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Para ser grande, s€ inteiro: nada
Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa. Pde quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda
Brilha, porque alta vive.

Ricardo Reis, in “Odes”



Resumo

O melanoma, quando diagnosticado em estadio metastatico, estd associado a um mau
progndstico. Durante muitos anos, as opcOes terapéuticas disponiveis para o tratamento
dos doentes com melanoma metastatico ndo demonstraram ter um impacto significativo
no aumento da taxa de sobrevivéncia, limitando-se, na sua maioria, a terapéutica com
quimioterapia e num subconjunto de doentes, com interleucina-2.

Sabe-se gque 0 sistema imunitario tem um papel crucial na eliminacdo das células
cancerigenas. No entanto, os linfécitos T quando ativados, expressam proteinas a sua
superficie que competem pela ligacdo a moléculas que se encontram nas celulas
destas proteinas e do mecanismo através do qual inbem a resposta imunitaria,
possibilitou a criacdo de novos farmacos pertencentes a classe da imunoterapia,
designados anticorpos monoclonais. Em 2011, foi aprovado pela Agéncia Europeia do
Medicamento e pela Food and Drug Administration, o primeiro farmaco que wveio
revolucionar a terapéutica do melanoma metastatico, o ipilimumab, um anticorpo
monoclonal que se liga ao antigénio 4 dos linfocitos T citotoxicos, inibindo-o.
Seguidamente, em 2015, foram aprovados mais dois farmacos com um novo mecanismo
de acdo, o pembrolizumab e o nivolumab, tendo como alvo a proteina de morte celular
programada 1. Estas duas novas classes de anticorpos monoclonais vieram aumentar a
taxa de sobrevivéncia global dos doentes com melanoma metastatico bem como a taxa de
sobrevivéncia livre de progressdo da doenca e obtiveram melhores taxas de resposta
objetiva, quando comparados com a quimioterapia. Estdo associados também a uma
menor toxicidade, no entanto, podem ocorrer efeitos adversos de grau 3 ou 4 relacionados,
principalmente, com o sistema imunitario.

Desta forma, o estudo da eficacia e da toxicidade associada aos anticorpos monoclonais
e a comparacdo com outras opgOes terapéuticas torna-se imperativo, permitindo que 0s

doentes com melanoma metastatico recebam o melhor tratamento possivel.

Palavras-chave: “imunoterapia” “melanoma metastatico” “ipilimumab”

b1

“pembrolizuma nivo lumab”.



Abstract

Melanoma, when diagnosed in the metastatic stage, is associated with a poor prognosis.
For many years, the therapeutic options available for the treatment of patients with
metastatic melanoma have not been shown to have a significant impact on the increase in
survival rate, being mostly limited to chemotherapy and a subset of patients with

interleukin- 2.

It is known that the immune system plays a crucial role in the elimination of cancer cells.
However, activated T lymphocytes express proteins on their surface that compete for
binding to molecules found in antigen-presenting cells, leading to inhibition of the
immune response. The discovery of these proteins and the mechanism by which they
inhibit the immune response, allowed the creation of new drugs belonging to the class of
immunotherapy, called monoclonal antibodies. In 2011, it was approved by the European
Medicines Agency and the Food and Drug Administration, the first drug to revolutionize
the treatment of metastatic melanoma, ipilimumab, a monoclonal antibody that binds to
the cytotoxic T lymphocyte antigen 4 by inhibiting it. Subsequently, in 2015, two more
drugs with a new mechanism of action, pembrolizumab and nivolumab, targeting the
programmed cell death protein 1 were approved. These two new classes of monoclonal
antibodies have increased the overall survival rate of patients with metastatic melanoma
as well as disease progression-free survival rate and obtained better rates of objective
response when compared to chemotherapy. They are also associated with a lower toxicity,

however, grade 3 or 4 adverse effects related mainly to the immune system may occur.

Thus, the study of efficacy and toxicity associated with monoclonal antibodies and
comparison with other therapeutic options becomes imperative, allowing patients with

metastatic melanoma to receive the best treatment possible.

99 Cey
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1. Introducao

1.1 O Melanoma Metastatico

O melanoma é a neoplasia com origem nas células que produzem melanina, o pigmento
que confere a cor natural da pele, cabelo, olhos e de certas areas do sistema nervoso,
designadas melandcitos (1). Este tipo de tumor tem, mais frequentemente, origem na pele
e é designado por melanoma cutaneo (2). No entanto, mais raramente, pode ocorrer nos
olhos, mais propriamente na Uvea, nas membranas mucosas, tais com a cavidade oral e
nasal e os tratos geniturinario, gastrointestinal e anorretal e, também, nas meninges, as

membranas que envolvem o sistema nervoso central (3) (4) (5).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sdo diagnosticados, anualmente, cerca
de 132 000 novos casos de melanoma cutaneo em todo o Mundo (5). Esta é uma das
neoplasias mais associadas a alteracBes genéticas somaticas, existindo uma grande
variabilidade no nimero de mutagGes por melanoma em cada doente. Apesar de ser uma
doenca frequentemente associada ao dano do ADN causado pela exposicdo solar cronica
ou intermitente aos raios ultravioleta, existem outros fatores de risco predisponentes
como, por exemplo, a existéncia de historial de cancro cutaneo na familia, o fototipo de
pele e a presenca de nevos displasicos (atipicos) (6) (7) (8). Estas alteracbes nos genes
que regulam o crescimento e a proliferacdo dos melandcitos, resultam na sua

transformacdo e no seu possivel desenvolvimento em células malignas (1).

Existem diferentes subtipos de melanoma de acordo com as suas caracteristicas
histopatoldgicas. Recentemente, 0s subtipos tém sido associados também, a
caracteristicas epidemioldgicas e a um padrdo de mutagbes somaticas (9). O melanoma
extensivo superficial € o subtipo mais comum (10). O melanoma nodular é o segundo
mais comum, representando cerca de 14-30% dos casos e 0 mais agressivo de todos,
sendo um melanoma de rapido crescimento vertical. Nafigura 1.1 podemos encontrar um
melanoma nodular numa senhora caucasiana de 72 anos de idade, de evolugdo répida

durante um periodo de 9 semanas, envolvendo todo o lado direito da face (11).
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Figura 1.1 Melanoma Nodular (Saaig M et al., 2016)

O lentigo maligno melanoma esta associado a queimaduras solares e o melanoma acral
lentiginoso surge na regido palmoplantar e subungueal (12) (13). Existem tipos muitos

raros de melanoma, que constituem menos de 5% dos casos que incluem melanomas
amelandticos, polipodides e displasicos (9).

Epidemiologicamente, o cancro cutaneo é aneoplasia maligna mais comum na populagao
caucasiana (14). Em particular, a taxa de incidéncia do melanoma num individuo de raca
caucasiana € muito superior a de um individuo de raca negroide, 2,4% e 0,1%,
respetivamente (14). Quando falamos de cancro cutaneo, temos presentes trés tipos
distintos: o carcinoma baso-celular, o carcinoma espino-celular e o melanoma, que se
encontram representados na figura 1.2, da esquerda para a direita, respetivamente (15).
Este Gltimo é o que apresenta uma menor taxa de incidéncia, no entanto, € o responsavel

pelo maior nimero de mortes (16).

1.2 Tipos de cancro cuténeo: baso-celular, espino-celular e melanoma (Gupta AK,
et al., 2016)
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A idade média de diagnostico da doenca € aos 60 anos e O seu aparecimento &,
aproximadamente, 1,5 vezes mais frequente em homens do que em mulheres (14). Desta
forma, podemos considerar o envelhecimento populacional como um dos fatores
determinantes para o aumento do ndmero de casos diagnosticados em todo o Mundo (14).
Prevé-se que 0 nimero de mortes por melanoma continue a aumentar até 2030 devido ao
crescimento e envelhecimento populacional, altura em que deverd comecar a diminuir
(7).

Os paises com maior taxa de incidéncia de melanoma sdo a Nova Zelandia e a Australia,
0 que pode facilmente ser explicado pela sua proximidade ao Equador, zona onde a
camada de ozono é menor e tambem, pelo facto da sua populacdo ser maioritariame nte
caucasiana (14). Seguidamente, com um elevado nimero de casos diagnosticados
encontram-se 0s Estados Unidos onde, segundo o Surveillence, Epidemiology, and End
Results Program (SEER), € estimado que no ano de 2017, surjam cerca de 87 110 novos
casos de melanoma e que 0 mesmo seja responsavel por 9 730 mortes (18). Alguns paises
da Europa, especialmente, a Suécia e outros paises ndrdicos, a Suica e 0 Reino Unido
também apresentam elevadas taxas de nimeros de casos de melanoma diagnosticados (8).
Em Portugal, a cada ano, segundo a Associagdo Portuguesa de Cancro Cutaneo (APCC)
sdo contabilizados 1 000 novos casos de melanoma e um total de 12 000 casos de cancro
de pele (19).

Nos estadios iniciais da doenca (I-111), o melanoma pode ser facilmente curdvel através
de ressec¢do cirlrgica e, em alguns pacientes, pode ser utilizada terapéutica adjuvante com
o0 interferdo alfa-2b (20). No entanto, em cerca de 4% dos casos, 0S primeiros sinais
clinicos da doenca sdo diagnosticados num estadio mais avancado, em que ja ocorreu

disseminagdo metastatica interna a distancia do tumor para outros Orgaos, tais como, a
pele, os pulmBes, o figado, o cérebro e a espinal medula (1) (21).

O diagnéstico do melanoma pode ser feito através de uma bidpsia. Podemos estar na
presenca de um melanoma sempre que se verifiquem alteracdes nos nevos, comumente
designados por sinais. Estas alteragbes podem ser observadas sempre que estes se
encontrem assimétricos, com bordos irregulares, com coloracdo ndo uniforme e com uma
dindmica diferente (evolu¢cdo na coloracdo, elevacdo ou aumento do tamanho) (22).

Segundo a European Society for Medical Oncology (ESMO), o D deve designar dindmica
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e ndo didametro, ja que muitos melanomas primarios possuem um didmetro inferior a 5
mm (22).

A progressdo do melanoma é dividida em cinco estadios, tal como se encontra
representado na Figura 1.3. Noestadio 0, 0 melanoma esta localizado no nevo, restringido
a epiderme e com interacdo minima com a corrente sanguinea (1). O estadio | ou fase de
crescimento radial, € caracterizado por uma invasdo local das células tumorais e o estadio
Il, ou fase de crescimento vertical, por invasdo da derme vascularizada (1). No estadio
I, o melanoma origina metastases nos nodulos linfaticos e no estadio 1V, metéstases
internas & distancia podem ser encontradas. (1)

normal skin + normal mel ytes stage0: mel in-situ  stagel: melanoma(<1mm)

Normal melanocyte, Hair follic Transformed melanocytes
epidermis L\ - .

B
dermis ‘
sub-dermal [ ==
connective ‘
tissue o

Blood vessels
and capillaries

stagell: melanoma(<4mm) stage lll: melanoma cells migration to stage IV: distant metastatic
regional lymph nodes melanoma spread

4

Figura 1.3 Estadiamento do Melanoma (Pitcovski J. 2017)

De acordo com a American Joint Committee on Cancer (AJCC), a classificacdo dos
estadios de desenvolvimento do melanoma € feita com base no sistema TNM, em que T
representa as caracteristicas do tumor primério (espessura, estado de ulceracdo e nimero
de mitoses), N representa 0 numero e a massa tumoral das metastases existentes nos
ganglios linfaticos adjacentes ao tumor primario e M o nimero de metastases internas a
distancia, sendo que a quantificagdo dos niveis da enzima lactato desidrogenase (LDH)
presente no soro é um fator determinante para a correta interpretacdo deste Gltimo
parametro e niveis elevados estdo associados a um mau prognéstico (23). Por outro lado,
entre os doentes com melanoma em estadio 1V, aqueles que tém metastases cutineas ou
nos nédulos linfaticos (M1c) tém um melhor prognostico do que aqueles que tém
metéstases nos pulmdes (M1b) ou outras metastases viscerais (M1c) (23).
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1.2 Imunoterapia: do passado ao presente

O conceito de imunoterapia ja existe hd cerca de 150 anos e foi colocado pela primeira
vez em pratica, quando, em 1968, W. Busch, um médico alemdo, conseguiu alcancar uma
regressdo tumoral através da ativacdo do sistema imunitario pela infecdo propositada de
um doente oncolégico com erisipela (24).

Segundo a American Cancer Society (ACS) “a imunoterapia ¢ a terapéutica que utiliza
certas partes do sistema imunoldgico, também designado sistema imune ou sistema
imunitirio, para combater doengas, entre elas, o cancro”. Esta utilizacdo do sistema
imunitrio pode ser feita através de mecanismos que estimulam a sua ativacdo, 0 que
culmina numa maior eficacia no combate as células cancerigenas ou através do

fornecimento de componentes essenciais ao seu bom funcionamento (25).

Anteriormente a2011, as opgdes terapéuticas disponiveis para o tratamento do melanoma
avancado (metastatico ou irressecavel) eram limitadas, recorrendo-se, principalmente, a
administracdo de dacarbazina, um agente citotoxico antineoplasico e a doses elevadas de
interleucina-2, um farmaco pertencente a classe da imunoterapia (2). No entanto,
nenhuma destas terapéuticas demonstrou ter impacto significativo no aumento da
sobrevivéncia global dos doentes, mantendo-se inferior a um ano apds o diagndstico (2).
A dacarbazina demonstrou obter uma taxa de resposta global em, aproximadamente, 20%
dos doentes sem impacto significativo no aumento da taxa de sobrevivéncia dos mesmos
(2). Por outro lado, a IL-2 em doses elevadas demonstrou alcangar uma taxa de resposta
global inferior aquimioterapia, no entanto, asrespostas obtidas sdo duradouras. A elevada
toxicidade associada a este tratamento limita a sua utilizacdo, ndo incluindo pacientes
com comorbilidades graves associadas e a sua administracdo apenas é efetuada em

centros clinicos especializados (2).

Os doentes com melanoma metastatico tém uma resposta imune antitumoral
comprometida, o0 que conduz a uma tolerancia por parte do sistema imunitario ao tumor
e a criacdo de um microambiente favoravel ao desenvolvimento do mesmo. A
imunoterapia, que supera com sucesso esta supressao do sistema imunitario mediada pelo
tumor, tem tido um grande impacto no tratamento desta doenca nos Ultimos anos. A
descoberta de moléculas que medeiam a inibicdo da resposta imunitiria e de todo o

mecanismo envolvente, possibilitaram o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
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que demonstraram uma maior eficacia no tratamento do melanoma avancado do que a
quimioterapia tradicional (2) (26).

A imunoterapia tem evoluido ao longo do tempo, inicialmente com o desenvolvimento
de citocinas tais como o interferdo-alfa (IFN-a) e o interferdo-alfa peguilado (PEG-IFNa),
que demonstrou ter um maior tempo de semi-vida, ambos utilizados como terapéutica
adjuvante em doentes com melanoma em estadio 11B-111 apds ressecdo cirlrgica e que
apresentam um risco de recorréncia entre 40-90% e, com o desenvolvimento da
interleucina-2 (IL-2), utilizada como tratamento no melanoma avangado. Os doentes com
melanoma metastatico também podem beneficiar da terapéutica que utiliza a transferéncia
de células T adotivas e do virus oncolitico talimogene laherparepvec (T-VEC) (24) (27)
(28).

No entanto, foi a partir do ano 2011 com o desenvolvimento e aprovacdo pela Agéncia
Europeia do Medicamento (EMA) e pela Food and Drugs Administration (FDA) de
anticorpos monoclonais  especificos do tumor que a utilizacdo da imunoterapia
demonstrou ganhar uma maior importancia, vindo revolucionar a terapéutica do doente

oncolégico com melanoma metastatico (2).

Em particular, o anticorpo monoclonal, ipilimumab (Yervoy®), antagonista do antigénio
4 dos linfécitos T citotdxicos (anti-CTLA-4) e o0s anticorpos monoclonais,
pembrolizumab (Keytruda®) e nivolumab (Opdivo®), antagonistas do recetor da
proteina de morte programada 1 (anti-PD1) demonstraram aumentar a sobrevivéncia e
obter uma resposta duradoura, com a possibilidade de cura num aumento continuo do
nimero de doentes. A utilizacdo da combinacdo 6tima destes agentes bem como o
desenvolvimento de novos agentes esta a ser testada a um ritmo acelerado e visa a

sobrevivéncia a longo-termo de um cada vez maior numero de doentes (26).

Aliada a imunoterapia surgiu uma nova terapéutica que tem como alvo o bloqueio de
mutacdes no gene BRAF, encontradas em alguns doentes com melanoma metastatico. No
entanto, cerca de 50% dos doentes ndo possuem mutacfes no gene BRAF e ndo podem,
por isso, beneficiar da terapéutica para elas direcionada. Por outro lado, poucos doentes
alcancaram respostas duradouras quando utilizada em monoterapia. A imunoterapia pode
ser uma opcao terapéutica em doentes com melanomas que tenham ou ndo presentes
mutacdes e produz respostas com agdo prolongada apos descontinuacdo da terapéutica.

No entanto, as respostas podem ser obtidas mais tardiamente apds o inicio do tratamento.
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E, portanto, imperativo estabelecer os principais objetivos a atingir com o tratamento para
determinar qual a melhor opcao terapéutica para cada paciente (resposta imediata ou acédo

prolongada no tempo) (29).

De acordo com as guidelines da European Society for Medical Oncology (ESMO),
atualmente, para doentes com o gene BRAF wild type recomenda-se como terapéutica de
primeira linha a utilizagdo de anticorpos anti-PD-1, com base nos recentes ensaios
clinicos randomizados. Foi observada uma maior eficacia do pembrolizumab e do
nivolumab comparativamente ao ipilimumab. Em doentes com mutagdes no gene BRAF
(também designado v-Raf murine sarcoma viral oncogene) pode optar-se por um farmaco
inibidor deste oncogene, que quando associado a um inibidor das proteinas quinases
MEK1/2 obtém uma taxa de resposta objetiva em 70% dos doentes, sendo esta resposta
obtida rapidamente ap0s o inicio do tratamento, com uma média de sobrevivéncia sem
progressdo da doenca de 12 meses. A associacdo de nivolumab com o ipilimumab
demonstrou obter uma eficacia superior a utilizacdo dos farmacos em monoterapia. O
tratamento intralesional das metastases também deve ser considerado em associa¢do com
0s anticorpos monoclonais. A quimioterapia deve ser utilizada como terapéutica de

segunda linha ou tratamento de suporte (22).

1.2.1 Interleucina-2 (IL-2) em doses elevadas

Apos a sua aprovacdo pela FDA em 1994, a interleucina-2 (IL-2) pertencente ao grupo
das citocinas do tipo |, uma citocina que estimula o sistema imunitario, foi clinicamente
utilizada em doentes com melanoma avancado. A IL-2 é produzida pelas células T CD4+
apos estimulacdo antigénica e, em menor quantidade pelas células TCD8+, células
Natural Killer (NK) e pelas células dendriticas ativadas (CD). Esta citocina ndo tem um
efeito direto nas células tumorais. A sua resposta antitumoral € mediada pela ativacdo das
celulas efetoras do sistema imune, os linfocitos T citotoxicos. Estimula, também, a
proliferacdo das células T reguladoras (Treg). A administracdo de IL-2 resulta na
libertacdo abundante de citocinas pré-inflamatérias (incluindo o TNF-a, a IL-1p, IL-6 e
IFN-v), estando por isso, muitas vezes a sua administracdo associada a ocorréncia de
sindrome gripal. Atualmente, a IL-2 é administrada por bdlus intravenoso numa dose
entre 600 000 a 720 000 unidades/kg a cada 8 horas nos dias 1 a 5 (ciclo 1) e nos dias 15

a 19 (ciclo 2). S&o administradas, por ciclo e por curso (dois ciclos), um maximo de 14 e
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28 doses, respetivamente. Esta terapéutica demonstrou ter uma acdo prolongada num
subconjunto de doentes. Segundo dados fornecidos pelo “Extramural IL-2 \Working
Group” pertencente ao National Cancer Institute (NCI) foram obtidas respostas objetivas
em 16% dos doentes avaliados que receberam terapéutica com IL-2 e cerca de metade das
respostas observadas foram prolongadas ou permanentes. Contudo, a utilizacdo clinica de
IL-2 em doses elevadas estd associada a toxicidade em varios 6rgdos. Os efeitos adversos
incluem: hipertensdo, edema pulmonar, febre e infe¢cbes bacterianas. Estes efeitos podem
estar correlacionados com o aumento observado dos niveis de 6xido nitrico e de
angiopoietina-2. Apesar datoxicidade associada ter limitado asua utilizacdo, as respostas
obtidas em doentes com melanoma metastatico com a administracdo de IL-2 em doses
elevadas sdo a prova de que a imunoterapia tem potencial curativo e prolongado. Estes
factos despoletaram o desenvolvimento de novas imunoterapias, melhor toleradas e mais
efetivas (26)(29) (30) (31).

1.2.2 Terapia celular adotiva (ACT)

O potencial da terapia celular adotiva (ACT) em doentes com cancro ja é conhecido ha
cerca de 3 décadas. Nos ultimos anos, 0s recentes avangos tecnologicos tornaram esta
terapéutica viavel. A taxa de resposta em doentes com melanoma metastatico refratario a
outras terapéuticas disponiveis é de cerca de 30%. A terapia celular adotiva (ACT) utiliza
linfocitos infiltrantes do tumor (TIL) que sdo adquiridos do prdprio tumor do paciente.
Posteriormente, séo identificados e selecionados os mais reativos, que sofrem expansao
ex vivo. Em seguida, séo infundidos de volta para o paciente. Os linfocitos infiltrantes do
tumor sdo um grupo heterdgeno que compreendem ndo sO as células T efetoras mas
também as células T reguladoras (Treg), as células Natural Killer (NK), os macréfagos,
as células dendriticas (CDs) e outros tipos de células pertencentes ao sistema imunitario.
A presenca de TIL em melanomas primarios em fase de crescimento vertical invasivo
estd associada a um aumento da sobrevivéncia e a uma diminuicdo do risco de
aparecimento de metastases. Adicionalmente, apresenca de TIL em lesbes metastaticas €
responsavel por um beneficio clinico semelhante. Os doentes com um maior ndmero de
linfocitos infiltrantes do tumor, com metastases nos nodulos linfaticos estdo associados a
ume melhor prognostico e a uma taxa de sobrevivéncia superior comparativamente com

0s doentes que possuem respostas menos reativas por parte dos TIL. A transferéncia
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adotiva de TIL associado a administracdo de doses elevadas de interleucina-2 (IL-2)
demonstrou alcancar regressdo tumoral em doentes com melanoma metastatico (32) (33).

1.2.3 Imunoterapia intralesional

O talimogene laherparepvec (T-VEC), um virus oncolitico pertencente a classe do virus
herpes simplex do tipo | (VHS-1) é uma das mais recentes terapéuticas pertencentes a
imunoterapia. O T-VEC replica-se, seletivamente, dentro do tumor e produz fatores que
estimulam as colénias de macréfagos e granulécitos (GM-CSF) promovendo a lise das
células tumorais e, aumentando, desta forma, a resposta sistémica imunitaria antitumoral.
Este virus é modificado através da delecdo de dois genes ndo essenciais, o que diminui a
sua patogenicidade e aumenta a seletividade de replicagdo intratumoral. A insercdo e
expressdo do gene que codifica para o granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF) resulta na producéo local deste fator, conduzindo ao recrutamento e ativagcéo
das células apresentadoras de antigénios com subsequente inducdo da resposta
antitumoral especifica pelas células T (34).

O T-VEC, foi o primeiro virus oncolitico a demonstrar eficacia num ensaio clinico de
fase Ill aberto, randomizado e controlado em doentes com melanoma irressecavel em
estadio 11l ou IV. Foram selecionados 436 e distribuidos aleatoriamente por dois grupos,
um dos grupos recebeu tratamento com o T-VEC e outro com o fator GM-CSF.
Observou-se que um maior nimero de doentes no grupo do T-VEC alcangou uma resposta
prolongada, com uma taxa de 16,3% enquanto que no grupo do fator GM-CSF, esta taxa
foi de apenas 2,1%. A taxa global de resposta também foi superior no grupo do T-VEC
(26,4%) comparativamente ao grupo em tratamento com GM-CSF (5,7%). A média de
sobrevivéncia global no grupo do T-VEC foi de 23.3 meses e no grupo do GM-CSF foi
de 18.9 meses. O Unico efeito adverso de grau 3 ou 4 que ocorreu com maior frequéncia
(em 2,1% dos doentes) no grupo de tratamento com o talimogene laherparepvec foi o

aparecimento de celulite (34).

Em suma, o virus oncolitico talimogene laherparepvec foi aprovado para o tratamento do
melanoma cutaneo irressecavel, melanoma subcutdneo e para metastases nos ganglios
linfaiticos com melanoma recorrente apés cirurgia inicial. Deve ser administrado durante
pelo menos seis meses e, é preciso ter em conta que pode ocorrer progressao da doenca

até serem observadas respostas ao tratamento. Apesar do T-VEC ndo ter impacto no
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aumento da sobrevivéncia global, o efeito prolongado no tratamento das lesdes
metastaticas € notorio. No entanto, o elevado custo desta terapéutica associado a auséncia
de beneficio clinico na taxa de sobrevivéncia séo fatores que limitam a sua utilizagdo

generalizada (35).

De um modo geral, a terapéutica intralesional tem demonstrado ser segura e bem tolerada,
com atividade antitumoral local observada. Esta é uma terapéutica promissora e pode ser
utilizada em combinacdo com outros agentes responsaveis pela ativacdo do sistema
imunitario, tais como as citocinas e 0s anticorpos monoclonais, dado que possuem
mecanismos de acdo diferentes e um perfil de toxicidade ndo sobreponivel. A associacdo
do T-VEC e dos anticorpos anti-CTLA-4 e anti-PD-1 para o tratamento do melanoma
metastatico encontra-se em estudo. Em ensaios clinicos iniciais, a combinacdo do T-VEC
com o ipilimumab ou com o pembrolizumab foi estudada, tendo demonstrado resultados

promissores (35).

Num ensaio clinico de fase 1b, que envolveu 21 doentes com melanoma metastatico, foi
testado um esquema terapéutico com a administracdo do virus oncolitico T-VEC seguido
da administracdo do anticorpo monoclonal anti-PD-1, pembrolizumab, tal como se
observa na Figura 1.4. Obteve-se uma resposta global ao tratamento de 62% e uma
resposta completa em 33% dos doentes. Apos a administracdo do T-VEC observou-se um
aumento do ndmero de linfocitos T-CD8+, uma elevada expresséo do ligando PD-L1 bem
como do IFN-*,nos doentes que responderam a terapéutica. Estes resultados sugerem que
o0 virus oncolitico talimogene laherparepvec potencia a atividade dos anticorpos anti-PD-

1, através da alteracdo do microambiente tumoral (36).

N&o foi observado um aumento da toxicidade com a associagdo terapéutica
comparativamente a demonstrada pelos respetivos farmacos em monoterapia. Os efeitos
adversos que ocorreram mais frequentemente foram fadiga em 62% dos doentes, calafrios
em 48% e febre em 43%. Foram observados efeitos adversos graves em trés doentes,
associados a administracdo de pembrolizumab, dois deles de grau 3 (hepatite autoimune
e meningite) e um de grau 4 (pneumonia). Podemos, desta forma, concluir que, para além
desta associacdo ter uma eficacia superior a observada pelo pembrolizumab em
monoterapia, dado que em doentes naive com melanoma metastatico esta associado a

taxas objetivas de resposta entre os 35-40%, apresenta também um perfil de seguranca
similar (36).
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Figura 1.4 T-VEC em associa¢cdo com o pembrolizumab (Ribas A. et al, 2017)

1.3 Anticorpos monoclonais:anti-CTLA-4 e anti-PD-1
1.3.1 Antigénio 4 dos linfdcitos T citotoxicos

O antigénio 4 dos linfocitos T citotoxicos pertence a superfamilia das imunoglobulinas
CD28:B7 e é um regulador negativo da resposta imunitaria. E normalmente expresso em
baixos niveis na superficie das células T efetoras naive e das células T reguladoras
(Tregs). ApOs o estimulo das células T naive, o CTLA-4 desloca-se para a membrana
plasmatica destas, competindo com a molécula CD28 pela ligagdo as moléculas B7-1
(CD80) e B7-2 (CD86) que se encontram expressas nas células apresentadoras de

antigénios e para as quais possui elevada afinidade (26) (37) (38).
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Figura 1.5 CTLA-4: Mecanismo de acao e respetivo bloqueio (Comin-Anduix B et
al., 2016)

A ligacdo do CTLA-4 ao B7 bloqueia a sinalizagdo dos recetores das células T e inibe a
secrecdo de interleucina 2 (IL-2), impedindo a ativacdo e proliferacdo destas celulas.
Desta forma, as células T tornam-se anérgicas, ou Seja, Ndo responsivas a antigénios, o
que conduz a uma tolerancia imunitaria as células cancerigenas. Assim sendo, podemos
considerar o CTLA-4 como uma de duas proteinas homologas expressas a superficie das
células T que se contrabalancam e permitem a ativacdo e inibicdo destas células. Este
mecanismo homeostatico limita a resposta mediada por células, prevenindo o dano
inespecifico de tecidos. O blogueio do CTLA-4, descrito na figura 1.5, demonstrou
prolongar a ativacdo das células T CD4+ e CD8+ efetoras e amplificar a resposta celular
imunitaria por elas mediada (26) (37) (38).

Dois anticorpos monoclonais pertencentes a esta classe foram testados em ensaios
clinicos de fase Ill, o ipilimumab e o tremelimumab. Estes, sdo anticorpos monoclonais
totalmente humanos, no entanto, diferem na regido Fc, sendo o tremelimumab um
anticorpo  monoclonal 1gG2 e o ipilimumab um anticorpo monoclonal 1gGl. O
tremelimumab foi avaliado num ensaio clinico de fase Il na dose de 15 mg/kg e foi
comparado com a quimioterapia convencional (dacarbazina e temozolamida) em doentes

com melanoma metastatico. Apesar do tremelimumab ter demonstrado alcancar uma
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resposta de acdo prolongada, ndo foram observados outros beneficios clinicos,

comparativamente a quimioterapia (24) (39).

Existem dois sinais essenciais para a ativagdo 6tima das células T: osinal 1 e o sinal 2. A
interacdo dos recetores das células T (TCR) com o complexo péptido/MHC na superficie
das células tumorais providencia o sinal 1. Determina a especificidade antigénica da
resposta. A interacdo entre as moléculas co-estimulatorias nas células apresentadoras de
antigénios (APC) e dos ligandos das células T, como o B7-CD28, providencia o segundo
sinal requerido para a ativacdo das células T. A presenca do sinal 1 sozinho torna as
células T inativas. A auséncia do sinal 2 co-estimulatorio faz com que as células entrem
num estado de ndo responsividade, designado anergia, que conduz, eventualmente, a
tolerancia. A presenca dosinal 1 e 2 é requerida em simultineo para as células T naive se

tornarem ativas e se transformarem em células T efetoras (31).

1.3.1.1 Ipilimumab

O ipilimumab, um anticorpo monoclonal (IgGlx) totalmente humano, liga-se ao
antigénio 4 do linfécito T citotoxico (CTLA-4), um ponto de controlo imunolégico,
inibindo-0. O CTLA-4 é regulador negativo da atividade das células T bem como da sua
proliferacdo. Em resposta a estimulacdo antigénica das células T, 0 CTLA-4 compete pela
ligacdo as moléculas B7-1 e B7-2 (CD80 e CD86) nas células apresentadoras de
antigénios, impedindo a sua ligacdo a molécula CD28 nas células T (38) (40).

Este anticorpo monoclonal foi aprovado em marco e julho de 2011, pela FDA e pela
EMA, respetivamente, para o tratamento do melanoma metastatico (29) (41).

Ensaios clinicos de fase 1 e de fase 2 demonstraram atividade antitumoral com respostas
de acdo prolongada, mesmo em doentes com caracteristicas desfavoraveis (niveis de LDH
elevados). E importante referir que a clearance do ipilimumab é superior quando os niveis
de LDH estdo aumentados. O bloqueio do CTLA-4, anula a regulacdo negativa da
resposta imunitaria e conduz a uma continua ativagdo dos linfocitos, conduzindo a uma
maior eficacia na eliminacdo das células tumorais. Esta continua estimulacdo do sistema
imunitirio é inespecifica e pode conduzir a toxicidade por ele mediada. Podem entdo
surgir efeitos adversos relacionados com o sistema imune (9) (38) (42).

A seguranca e eficcia do ipilimumab foi avaliada num ensaio clinico de fase lll,

multicentro e randomizado, em doentes com melanoma irressecavel em estadio Il ou IV
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refratarios aterapéuticas anteriores. Osdoentes foram aleatoriamente distribuidos por trés
grupos com diferentes esquemas terapéuticos na proporcdo 3:1:1. O primeiro grupo
recebeu tratamento com uma dose de 3 mg/kg de ipilimumab associado a gp 100, uma
vacina derivada da proteina melanossomal, responsavel por formar estruturas amildides.
Esta proteina estd presente nos melandcitos normais, nas células pigmentadas da retina
bem como na maioria dos melanomas. Tem um papel na melanogénese precoce, na
biogénese dos melanossomas e na polimerizacdo da melanina. Os anticorpos monoclonais
anti-gp100 sdo utilizados para fins de diagnostico. As células dendriticas com péptidos
derivados da proteina gpl100 sdo utilizadas na terapéutica do melanoma em combinagao
com a quimioterapia (1) (42). Os outros dois grupos receberam ou ipilimumab ou gp 100
em monoterapia numa dose de 3 mg/kg peso corporal a cada trés semanas para um total
de quatro administracbes. Os resultados obtidos demonstraram uma média de
sobrevivéncia de 10 meses em ambos 0s grupos em tratamento com o ipilimumab e de
6,4 meses no grupo em tratamento com gpl00 em monoterapia. Ocorreram efeitos
adversos graves (grau 3 ou 4) em 10%-15% dos doentes em tratamento com ipilimumab,
incluindo 14 mortes, 7 das quais provocadas por efeitos adversos autoimunes. A
sobrevivéncia global nos doentes que receberam tratamento com o ipilimumab associado
a gpl100, com o ipilimumab em monoterapia e com a gp100, um ano apds o inicio do
tratamento foi de 43.6%, 45.6% e 25.3% e dois anos apds o inicio do tratamento de 21.6%,
26.5% e 13.7%, respetivamente (42).

Recentemente, a 24 de julho de 2017, assistimos a mais um marco importante na historia
da imunoterapia com a aprovacdo pela FDA da indicacdo do ipilimumab no tratamento
do melanoma metastatico ou irressecdvel em doentes com idade igual ou superior a 12
anos (43). O melanoma pediatrico é uma neoplasia rara e agressiva, de dificil tratamento
e com poucas op¢oes terapéuticas disponiveis. Foi avaliado num ensaio clinico de fase I,
multicentro, incluindo 33 pacientes com idades compreendidas entre 0s 28 meses e 0s 21
anos. Doze dos doentes encontravam-se com melanoma em estadio Ilic irressecavel ou
em estadio 1V do melanoma e os restantes com outros tumores sélidos recorrentes ou
progressivos. Este ensaio clinico teve como objetivo avaliar a seguranca de doses
crescentes de ipilimumab. Em geral, nas doses de 1 mg/kg e de 3 mg/kg o ipilimumab foi
bem tolerado com um perfil de toxicidade similar ao observado em ensaios clinicos
realizados em adultos. Observou-se um aumento da toxicidade com as doses de 5 mg/kg

e de 10 mg/kg (44). Foi realizado um segundo ensaio clinico em 12 doentes pediatricos
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com melanoma em estadio Il ou IV, com ou sem tratamento prévio. Estes doentes tinham
idade igual ou superior a 12 anos. Os doentes receberam tratamento com 3 mg/kg (n=4)
ou 10 mg/kg (n=8) de ipilimumab por via intravenosa durante um periodo de 90 minutos
a cada trés semanas, para um total de quatro administragdes. Nos dois ensaios clinicos
participaram 17 doentes com melanoma com idade igual ou superior a 12 anos, dois dos
quais obtiveram uma resposta objetiva e num dos casos a resposta foi prologada durante
16 meses. Desta forma, o ipilimumab tem agora indicacdo para o tratamento do melanoma
metastatico pediatrico numa dose de 3 mg/kg administrado durante 90 minutos a cada trés

semanas, para um total de quatro administracbes (43).

1.3.2 Recetorda proteina de morte programada-1 (PD-1)

Inicialmente descrito em 1992, o recetor da proteina de morte programada 1 (PD-1),
pertencente a familia dos recetores co-estimulatorios B7/CD28 é, preferencialmente
expresso a superficie das celulas T ativadas, das células B, dos mondcitos e das células
natural Killer apds exposicdo cronica a antigénios, na sua maioria associada a neoplasias
ou a infecdes. Desta forma, o recetor da PD-1 estd envolvido em processos de tolerancia
imunitiria e na prevencdo de danos causados aos tecidos associados a inflamagéo crénica
(45) (46).

Até a data, foram identificados dois ligandos para esta proteina: o ligando de morte
programada 1 (PD-L1) e o ligando de morte programada 2 (PD-L2). Apesar de 0s
ligandos, PD-L1 e PD-L2, serem maioritariamente expressos a superficie das células
apresentadoras de antigénios, tais como, os macrofagos e as células dendriticas também
podem ser expressos nas células tumorais. A unido do recetor PD-1 aos seus ligandos,
PD-L1 e PD-2, regula, de forma negativa, a ativacdo das células T. Esta ligacdo inibe a
proliferacdo das células T e a producdo do interferdo-gama (IFN-Y), do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina-2 (IL-2) e diminui a sobrevivéncia das células T.
Quando uma célula T se liga a0 mesmo tempo ao recetor das células T (TCR) eao PD-1,
0 PD-1 desencadeia um sinal que previne a fosforilacdo de intermediarios chave do TCR.
Desta forma, a sinalizacdo precoce das células T pelo TCR termina, o que diminui a

ativacdo destas células (47) (46).
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As ligacdes efetuadas pelo CTLA-4 e pelo PD-1 tém efeitos inibitorios semelhantes na
ativacdo das células T. Contudo, 0 momento da regulacdo negativa, 0S mecanismos
responsaveis pela sinalizacdo e as localizagdes anatomicas da inibicdo do sistema
imunitario diferem entre estes dois inibidores. Ao contrario do CTLA-4 que esta
confinado as células T, o PD-1 estd amplamente expresso nas células T ativas, nas células
B e nas células da linhagem mieldide. Enquanto o CTLA-4 exerce a sua funcdo durante
a fase de iniciacdo das células T, o PD-1 exerce a sua acdo na fase efetora,
predominantemente nos tecidos periféricos, tal como se encontra descrito na Figura 1.6.
A distribuicdo dos ligandos do PD-1 e do CTLA-4 também difere. Os ligandos B7 para o
CTLA-4 sdo expressos a superficie das células apresentadoras de antigénios, que
tipicamente residem em nodulos linfaticos ou no baco. Por outro lado, os ligandos PD-L1
e PD-L2 sdo amplamente expressos em leucécitos, em células ndo hematopoiéticas e em
tecidos ndo linfdides e asua expressdo pode ser induzida em células parenquimatosas por
citocinas inflamatorias (IFN-Y) ou por sinalizagdo tumoral. O PD-1 possui uma maior
afinidade de ligacdo para o PD-L2 do que para o PD-L1 e essa diferenca pode ser
responsavel por contribuicdes diferentes destes ligandos nas respostas imunes (26) (47)
(48).

O PD-L1 foi descrito, pela primeira no ano 2000 e é maioritariamente expresso nas células
da linhagem mieldide, nos tecidos linfoides e em tecidos ndo linfoides, tais como o
pulmdo, o pancreas, aplacenta e o coracdo. Uma elevada expressdo de PD-L1 nas células
tumorais tem sido associada a um mau prognostico e a uma baixa taxa de sobrevivéncia
em varios tipos de cancro, entre eles, o melanoma. O bloqueio do PD-L1 representa desta
forma uma possivel abordagem terapéutica para o tratamento do melanoma metastatico.
Estudos recentes tém demonstrado que a elevada expressdo de PD-L1 no melanoma
metastatico esta associada a presenca de linfocitos infiltrantes do tumor (TILs) em lesdes
melanociticas, surgindo em 98% dos tumores PD-L1 positivos. Por outro lado, apenas
28% dos tumores PD-L1 negativos estdo associados a TILs. Os melandcitos PD-L1
positivos estdo quase sempre localizados numa posicdo adjacente aos TILs. Mais
interessante ainda, o IFN-y, um indutor primario da expressdo de PD-L1 foi detetado na
interface de tumores PD-L1 positivos e dos TILS, sugerindo que os TILs sdo responsaveis
pela sua prépria inibicdo através da secre¢do de citocinas que conduzem a expressao do
PD-L1. Consistente com esta hipotese, a sobrevivéncia global de pacientes com
melanoma metastatico PD-L1 positivos tem sido superior ados doentes PD-L1 negativos
(26) (47) (48).
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Figura 1.6 Mecanismos de acdo do CTLA-4 e do PD-L1 (Franklin Cet al., 2016)

Dois inibidores do recetor da proteina de morte programada-1, o nivolumab e o
pembrolizumab, foram testados em ensaios clinicos de fase 111 e aprovados pela EMA no
tratamento do melanoma avancado (irressecavel ou metastatico), em junho e julho de
2015, respetivamente (37). O nivolumab €é um anticorpo monoclonal humano e o
pembrolizumab um anticorpo totalmente  humanizado, ambos derivados da
imunoglobulina G4 (1gG4) e produzidos por tecnologia de ADN recombinante em células
de ovario de hamster chinés (37) (49). Estes anticorpos ligam-se ao recetor da proteina
de morte programada-1 e inibem a sua interagdo com os ligandos PD-L1(CD274 ou B7-
H1) e PD-L2 (CD273 ou B7-DC) (37).

1.3.2.1 Pembrolizumab

O pembrolizumab (anteriormente designado MK-3475 ou lambrolizumab) ¢é um

anticorpo monoclonal humanizado 1gG4-k, potente e altamente seletivo, que impede a
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ligacdo do PD-1 ao seus ligandos, PD-L1 e PD-L2. Foi construido através da insercdo de
sequéncias da regido varidvel deum anticorpo anti-PD-1 de rato numa estrutura de 1gG4-
k humana contendo um estabilizador para a mutacdo Fc S228P, tal como observado na

figura 1.7 (24).
A
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Figura 1.7 Pembrolizumab: mecanismo de acéo (A) e respetiva estrutura (B) (Kang
SP etal., 2017)

O pembrolizumab demonstrou elevada afinidade para o recetor da proteina de morte

programada-1 e uma forte inibicdo dos respetivos ligandos, PD-L1 e PD-L2, num modelo
ex vivo de células T (45).

O pembrolizumab foi aprovado em setembro de 2014 pela FDA para o tratamento do
melanoma metastatico em doentes previamente tratados com ipilimumab e em
melanomas positivos para a mutacdo no gene BRAF, previamente tratados com um
inibidor do BRAF. Posteriormente, em julho de 2015 foi aprovado pela EMA para o
tratamento do melanoma metastatico e foi nesse mesmo ano que passou a ter indicacdo
para utilizacdo como terapéutica de primeira linha nestes doentes, pela FDA (29) (41).

A eficacia e a seguranca do pembrolizumab foi avaliada, inicialmente, em doentes com
melanoma avangado no ensaio clinico aberto KEYNOTE-001. No total, foram
selecionados 655 doentes, previamente tratados com ipilimumab, ipilimumab naive e,

também, doentes com melanoma refratirio apds tratamento com ipilimumab. Estes
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doentes foram alocados em trés grupos com diferentes esquemas terapéuticos,
respetivamente, pembrolizumab numa dose de 2 mg/kg a cada trés semanas ou numa dose
de 10 mg/kg a cada duas semanas ou numa dose de 10 mg/kg a cada trés semanas.
Independentemente do esquema terapéutico, o pembrolizumab foi administrado por via
intravenosa durante 30 minutos, no dia 1 de cada ciclo, até progressdo da doenca ou

toxicidade inaceitavel (46).

A andlise conjunta dos 655 doentes envolvidos, independentemente de tratamento prévio
ou ndo com ipilimumab e da dose e esquema terapéutico com o pembrolizumab revelou
uma taxa objetiva de resposta de 33%, uma taxa de sobrevivéncia livre de progressao, 12
meses apés o inicio da terapéutica de 35% e uma média de sobrevivéncia global de 23
meses (com uma média de duragdo de seguimento de 21 meses). A acdo da resposta foi
prolongada durante um tempo superior a um ano em 44% dos doentes e a média da
duracdo estimada da mesma foi 28 meses. Estes dados sugerem que o pembrolizumab
tem a capacidade de alcancar respostas duradouras em doentes com melanoma

metastatico (50).

A farmacocinética do pembrolizumab foi, também, avaliada no ensaio clinico
KEYNOTE-001. As concentracbes no soro foram determinadas antes e ap0s a
administracdo do pembrolizumab, sendo inferiores (fator 5) no grupo que recebeu 2
mg/kg a cada trés semanas comparativamente ao grupo que recebeu 10 mg/kg a cada trés
semanas. A concentracdo determinada no estado estaciondrio foi superior em cerca de
20% no grupo que recebeu pembrolizumab 10 mg/kg a cada duas semanas
comparativamente ao grupo que recebeu a mesma dose a cada trés semanas. O aumento
das concentracdes no soro verificado ao longo do tempo foi consistente com um tempo

de semi-vida entre duas a trés semanas (51).

A toxicidade do pembrolizumab foi determinada e os resultados revelaram que este
anticorpo monoclonal é bem tolerado, pois apesar de em 79% dos doentes terem ocorrido
efeitos adversos, em apenas 13% dos casos estes efeitos foram graves (grau 3 ou 4). Os
efeitos adversos mais frequentemente reportados incluem fadiga (30%), rash cutaneo
(21%), prurido (21%), diarreia (20%), mialgia (12%), aumento dos niveis da enzima
hepatica aspartato aminotransferase (10%), nauseas (10%), cefaleias (10%) e astenia
(10%). Estes efeitos adversos foram observados num maior ndmero de casos em doentes

submetidos ao esquema terapéutico de 10 mg/kg de pembrolizumab a cada duas semanas
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(23%), comparativamente a 10 mg/kg a cada trés semanas (4%) e 2 mg/kg a cada trés
semanas (9%). Os efeitos adversos graves (grau 3 ou 4) incluem o aumento das
aminotransferases hepéticas, hepatite autoimune, hipotiroidismo, faléncia renal, rash

cuténeo e prurido. Normalmente, estes efeitos adversos sdo revertidos ap0sadministragao
de corticosterdides (51).

Com base na eficacia demonstrada e no perfil de toxicidade favoravel, o pembrolizumab
foi o primeiro anticorpo monoclonal anti-PD-1 a ser aprovado para o tratamento do

melanoma avangado (51).

1.3.2.2 Nivolumab

O nivolumab, um anticorpo monoclonal 1gG4 humano, direcionado contra a proteina de
morte programada 1 estd aprovado no tratamento do melanoma metastatico quer em
monoterapia quer em combinagdo com o ipilimumab. O nivolumab é composto por quatro
cadeias polipeptidicas (duas cadeias pesadas e duas cadeias leves) que estdo unidas por
ligagOes dissulfureto. O nivolumab impede a interagdo entre a o recetor da PD-1 e 0s seus
ligandos PD-L1 e PD-L2, prevenindo a inibicdo da resposta imune celular, tal como se

encontra representado na figura 1.7 (52).

T-cell T-cell

PD-1
anti-PD-1
PD-L1 PD-L2

Tumor cell Tumor cell

Figura 1.8 PD-1: Mecanismo de acao e respetivo bloqueio (Force J etal., 2017)

Este anticorpo monoclonal anti-PD-1 é geneticamente modificado e desenvolvido a partir
da imunizacdo transgénica de um ratinho para o loci da imunoglobulina humana. Séo
utilizadas células recombinantes de ovario de hamster chinés que expressam a proteina
PD-1 e a proteina de fusdo Fc IgG1 humana. O nivolumab contém a mutacdo S228P que
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reduz as trocas entre a proteina Fc e a imunoglobulina 1gG4 presente no soro, 0 que
melhora a estabilidade e reduz a variabilidade terapéutica (53).

O nivolumab foi aprovado em dezembro de 2014 pela FDA para o tratamento do
melanoma metastatico em doentes previamente tratados com o ipilimumab e em
melanomas positivos para a mutacdo no gene BRAF, previamente tratados com um
inibidor do BRAF. Posteriormente, em junho de 2015 foi aprovado pela EMA para o
tratamento do melanoma metastatico e foi nesse mesmo ano que passou a ter indicacdo

para utilizagdo como terapéutica de primeira linha nestes doentes, pela FDA (29) (54).

Tendo em conta a sua farmacocinética, é recomendada a administracdo de nivolumab
numa dose de 3 mg/kg, por via intravenosa, durante 60 minutos, a cada duas semanas até
progressdo da doenca ou toxicidade inaceitdvel. O nivolumab atinge o pico de
concentragdo maxima (Cméx) entre 1-4h apds o inicio da infusdo e apresenta um tempo
de semi-vida (t1/2) de 12 dias. Relativamente a farmacodindmica, o nivolumab foi avaliado
de acordo com a ocupacdo do recetor da PD-1 nas células T-CD3+ em circulagdo.
Aparentemente, a média de ligacdo do nivolumab a proteina PD-1 € independente da dose,
atingindo um pico de 85% entre as 4-24 horas. Estes dados indicam que o nivolumab tem

uma elevada afinidade para a PD-1 (53).

O tratamento com o nivolumab &, geralmente bem tolerado. Os efeitos adversos mais
comuns incluem fadiga, diminuicdo do apetite, diarreia, nauseas, tosse, dispneia,
constipacdo, vomitos, rash cutaneo, pirexia e dor de cabeca. Devido ao seu mecanis mo
de acgdo, este farmaco estd associado a efeitos adversos relacionados com o sistema
imunitario que ocorrem, mais frequentemente, na pele, no aparelho gastrointestinal, no
sistema enddcrino e no sistema hepatico. Desta forma, apresenta um perfil de toxicidade
diferente da quimioterapia convencional, com reversao dos efeitos ap6s administracdo de
corticosterdides ou interrupcdo do tratamento, na maioria dos casos. Os efeitos adversos
relacionados com o sistema imune que ocorrem, mais frequentemente, incluem a
pneumonia, o vitiligo, a colite, a hipofisite e a tiroidite. No entanto, é importante referir
que o aparecimento de efeitos adversos graves (3 ou 4) € menos comum em doentes em
tratamento com nivolumab do que com a quimioterapia tradicional, com base em ensaios
clinicos realizados (53).
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1.3.3 Biomarcadores

A detecdo de biomarcadores que permitam identificar precocemente qual o prognostico
relacionado com um determinado doente com melanoma metastatico e, em funcdo disso,
selecionar qual a terapéutica disponivel que melhor se adequa a cada caso séo fatores de

extrema importancia a ter em conta.

O Unico biomarcador tumoral aceite pela American Joint Committee on Cancer
(AJCC) como preditivo de sobrevivéncia em doentes com melanoma metastatico (estadio
IV) é a lactacto desidrogenase (LDH), uma enzima ubiquitaria com elevada atividade em
doentes que se encontram em hipOxia. Esta enzima catalisa a transformacdo reversivel do
piruvato em lactato e, deste modo, permite que as células dependam menos do
fornecimento de oxigénio. No entanto, outros biomarcadores tumorais tém sido
estudados. E o caso da proteina S100-B, descrita pela primeira vez em culturas celulares
de melanoma maligno sendo, atualmente, utilizada no diagnostico do melanoma primario
e domelanoma metastatico. De acordo com as guidelines da ESMO, a dete¢do da proteina
S100 apresenta uma maior especificidade no controlo da progressdo da doenca do que a
detecdo da enzima LDH. A proteina MIA (melanoma-inhibitory-activity) € expressa
pelas células tumorais e ndo se encontra presente em casos de melanoma benigno. Esta
proteina é altamente especifica para a detecdo de metastases e é extremamente Util para o

seguimento dos doentes com melanoma. E importante referir que niveis elevados destas
proteinas (LDH, S100-B e MIA) no soro estdo associados a um mau prognostico (55).

A expressdo de PD-L1 é um potencial biomarcador preditivo da resposta aos anticorpos
monoclonais antirrecetores da proteina de morte programada 1 (PD-1). Apds arealizacdo
do ensaio clinico de fase | que avaliou a seguranca e a eficAcia do pembrolizumab em
doentes com melanoma metastatico, 0 KEYNOTE-001, foi também analisada a relacéo
entre a expressdo de PD-1 e a respetiva atividade dos anticorpos monoclonais anti-PD-1
em doentes com melanoma avancado. A expressdo positiva do PD-L1 em alguns doentes,
detetada através de bidpsias tumorais em fase de pré-tratamento, foi correlacionada com
um aumento da taxa de resposta, da taxa de sobrevivéncia livre de progressao e da taxa

de sobrevivéncia global. Contudo, os doentes com expressdo de PD-L1 tumoral negativa
também obtiveram respostas prolongadas (46).
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2. Objetivos

Os doentes com melanoma metastatico tém uma resposta imunitaria antitumoral

comprometida, o que potencia um microambiente favoravel a progressdo da doenca.

A descoberta de moléculas que desempenham um papel preponderante no funcioname nto
do sistema imunitario, nomeadamente na inibicdo da ativacdo das células T permitiu o
desenvolvimento e aprovacdo pela EMA e pela FDA de trés anticorpos monoclonais,
nomeadamente, o ipilimumab, o pembrolizumab e o nivolumab. Sabe-se que, atualme nte,

aimunoterapia € utilizada como terapéutica de primeira linha na maioria dos doentes com
melanoma metastatico.

Tornou-se imperativo a realizacdo de uma revisdo critica da bibliografia existente acerca
da imunoterapia do melanoma metastatico, pretendendo-se estudar a evolucdo da mesma
ao longo do tempo.

Mais especificamente pretende-se:

o Conhecer as moléculas que deram origem a criagdo dos anticorpos para elas
direcionados, nomeadamente, o antigénio 4 dos linfécitos T citotoxicos e a
proteina de morte programada-1 e o seu papel na inibicdo da resposta imunitaria;

o Compreender o mecanismo de acdo dos anticorpos monoclonais, ipilimumab,
nivolumab e pembrolizumab e o seu papel fundamental na ativacdo do sistema
imunitario, possibilitando uma maior agdo antitumoral;

o Consultar e analisar os ensaios clinicos que conduziram asua aprovacao pela FDA
e pela EMA,

o Comparar a eficacia dos anticorpos monoclonais, nomeadamente, o tempo médio
de sobrevivéncia, o tempo livre de progressdo da doenca e a duragdo da resposta
com a quimioterapia, a terapéutica convencional anteriormente utilizada e a
vacina gpl00;

o Auvaliar o seu perfil de toxicidade, especialmente os efeitos adversos graves (grau

3 ou 4) relacionados com o sistema imunitario;

o Comparar a eficacia e o perfil de toxicidade associados aos diferentes anticorpos
monoclonais.
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3. Materiaise Métodos

3.1 Procedimento

Inicialmente, procedeu-se a recolha de artigos cientificos, com o intuito de construir uma
base solida que permitisse ter uma visdo global do tema da presente monografia. Na sua
totalidade a pesquisa foi realizada entre fevereiro e setembro de 2017. A maioria dos
artigos consultados foram obtidos atraves de pesquisa efetuada na ferramenta PubMed
pertencente ao National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando as
seguintes palavras-chave “immunotherapy”, “melanoma metastatic”, “ipilimumab”,
“pembrolizumab”, “nivolumab”, “PD-1” e “CTLA-4". De entre osartigos consultados no
PubMed, a maioria estdo publicados em jornais dedicados a area de oncologia, como, por
exemplo, o Journal of Clinical Oncology, o Annals of Oncology, o Europen Journal of
Cancer, The Lancet Oncology e o American Journal of Clinical Oncology. Foram
consultadas outras fontes de informacdo consideradas essenciais para a realizacdo da
presente monografia, tais como o National Cancer Institute, a American Cancer Society,
a American Joint Committee on Cancer, o Surveillence, Epidemiology, and End Results
Program, a Associacdo Portuguesa de Cancro Cutaneo e a Organizagdo Mundial de
Saude. Procedeu-se, também, a andlise das recomendagdes das guidelines atuais da
European Society for Medical Oncology (ESMO) e do National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) para o tratamento do melanoma metastatico. Foram selecionados
varios artigos, incluindo, artigos de revisdo e meta-analises com abordagem focada na
terapéutica do melanoma metastatico, principalmente, na utilizacdo do anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4, ipilimumab e nos anticorpos monoclonais anti-PD-1,
pembrolizumab e nivolumab. Em especial, foram analisados todos os ensaios clinicos de
fase 1l e Il que avaliam a seguranca e a eficacia dos anticorpos monoclonais acima
supracitados. Foram construidos graficos com base nas respostas obtidas nos ensaios
clinicos: ~KEYNOTE-002, KEYNOTE-006, CheckMate-066, CheckMate-037,
CheckMate-067, CheckMate-069, CheckMate-064 e a partir de uma meta-analise que
compara a eficacia global e o perfil de toxicidade dos anticorpos monoclonais com a
quimioterapia e avacina gpl00. A inclusdo desta meta-analise serve apenas para sintetizar
0 beneficio clinico observado com o0s respetivos anticorpos comparativamente a
quimioterapia. A construcdo destes graficos permitiu analisar, estatisticamente, a taxa de

sobrevivéncia livre de progressdo, a taxa objetiva de resposta, a taxa de sobrevivéncia
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global e a ocorréncia de efeitos adversos entre o anticorpo ou associacdo de anticorpos
monoclonais em estudo com o respetivo grupo controlo (que pode ser a quimioterapia,
ou outro anticorpo monoclonal). Os respetivos gréaficos foram construidos com recurso a
ferramenta Microsoft Excel 2013®.

3.2. Critérios para incluséo e exclusdo das fontes

Todos o0s artigos relevantes para posterior andlise foram selecionados tendo em
consideracdo a data de publicacdo. Excetuando um artigo publicado em novembro de
2014 considerado pertinente, foram excluidos todos os artigos com data de publicacdo
anterior a janeiro de 2015. Foram incluidas as guidelines do National Institute for Health
and Care Excellence (NICE) com data anterior a 2015, por serem consideradas de
especial relevancia para a compreensdo do tema em estudo, bem como a classificacdo e
estadiamento do melanoma realizada pela American Joint Committee on Cancer que data
0 ano de 2009. Foram excluidos todos os artigos escritos numa lingua que ndo fosse o
portugués, o ingles ou o espanhol. Os artigos elegiveis incluem: ensaios clinicos
randomizados, artigos de revisdo e meta-analises que avaliam as respostas ao tratamento
com anticorpos monoclonais inibidores do antigénio 4 dos linfocitos T citotoxicos
(ipilimumab) ou do recetor da proteina de morte programada-1 (pembrolizumab e
nivolumab), comparativamente a quimioterapia (dacarbazina, temozolamida, paclitaxel e
carboplatina) ou a vacinacdo com a gp100 em doentes com melanoma metastatico. De
igual forma, foram incluidos ensaios clinicos que comparam a eficacia e o perfil de

seguranga obtidos pelos diferentes anticorpos monoclonais.
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4. Resultadose Discussao dos Resultados

4.1 Opcoes terapéuticas sistémicas para o melanoma em estadio IV

Atualmente, de acordo com o National Institute for Health and Care Excellence (NICE)
a terapéutica sistémica adequada para um doente com melanoma em estadio 1V pode,
dependendo das caracteristicas individuais do doente e do tumor, incluir as opg¢Ges que se
encontram na figura 4.1 (quimioterapia, imunoterapia e inibidores de mutagdes no gene
BRAF V600).

Apos tratamento, os doentes com melanoma em estadio 1V devem ter um seguimento
personalizado por profissionais especializados para prevencdo do reaparecimento de
lesbes em casos em que se tenha alcancado a remisséo completa da doenga ou o
aparecimento de novas lesdes e agravamento de lesdes existentes, com consequente
progressdo da doenca. Considera-se 0 acompanhamento psicologico durante e apds o
tratamento uma mais valia para o apoio a nivel emocional e, deve, por isso ser oferecido
a estes doentes oncologicos (56).

1
Systemic anticancer
treatment for stage 1V
melanoma
] —4
Cytotoxic chemotherapy Immunotherapy Targeted therapy for BRAF
V600-positive melanoma

Follow-up

5 f:‘

Figura 4.1 Opcoes terapéuticas sistémicas para o melanoma em estadio 1V (NICE.
2017)
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4.1.1 Quimioterapia

Atualmente, a quimioterapia é utilizada como terapéutica de segunda linha, podendo
considerar-se a administracdo de dacarbazina, caso a imunoterapia e a terapéutica
direcionada para mutacbes no gene BRAF nédo sejam adequadas (57).

4.1.2 Imunoterapia

Todos os seguintes farmacos, em monoterapia, representam opcdes terapéuticas para o

tratamento do melanoma avancado. O ipilimumab e o nivolumab podem ser
administrados em associacdo (44).

4.1.2.1 Ipilimumab

Esta indicado no tratamento do melanoma avancado (irressecavel ou metastatico) em
doentes com ou sem terapéutica prévia. A dose recomendada € de 3 mg/kg de peso
corporal, administrado por via intravenosa durante um periodo de 90 minutos a cada trés
semanas, perfazendo um total de quatro administragcbes para um tratamento completo. O
ipilimumab esta associado a ocorréncia de efeitos adversos, mais comumente
relacionados com a atividade aumentada ou excessiva do sistema imunitario. Entre os
mais frequentes destacam-se a fadiga, diarreia, rash cutaneo, prurido, nauseas, vomitos,
diminuicdo do apetite e dor abdominal (58)(59).

4.1.2.2 Pembrolizumab

Recomenda-se como opcao terapéutica tanto em doentes com melanoma avancado que
ndo foram previamente tratados com o ipilimumab como em doentes cuja doenca
progrediu apds tratamento com o ipilimumab e, caso sejam detetadas mutagdes no gene
BRAFV600 apds tratamento com um farmaco inibidor do BRAF ou da quinase MEK. O
pembrolizumab € administrado por via intravenosa durante um periodo de 30 minutos
numa dose de 2 mg/kg a cada trés semanas até progressdo da doenca ou toxicidade
inaceitavel (60) (61).
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4.1.2.3 Nivolumab

Pode ser utilizado, em monoterapia, para o tratamento do melanoma avangado
(irressecavel ou metastatico) em adultos. E administrado por via intravenosa durante um
periodo de 60 minutos numa dose de 3 mg/kg, a cada duas semanas (62).

4.1.2.4 Nivolumab emassocia¢do com o ipilimumab

Recomenda-se iniciar o regime terapéutico com uma dose de 1 mg/kg de nivolumab
associado a 3 mg/kg de ipilimumab, administrados por via intravenosa durante um
periodo de 90 minutos, a cada trés semanas, perfazendo um total de quatro doses.
Seguidamente, recomenda-se uma dose de manutencdo com o nivolumab, em
monoterapia administrado por via intravenosa numa dose de 3 mg/kg durante 60 minutos,
a cada duas semanas (63). De acordo com o Relatério Publico Europeu de Avaliacdo
(EPAR) relativo ao Opdivo (nivolumab), as melhorias observadas no periodo de tempo
vivido pelos doentes sem agravamento da doenca, quando em associacdo com o0
ipilimumab em comparagdo com o nivolumab em monoterapia foram observadas
unicamente em doentes com expressdo reduzida de PD-L1 a superficie das celulas
cancerigenas (54). Antes de iniciarem o tratamento com a associagdo terapéutica, 0s
oncologistas devem avaliar cuidadosamente as caracteristicas individuais do doente e do
tumor, tendo em consideracdo os beneficios observados e a toxicidade da associacdo em

relacdo ao nivolumab em monoterapia (45).

4.1.3. Targeted therapy em melanomas com mutagdo no gene BRAF V600

Em doentes com melanoma metastatico com mutacdo no gene BRAFV600 pode ser
utilizado um dos farmacos inibidores do BRAF que incluem o dabrafenib, o vemurafenib.
A associacdo destes farmacos com inibidores da quinase MEK esta recomendada, o
dabrafenib em associagdo com o trametinib e o vemurafenib em associacdo com o
cobimetinib. (57).
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4.2 Ensaios clinicos: KEYNOTE-002 E KEYNOTE-006

Em 2015, o pembrolizumab recebeu aprovacéo para o tratamento do melanoma avancado
(metastatico ou irressecavel) pela EMA e pela FDA. Esta aprovacdo foi concedida com
base nos resultados obtidos em dois ensaios clinicos, o ensaio de fase 1l KEYNOTE-002
(Figura 4.2) e o ensaio de fase 11l KEYNOTE-006 (Figura 4.3).

4.2.1 Ensaio Clinico KEYNOTE-002
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Legenda: SLP — Sobrevivéncia Livre de Progressao; RO — Resposta Objetiva; EA- Efeito Adverso

Figura 4.2 Resultados do ensaio clinico de fase Il KEYNOTE-002

O KEYNOTE-002, um ensaio clinico de fase Il, randomizado e controlado, avaliou a
seguranca e a eficacia de duas doses diferentes do anticorpo monoclonal pembrolizumab,
comparativamente a um farmaco escolhido pelo investigador pertencente a classe da
quimioterapia em doentes com melanoma irressecavel em estadio 11l ou IV refratario a
ipilimumab e, caso o melanoma seja positivo para a mutagdo no oncogene BRAFV600
com terapéutica prévia com um inibidor do BRAF ou do MEK, ou ambos. A confirmacao
de progressdo da doenca ocorreu dentro de um periodo de 24 semanas apds a Ultima
administracdo de ipilimumab com um minimo de duas doses administradas (3 mg/kg a
cada trés semanas). Foram selecionados 540 doentes e distribuidos de forma aleatoria na
propor¢do 1:1:1 em trés grupos. O primeiro grupo recebeu tratamento com 2 mg/kg de
pembrolizumab e o segundo grupo com 10 mg/kg de pembrolizumab, ambos a cada trés
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semanas. O terceiro grupo recebeu terapéutica com agentes citotoxicos antineoplasicos,
escolhidos pelo investigador, nomeadamente, paclitaxel associado a carboplatina ou cada
um dos dois agentes em monoterapia ou entdo, dacarbazina ou temozolamida por via oral.
O endpoint primério do estudo foi a determinagdo da taxa de sobrevivéncia livre de
progressao da doenca, ou seja, do periodo em que ndo ocorreu agravamento da mesma.
Esta taxa foi determinada seis e nove meses apds o inicio do tratamento, sendo,
respetivamente, de 34% e 24% no grupo do pembrolizumab na dose de 2 mg/kg, de 38%
e 29% no grupo do pembrolizumab na dose de 10 mg/kg e de 16% e 8% no grupo da
quimioterapia. De igual forma, a taxa objetiva de resposta determinada nos trés grupos
foi de 21%, 25% e 4%, respetivamente. Foi também avaliado o perfil de seguranga de
cada regime terapéutico, sendo que efeitos adversos de grau 3 ou 4 ocorreram em 11 %
dos pacientes com terapéutica com pembrolizumab na dose de 2 mg/kg, em 14% dos
pacientes com terapéutica com pembrolizumab na dose de 10 mg/kg e em 26% dos
pacientes a receber quimioterapia. Assim sendo, podemos concluir que ambas as doses
de pembrolizumab em estudo demonstraram alcancar uma taxa de sobrevivéncia livre de
progressdo superior a alcancada pela quimioterapia. Desta forma, o pembrolizumab
demonstrou reduzir o risco de progressdo da doenca comparativamente a quimioterapia e
apresentou um melhor perfil de seguranca. A capacidade do pembrolizumab beneficiar
clinicamente os doentes refratarios ao ipilimumab deve-se, muito provavelmente, aos
diferentes mecanismos de acdo através dos quais 0s anticorpos monoclonais anti-CTLA-
4 e anti-PD-1 estimulam a resposta antitumoral pelas células T. (35) O blogueio do
CTLA-4 amplia a resposta imune, evidenciada pelo aumento dos recetores das células T
enquanto que o bloqueio do PD-1 induz uma proliferacdo intratumoral das células T. E,
ainda, importante referir que a taxa de resposta obtida com o pembrolizumab foi cerca de
cinco vezes superior a obtida com a quimioterapia e, em geral, o pembrolizumab foi bem

tolerado, com uma menor ocorréncia de efeitos adversos graves (grau 3 ou 4) (64).
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4.2.2 Ensaio Clinico KEYNOTE-006
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Figura 4.3 Resultados do ensaio clinico de fase 11l KEYNOTE-006

O KEYNOTE-006, um ensaio clinico de fase Il multicentro, aberto e randomizado,
avaliou a eficacia e seguranca de dois regimes diferentes de pembrolizumab na dose de
10 mg/kg administrada a cada duas ou trés semanas comparando-os com 0 regime
terapéutico de 3 mg/kg de ipilimumab a cada trés semanas (para um total de quatro
administragdes) em doentes com melanoma irressecavel em estadio Il ou IV sem
terapéutica prévia com o ipilimumab. Foram selecionados 834 doentes e distribuidos
aleatoriamente pelos trés diferentes regimes terapéuticos. De entre os doentes que
participaram no estudo, 60% eram do sexo masculino, 32% tinham niveis elevados de
LDH, 36% eram positivos para mutagdes no oncogene BRAF e 80% PD-L1 positivos e,
cerca de 66% dos doentes ndo tinham recebido terapéutica sistémica prévia. A taxa de
sobrevivéncia global determinada dois anos ap6s o inicio do tratamento foi de 55% nos
dois grupos que receberam tratamento com o pembrolizumab e de 43% no grupo com
tratamento com ipilimumab. A taxa média de sobrevivéncia livre de progressdo foi
também determinada, 24 meses apds o inicio do tratamento, sendo, de 31% e 28% nos
grupos em tratamento com pembrolizumab a cada 2 e 3 semanas, respetivamente e de
14% no grupo em tratamento com ipilimumab. A taxa objetiva de resposta foi avaliada

em todos os grupos, sendo semelhantes em ambos 0s esquemas terapéuticos com o
pembrolizumab, 37% e 36%, a cada duas e trés semanas, respetivamente e de 13% no

grupo em tratamento com o ipilimumab. O pembrolizumab demonstrou um melhor perfil
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de seguranga comparativamente ao ipilimumab, com uma ocorréncia de efeitos adversos
graves (grau 3-5)de 17% em ambos 0s grupos em tratamento com o pembrolizumab e de
20% no grupo do ipilimumab. Podemos, entdo, concluir que a percentagem de doentes
vivos sem progressdo da doenca em tratamento com o pembrolizumab é o dobro da
alcancada pelo tratamento com o ipilimumab. Por outro lado, o pembrolizumab reduz o
risco de morte por melanoma com uma taxa de sobrevivéncia global 12% superior a
observada com o ipilimumab (65).

4.3 Ensaios clinicos: CheckMate-066 e CheckMate-037

Em 2015, o nivolumab recebeu aprovagdo para o tratamento do melanoma avangado
(metastatico ou irressecavel) pela EMA e pela FDA. Esta aprovacdo foi concedida com
base nos resultados obtidos em dois ensaios clinicos, oensaio de fase Il CheckMate-066
(Figura 4.4) e o ensaio de fase CheckMate-037 (Figura 4.5).

4.3.1 Ensaio Clinico CheckMate-066

72,9

80
70
60
50
40
30
20
10

40

, 11,7

TaxadeSG (em %) Meédia de SLP (em Taxa OR (em %) EA de grau 3-4 (em
meses) %)

H Nivolumab 3mg/kg M Dacarbazina 1000 mg/m2

Legenda: SG- Sobrevivéncia Global; SLP — Sobrevivéncia Livre de Progressdo; RO — RespostaObjetiva; EA- Efeito Adverso

Figura 4.4 Resultados do ensaio clinico de fase 111 CheckMate-066

O CheckMate-066, um ensaio clinico de fase IlI, randomizado e duplamente cego avaliou
a eficacia e a seguranca do nivolumab, administrado numa dose de 3 mg/kg a cada duas
semanas, comparando-o com o0s resultados obtidos pela dacarbazina, um agente

citotoxico antineoplasico, administrado numa dose de 1000 mg/m? de superficie corporal
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em doentes naive com melanoma metastatico e com BRAF wild type (sem mutagcbes no
gene BRAF). Foram selecionados 418 doentes com melanoma metastatico e distribuidos
aleatoriamente pelos grupos em estudo na proporcao 1:1 (66). A taxa de sobrevivéncia
global alcangada um ano apo6s o inicio do tratamento foi de 72,9% no grupo do nivolumab
e de 42,1% no grupo da dacarbazina. O tratamento com nivolumab demonstrou alcangar
uma média de sobrevivéncia sem progressdo da doenga superior & dacarbazina, sendo,
respetivamente, de 5,1 e 2,2 meses. A taxa objetiva de resposta determinada no grupo do
nivolumab foi de 40% e no grupo da dacarbazina de 13.9% (37). Os efeitos adversos
graves (grau 3 ou 4) ocorreram com uma maior frequéncia no grupo da dacarbazina
(17,6%) comparativamente ao grupo do nivolumab (11,7%), o que nos leva a concluir
que aparentemente o nivolumab tem um melhor perfil de seguranca. Os efeitos adversos
graves com possivel etiologia imunoldgica no grupo do nivolumab incluiram a elevagao
dos niveis das enzimas hepaticas, lesdes cutaneas, diarreia, perturbacGes enddcrinas,
faléncia renal aguda e colite. Estes efeitos foram revertidos com a interrupcdo do
tratamento e com administracdo de corticosterdides (20). Podemos, entdo, concluir que o
nivolumab demonstrou ter um beneficio significativo no aumento da sobrevivéncia bem
como um perfil de seguranca favoravel comparativamente a dacarbazina em doentes com

melanoma metastatico com auséncia de mutagbes no gene BRAF (20) (37).

4.3.2 Ensaio Clinico CheckMate-037
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Figura 4.5 Resultados do ensaio clinico de fase 111 CheckMate-037
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O CheckMate-037, um ensaio clinico de fase Ill aberto, controlado e randomizado,
avaliou a eficacia e a seguranca do nivolumab numa dose de 3 mg/kg a cada duas
semanas, utilizando como grupo controlo a escolha pelo investigador de agentes
citotdxicos antineoplasicos, nomeadamente, a dacarbazina numa dose de 1000 mg/m? de
superficie corporal a cada trés semanas ou a associacdo de 175 mg/m? de paclitaxel com
a carboplatina sob a area sob a curva 6 a cada trés semanas em doentes com progressao
da doenca apds tratamento com ipilimumab ou ipilimumab e um inibidor do BRAF, caso
0S melanomas sejam positivos para a mutacdo no oncogene BRAFV600. Foram
selecionados 405 doentes e distribuidos aleatoriamente na propor¢do 2:1. Assim sendo,
foram incluidos 272 doentes no grupo do nivolumab e 133 no grupo da quimioterapia. O
tratamento foi continuado até progressdo da doenca ou observacdo de toxicidade
inaceitavel. A taxa objetiva de resposta foi determinada nos dois grupos, sendo superior
no grupo do nivolumab (31,7%) comparativamente ao grupo da quimioterapia (10,6%).
A média de sobrevivéncia livre de progressdo da doenca foi de 4,7 meses no grupo do
nivolumab e de 4,2 meses no grupo da quimioterapia e a taxa de sobrevivéncia livre de

progressdo da doenca determinada seis meses ap0s o inicio do tratamento foi de 48% e
34%, respetivamente (67).

Os resultados preliminares do ensaio clinico incluiram uma avaliagdo dos primeiros 120
doentes tratados com o nivolumab e de 47 doentes tratados com 0s agentes citotdxicos
antineoplasicos, com um tempo médio de seguimento de 8,4 meses. O tempo médio de
resposta ao nivolumab e a quimioterapia foi de 2,1 meses e de 3,5 meses, respetivame nte.
A média de duracdo da resposta foi de 3,5 meses no grupo da quimioterapia e nao foi
alcancada no grupo do nivolumab, com 33 pacientes (87%) a continuar a responder a
terapéutica na data da analise. Os efeitos adversos graves (grau 3 ou 4) foram mais
frequentes no grupo da quimioterapia (31%) comparativamente ao grupo do nivolumab
(9%), bem como ataxa de descontinuacdo da terapéutica devido a reacdes adversas (7,8%

e 2,2%, respetivamente) (31).

Seguidamente, analisou-se a seguranca nos 370 doentes que receberam pelo menos uma
dose de tratamento. A maioria dos pacientes demonstrou efeitos adversos relacionados
com o tratamento, 181 (68%) dos 268 no grupo do nivolumab e 81 (79%) dos 102 doentes
no grupo da quimioterapia. Os efeitos adversos mais frequentes no grupo do nivolumab
foram fadiga, prurido e diarreia e no grupo da quimioterapia nauseas, fadiga e alopécia.

Os efeitos adversos de grau 3 ou 4 relacionados com o tratamento ocorreram em 24 (9%)
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dos 268 no grupo do nivolumab e em 32 (31%) dos 102 doentes no grupo da
quimioterapia. Os efeitos adversos de grau 3 ou 4 associados a administracdo de
nivolumab incluem o aumento da lipase e da alanina aminotransferase, anemia e fadiga.
No grupo da quimioterapia o0s efeitos adversos graves incluem neutropénia,
trombocitopénia e anemia e ndo foram notadas diferencas nos efeitos adversos causados
pelos agentes em estudo (dacarbazina, paclitaxel e carboplatina). A razdo mais comum
para descontinuacdo da terapéutica foi a progressdo da doenca: 116 (43%) dos 268
doentes no grupo do nivolumab e 62 (61%) no grupo da quimioterapia. Devido a
toxicidade associada ao tratamento, 7 (3%) dos 268 doentes no grupo do nivolumab e 7
(7%) dos 102 doentes no grupo da quimioterapia descontinuaram, também, a terapéutica.
(36) O perfil de seguranca do nivolumab e da quimioterapia neste ensaio clinico foi
similar ao ensaio clinico de fase Il previamente efetuado e que avaliou a seguranca do
nivolumab e da dacarbazina, sugerindo que a administracdo prévia de ipilimumab ndo
afeta o perfil de seguranca do nivolumab e da dacarbazina. Neste estudo, o nivolumab foi
administrado com um minimo de seis semanas ap0s a Ultima administracdo de
ipilimumab, o que garante que ap6s este periodo a sua administracdo € segura. Os
sintomas na maioria dos pacientes foram resolvidos com corticosteroides. Somente dois
pacientes a receber nivolumab necessitaram da administragdo de infliximab, um anti-
TNFa. Podemos, entdo, concluir que o tratamento com nivolumab alcangcou uma resposta
objetiva num maior nimero de doentes com progressdo da doenca apds a administracdo
de ipilimumab ou ipilimumab e um inibidor do BRAF em doentes com mutacdo neste
gene e uma menor toxicidade, comparativamente ao grupo de doentes tratados com os
agentes citotoxicos antineoplasicos disponiveis para o tratamento do melanoma avancado
(67).

4.4 Ensaios clinicos: CheckMate-067, CheckMate-069 e CheckMate-
064

Atualmente, o nivolumab estad também indicado na terapéutica do melanoma metastatico
em associacdo com o ipilimumab. Os resultados obtidos nos ensaios clinicos de fase 111

CheckMate-067 (Figura 4.6) e de fase 1l CheckMate-069 (Figura 4.7) e CheckMate-064
(Figura 4.8) conduziram a aprovacao da associacdo acima supracitada.
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4.4.1 Ensaio Clinico CheckMate-067
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Figura 4.6 Resultados do ensaio clinico de fase 111 CheckMate-067

O CheckMate-067, um ensaio clinico de fase Il duplamente cego, controlado e
randomizado, avaliou a seguranca e eficAcia do nivolumab em monoterapia numa dose
de 3 mg/kg a cada duas semanas e do nivolumab numa dose de 1 mg/kg a cada trés
semanas em associacdo com o ipilimumab numa dose de 3 mg/kg a cada trés semanas,
comparativamente ao ipilimumab em monoterapia numa dose de 3mg/kg a cada trés
semanas (68). Foram selecionados 945 doentes com melanoma metastatico em estadio 111
ou IV, previamente ndo tratados (naive), e distribuidos aleatoriamente numa proporcdo
1:1:1 nos trés diferentes grupos. A média de sobrevivéncia livre de progressdo da doenca
foi superior no grupo da associacdo (11,5 meses), comparativamente ao grupo do
nivolumab (6,9 meses) e do ipilimumab (2,9 meses) em monoterapia. De igual forma, a
taxa objetiva de resposta determinada foi superior no grupo do nivolumab em associa¢do
com o ipilimumab (57,6%), relativamente ao grupo do nivolumab (43,7%) e do
ipilimumab (19%). Efeitos adversos graves (grau 3 ou 4) ocorreram em 55% dos doentes
no grupo da associacdo e em 16,3% e 27,3% dos doentes no grupo do nivolumab e do
ipilimumab, respetivamente. E, ainda, importante referir que quando se avaliou a média
de sobrevivéncia livre de progressdo em funcdo da positividade ou negatividade tumoral
do PD-L1 (quando num corte de 100 células tumorais a percentagem de células que
expressam PD-L1 é superior ou inferior a 5%), esta foi de 14 meses no grupo da

associacdo e do nivolumab em monoterapia nos doentes com melanomas PD-L1
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positivos. No entanto, nos doentes com melanomas PD-L1 negativos a média de
sobrevivéncia livre de progressdo foi superior no grupo da associacdo (11,2 meses) em
relagdo ao grupo do nivolumab em monoterapia (5,3 meses). Assim sendo, neste ensaio
clinico a terapéutica com a associagcdo nivolumab e ipilimumab foi superior em doentes
com tumores PD-L1 negativos do que a monoterapia com nivolumab e ipilimumab
enquanto que em doentes com tumores PD-L1 positivos ndo existiram diferencgas
significativas entre a associa¢do e o nivolumab em monoterapia (69).

4.4.2 Ensaio Clinico CheckMate-069
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Figura 4.7. Resultados do ensaio clinico de fase Il CheckMate-069

O CheckMate-069, um ensaio clinico de fase Il, multicentro, duplamente cego,
controlado e randomizado avaliou a sobrevivéncia global durante dois anos de doentes
naive com melanoma em estadio Ill ou IV irressecavel que receberam tratamento com
nivolumab associado a ipilimumab ou ipilimumab em monoterapia. Foram selecionados
142 doentes e distribuidos aleatoriamente pelos dois grupos em estudo numa proporgao
de 2:1. Desta forma, foram incluidos 95 doentes no grupo da associagdo do nivolumab
numa dose de 1 mg/kg com o ipilimumab numa dose de 3 mg/kg e 47 no grupo do
ipilimumab em monoterapia numa dose de 3 mg/kg. O tratamento foi efetuado acada trés
semanas para um total de quatro doses. Posteriormente, os doentes incluidos no grupo da
associacao do nivolumab com o ipilimumab receberam 3 mg/kg de nivolumab a cada 2

semanas até progressdo da doenca ou toxicidade inaceitdvel enquanto que os pacientes
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alocados no grupo do ipilimumab em monoterapia receberam placebo a cada 2 semanas
(70). Com uma média de seguimento de 24,5 meses, a sobrevivéncia global dos doentes
dois anos apos o inicio do tratamento foi de 63.8% no grupo da associacao e de 53.6% no
grupo do ipilimumab. A taxa de sobrevivéncia livre de progressdo calculada apds 1e 2
anos foi, respetivamente, de 52.5% e 51.3% no grupo da associacéo e de 16% e 12% no
grupo do ipilimumab. Foram reportados efeitos adversos de grau 3 ou 4 em 54% dos
pacientes que receberam tratamento com nivolumab e ipilimumab em associacdo e em
20% dos pacientes que receberam ipilimumab em monoterapia. Os efeitos adversos mais
comuns observados foram colite e 0 aumento da alanina aminotransferase no grupo da
associacdo terapéutica e diarreia e hipofisite no grupo do ipilimumab. Neste ensaio clinico
de fase 1l em doentes com melanoma metastatico previamente nao tratados, a associacao
do nivolumab e do ipilimumab est4d associada a um maior ndmero de doentes com
resposta objetiva e a um aumento da sobrevivéncia livre de progressdo comparativame nte
ao ipilimumab em monoterapia. As razdes mais frequentes para descontinuagdo da
terapéutica foram a progressdo da doenca em 18% dos doentes no grupo da associacéo e
em 41% dos doentes no grupo do ipilimumab e a toxicidade observada, em 49% dos
doentes no grupo da associacdo e 22% no grupo do ipilimumab. Podemos, entdo, concluir
que a taxa de sobrevivéncia livre de progressdo foi superior no grupo da associacao

comparativamente ao ipilimumab em monoterapia (70).

Este ensaio clinico demonstrou que ndo existem diferencas na taxa de resposta entre 0s
grupos PD-L1 positivos e negativos quando os doentes recebem terapéutica com o
nivolumab e o ipilimumab em combinag¢&o. Por outro lado, o CheckMate 067 demonstrou
uma maior taxa de resposta no grupo PD-L1 positivo do que no grupo PD-L1 negativo
quando os doentes receberam terapéutica com o nivolumab e o ipilimumab em
combinagcdo ou com o nivolumab em monoterapia. A expressao de PD-L1 é variavel em
diferentes lesGes metastaticas no mesmo doente e a resposta ao tratamento com anti-PD-
1 depende da carga mutacional do tumor e da pré-existéncia intratumoral de células
CD8+, baseado em ensaios pré-clinicos. Assim sendo, o impacto do prognostico em
funcdo da expressdo de PD-L1 necessita de investigacdo adicional. (71) Em estudos
recentes, um aumento da quantidade do recetor das células T (TCR) foi observado em
pacientes tratados com anti-CTLA-4 e demonstrou-se que os agentes anti-PD-1 induzem
a proliferacdo das células TCD8+ intratumorais em doentes que respondem a terapéutica.

Assim, a combinagdo do tratamento anti-CTLA-4 com anti-PD-1 demonstrou diferentes
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efeitos imunoldgicos in vivo quando comparados com os agentes em monoterapia. Desta
forma, as diferencas biologicas observadas entre estes dois agentes nos respetivos
mecanismos de acdo conduzem a heterogeneidade observada nas respetivas respostas

clinicas (71).
4.4.3 Ensaio Clinico CheckMate-064
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Figura 4.8 Resultados do ensaio clinico de fase 11 CheckMate-064

O CheckMate-064, um ensaio clinico de fase 1, aberto e randomizado avaliou aseguranga
e a eficacia da administracdo sequencial de nivolumab e ipilimumab em doentes com
melanoma avancado. Foram selecionados 140 doentes e distribuidos aleatoriamente na
propor¢édo de 1:1. Administrou-se intravenosamente 3 mg/kg de nivolumab (n=70) a cada
2 semanas num total de 6 doses seguido por 3 mg/kg de ipilimumab (n=70) a cada 3
semanas para um total de 4 doses, ou a sequéncia inversa. Apos a fase de indugdo ambos
0S grupos receberam intravenosamente 3 mg/kg de nivolumab a cada 2 semanas até
prOogressdo da doenca ou toxicidade inaceitdvel. A proporcéo de doentes com resposta
as 25 semanas foi superior no grupo do nivolumab seguido do ipilimumab (41%)
comparativamente asequéncia inversa (20%). Na 132 semana, a progressdo da doenca foi
confirmada em 38% dos doentes a fazer nivolumab seguido de ipilimumab e em 61% dos
doentes no grupo em tratamento com a sequéncia inversa. Na 252 semana, observou-se

uma taxa de progressao da doenca em 38% e 60% dos doentes, respetivamente. A taxa de
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sobrevivéncia global aos 12 meses foi superior no grupo do nivolumab seguido de
ipilimumab do que a sequéncia inversa, 76% e 54%, respetivamente. A ocorréncia de
efeitos adversos de grau 3-5 no grupo do nivolumab seguido do ipilimumab é de 50% e
na sequéncia inversa de 43%. Assim sendo, podemos concluir que aparentemente a
administragdo de nivolumab seguida de ipilimumab tem mais beneficios clinicos do que

a sequéncia inversa, apesar de ter uma frequéncia de efeitos adversos superior (72).

4.5 Meta-analise: anticorpos monoclonais vs quimioterapia e gp100

Foi realizada uma meta-analise que pretendeu avaliar 0s resultados globais da
administracdo dos anticorpos monoclonais, atualmente utilizados no tratamento do
melanoma em estadio IV (ipilimumab, pembrolizumab e nivolumab) e compara-los em

simultineo com a terapéutica convencional anteriormente utilizada, a quimioterapia e
com a vacinagdo com a gp100.
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Figura 4.9 Resultados da meta-analise: anticorpos monoclonais vs quimioterapia e
gp100

A meta-analise realizada incluiu ensaios clinicos randomizados que avaliam a eficacia
dos anticorpos monoclonais anti-CTLA-4 (ipilimumab e tremelimumab) e anti-PD-1
(nivolumab e pembrolizumab) com a terapéutica convencional, a quimioterapia
(dacarbazina, carboplatina, temozolamida ou placitaxel) e com a vacinacdo com gp100
em doentes com melanoma metastatico cutaneo. Foram selecionados 3196 doentes com

melanoma metastatico cutaneo com idades compreendidas entre os 56 e 0s 66 anos. Dos
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3196 doentes, 1960 receberam terapéutica com os anticorpos monoclonais anti-CTLA-4
ou anti-PD-1 e 1236 receberam quimioterapia ou avacina gp100. Foiobservada uma taxa
de sobrevivéncia livre de progressdo aos 6 meses de 28.5% no grupo em tratamento com
0s anticorpos monoclonais e de 17.7% no grupo da quimioterapia e da vacina gpl00,
respetivamente. A taxa de sobrevivéncia global 12 meses apds o inicio da terapéutica foi
de 51.2% e 38.8% e a taxa de resposta objetiva 6 meses ap0s o inicio do tratamento foi
de 29.6% e 17.7%, no grupo dos anticorpos monoclonais e no grupo da quimioterapia e
da vacina gpl00, respetivamente. Por outro lado, observou-se que 0s anticorpos
monoclonais anti-CTLA-4 e anti-PD-1 estdo mais frequentemente associados a efeitos
adversos relacionados com o sistema imunitario do que a quimioterapia e a vacinagao,
numa proporcdo de 13.7% para 2.4%, respetivamente. (33) Analises a subgrupos
demonstraram que as taxas de sobrevivéncia livre de progressdo e de resposta global
obtidas com os anticorpos monoclonais anti-PD-1 séo superiores as mesmas quando se
utilizam anticorpos anti-CTLA-4. Podemos concluir que os resultados obtidos com os
anticorpos monoclonais foram superiores aos observados com a quimioterapia
convencional ou com a vacinagdo e que os anticorpos anti-PD-1 demonstraram respostas
mais favoraveis do gque o ipilimumab em doentes com melanoma metastatico cutaneo. Os
anticorpos monoclonais estdo associados a um risco elevado de efeitos adversos imunes
graves, ocorrendo entre 10 a 40% dos doentes em tratamento. A maioria dos efeitos
adversos de grau 3 ou 4 podem ser efetivamente controlados com terapéutica sistémica
com corticosteroides ou com infliximab, no entanto, a profilaxia com budesonida
demonstrou ndo ser eficaz na prevencdo dos mesmos (33). Um ensaio clinico realizado
em 2014 demonstrou que o sargramostim (GM-CSF), uma citocina responsavel por
aumentar a ativacdo das células dendriticas e potenciar a acao antitumoral efetuada pelas
células T e B, em combinacdo com o ipilimumab (10 mg/kg) aumenta a eficicia do
tratamento (aumenta a sobrevivéncia global) e reduz os efeitos adversos, especificame nte
0s gastrointestinais e os pulmonares, pelo que futuramente esta associacdo podera vir a

ser promissora (73).
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6. Conclusao

A imunoterapia veio revolucionar a terapéutica do doente com melanoma metastatico,
melhorando o prognostico anteriormente associado a este estadio dadoenca. Ao longo do
tempo surgiram Vvarias opcOes terapéuticas no campo da imunoterapia, tais como o
interferdo-o e o interferdo-a peguilado, a interleucina-2, a terapia celular adotiva e o virus
oncolitico talimogene laherparepvec. No entanto, foi gracas ao desenvolvimento de
anticorpos monoclonais que inibem pontos de controlo imunoldgicos especificos que a
imunoterapia demonstrou ganhar uma maior importancia. Desta forma, surgiram duas
novas classes de anticorpos monoclonais, com diferentes mecanismos de acdo,
nomeadamente, antagonistas do antigenio 4 dos linfocitos T citotoxicos (anti-CTLA-4) e
do recetor da proteina de morte programada-1 (anti-PD-1).

O ipilimumab, um anticorpo anti-CTLA-4, foi o primeiro a ser desenvolvido e aprovado
em 2011, pela EMA e pela FDA para o tratamento do melanoma metastatico. O
tremelimumab, outro anticorpo anti-CTLA-4, também foi desenvolvido e avaliado. No
entanto, ndo demonstrou beneficios clinicos quando comparado com a quimioterapia.
Seguidamente, foram aprovados dois anticorpos monoclonais  anti-PD-1, o
pembrolizumab e o nivolumab. Estes anticorpos demonstraram aumentar a sobrevivéncia
livre de progresséo da doenca e alcangaram taxas de resposta objetiva e de sobrevivéncia
global superiores, quando comparados com a quimioterapia, a terapéutica convencional.
Por outro lado, também demonstraram obter um melhor perfil de seguranca. Desta forma,
vieram substituir a quimioterapia como terapéutica de primeira linha que é, atualmente,
utilizada em doentes ndo respondedores a outro tipo de tratamento ou como terapéutica
de suporte. E importante referir que a quimioterapia ndo demonstrou obter um impacto

significativo no aumento da sobrevivéncia dos doentes com melanoma metastatico.

Aliada a imunoterapia surgiu uma nova terapéutica que € utilizada em doentes que
possuam melanomas com mutacdes no oncogene BRAF, principalmente, a mais comum,
amutacdo V600. No entanto, estas mutagdes séo encontradas em apenas 50% dos doentes
com melanoma, pelo que, apenas estes podem beneficiar clinicamente da sua acdo.
Atualmente, recomenda-se a utilizagdo de um inibidor do gene BRAF em associacdo com
um inibidor da quinase MEK, dado que amesma demonstrou obter uma eficacia superior
aos respetivos agentes em monoterapia.
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O ipilimumab, por ser o primeiro anticorpo monoclonal a ser utilizado e ter demonstrado
uma eficacia superior e um melhor perfil de seguranca, comparativamente a
quimioterapia, até entdo, a terapéutica padrdo, foi durante algum tempo utilizado como
terapéutica de primeira linha no tratamento do melanoma metastatico. Seguidamente,
surgiu o pembrolizumab e, posteriormente, o nivolumab. O nivolumab é o anticorpo
monoclonal associado a um maior beneficio clinico, seguindo-se o pembrolizumab e, por
uktimo o ipilimumab. Atualmente, recomenda-se como primeira linha a utilizacdo de um

anticorpo monoclonal anti-PD-1 ou a associa¢cdo do nivolumab com o ipilimumab.

Segundo o ensaio clinico CheckMate-067 a utilizacdo do nivolumab em associagdo com
o ipilimumab demonstrou uma maior eficAcia em doentes com melanomas com expresséo
do ligando 1 do recetor da proteina de morte programada-1, o PD-L1, em baixos niveis.
No entanto, o CheckMate-069 demonstrou que ndo existem diferencas na eficcia desta
associacdo em doentes com melanoma com expressdo positiva e negativa de PD-L1.
Desta forma, a utilizacdo do PD-L1 como biomarcador de resposta necessita de
investigacdo adicional. Atualmente, a associagdo de nivolumab com o ipilimumab ¢é
recomendada em todos os doentes com melanoma metastatico. E importante referir que
esta associacdo demonstrou estar associada a uma maior ocorréncia de efeitos adversos,

pelo que o perfil de toxicidade deve ser tido em consideracéo.

A escolha da opcdo terapéutica mais adequada a cada caso deve ter em conta as
caracteristicas individuais dos doentes e do tumor. Devem ser realizados testes genéticos,
principalmente para detecdo de mutagcbes no gene BRAF e devem ser realizadas pesquisas
de biomarcadores tumorais, destacando-se a detecdo dos niveis de expressdo de PD-L1
pelas células tumorais, embora a sua utilidade ainda esteja em investigacdo. Outros
biomarcadores sdo de igual importancia e permitem avaliar o estadio em que se encontra
a doenca bem como a sua evolucdo, entre eles destacam-se os niveis de lactato
desidrogenase, da proteina S100-f e da proteina MIA. A detegdo de niveis elevados destas

proteinas no soro sdo fatores preditivos de um mau progndstico.

E, ainda, importante ter em conta a resposta que se quer obter, ou seja, uma resposta de
acdo imediata ou prolongada no tempo, uma vez que a resposta aos anticorpos
monoclonais pode surgir meses apds o inicio da terapéutica (resposta tardia), podendo
observar-se progressdo das lesbes metastaticas existentes ou aparecimento de novas

lesbes até verificacdo de melhorias. No entanto, a resposta alcancada é uma resposta
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duradoura. Por outro lado, os inibidores do BRAF obtém uma resposta imediata, mas de
acao curta.

Atualmente, existem outros farmacos no campo da imunoterapia a serem avaliados em
ensaios clinicos pelo que esta continuard a ser uma terapéutica promissora. Os principais
objetivos futuros irdo incluir a definicdo destes anticorpos monoclonais como terapéutica
adjuvante, a identificacdo de combinacdes Otimas destes agentes e o desenvolvimento de
biomarcadores preditivos da melhor selecdo terapéutica para cada paciente

individ ualmente!
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