soluveis de IL-2, aumento dos niveis de IL-1a
(também no uso isolado de anti-PD-1) e aumento da producdo de IFNy no microambiente tumoral e na
periferia, apos inicio da terapia. Esses dados indicam uma rapida indugdo da funcdo efetora das células T

no microambiente tumoral (Das, 2014).
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Figura 1. Mecanismos de terapia combinada
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Em outro artigo, citometria de massa foi utilizada para identificar as populacdes celulares do

infiltrado tumoral em individuos tratados com terapia combinada. O estudo apontou que a imunoterapia de
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bloqueio do checkpoint induz a expansao de subpopulagdes especificos de células T. O bloqueio PD-1 esta
relacionado principalmente com a expansao de células T CDS, que estavam em um estado de exaustdo. O
bloqueio do CTLA-4 induz a expansdo de células T CD4 efetoras ICOS+ TBET+ , com um fendtipo
semelhante ao Thl, além de induzir uma redug¢do mais expressiva na frequéncia de células Treg. Enquanto
TBET ¢ uma molécula reguladora da fun¢do da célula T efetora, ICOS ¢ uma proteina coestimulatoria da
familia do CD28 que atua, em respostas imunoldgicas e na regulagdo da proliferagdo celular, além de estar
associada a sobrevivéncia geral apés a terapia. Além disso, essas inibi¢des se relacionam com vias celulares
e moleculares distintas. A via de fosforilacdo oxidativa estd mais associadas ao anti-PD-1, enquanto que
aquelas envolvidas na regulac¢do do ciclo celular, ao bloqueio do CTLA-4 (Wei, 2017).

Em 2019, foi realizado um estudo na Universidade MD Anderson Cancer Center do Texas que
analisou tumores de camundongos, além de tecido tumoral e sangue periférico de humanos submetidos a
terapia anti-CTLA-4, anti-PD-1 ou combinagdo de anticorpos anti-CTLA-4 mais anti-PD-1 por meio do
método de citometria de massa. Em murinos, a terapia combinada cursou com aumento das células TCDS8
efetoras ativadas PD-1+ Lag3int Tim3int e diminuicao das células TCD8 fenotipicamente exaustas PD-
lhigh Lag3+ Tim3+, em contraste com a monoterapia anti-PD-1. O Tim-3 ¢ um outro checkpoint imune
que atua na mediagdo da exaustdo de cé€lulas TCDS8 juntamente com outros receptores inibitdrios (como
PD-1 e Lag3), e a Lag3 ¢ uma molécula de superficie de linfocitos T que tem como ligante principal o MHC
II — ela regula negativamente a proliferacao celular, ativagao e homeostase de células T, de forma similar
ao CTLA-4 e PD-1, e atuando de forma conjunta com o PD-1, auxilia na manutencdo da exaustdao de
células CD8. Notou-se também, o aumento da populacdo de TCD4 efetoras Thl-like PD-1 ICOS+ TBET+
na terapia combinada quando comparada a monoterapia de anti-CTLA-4, mesmo que na monoterapia de
anti-PD-1 ndo ocorra essa expansdo. Ainda em camundongos, a terapia combinada levou a reducdo
adicional das frequéncias de subconjuntos especificos de célula Treg em comparagdo com as monoterapias.
J4 em humanos, os resultados evidenciaram que ap0s a terapia combinada, a expressdo de Ki-67 foielevada
nas células TCDS8. Ademais, conferiu-se que a frequéncia do subconjunto de TCD8 TBET+ EOMES+
terminalmente diferenciado foi significativamente aumentada em pacientes realizando terapia combinada.
TBET e EOMES sao moléculas reguladoras da fungdo da célula T efetora e da formagdo das células de
memoria, e induzem a funcdo efetora Thl dos linfocitos T citotdxicos a partir da up-regulagdo do IFNy e
de granulos citotdxicos como as granzimas (Gide, 2019). Desse modo, embora as monoterapias sejam
suficientes para aumentar a proliferagdo de células T CDS ativadas, a terapia combinada consegue também

aumentar a frequéncia de células T CD8 efetoras terminalmente diferenciadas ja citadas.
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Ainda no ano de 2019, outro estudo realizado na Universidade de Sydney foi responsavel por uma
andlise a partir de citometria de massa de bidpsias tumorais de pacientes com melanoma metastatico
submetidos a monoterapia com anti-PD-1 ¢ a terapia combinada de anti-PD-1 e anti-CTLA-4. O estudo
conseguiu encontrar que 97 genes diferencialmente expressos referentes a fenotipo e fungdo de células T
foram exclusivos na terapia combinada, enquanto 41 foram comuns entre a monoterapia com anti-PD-1 e
a terapia combinada apos o tratamento. Além disso, os estudo apontou que, enquanto a inibi¢ao exclusiva
da via do PD-1 provoca expansao clonal de células T citotoxicas anteriormente ativadas e com fun¢ao
comprometida, a inibigdo do CTLA-4 promove a diversificacdo de células T através do aumento do priming
dessas células, além de que essa inibicdo atua também nas células T helper e células T citotdxicas
functionally impaired. Além disso, na terapia com anti-CTLA-4, houve a significativa expansao de uma
populacao de células EOMEShigh TBEThigh CD8+, bem como de uma populagao Thl-like ICOS+ que
nao se expandiu com monoterapia anti-PD-1, indicando o efeito sinérgico e complementar dessas terapias
de inibi¢do. Por outro lado, na terapia combinada, houve indugdo da proliferacdo de um fenotipo de célula
T Ki-67+, que admite fenotipo de célula T CD45RO+ de memoria (Gide, 2019).

Ap6s analise dos resultados, ¢ possivel concluir que os bloqueios combinado e individual das vias
induzidas pelo PD-1 e pelo CTLA-4 possuem efeitos distintos. As moléculas que aparentam estar mais
envolvidas de forma diferencial na terapia combinada sdo Ki-67, IFNy, Tim3, ICOS, TBET, EOMES, ¢ a
Lag3. As modificagdes nas subpopulacdes de células associadas a essas moléculas estdo relacionadas,
principalmente, ao aumento da proliferagdo e funcao efetora de célula T, bem como a diminui¢do de fungao
de células T reguladoras, garantindo maior efetividade da resposta imune anti-tumoral. Por essas razdes,
acredita-se que a maior eficicia da terapia combinada esteja relacionada a uma ag¢do nao apenas aditiva dos
inibidores anti-CTLA-4 e anti-PD-1, mas também, a uma a¢do sinérgica e de amplificagdo extra de
mecanismos, com ativacao e proliferacdo de subpopulacdes de células ndo observadas nas monoterapias.
Nesse sentido, cada vez mais o entendimento de que a terapia combinada possui biologia, biomarcadores e
até mesmo farmacodinamica distinta das monoterapias (Wei, 2019) se solidifica.

Entretanto, apesar das evidéncias descritas, a escassez de estudos sobre a tematica impedem que um
mecanismo conclusivo sobre a maior eficdcia da terapia combinada seja elucidado. Logo, ¢ perceptivel a
necessidade de se continuar produzindo investigagdes, particularmente, sobre o mecanismo molecular
sinérgico e diferencial de a¢do das terapias combinadas. Dessa forma, cada vez mais sera possivel o

desenvolvimento de terapias de grande acurdcia e com efeitos adversos reduzidos.
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5. CONCLUSAO

Em sintese, como a incidéncia do cancer é expressiva na populagdo mundial e como essa patologia
possui um alto teor de complexidade fisiopatologica, ela se apresenta como um obstaculo a ser vencido
pelo paciente e pelos sistemas de saude. Entretanto, a imunoterapia com bloqueadores de checkpoint tem
se apresentado esperangosa, e nesse contexto, a terapia combinada de Nivolumabe com Ipilimumabe tem
apresentado resultados satisfatérios na clinica quando comparado aos tratamentos com as suas
monoterapias.

Anteriormente, acreditava-se que esses resultados se dariam exclusivamente em prol de um efeito
de "somag¢ao" dos bloqueios das vias do PD-1 ¢ do CTLA-4 — entretanto, novas pesquisas e estudos
clinicos vém apresentando, também, a existéncia de efeitos sinérgicos dos bloqueios mediados pelo anti-
CTLA4 e pelo anti-PD1. Os estudos analisados apontam que a maior eficacia da terapia combinada se deve,
principalmente, ao aumento da fungao efetora e da ativagdo de subpopulagdes especificas de células TCD8
e TCD4, e a reducao das células T reguladoras, o que seriam mecanismos moleculares exclusivos, nao
observados de forma semelhante nas monoterapias. Tendo em vista o fato dessa sinergia ainda ser pouco
compreendida, o presente estudo se propds a revisar os mecanismos moleculares e imunoldégicos de agao
desses fArmacos — no entanto, ndo foram encontrados resultados categoricos, devido ao baixo numero de
pesquisas realizadas sobre o assunto.

Apesar de pesquisadores encontrarem dificuldades no desenvolvimento da imunoterapia combinada
— como os EAs, resisténcia ao tratamento e selecao dos pacientes — os dados superiores da sobrevida
global e resposta objetiva com uso de Nivolumabe mais Ipilimumabe, comparadas com suas monoterapias
(que possuem eficacia limitada por causa das baixas taxas de resposta) permitem que a combinagao desses
anticorpos monoclonais permanecam sendo uma estratégia promissora de tratamento. Diante disso,
considerando os promissores resultados clinicos no tratamento de diferentes tipos de cancer, a auséncia de
evidéncias conclusivas acerca dos mecanismos de agdo dessa terapia combinada dificulta a sua
aplicabilidade na pratica clinica, o que indica uma necessidade eminente de ampliagdo de estudos e

pesquisas, nos campos clinico e molecular, sobre essa terapia.
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