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Resumo

O cancro do pulmao representa 95% dos tumores epiteliais malignos e apresenta uma
taxa de incidéncia em constante crescimento. Nos paises ocidentais, é ja a principal causa
de morte por doenca oncologica e estima-se que cerca de 1 milhao de pessoas morra por

ano, em todo o mundo.

De acordo com a OMS, o cancro do pulmao pode ser classificado histologicamente em:
carcinoma pulmonar de pequenas células (CPPC) e carcinoma pulmonar de nao-
pequenas células (CPNPC). Os carcinomas pulmonares de nao-pequenas células
representam cerca de 80% dos casos de carcinoma pulmonar e incluem dois tipos major:
nao escamoso (que, por sua vez, inclui adenocarcinoma, carcinoma de grandes células e

outros subtipos) e escamoso (epidermoide).

O tratamento do carcinoma de ndo-pequenas células sofreu, nos tltimos anos, mudancas
significativas resultantes do recurso a terapia dirigida e imunoterapia, o que contribuiu
para o aumento da taxa de sobrevida e da qualidade de vida destes doentes. No entanto,
apesar da imunoterapia se ter revelado um dos avangos mais importantes, apenas uma

parte da populacao de doentes com CPNPC beneficia dela.

A identificacao e o estudo de potenciais biomarcadores, que sao preditores da resposta
ao tratamento com imunoterapia, permitem a selecao dos doentes que mais beneficiarao
dela. Permitem também monitoriza-los durante o tratamento e inferir sobre o seu
prognostico. Sao varios os biomarcadores ja identificados e estudados, alguns
relacionados com o préprio tumor, outros ligados ao seu microambiente e, por fim,

alguns derivados do hospedeiro.

Cada biomarcador mencionado na presente monografia revela utilidade e apresenta
também limitacGes, pelo que uma combinac¢ao de multiplos biomarcadores podera ser a
melhor alternativa para prever a eficacia da imunoterapia. Em suma, existe ainda um
longo caminho a percorrer e é premente a realizacao de estudos prospetivos que validem
a utilidade destes biomarcadores e contribuam para a uniformizacao do seu uso na

prética clinica.

Palavras-chave
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Abstract

Lung cancer represents 95% of malignant epithelial tumors and has a constantly growing
incidence rate. In western countries, it is already the main cause of death from cancer

and it is estimated that about 1 million people die every year, worldwide.

According to the WHO, lung cancer can be classified histologically into: small cell lung
cancer (SCLC) and non-small cell lung cancer (NSCLC). Non-small cell lung carcinomas
account for about 80% of lung carcinoma cases and include two major types:
nonsquamous (which includes adenocarcinoma, large cell carcinoma, and other

subtypes) and squamous (epidermoid).

The treatment of non-small cell lung carcinoma has undergone, in recent years,
significant changes resulting from the use of targeted therapy and immunotherapy,
which has contributed to an increase in the survival rate and quality of life of these
patients. However, although immunotherapy has proved to be one of the most important

advances, only a part of the NSCLC patient population benefits from it.

The identification and study of potential biomarkers, which are predictors of response to
immunotherapy treatment, allow the selection of patients who will benefit most from it.
They also allow monitoring them during treatment and inferring their prognosis. There
are several biomarkers already identified and studied, some related to the tumor itself,

others linked to the microenvironment and, finally, some to the host.

Each biomarker mentioned in this monography shows strengths and weaknesses,
therefore, a combination of multiple biomarkers may be the best alternative to predict
the effectiveness of immunotherapy. In conclusion, there is still along way to go and it is
urgent to carry out prospective studies that validate the usefulness of these biomarkers

and contribute to the standardization of their use in clinical practice.

Keywords

Biomarkers; Non-small cell lung cancer; Immunotherapy.

ix






Indice

Lista de Acronimos xiii
1. Metodologia 1
2. Cancro do Pulmao 3
2.1. Definicao e Classificacao 3
2.2. Epidemiologia 3
2.3. Etiologia e Fisiopatologia 4
2.4. Apresentacao Clinica 6
2.5. Cancro do Pulmao de Nao-Pequenas Células 7
2.5.1. Adenocarcinoma do Pulmao 7
2.5.2. Carcinoma Pulmonar Escamoso 8
2.5.3. Carcinoma de Grandes Células 9
Imunoterapia 11
Biomarcadores 13
4.1. Ligante da Proteina 1 da Morte Celular Programada 13
4.2. Carga Mutacional Tumoral 14
4.3. Mutacoes Genéticas 16
4.4. Microambiente Tumoral e Linfécitos Infiltrantes no Tumor 19
4.5. Células tumorais circulantes, células sanguineas periféricas e DNA livre de
células circulantes 21
4.6. Proteina C reativa 21
4.7. Score Albumina-Bilirrubina (ALBI) 22
4.8. Proteina Amiloide A Sérica 22
4.9. Microbiota Intestinal 23
5. Conclusoes Finais e Perspetivas Futuras 27

Referéncias Bibliograficas 29

xi






Lista de Acronimos

OMS
CPPC
CPNPC
UMA
PTH
CEA
TTF-1
TC

ICIs
PD-1
PD-L1
CTLA-4
NK
TILs
FDA
EMA
Mb
MHC
WES
STK11/LKB1
KEAP1
ARID1A
KRAS
KMT2C
EGFR
ALK
BRAF
RTK
LRP1B
PTPRT
IFN-y
IL-5
CAN
RNL
RPL

Organizacao Mundial de Satde

Cancro do Pulmao de Pequenas Células

Cancro do Pulmao de Nao Pequenas Células
Unidades Mago Ano

Hormona Paratiroideia

Antigénio Carcinoembriogénico

Fator de Transcricao da Tiroideia

Tomografia Computadorizada

Inibidores dos Checkpoints Imunitérios
Proteina 1 da Morte Celular Programada
Ligante da Proteina 1 da Morte Celular Programada
Antigénio 4 do Linfocito T Citotdxico

Natural Killer

Linfocitos Infiltrantes no Tumor

Food and Drug Administration

Agéncia Europeia de Medicamentos

Megabase

Complexo Major de Histocompatibilidade
Whole Exome Sequencing

Serine/Threonine Kinase 11

Kelch-like ECH-associated Protein 1

AT-rich Interactive Domain-containing Protein A
Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog
Lysine Methyltransferase 2C

Recetor do Fator de Crescimento Epidérmico
Anaplastic Lymphoma Kinase

B-Raf Proto-Oncogene

Receptor Tyrosine Kinases

LDL Receptor Related Protein 1B

Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type T
Interferao y

Interleucina 5

Contagem Absoluta de Neutrofilos

Récio Neutrofilos-Linfocitos

Récio Plaquetas-Linfocitos

xiii



ctDNA
IL-6
TNF-a
PCR
ALBI
PS
SAA
HDL
IBPs
AGCC

DNA Tumoral Livre de Células Circulantes
Interleucina 6

Fator de Necrose Tumoral a

Proteina C Reativa

Albumina-Bilirrubina

Performance Status

Amiloide A Sérica

Lipoproteina de Alta Densidade
Inibidores da Bomba de Protoes

Acidos Gordos de Cadeia Curta

Xiv



1. Metodologia

O processo de realizacao desta monografia teve inicio numa pesquisa bibliografica na base
de dados PubMed com recurso as palavras-chave: “Biomarcadores”, “Cancro do Pulmao de
Nao-pequenas Células” e “Imunoterapia”. Esta pesquisa foi restrita a artigos publicados em
inglés e portugués, no altimo ano e nos meses iniciais do presente ano, com texto completo
disponivel em regime de livre acesso. Com base na leitura do titulo e do resumo, foram
selecionados os artigos relevantes para o tema escolhido e, posteriormente, procedeu-se a
leitura integral dos artigos incluidos. Foi efetuada uma selecio, compilacao e sintese da
informacao contida nos artigos selecionados, que se revelou pertinente para a redacao da
presente monografia. Foram ainda consultados manuais de Medicina Geral, assim como

normas de orientacao clinica portuguesas e europeias.






2.Cancro do Pulmao

2.1. Definicao e Classificacao

A Organiza¢ao Mundial de Satiide (OMS) define cancro do pulmao como todas as formagoes

tumorais que tém origem no epitélio respiratorio (bronquios, bronquiolos e alvéolos). (1)

O cancro do pulmao pode ser dividido e classificado em dois grandes grupos: carcinoma
pulmonar de pequenas células (CPPC) e carcinoma pulmonar de nao-pequenas células
(CPNPC). Os CPNPC incluem carcinomas escamosos, adenocarcinomas e carcinomas de

grandes células. (1,2)

2.2, Epidemiologia
Os CPPC representam 12% a 15% dos cancros do pulmao, enquanto os CPNPC constituem

a maioria, representando cerca de 80% a 85%. (3)

Nos ualtimos anos, ocorreu uma diminuicao progressiva da incidéncia dos CPPC a0 mesmo
tempo que ocorreu um aumento progressivo dos CPNPC, em especial do tipo

adenocarcinoma. (3)

Nos paises ocidentais, o cancro do pulmao é a principal causa de morte por doenca
oncologica, estimando-se que cerca de 1 milhdo de pessoas morra por ano, em todo o
mundo. (2,3) Na verdade, em 2020, esta estimativa foi largamente ultrapassada, tendo-se

registado, de forma global, aproximadamente 1.8 milhdes de mortes por cancro do pulmao.

4)

Entre 2011 e 2017, também em Portugal, houve um aumento da taxa de mortalidade por

cancro do pulmao, em ambos os sexos. (5)

Nos paises em desenvolvimento, onde o consumo de tabaco continua a aumentar, prevée-se

o continuo crescimento da incidéncia de cancro do pulmao.

Em Portugal, estima-se que, em cada ano, a sua incidéncia aumente 0,5%. (1,3) Em 2020,
foram reportados cerca de 2.2 milhGes de novos casos de cancro do pulmao, em todo o

mundo. (4)

As doencas oncoldgicas, em particular os tumores malignos da traqueia, bronquios e

pulmao, representam também as principais causas de anos de vida perdidos em Portugal.

(5)



A probabilidade de desenvolver cancro do pulméao durante a vida é estimada em cerca de

8% nos homens e cerca de 6% nas mulheres. (1)

O cancro do pulmao é mais comum entre os 40 e os 80 anos de idade, sendo raro abaixo

deste intervalo e gradualmente mais baixo acima do limite superior deste intervalo. (1)

A taxa de sobrevivéncia aos 5 anos para doentes com cancro do pulmao é de 15%. Este valor
prende-se com o facto de o diagnoéstico ser muitas vezes feito em estadios avancados da

doenca, quando existe uma baixa probabilidade da ressecao cirirgica ser curativa. (2)

2.3. Etiologia e Fisiopatologia
As taxas de incidéncia e mortalidade por cancro do pulmao refletem o comportamento e
escolhas das populacoes relativamente ao consumo de tabaco. (6)
O consumo de tabaco é apontado como o principal fator de risco para o surgimento de
cancro do pulmao, sendo reconhecida uma clara relacao de causa-efeito. (2,3) O fumo
inalado contém numerosos carcinogéneos, bem como outros agentes capazes de causar
inflamacdo. Estima-se que, em todo o mundo, cerca de 85% dos cancros do pulmao em

homens e cerca de 47% em mulheres sejam consequéncia do consumo de tabaco. (6)

A probabilidade de desenvolvimento de cancro do pulmao é proporcional ao niimero de
anos de exposicao ao fumo do tabaco que pode ser quantificado e expresso em UMA
(Unidades Macgo Ano = n° de cigarros fumados por dia/20 x n® anos). Este risco é tanto
mais elevado quanto mais precoce for a idade de inicio do consumo e revela-se 15 vezes

superior em fumadores, comparativamente a nao-fumadores. (2,3)

Ex-fumadores apresentam uma diminuicao imediata do risco assim que cessam o consumo
de tabaco, apesar de este apenas se aproximar do dos nao-fumadores passados cerca de 20
anos de abstinéncia. A cessacao tabagica demonstra-se benéfica inclusive para doentes ja
com diagnostico estabelecido de cancro do pulmao, uma vez que se associa a uma melhor
taxa de sobrevida, a menos efeitos colaterais da terapéutica instituida e a melhor qualidade

de vida. (1,3)

A exposicao passiva ao fumo do tabaco é também um fator de risco conhecido de
desenvolvimento de cancro do pulmao numa grande percentagem de nao-fumadores. Estes

podem ainda apresentar um risco 30% superior se coabitarem com fumadores. (2)



Outro fator de risco é a exposicao a agentes ocupacionais cancerigenos, incluindo, por
exemplo, a exposicdo a asbestos, arsénio, crémio, niquel, radao e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. (2,3) Também neste caso, o simultdneo consumo de tabaco é um

fator agravante do risco de desenvolvimento de cancro do pulmao. (2)

Doencas respiratorias, como a doenca pulmonar obstrutiva crénica, a tuberculose e todas
as restantes patologias que cursam com fibrose do parénquima pulmonar, parecem ser
fatores predisponentes de desenvolvimento de cancro do pulmao. Também a infe¢io por
alguns virus, nomeadamente papiloma virus e virus de Epstein-Barr, parece promover a
transmissao para as células hospedeiras, de oncogenes viricos envolvidos na carcinogénese

do cancro do pulmao. (3)

O mecanismo através do qual cada um destes fatores de risco promove o aparecimento de
cancro do pulméao ainda nao é bem conhecido, sendo, no entanto, apontada como provavel
causa as alteracoes genéticas que estes provocam e que, quando nao reparadas, promovem
uma transformacdo das células do epitélio pulmonar e conferem uma vantagem

proliferativa as células tumorais, facilitando o seu crescimento, progressao e invasao. (2,6)

Os varios tipos de cancro do pulmao resultam de diferentes mutacoes oncogénicas, assim
como da forma como o meio envolvente das células tumorais favorece o seu crescimento.

(2)

Estas complexas alteracoes genéticas e epigenéticas incluem a perda de alelos, instabilidade
cromossOmica, mutacoes em oncogenes e genes supressores tumorais, hipermetilacao e
consequente silenciamento de genes e, por tltimo, expressao erronea de genes envolvidos

no controlo da proliferacao celular. (6)

Os proto-oncogenes codificam proteinas que atuam no controlo do ciclo celular,
crescimento e diferenciacao de células. Alguns exemplos de proto-oncogenes envolvidos na
patogénese do cancro do pulmao sao a familia de genes ras, como o k-ras, c-erb, rb, p53, c-
myc e c-src. Mutacoes nos genes ras foram detetadas em mais de 50% dos carcinomas de

células escamosas e em 68% dos adenocarcinomas. (2)

O desenvolvimento de cancro do pulmao pode também estar relacionado com mutacoes em

genes supressores tumorais, como por exemplo, 0 p21. (2)

O péptido libertador de gastrina, o fator de crescimento semelhante a insulina e o fator de
crescimento epidérmico promovem a proliferacao de células tumorais através da ativacao

de vias de sinalizacao das proteinas quinases. (2)



As populacoes de células estaminais residentes em determinadas regioes anatomicas do
pulmao siao capazes de se autorrenovar e formar células pulmonares altamente
diferenciadas, nomeadamente células dos epitélios traqueal e alveolar, que substituirdo as
células lesadas. A destabilizacao deste processo pode também participar na patogénese de

determinados tipos de cancros do pulmao. (2)

2.4. Apresentacao Clinica

Como principais manifestagoes clinicas, os doentes com cancro do pulmio podem
apresentar dispneia progressiva, tosse seca ou produtiva, dor ou sensacao de opressao
toracica, rouquiddo ou perda vocal, hemoptises e sintomas constitucionais. Também a
ocorréncia de pneumonia, especialmente quando recidivante, pode constituir a primeira
manifestacao de cancro do pulmao. (2,6)

Dentro dos varios tipos de CPNPC, o adenocarcinoma é aquele que mais frequentemente
surge de forma assintomatica, constituindo muitas vezes um achado incidental em exames
de imagem de rotina ou rastreio. Por outro lado, doentes com CPPC referem mais vezes a

presenca de sintomas relacionados com envolvimento distante metastatico. (6)

A presenca de uma dor toracica localizada e de caracteristicas pleuriticas pode sugerir
invasao da parede toracica. A manifestacao de rouquidao pode ser devida a envolvimento
e/ou compressao do nervo laringeo recorrente esquerdo, o que sugere envolvimento hilar e

mediastinico. A apresentacao de disfagia, por sua vez, sugere envolvimento do eséfago. (2)

O exame fisico do doente pode ser normal, mas também pode apresentar algumas alteragoes
na percussao pulmonar, nomeadamente areas de macicez e/ou alteracdes na auscultacdo
pulmonar, tais como crepitacoes e sibilos inspiratérios. Nodulos palpaveis nas regides

cervical e axilar sao sugestivos de presenca de doenca metastatica. (2)

Em 9% dos doentes pode ser observado derrame pleural, que pode significar invasao da
pleura pelo tumor ou obstrucdo da drenagem linfatica originaria dos ganglios
mediastinicos. Se o derrame for maligno, a realizacao da ressec¢ao tumoral fica impedida.

(2)

Em menos de 5% dos doentes pode ocorrer envolvimento da veia cava superior e a sua
obstrucao pode resultar na sindrome da veia cava superior, que se caracteriza por edema da

face e das extremidades superiores, devido ao comprometimento do retorno venoso. (2)



A perda n3o intencional de peso, a dor abdominal e a dor 6ssea, assim como o aparecimento
de distirbios neuroldgicos sdo exemplos de sintomas que se relacionam com doenca
disseminada e que indicam a provavel localizacdo das metastases. Os locais mais comuns
de aparecimento de metastases pulmonares sao os ganglios linfaticos, juntamente com o

figado, o pancreas, as glandulas suprarrenais, os rins, o cérebro e o osso. (2,6)

As sindromes paraneoplasicas sao comuns no cancro do pulmao, especialmente nos CPPC.
Os sintomas podem preceder o diagnostico de cancro do pulmao em muitos meses ou ser
até a primeira manifestacao e podem ser de varios foros, nomeadamente endocrinologico,
neurologico e musculoesquelético. A hipercalcemia é um achado quase patognoménico de
carcinoma escamoso e resulta da producao ectopica da hormona paratiroideia (PTH), sendo
uma alteracdo metabdlica ameacadora da vida que cursa com néiuseas, vomitos, dor
abdominal, obstipacdo, politria, polidipsia e alteracdo do estado de consciéncia. O
hipocratismo digital ocorre em cerca de 30% dos casos, especialmente em CPNPC, e a

osteoartropatia hipertrofica em até 10% dos casos, nomeadamente em adenocarcinomas.
(1,6)

2.5. Cancro do Pulmao de Nao-pequenas Células

Os CPNPC representam a maioria dos casos de cancro do pulmao, destacando-se os
adenocarcinomas e 0s carcinomas escamosos como os mais comuns. (2)

No momento do diagnéstico, apenas 20-25% dos doentes apresentam a doenca num estadio
precoce e recorrem a intervencao cirdrgica com intuito curativo. A grande maioria dos casos
apresenta-se jaA num estadio avancado da doenca, sendo as principais estratégias

terapéuticas adotadas, a quimioterapia, a terapéutica alvo e a imunoterapia. (7)

O estadiamento anatémico dos CPNPC é feito de acordo com a classificacio TNM do
Sistema Internacional de Estadiamento do Cancro do Pulmao: doenca precoce, nao
metastatica (estadios IA-IITA), doenca localmente avancada, confinada a cavidade toracica
(estadio IIIB) ou doenca metastatica, fora da cavidade toracica (estadio IV). A medida que

a doenca progride, as taxas de sobrevida diminuem significativamente. (7)

2.5.1. Adenocarcinoma do Pulmao
Os adenocarcinomas representam o tipo mais comum de cancro pulmonar e também o tipo
que mais comumente afeta nao-fumadores, correspondendo a cerca de 20% dos casos

totais. (2)



A grande maioria dos adenocarcinomas localiza-se preferencialmente na zona periférica do
pulmdo, constituindo formacgées nodulares tnicas ou maultiplas com uma grande
diversidade de tamanhos. Em cerca de 15% dos casos, ocorre envolvimento da pleura e da
parede toracica. Estes tumores podem também associar-se, em 60% dos casos, a derrames

pleurais malignos e tém uma elevada propensao para metastizar a distancia. (2,6)

As células deste tipo de cancro diferenciam-se em estruturas glandulares e podem produzir
mucina. Os adenocarcinomas distinguem-se em varios subtipos consoante os padroes que
apresentam: acinares, papilares, broncoalveolares, solidos com produ¢do de mucina ou

ainda o subtipo mais comum, uma mistura de todos os anteriores. (1,2,6)

Os carcinomas broncoalveolares sao a forma mais comum de cancro do pulmao encontrada
em jovens e nao-fumadores. As suas células crescem e invadem as paredes alveolares pré-
existentes, podendo este subtipo apresentar-se como um infiltrado pulmonar ou como um

nobdulo solitario, associado a broncorreia. (2)

Histologicamente, as caracteristicas das células tumorais variam de acordo com o seu
subtipo e grau de diferenciacao. A expressao de marcadores epiteliais é tipica, pelo que
coram positivo para o antigénio carcinoembriogénico (CEA). Podem corar positivo também

para o fator de transcrigdo da tiroideia (TTF-1) ou para a apoproteina surfactante. (2,6)

Nos exames de imagem, mais concretamente na tomografia computadorizada (TC), os
adenocarcinomas sao identificados através de varios padroes, nomeadamente nbédulos
sblidos, opacidades em vidro despolido e a mistura dos dois. Uma maior proporc¢iao do
componente sélido em detrimento do padrao em vidro despolido sugere um crescimento

invasivo acompanhado de um prognoéstico menos favoravel. (6)

De uma forma geral, os adenocarcinomas respondem mal a terapéutica e apresentam um

mau prognostico. (2)

2.5.2.Carcinoma Pulmonar Escamoso
As células epiteliais cilindricas sofrem metaplasia, transformando-se em células epiteliais
escamosas atipicas, o que origina a formacao de um carcinoma escamoso. Este comeca por
ser localizado (carcinoma in situ), sofrendo disseminacao intraepitelial com ou sem invasao
subepitelial. Outro padrao de disseminacdo que os carcinomas escamosos podem

apresentar é o crescimento tumoral endobréonquico de uma lesao polipéide. (2,6)



60 a 80% dos carcinomas escamosos tende a localizar-se nas vias aéreas centrais, podendo
provocar a obstrugdo do seu limen, o que consequentemente leva a estase das secrecoes
bronquicas, atelectasia pulmonar, dilatacdo bréonquica e pneumonia. E também comum

ocorrer necrose e formacao de cavitacoes neste tipo de cancro. (2,6)

Caso o carcinoma se localize no apex do pulmao e invada as estruturas adjacentes, pode ser
apelidado de tumor de Pancoast. Os achados fisicos apresentados e os sintomas
manifestados diferenciam-se consoante as estruturas adjacentes envolvidas, podendo
provocar destruicao das costelas posteriores ou sindrome de Horner, pela invasao da cadeia

de ganglios simpaticos cervicais. (2,6)

Histologicamente, os carcinomas escamosos podem ser distinguidos dos restantes CPNPC
pela deposicao concéntrica de queratina, que forma as apelidadas “pérolas de queratina” e
pela formacao de pontes intercelulares. A presenca destas caracteristicas difere consoante
o grau de diferenciacdo tumoral, sendo mais frequente em tumores altamente

diferenciados. (2,6)

Na avaliacdao imuno-histoquimica, este tipo de cancro expressa, na sua maioria, queratina

de elevado peso molecular (34BE12), citoqueratinas 5/6 e CEA. (6)

Estes tumores tendem a ser localmente agressivos, envolvendo estruturas adjacentes por
contiguidade direta e apresentam uma baixa velocidade de crescimento pelo que a sua
propensao para metastizar é muito baixa. No entanto, a recorréncia locorregional apo6s

resseccao cirargica é comum. (2,6)

2.5.3.Carcinoma de Grandes Células
O carcinoma de grandes células corresponde a aproximadamente 9% dos casos de cancro
do pulmao e divide-se em dois subtipos: carcinoma de células gigantes, um tumor
anaplasico, com uma sobrevida média inferior a um ano e o carcinoma de células claras, um
tumor semelhante ao carcinoma de células renais, mas com menos manifestacdes malignas.
(2,6)
Os carcinomas de grandes células constituem frequentemente uma lesao periférica e podem

associar-se a pneumonite e adenopatias hilares ou mediastinicas. (2,6)

O seu diagnostico é de exclusao e, histologicamente, apresentam células grandes poligonais
com nucléolos proeminentes, sendo tumores pouco diferenciados que se distanciam das

apresentacoes tipicas dos restantes CPNPC e CPPC. (2,6)
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3.Imunoterapia

A cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia constituem formas tradicionais de tratamento
do CPNPC. No entanto, o diagnoéstico é frequentemente feito num estadio avancado da
doenca, em que o tratamento apresenta uma toxicidade elevada e uma eficacia limitada,

pelo que, nestes casos, o prognoéstico continua a nao ser o desejado. (8,9)

Recentemente, surgiram novas e inovadoras modalidades terapéuticas, como a terapéutica
alvo e a imunoterapia. (8,9) Esta tltima consiste na reativacdo do sistema imunologico,

através da inibicao de checkpoints. (10)

Um dos exemplos mais representativos da imunoterapia sao os inibidores dos checkpoints
imunitarios (ICIs), que incluem inibidores da proteina 1 da morte celular programada (PD-

1) e do seu ligante (PD-L1) e, ainda, do antigénio 4 do linfocito T citotéxico (CTLA-4). (8,9)

A PD-1 pertence a familia CD28 e é um recetor de um checkpoint imunitario expresso em
varias células imunes, incluindo células T e B ativas, células dendriticas e células NK
(Natural Killer). O seu principal ligante, PD-L1, é expresso de forma constitutiva em varios
tipos de células tumorais, na tentativa destas se evadirem do reconhecimento imunolégico

pelas células T. (11,12)

Este eixo PD-1/PD-L1 é responsavel por inibir a proliferacao de linfocitos T, a produgao de
citoquinas e a atividade citolitica, o que numa situacao de normalidade é importante para
manter a tolerancia imunoldgica e prevenir processos autoimunes. No entanto, na presencga
de células tumorais, este efeito imunossupressor permite que o tumor progrida e cresca de
forma incontrolada. Desta forma, a aplicacdo de inibidores neste eixo permite que a
resposta imunoloégica contra o tumor seja restabelecida e fortalecida, sendo este o

fundamento das estratégias de imunoterapia. (10—12)

O CTLA-4 é também um membro da familia de recetores CD28 e neutraliza a interacgao
entre a proteina CD28, expressa na superficie de células T naive, e os ligantes B7 presentes
na superficie das células apresentadoras de antigénios, tendo um papel importante na

supressao da ativacao e proliferacao das células T. (11)

O anticorpo anti-CTLA-4, denominado ipilimumab, liga-se ao CTLA-4 nos linfécitos T
reguladores bloqueando o seu efeito na interacao CD28-B7 e, concomitantemente, liga-se a
outras células T contribuindo para a sua ativacao e proliferacao. Este inibidor apresenta um

efeito favoravel em tumores com uma elevada carga mutacional tumoral. (11)
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A crescente utilizacao destes inibidores, tais como o atezolizumab, o cemiplimab, o
durvalumab, o ipilimumab, o nivolumab e o pembrolizumab, nos CPNPC em estadios III e
IV, como primeira ou segunda linha terapéutica, em monoterapia ou em combinacdo com
outros inibidores de checkpoints ou quimioterapia, melhorou a sobrevida global, com quase
um terco dos doentes vivos aos 5 anos ap6s o diagnodstico e promoveu respostas mais

duradouras. (10,11,13)

No entanto, em populacoes de pacientes nao especificamente selecionados para realizar este
tipo de tratamento, verificou-se que a taxa de resposta permanece baixa, aproximando-se

dos 20%, enquanto, pelo contrario, o custo associado permanece elevado. (9)
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4.Biomarcadores

Entende-se por biomarcadores preditivos todas as caracteristicas que podem afetar e prever
a eficacia de um tratamento especifico instituido numa determinada populacao de doentes,

neste caso com CPNPC. (14)

Existem diversos biomarcadores, alguns relacionados com o préprio tumor, como sao
exemplos o PD-L1 e a carga mutacional tumoral, outros ligados ao microambiente tumoral,
como € o caso dos linfocitos infiltrantes no tumor (TILs) e, por fim, biomarcadores

derivados do hospedeiro, tais como a microbiota intestinal. (15)

Os dois biomarcadores mais estudados até hoje sdo a expressio de PD-L1 e a carga

mutacional tumoral. (13)

4.1. Ligante da Proteina 1 da Morte Celular

Programada

Atualmente, PD-L1 é o Gnico biomarcador oficialmente aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) e testado na préatica clinica para selecionar os pacientes que mais

beneficiarao de imunoterapia. (8,9,13)

No CPNPC, a expressdo de PD-L1 associa-se a um grande aumento da sobrevida global dos
doentes a realizar terapéutica com ICIs, sendo este aumento tanto maior quanto maior for

a expressao de PD-L1. (11,13)

Quatro ensaios clinicos defendem que a testagem de PD-L1 é um 6timo biomarcador para
selecionar os doentes que mais poderao beneficiar do uso de ICIs como terapéutica de
primeira linha. No estudo KEYNOTE-024, doentes que apresentavam tumores com uma
alta expressao de PD-L1 (=50%), tratados, em primeiro linha, com pembrolizumab,
exibiram uma melhoria da sobrevida, em comparacdo com doentes submetidos a
quimioterapia. Também no estudo KEYNOTE-042, uma expressdo de PD-L1 >1% se
associou a uma melhor sobrevida dos doentes tratados com pembrolizumab. Uma analise
adicional revelou que este aumento da sobrevida era essencialmente devido ao subgrupo de
pacientes com uma alta expressao de PD-L1 (=50%). O terceiro estudo, denominado
IMpower110, relatou um progresso na taxa de sobrevida dos doentes tratados com
atezolizumab, limitado ao subgrupo de tumores com uma elevada expressao de PD-L1. Por

ultimo, o ensaio EMPOWER-lung 1 registou igualmente uma melhoria da sobrevida em

13



doentes tratados com outro inibidor da PD-1, cemiplimab, cujos tumores apresentam uma

expressao de PD-L1 >50%. (13)

No decorrer destes estudos, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) aprovou o uso de
pembrolizumab como primeira linha de tratamento em tumores com uma alta expressao de
PD-L1. Ao mesmo tempo, a FDA aprovou o uso de pembrolizumab em tumores com uma
expressao de PD-L1 >1% e de atezolizumab em tumores que apresentem uma elevada

expressao de PD-L1. (11,13)

Adicionalmente, na primeira parte do estudo CheckMate 227, concluiu-se que a combinagao
de nivolumab e ipilimumab se associava, em 33% dos doentes, a uma sobrevida global de
trés anos. Apesar deste beneficio ser registado tanto na populacado com uma expressao de
PD-L1 >1%, como naquela com uma expressao <1%, verificou-se que na primeira, esta
melhoria era conseguida sobretudo nos doentes com tumores com uma elevada expressao
do ligante. Em maio de 2020, a FDA aprovou também esta combina¢ao como uma possivel

terapéutica de primeira linha em tumores com uma expressao de PD-L1 >1%. (13)

No entanto, este ligante tem uma expressao quer espacial, quer temporal, muito
heterogénea. Existe um conjunto de doentes que nao beneficiam do uso de ICIs, apesar de
terem tumores com uma elevada expressao de PD-L1, assim como pacientes com uma baixa
expressao deste ligante que respondem ao tratamento com ICIs, o que sugere que o uso

isolado de PD-L1 para fazer esta seleciao nao parece ser suficiente. (8,9,13)

4.2. Carga Mutacional Tumoral

O namero total de mutagoes somaticas por Megabase (Mb) da regiao codificante do genoma
tumoral corresponde a carga mutacional de um tumor. A acumulacao destas mutacoes
resulta na formacao de novos antigénios tumorais. Estes neoantigénios sao epitopos
especificos para tumores, que podem ser apresentados na superficie da célula tumoral pelo

complexo major de histocompatibilidade (MHC). (8,9,13)

Uma parte destes neoantigénios é reconhecida como estranha ao organismo, induzindo
uma resposta imunolégica dependente de células T. As moléculas responsaveis pelos
checkpoints imunitarios na superficie da célula tumoral conseguem inibir a ativacdo das
células T, suprimindo a resposta imunoldgica e permitindo que o tumor progrida. Os ICIs,
como o anti-PD-1 e o anti-PD-L1, conseguem reverter este processo, contribuindo para a

erradicacdo das células tumorais. (8,9)
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Tumores que apresentam um elevado niimero de neoantigénios respondem melhor aos
ICIs. Uma vez que a carga mutacional tumoral atua como medida indireta dos neoantigénios
tumorais, podemos considera-la um potencial biomarcador para estratificagdo de pacientes

sensiveis a imunoterapia. (9)

O ensaio CheckMate 026 demonstrou que doentes com uma elevada carga mutacional
tumoral, mais precisamente com mais de 243 mutacoes quantificadas pelo método WES
(Whole Exome Sequencing), adquirem uma maior taxa de resposta ao nivolumab e uma
sobrevida livre de progressao mais longa. Paralelamente e, apesar de ndo se ter estabelecido
uma associacdo relevante entre a carga mutacional tumoral e a expressao de PD-Li,
pacientes que apresentavam os dois biomarcadores, isto é, uma elevada carga mutacional
tumoral, assim como uma elevada expressao de PD-L1, obtiveram o maior beneficio com o

tratamento com nivolumab. (13)

Pacientes com CPNPC PD-Li-positivos, com uma alta carga mutacional tumoral (mais de
175 mutagdes quantificadas pelo método WES), tratados com pembrolizumab em
monoterapia apresentaram resultados clinicos satisfatorios, segundo um outro estudo,
denominado KEYNOTE 042. (13)

Nan et al. sugerem, na sua revisao sistematica e meta-analise datada de 2021, que incluiu
11 estudos, que a sobrevida livre de progressao da doenca, a taxa de resposta ao tratamento
e a sobrevida global apresentam uma significativa melhoria em doentes com CPNPC e uma
elevada carga mutacional tumoral, quando comparados aos que apresentam uma carga
baixa. Perante o facto destes doentes adquirirem beneficios a longo prazo, admitiu-se que a
carga mutacional tumoral é um biomarcador eficaz, com alguma fiabilidade, capaz de

predizer e estratificar os pacientes que mais beneficiarao do tratamento com ICIs. (9)

No presente ano de 2022, também a revisao sistematica e meta-analise efetuada por Meng
et al., que incluiu 28 estudos, validou estas mesmas conclusoes. Uma elevada carga
mutacional tumoral, associa-se a maiores taxas de sobrevida global e de resposta a
terapéutica, assim como a uma favoravel sobrevida livre de progressao, sendo o subgrupo
de pacientes tratados apenas com inibidores do PD-L1 uma excecdo, neste ultimo
parametro. Analises adicionais demonstraram que, apesar de nao existir ainda um consenso
relativamente ao valor de carga mutacional tumoral que deva ser assumido como limiar
para discriminar os doentes mais sensiveis a imunoterapia, um cutoff mais baixo seria mais

discriminatoério. (8)

15



Atualmente, o papel da carga mutacional tumoral nas decisoes terapéuticas de doentes com
CPNPC gera ainda alguma controvérsia, especialmente devido a fraca reprodutibilidade de

resultados entre os varios laboratorios. (13)

A carga mutacional tumoral é altamente dinamica, podendo ser diferente no tumor

primario e nas metastases. De facto, pode ainda ser heterogénea dentro da mesma lesao. (7)

Outro problema que pode surgir no decorrer desta avaliacao é o numero de células presentes
em pequenas biopsias poder ser insuficiente para chegar a um correto valor de carga
mutacional tumoral. Para além disso, a heterogeneidade do tumor pode ser amplificada pela
quimioterapia e radioterapia, o que pode modificar a carga mutacional em varios locais do

tumor. (7)

4.3. Mutacoes Genéticas

Algumas mutagdes contribuem para a génese e progressao tumorais, mas podem também
aumentar a hipotese de o sistema imunolégico do hospedeiro reconhecer o tumor e

promover a sua eliminacao. (4)

Mutacgdes genéticas no gene supressor tumoral STK11/LKB1 (Serine/threonine kinase 11) e
no gene KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) associam-se a aquisicao de
resisténcia a monoterapia com inibidores da PD-1 e do PD-L1, enquanto mutacées no gene
ARID1A (AT-rich interactive domain-containing protein 1A) se associam a uma maior

sensibilidade a esta terapéutica. (13)

As mutacoes nos genes STK11/LKB1 e KEAP1 afetam o mecanismo regulador da expressao
de PD-L1 no tumor e correlacionam-se com uma ma resposta aos ICIs. (11,13) Para além
disso, o subgrupo de doentes com mutagoes quer no gene STK11/LKB1, quer no gene KEAP1
apresentam um curso clinico da doenca mais agressivo, com uma resisténcia superior ao

tratamento com ICIs. (11)

No ensaio MYSTIC, uma sobrevida global mais baixa foi relatada em doentes com mutacées
nos genes STK11/LKB1 ou KEAP1, que tenham realizado qualquer uma das modalidades de
tratamento disponiveis, quando comparados com doentes com genes STK11/LKB1 ou
KEAP1 wild-type. Por outro lado, doentes com a mutacao ARID1A apresentaram uma maior
infiltracao linfocitaria e uma sobrevida global em média mais longa do que pacientes com o

gene ARID1A wild-type, quando tratados com ICIs. Desta forma, as muta¢des nos genes
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STK11 e KEAP1 podem ser consideradas prognosticas e a mutacao no gene ARID1A um

biomarcador preditor. (13)

As mutacoes no gene KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) estao ligadas a
uma elevada carga mutacional tumoral e a uma também elevada expressao de PD-L1. (13)
Para além destas caracteristicas, a ocorréncia simultanea destas mutacoes e de mutacoes no
gene TP53 associa-se também a uma infiltracao marcada de células T e reflete uma resposta
favoravel aos ICIs. (11) Por outro lado, caso se verifique a ocorréncia simultanea de
mutacoes nos genes KRAS e STK11, estas podem ser preditivas de uma resisténcia primaria
aos ICIs. (16)

Segundo o estudo KEYNOTE-001, doentes com mutacoes no gene KRAS, em comparacao
com pacientes com genes KRAS wild-type, tiveram um grande beneficio clinico com a
utilizacdo dos agentes nivolumab ou pembrolizumab, em monoterapia. (11) Também no
decorrer do ensaio KEYNOTE-042, o papel das mutacdoes no gene KRAS pareceu ser
preditivo de uma taxa de resposta numericamente superior, assim como de uma sobrevida
média livre de progressao e de uma sobrevida global mais longas. Desta forma, a presenca

destas mutacoes parece prever melhores resultados terapéuticos dos ICIs. (16)

Uma disfuncdo do gene TP53 pode resultar na acumulacdo de mutagdes e,
consequentemente, numa carga mutacional tumoral alta. Para além disso, estas mutagoes
aumentam a expressao de recetores dos checkpoints imunitérios e induzem a ativacao das
células T, pelo que se correlacionam com uma sobrevida global elevada em doentes com
CPNPC em estadio avancado. Publicacdes recentes sugerem ainda que mutacdes
simultaneas nos genes TP53 e KMT2C (Lysine Methyltransferase 2C) conferem uma

resposta favoravel aos ICIs. (16)

Os CPNPC com mutacdes no gene que codifica o recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) ou no gene ALK (anaplastic lymphoma kinase) exibem uma menor infiltracao de
células T e uma carga mutacional mais baixa, o que resulta numa pior resposta a terapéutica
com ICIs, acompanhada de uma menor taxa de sobrevida livre de progressao. No entanto,
¢é de ressalvar que o estudo ATLANTIC alertou para o facto de nao deverem ser excluidos
pacientes, candidatos a terapia com ICIs, por apresentarem mutacoes nos genes EGFR ou
ALK, especialmente se apresentarem um nivel elevado de expressao de PD-L1, uma vez que,
mesmo nestes doentes, estes niveis elevados podem associar-se a boas respostas e sobrevida

livre de progressao. (11)
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A eficacia clinica do tratamento com ICIs em casos de CPNPC com mutacoes no gene BRAF
(B-Raf Proto-Oncogene) ¢é similar a dos casos de CPNPC sem uma mutacao especifica
associada e € superior quando estes sio administrados em segunda ou outras linhas
terapéuticas superiores. Esta mutacao esta ligada a uma maior carga mutacional tumoral,
comparativamente ao gene BRAF wild-type, e a uma sobrevida livre de progressao de

aproximadamente 10 meses. (11,16)

De acrescentar que mutacoes nos genes RTK (Receptor tyrosine kinases) se relacionam com
uma resisténcia primaria aos ICIs, independentemente da expressao de PD-L1 e da carga

mutacional tumoral. (11)

As caderinas atipicas FAT 1, 2, 3 e 4, proteinas membranares que contém sequéncias de
repeticao de caderina, sdo codificadas por uma familia de genes que mostrou ter capacidade
de prever o beneficio clinico da instituicdo de terapéutica com ICIs em pacientes com
CPNPC. (17)

Mutacdes nos genes FAT sao comuns em doentes com CPNPC, sendo a mutagdo no gene
FAT3 a que expressa maior frequéncia, quer em adenocarcinomas, quer em carcinomas

pulmonares escamosos, seguida das mutagoes FAT4, FAT1 e, por fim, FAT2. (17)

Doentes com adenocarcinomas do pulmao, que revelaram ter a mutac¢ao no gene codificador
da proteina FAT2, apresentaram tanto uma sobrevida global longa, como uma maior
sobrevida livre de progressdao da doenca, tendo-se verificado ainda que uma elevada

expressao desta mutacao se correlacionava também com uma alta expressao de PD-L1. (17)

As mutacoes FAT 1, 2, 3 e 4 estdo também ligadas a elevadas cargas mutacionais tumorais
e demonstraram ter efeito na regulacao do recrutamento e infiltracao de células imunes, em

particular nos adenocarcinomas. (17)

Perante os dados expostos, concluiu-se que doentes com CPNPC com mutacoes nos genes
FAT 1, 2 e 3 tinham uma maior probabilidade de responder positivamente ao tratamento
com ICIs, enquanto aqueles que apresentavam mutacoes no gene FAT 4, apesar de
revelarem uma taxa de resposta ao tratamento melhorada, ndo viram a sua sobrevida

alterada pela imunoterapia. (17)

A presenca concomitante das mutacoes nos genes FAT 3 e LRP1B (LDL Receptor Related
Protein 1B), um gene supressor tumoral, demonstrou poder aumentar a carga mutacional
tumoral, a citotoxicidade e imunogenicidade, assim como facilitar a infiltracao linfocitaria,

o que influencia significativamente o resultado da imunoterapia. Assim, a comutacao dos
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genes FAT 3 e LRP1B tem um perfil muito promissor como biomarcador para rastrear os
candidatos ao tratamento com ICIs, especialmente no caso dos adenocarcinomas
pulmonares, tendo ja exibido uma forte associacdo com uma sobrevida livre de progressao

prolongada. (4)

O gene codificador da PTPRT (Protein Tyrosine Phosphatase Receptor Type T),
significativamente mutado nos carcinomas pulmonares escamosos, pode ser considerado
um bom indicador de avaliacao da eficicia da imunoterapia nos CPNPC, uma vez que a sua
mutacao se relaciona com um prolongamento da sobrevida e uma melhor taxa de resposta

ao tratamento. (18)

A PTPRT tem funcoes essencialmente fosforilativas, sendo um mediador critico na
imunidade dependente de células T, na sinalizacdo da PD-1 e na apresentacao de antigénios.
No decorrer de alguns estudos, as mutacoes no gene PTPRT indicaram estar relacionadas

com um progndstico favoravel do tratamento com ICIs. (18)

Por tultimo, muta¢Ges no gene supressor tumoral MGA, codificador da proteina de
dimerizacao MAX, mostraram estar também associadas com taxas superiores de resposta a
imunoterapia, assim como respostas mais duradouras, que proporcionam maiores

sobrevidas. (19)

4.4. Microambiente Tumoral e Linfocitos Infiltrantes

no Tumor

O microambiente tumoral consiste numa populacao heterogénea de células neoplasicas,
células imunes, vasos, estroma, mediadores da sinalizacao celular e proteinas da matriz
extracelular. Este tem um papel crucial na imunogenicidade, uma vez que esta envolvido
nas multiplas interac¢des entre as células tumorais e o sistema imunologico. O facto de o
tumor estar envolvido num ambiente cronicamente inflamatério pode alterar a
diferenciacao das células imunes, favorecendo a evasao tumoral e, consequentemente, a

resisténcia aos ICIs. (16,20)

Baseado na presenca de células imunes moduladoras, tais como os linfécitos T reguladores,
células supressoras derivadas da linhagem mieloide e macrofagos, responsaveis por induzir
um ambiente imunossupressor e pouco responsivo a imunoterapia, o microambiente

tumoral pode representar um biomarcador da sensibilidade aos ICIs. (20)
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Podem distinguir-se dois subtipos de tumores de acordo com a presenca ou auséncia de
genes moduladores do microambiente tumoral: os tumores quentes e os frios. Os primeiros
sdo caracterizados pela presenca marcada de TILs, macrofagos e células dendriticas, que
tornam o tumor potencialmente responsivo a imunoterapia e, por conseguinte, estdao
associados a uma sobrevida mais longa. Os tumores frios, pelo contrario, apresentam uma

baixa quantidade de TILs que se relaciona com uma eficicia limitada dos ICIs. (16,20)

Alguns estudos demonstraram que niveis elevados de células T reguladoras que expressam
PD-1 ou de células supressoras derivadas da linhagem mieloide se relacionam com piores
resultados terapéuticos, podendo constituir biomarcadores adicionais da resposta aos ICIs.

(15,20,21)

Da mesma forma, uma baixa contagem de células T CD8+ que expressam PD-L1, bem como
uma diminuta contagem de macrdéfagos M2 que expressam as proteinas CD68 e CD163
foram preditoras de uma resposta positiva em doentes tratados com ICIs. Ademais, a
contagem aumentada de neutréfilos no microambiente tumoral, por se relacionar com uma
contagem inversa de células T, no decorrer de varios ensaios realizados, mostrou estar

ligada a uma resisténcia ao tratamento com anti-PD-1. (15,20)

A expressao de PD-1 nas células T refletem a ativacdo do eixo PD-1/PD-L1 e as células T
CD8+ que expressam esta proteina associam-se a um bom prognostico, enquanto as células
T CD4+ que expressam a PD-1 estdo relacionadas com um pior resultado clinico apo6s o
tratamento com anti-PD-L1. Desta forma, quanto mais alto o ratio CD8+PD-1+/CD4+PD-

1+, denominado PERLS, for, melhor sera o prognostico do doente. (22)

Ainda relativamente ao microambiente tumoral, Higgs et al. identificaram que a
positividade para o gene do interferao-y (IFN-y), uma potente citoquina antitumoral
secretada pelos linfécitos T citotoxicos, células NK, entre outras células imunologicas,
corresponde a maiores taxas de resposta, de sobrevida livre de progressao e de sobrevida

global em doentes tratados com um anti-PD-L1, o durvalumab. (15,20,23)

Por ultimo, doentes com CPNPC metastatico com niveis iniciais diminuidos de interleucina
5 (IL-5), produzida essencialmente por leucocitos, nomeadamente células T, eosinéfilos e
basofilos, estao ligados a obtencao de resultados clinicos positivos e uma longa sobrevida

livre de progressao apods tratamento com anti-PD-1. (23)
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4.5. Células tumorais circulantes, células sanguineas

periféricas e DNA livre de células circulantes

A inflamacao contribui para a patogénese e progressao do cancro. Marcadores séricos de
inflamacao sistémica como a contagem absoluta de neutroéfilos (CAN), o racio neutroéfilos-
linfocitos (RNL) e o racio plaquetas-linfocitos (RPL) sdao considerados potenciais

biomarcadores para prever a sobrevida de doentes com cancro, nomeadamente CPNPC.

(24)

Também a analise de DNA tumoral livre de células circulantes (ctDNA) pode fornecer varias
informacdes sobre a evolucao do cancro, uma vez que este é libertado pelas células tumorais

mortas e é rapidamente eliminado do sangue. (24)

Posto isto, valores baixos dos racios neutrofilos-linfécitos e plaquetas-linfocitos, assim
como niveis basais diminuidos de ctDNA e uma contagem diminuta de células tumorais
circulantes durante o tratamento, refletem uma elevada sobrevida global e livre de

progressao da doenca. (24)

Em suma, a andlise simultanea da contagem de células tumorais circulantes, de células
sanguineas periféricas e seus marcadores séricos de inflamacao sistémica, bem como dos
niveis de ctDNA no inicio e ao longo do tratamento, podem ajudar a estratificar os pacientes
de acordo com a sua provavel resposta aos ICIs e prever a ocorréncia de progressao da

doenca, especialmente o desenvolvimento de metéstases extratoracicas. (24)

4.6. Proteina C Reativa

Uma elevacao precoce dos niveis de citoquinas pré-inflamatorias, como a interleucina 6 (IL-
6) ou o fator de necrose tumoral a (TNF- a), ap6s o inicio da terapéutica, é considerada o
estimulo principal da producao hepéatica da proteina C reativa (PCR) e relaciona-se com a

resposta aos ICIs. (25)

De forma a estratificar a cinética da PCR apoés o inicio da imunoterapia, a sua resposta
méaxima define-se pelo aumento de, pelo menos, duas vezes o nivel basal de PCR nos
primeiros 30 dias de tratamento, seguido de uma diminui¢do até um nivel abaixo do basal.
Considera-se ainda uma resposta positiva da PCR, uma queda de 30% do seu nivel sérico
até valores abaixo do seu basal, num periodo de 12 semanas apo6s a instituicao do

tratamento. (25)
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Esta cinética da PCR pode ser facilmente determinada, através de um método nao invasivo
e com um elevado custo-beneficio, podendo prever a resposta a imunoterapia apenas 4
semanas ap0s o seu inicio, com potencial para, a partir dai, otimizar imediatamente a

terapéutica. (25)

Provou-se que, em doentes que tinham recebido a primeira linha de tratamento com um
anti-PD-1 em monoterapia, a cinética da PCR apresentou uma forte associacdo com uma

melhor sobrevida global e livre de progressao da doenca. (25)

4.7. Score Albumina-Bilirrubina (ALBI)

O score albumina-bilirrubina (ALBI) é calculado através da medicao dos niveis de albumina

e bilirrubina no sangue, que permitem uma avaliacao adequada da funcao hepatica. (26)

A albumina liga-se a prostaglandina E2, ativando-a e reduz a expressio de TNF-q,
resultando numa supressao imunologica. A hipoalbuminemia associa-se a pior progndstico
em doentes com CPNPC tratados com ICIs. Estudos prévios demonstraram que também a
bilirrubina esta envolvida em maltiplas atividades biologicas e exerce poderosas funcoes
imunomoduladora e anti-inflamatéria, inibindo nomeadamente as respostas das células T.
Deste modo, estes papéis quer da albumina, quer da bilirrubina contribuem para uma
sobrevida livre de progressao mais baixa, bem como uma menor sobrevida global em

doentes com CPNPC que tenham realizado tratamento com ICIs. (26)

Alguns estudos concluiram, assim, que o ALBI é clinicamente 1til para prever tanto a
sobrevida livre de progressao, como a sobrevida global, especialmente em pacientes com
CPNPC com um baixo performance status (PS) ou cujo nivel de expressao de PD-L1 nao €

conhecido. (26)

4.8. Proteina Amiloide A Sérica

Alguns dados clinicos recentes sugerem que a imunoterapia pode ser mais eficaz perante
um tumor com elevados componentes inflamatorios. Na verdade, a capacidade que esta tem
de modificar de forma favoravel o microambiente tumoral aumenta a probabilidade de

resposta ao tratamento. (27)
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A proteina Amiloide A sérica (SAA) é uma proteina de fase aguda que exibe uma importante
atividade proé-inflamatoria, induzindo a sintese de varias citoquinas, promovendo a
quimiotaxia de mondcitos e neutrofilos e atuando como uma apolipoproteina da
lipoproteina de alta densidade (HDL), envolvida no transporte reverso de colesterol em

situacoes inflamatorias. (27)

No caso de pacientes oncoldgicos, niveis elevados desta proteina nao estdo apenas
relacionados com a inflamacao fisioldgica associada ao cancro, mas, tendo em conta as
propriedades imunomoduladores da SAA, podem refletir também uma producao local que
afeta negativamente a funcdo das células T e que serve de mecanismo de evasao

imunologica. (27)

No estudo desenvolvido e liderado por Vincenzo Di Noia, também denominado FORECATT,
chegou-se a conclusido de que doentes com um nivel basal baixo de SAA apresentavam uma
maior probabilidade de responderem ao pembrolizumab como terapéutica de primeira
linha, quando comparados a doentes com niveis pré-tratamento de SAA mais elevados.
Adicionalmente, demonstrou-se que niveis baixos de SAA se relacionavam também com
uma sobrevida livre de progressao mais longa, bem como uma maior sobrevida global. No
entanto, este ensaio apresenta algumas limitacoes que o impedem de emitir uma conclusao

definitiva sobre o papel deste biomarcador. (27)

4.9. Microbiota Intestinal

Um individuo saudével pode albergar cerca de 300 a 500 espécies de bactérias diferentes
na sua microbiota gastrointestinal. No entanto, a disbiose intestinal pode desempenhar um
papel critico, embora ainda mal definido, na resposta clinica a algumas terapias, como € o
caso da imunoterapia com ICIs. Na base deste processo podera estar a estimulacao de
células dendriticas intestinais e de células T circulantes por um grupo especifico de bactérias
intestinais. Sao esperados alguns resultados nesta area, nomeadamente através do estudo
MITRE, cujo principal objetivo é avaliar prospectivamente e validar a forma como a

microbiota intestinal pode prever a eficacia dos ICIs. (28)

Apesar de algo controverso, alguns estudos indicam que a microbiota intestinal pode ainda
ser alterada pela toma de medicamentos, como antibidticos ou inibidores da bomba de
protoes (IBPs), o que, consequentemente, tera um efeito cumulativo na resposta

imunologica aos ICIs. (14)
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Routy et al. conduziram um estudo que mostrou uma importante implicacio dos
antibidticos, que afetam a microbiota intestinal, na resposta aos ICIs. Doentes que
apresentaram uma resposta favoravel, tinham também um nivel elevado da bactéria
Akkermansia muciniphila na sua microbiota e, quando esta foi transplantada em ratos,

demonstrou aumentar os efeitos antitumorais dos inibidores da PD-1. (14,29)

Num outro ensaio, desta vez da responsabilidade de Chalabi et al., e numa analise
retrospetiva italiana, a utilizacdo profilatica de antibibticos sistémicos ou de IBPs pareceu
estar ligada a um aumento da progressao da doenca e, por sua vez, a um pior resultado da
imunoterapia, sugerindo que estes podem ter um papel como fatores preditores da eficacia
dos ICIs. (14)

Existe evidéncia de que uma elevada abundancia de Alistipes, Anaerostipes, Desulfovibrio,
Faecalibacterium e Bifidobacterium na microbiota intestinal se associa a uma melhor
resposta aos agentes anti-PD-1, bem como a uma sobrevida livre de progressao mais
prolongada. Esta associacao parece dever-se ao facto destes microrganismos melhorarem a
resposta imunolégica sistémica, através da amplificacdo da apresentacao de antigénios e da
funcao efetora das células T na periferia e no microambiente tumoral. Também Jin et al.
corroboraram estes achados ao identificar respostas clinicas aos ICIs, em casos de CPNPC,
associadas a uma abundancia relativa de Alistipes putredinis, Bifidobacterium longum,

Prevotella copri e Ruminococcus. (29,30)

Pacientes com um PS melhor parecem de alguma forma recorrer a um mecanismo que
aumenta a presenca dos microrganismos supracitados na sua microbiota e, assim, melhorar
a resposta aos anti-PD-1, estando mais propensos a serem recomendados para esta

modalidade de tratamento. (30)

Através do regulamento da funcao das células dendriticas e da diferenciacao das células T
auxiliares, um outro microrganismo, Bacteroides fragilis, demonstrou relacionar-se com
uma elevada eficicia do tratamento com anti-CTLA-4. A presenca de
Phascolarctobacterium esta diretamente ligada a uma maior sobrevida livre de progressao,
contrariamente a presenca de Dialister que, pelos seus efeitos anti-inflamatorios e sendo
considerado um biomarcador prognostico independente, mostrou associar-se a progressao

do CPNPC em doentes a receber imunoterapia. (29)

24



Para além dos microrganismos, também os metabolitos derivados da fermentacdo da dieta,
como os acidos gordos de cadeia curta (AGCC), quando em elevadas concentragoes,
confirmaram ter uma influéncia na resposta clinica aos ICIs, por auxiliarem a regulacao da
resposta imunoldgica, constituindo fatores preditores da eficacia da imunoterapia nos
doentes com CPNPC. (29)
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5.Conclusoes Finais e Perspetivas Futuras

Os inibidores da PD-1 ou do PD-L1 apresentaram excelentes efeitos terapéuticos contra
tumores que expressam niveis elevados de PD-L1 (=50%) e/ou uma elevada carga
mutacional tumoral. No entanto, estes indicadores nao sao suficientes para prever uma
resposta ou um resultado clinico perante o uso de ICIs como principal terapéutica. (11) A
expressao de PD-L1 e a carga mutacional tumoral podem ser incorporados em modelos

preditivos com multiplas variaveis, de modo a terem um valor preditivo superior. (77)

O uso 6timo das varias opc¢oes de tratamento € uma das questdes mais relevantes na area
da imunoterapia. Um conhecimento mais profundo da relacdo entre mutacoes genéticas e
distintos fenoétipos imunologicos dos CPNPC ira ajudar na selecao daqueles que melhor
responderdo ao tratamento com ICIs. A combinacdo dos resultados de varios estudos
clinicos que incidam nesta tematica com achados recentes na area da Biologia Molecular
permitira estratificar os doentes de acordo com a sua sensibilidade aos ICIs, tendo por base

o nivel de expressao de PD-L1 e as mutacoes presentes. (11)

De acrescentar que, a ocorréncia simultdnea de algumas mutacGes que parece aumentar
significativamente a resposta dos pacientes com CPNPC aos ICIs, serve de prova de que o
principio da estratificacao dos doentes é substancialmente mais informativo para guiar cada

decisao clinica. (16)

E evidente que cada biomarcador mencionado na presenta monografia apresenta os seus
pontos fortes e fracos, pelo que uma combina¢do de miultiplos biomarcadores que inclui
multiplas varidveis e ndo apenas um unico fator biolégico, constituindo uma espécie de
“imunograma”, podera ser a melhor alternativa para prever a eficacia dos ICIs ou o risco de

adquirir resisténcia a terapéutica, em doentes com CPNPC. (7,9)

Em suma, apesar da vasta investigacao existente na area e identificacdo de biomarcadores
que possam vir a ser muito uteis na gestao clinica de cada doente com CPNPC, ainda existe
um longo percurso a percorrer e é premente a realizacao de estudos prospetivos que validem
a utilidade destes componentes e contribuam para a estandardizacao do seu uso na pratica

clinica.
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