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RESUMO

Meduna RR. Estudo sobre terapia de ablagdo por radiofrequéncia combinado a inibidores
de checkpoint do sistema imune em um modelo murino de carcinoma de células renais.

[Dissertacdo]. Sdo Paulo; Fundag¢do Anténio Prudente, 2021.

Introdugdo: O carcinoma de células renais (CCR) em estagios avancados apresenta
prognodstico reservado, com 20% de sobrevida em cinco anos. O advento da imunoterapia
baseada nos inibidores de checkpoint (IC) tem mostrado resultados promissores em ensaios
clinicos com pacientes portadores de tumores renais metastaticos. Apesar dos resultados
animadores, ainda se busca melhorar as taxas de resposta terapéutica. Para tanto, muitas
estratégias tém sido estudadas no intuito de sensibilizar tumores menos imunogénicos e entre
elas encontra-se a ablacdo por radiofrequéncia (RF). Objetivo: O intuito do estudo é avaliar
em modelo murino o impacto da ablagao térmica do tumor de linhagem RENCA e seu
potencial de influenciar a resposta imunoldgica do hospedeiro quando combinado a
tratamento sistémico imunoterdpico. O racional do estudo consiste na potencializacdo da
resposta imunoldgica devido a maior apresentacdo de antigenos tumorais apds a lesdao
tecidual desencadeada pela RF. Materiais e métodos: 49 animais da linhagem Balb/c foram
inoculados com a célula de tumor renal Renca em regido de flanco direito. Quando os tumores
atingiram volume alvo de 500mm? os animais foram divididos em trés grupos de acordo com
o tratamento do tumor primario: controle (Grupo 1), RF associada a imunoterapia (Grupo 2);
e monoterapia isolada com IC (Grupo 3). Os animais que foram tratados com sucesso nessa
fase foram submetidos a reinocula¢do de células tumorais Renca em flanco esquerdo. A taxa
de recorréncia apds a reintrodugao das células tumorais em cada grupo foi entao observada.
Resultados: Apds a reinoculacao das células RENCA, a taxa de crescimento do tumor foi
significativamente menor nos grupos 2 e 3 quando comparados ao grupo controle [0,0% vs.
0,0% vs. 73,3%, respectivamente (p<0,001)]. Ndo houve diferenca na formacdo de tumores
secundarios apos reinoculacdo de células tumorais entre os grupos 2 e 3. Conclusdo: Animais
submetidos a imunoterapia associada a RF ou imunoterapia isolada se mostraram menos
propensos a crescimento tumoral apds reinoculacdo com células Renca, o que sugere
potencializacdo na formacdo de memodria imunolégica do hospedeiro. Adicionalmente,
guando comparados os grupos 2 e 3, ndo observamos impacto significativo da RF nas taxas de

crescimento do tumor secundario.

Descritores: Carcinoma de Células Renais. Sistema Imunitario. Ablacdo por Radiofrequéncia.

Camundongos



ABSTRACT

Meduna RR. [Study on radiofrequency ablation therapy combined with immune checkpoint
inhibitors in a murine model of renal cell carcinoma] [Dissertacdo]. Sdo Paulo; Fundacdo
Antdnio Prudente, 2021.

Introduction: Renal cell carcinoma (RCC) in advanced stages has a poor prognosis, with a 20%
survival rate over five years. The advent of immunotherapy based on checkpoint inhibitors
(CI) has shown promising results in clinical trials with patients with metastatic kidney tumors.
Despite encouraging results, efforts are still being made to improve therapeutic response
rates. Therefore, many strategies have been studied in order to sensitize less immunogenic
tumors and among them is radiofrequency (RF) ablation. Objective: The aim of the study is to
evaluate in a murine model of renal adenocarcinoma (RENCA) the impact of RF ablation and
its potential to influence immune response when combined with checkpoint inhibitors. The
rationale of the study is to enhance immune response by increasing tumor antigens
presentation after tissue damage triggered by RF. Materials and methods: 49 Balb/c mice
were inoculated with the Renca renal tumor cells in the right flank region. When the tumors
reached a target volume of 500 mm3, animals were divided into three groups according to
the treatment of the primary tumor: control (Group 1), RF associated with immunotherapy
(Group 2); and monotherapy with Cl (Group 3). The animals that were successfully treated in
this phase were reinoculated with Renca tumor cells on the left flank. The recurrence rate
after the reintroduction of tumor cells in each group was observed. Results: After
reinoculation of RENCA cells, the growth rate of the tumor was significantly lower in groups 2
and 3 when compared to the control group [0.0% vs. 0.0% vs. 73.3%, respectively (p <0.001)].
There was no difference in the formation of secondary tumors after reinoculation of tumor
cells between groups 2 and 3. Conclusion: Animals submitted to immunotherapy associated
with RF or immunotherapy alone had less tumor growth after reinoculation with Renca cells,
which suggests the formation of more effective immune memory. In addition, when
comparing groups 2 and 3, we did not observe a significant impact of RF on secondary tumor

growth rates.

Keywords: Carcinoma, Renal Cell. Immune System. Radiofrequency Ablation. Mice.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Incidéncia e mortalidade de CCR no mundo no ano de 2020........ccceeeeeeeene.

Sumario do estadiamento e taxas de sobrevida em tumores renais ...........

Evolucdo das terapias no arsenal de tratamento do CCR metastatico.........

Recomendacgdes para o tratamento de primeira linha de CCR tipo células

(o] =Y = T 1 1<) = 1) = Aol PR

Recomendacgdes apos o tratamento de primeira linha de CCR tipo células

(o] Y= T 2 0[] = 1) = 1 ol TP

Fases da imunNOediCa0 O CANCEN ....vviiiiiiiiiiiieeee ettt eeee e eeeeeeens

Esquema grafico das moléculas envolvidas na interacdo imunolégica entre

a célula tumoral @ 0S lINTOCIEOS T .covvvvvieiieeeieeeeeeeee e e

Interpretacdo imunoldgica do efeito abscopal.......cccoecvveeevciieeicciiee e,

Fluxograma do desenho experimental ..........cccceeeeeeiiicciiiieeee e

Perfil do crescimento tumoral da linhagem Renca nos camundongos do

=4 (U] o o T 1 PP

Imagem do tumor renal em flanco do animal........cccceeevveveicceiecneecnnn.

Histologia do tumor subcutaneo em flanco direito de animal submetido a

(I <Tolor- [o Mol | gV [ =4 Tor= W=D (ol [V £ V7 SRR

12

12

15

18

23

30

33

33



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Perfil do crescimento tumoral da linhagem Renca nos camundongos do

Imagens representativas do procedimento de radioablagao...................

Crescimento tumoral da linhagem Renca nos camundongos

submetidos @ RF NO BrUPO AR ...cuviiiiiiiiiee ettt

Histologia do tumor subcutaneo em flanco direito de animal submetido

A RF @XCIUSIVA ettt ettt ettt e e e e s e e e ae et e e e e s sesssraaeeeesssan

Evolucdo da lesdo tumoral apis RF .........cceeeieeiiieiiecee e

Crescimento tumoral individual de cada animal durante a primeira

aplicacdo de células tumorais do grupo L.......ccceeveievcreienveeinereireeerenenns

Crescimento tumoral individual de cada animal durante a primeira

aplicacdo de células tumorais do Brupo 2........cceeeeevevcreeeneeeiireeenreeeieeens

Crescimento tumoral individual de cada animal durante a primeira

aplicacdo de células tumorais do grupo 3.......ccceveeveeecreeenieee e,

Média do crescimento tumoral dos grupos 1, 2 e 3 durante a primeira

aplicagao de células tUMOrAIS .......ceceerieriieieeeere e

Velocidade de crescimento do tumor primariodo grupole2...............

Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida livre de tumor secundario

comparando 0s grupos avaliados ........ccccueeeieeiciiecciee e

Média do crescimento tumoral dos animais do grupo 1 apds a primeira

e segunda inoculagdes com células tumorais.......c.ccceeeveevcreeeceeercreeeceeenns

35

36

37

38

38

39

40

40

41

42

43



Figura 25

Figura 26

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Velocidade de crescimento do tumor durante primeira e segunda

[[a o Tel¥] = Tor- Tl g Vo TX =4 AU o o 10 ARSI 44

Histologia do tumor subcutaneo em flanco esquerdo de animal

submetido a ressecgdo cirdrgica exclusiva ........cccceevveeieecieeceeceecie e, 45
Tipos histologicos de carcinoma de células renais.........ccccceeeveeeeceeennen, 3
(@1 T 1 Tor- [or= To T 11 1Y, O SR 5
Estratificagdo de Risco por Grupo PrognoistiCos.........cceeevevvuvevieeneeneennenns 11

Recidiva tumoral apds tratamento primario e crescimento tumoral

apos segunda aplicacdo de células neoplasicas nos grupos de estudo... 43



LISTA DE ABREVIATURAS

ATCC American Type Culture Collection

BCR Complexo do receptor do linfocito B

CCR Carcinoma de células renais

CEUA Comissdo de ética no uso de animais

CONCEA Conselho Nacional de Controle de Experimental Animal
CTLA-4 Antigeno associado ao linfdcito T citotdxico 4

FDA Food and Drug Administration

FGF Fator de crescimento de fibroblastos

IARC Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer

IC Inibidores de checkpoint

IMDC International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium
INCA Instituto Nacional do Cancer

MHC Complexo principal de histocompatibilidade

MSKCC Memorial Sloan-Kettering Cancer Center

mTOR Proteina alvo da rapamicina em mamiferos

oMS Organiza¢dao Mundial da Saude

PD-1 Receptor de morte programado 1

PD-L1 Ligante do receptor de morte programado 1

PDGF Fator de crescimento derivado de plaquetas

RF Radiofrequéncia

SPF Specific Pathogen Free

TCR Receptor de células T

TGF-B Fator de crescimento transformador beta

Thl Linfécito T helper 1

Th2 Linfécito T helper 2

Th17 Linfécito T helper 17

Threg Linfocito T reguladores

TNM Tumor-node-metastasis

VEGF Inibidores dos receptores do fator de crescimento endotelial vascular

VTP Terapia fotodinamica com alvo vascular



11
1.1.1
1.1.2
1.1.3
1.2
1.3
14
1.5
1.6
1.7

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

4.1
4.2
4.3
4.4

SUMARIO

INTRODUGAD ......ceceeiuieieieieriieessessessesssesssesssssesssesssesssessssssssssesssssssesssesssessssssnsns 1
ReVISA0 dE [IEEratura......ooeeiiiiie ettt 1
Epidemiologia € fatores de MiSCO .....cuivvuiiiiiriiiieieiee et 1
AspPectos CliNICOPATOIOZICOS......cccurrieiiieieeiteeeee e e e e e e e e e 2
TratamENTO ..ceeiiiiiiie e e e 5
Neoplasia € 0 SiStEMA IMUNE.......cocciriieiiee et e e e senarreeeees 13
(001 R [ 410 aTo] (o= { - PSRRI 15
ICImune Aplicado @0 CCR.....cciii it e e e s e e e e e e e nraeeeeas 18
EfEito @DSCOPAL.....uiiii it e e e 21
Terapia Combinada: Ablacdo por RF e Moléculas Imunomoduladoras.................. 24

Justificativa e Modelos Animais para estudo da Interagao do Sistema Imune

COM TUMIOTES ittt e s a e s e e e e s s sbbaae s e e e s s ssans 25
(021 2 1 Y0 27
METODOLOGIA ..ottt innssenster s sasss e s s s s s s s aasa s e s s s s s s s s ssnnnsasssseas 28
ANTMAIS 1t s e e 28
CEIUIAS .. e 28
Inoculagdo subcutanea e crescimento tumoral ........cccoccveeeeeiiiie e, 28
JAY o] - o= Lo I o To | ol 1 S ST 29
Tratamento com anticorpos Nneutralizantes.....ccccccvvecciieeiei e, 29
DesSenho eXPeriMENTAl.......uueeeiiiiiiiiiieeeee et e e earbrer e e e e e s eeanraeeeeas 29
ANALiSE @STAISTICA ..eieuriiiiiieiiee et 31
RESULTADOS .....ccoiiiiiiiunnenitiiiisiisssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssss 32
Ensaio para avaliar o perfil de crescimento tumoral da célula Renca..................... 32
Padronizacdo do protocolo de ablagdo por RF.......eeeeeeeeicciiveeeee e 35
Efeito das Terapias Individuais sobre o Crescimento Tumoral Primario................. 39

Efeito das Terapias Individuais sobre o Crescimento Tumoral Secundario e



Resposta de Memoria IMUNOIOICA ....ccvuveiieiiiieiiiiiee et 42

DISCUSSAD.......coueererreeeeessessessessesessessessessessessessesessessessensesseseessssessessenssnssssssenes 46

CONCLUSOES........coueeeetreeieeeesesteteseesseessessessssesessssessessesssssssssssssssssnsensensesessenns 50

REFERENCIAS. .......cotiuetietiestestssestssestssestssessssessssessssasssssssessssessssessssessssessessssenens 51
ANEXO

Anexo 1 Carta de aprovacdo do Comité de Etica do uso de Animais-CEUA



1 INTRODUCAO

1.1  REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

O carcinoma de células renais (CCR) representa cerca de 3% de todos os canceres, com
a maior incidéncia ocorrendo nos paises ocidentais 1. Nas ultimas duas décadas vem sendo
observado um aumento gradual de cerca de 2% ao ano da incidéncia mundial da neoplasia
renal 2. Segundo dados da GLOBOCAN 2020 divulgados pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre o Cancer (IARC), instituicdo afiliada a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a estimativa
mundial da neoplasia renal no ano de 2020 foi de 431.288 casos novos e 179.368 mortes
(Figura 1) 3. No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) publicou a estimativa de 625 mil
casos novos de cancer no pais para cada ano do triénio 2020-2022. Contudo, esse documento
ndo dispde de informacdes sobre neoplasia renal *. De acordo com o GLOBOCAN, estima-se
uma incidéncia para o Brasil de aproximadamente 11971 pacientes diagnosticados em 2020,
ocupando a 132 posicdo entre os tipos de cancer mais frequentes, e aproximadamente 4753

mortes nesse mesmo ano, figurando na 172 colocacdo em mortalidade 3.

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2020, worldwide, both sexes, all ages
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Figura 1 - Incidéncia e mortalidade de CCR no mundo no ano de 2020



O CCR é lesao sdlida mais comum do rim e é responsavel por 90% de todas neoplasias
renais ®. O CCR é um tumor primariamente do idoso com apresentac3o tipica entre sexta e
sétima década de vida, sendo a maioria acometida pela forma esporadica ’. Contudo, o CCR
apresenta um componente hereditario em 5 a 8% dos casos podendo ocorrer em pacientes
mais jovens 8. Existe uma predominancia de 1,5:1 dos homens sobre as mulheres 1. Até 30%
dos pacientes apresentam doenca metastdtica no diagndstico e a recorréncia se desenvolve
em cerca de 40% dos pacientes com doenca localizada tratados cirurgicamente °. Pelo menos
5% dos pacientes com tumor primario pequeno, até 4 cm, inicialmente apresentam metdstase
e precisam de cirurgia citorredutora e terapia sistémica subsequente 0.

O principal fator de risco associado a predisposicdo ao CCR é o tabagismo ! O
tabagismo isolado é responsavel por até 19% dos casos 7. Além disso, obesidade e
hipertensdao arterial croénica sdo identificados como fatores etioldgicos principais na
manifestacdo dessa doenca 2. Dessa maneira a profilaxia mais eficaz é evitar o tabagismo e
reduzir a obesidade ¥'#13, Uma série de outros fatores foram sugeridos como associados ao
risco do CCR como uso de diuréticos e anti-hipertensivos, dieta pobre em vegetais e frutas,
fatores hereditdrios, sindromes genéticas, doenca cistica renal adquirida, insuficiéncia renal

cronica e esclerose tuberosa 7/12.

1.1.2 Aspectos clinicopatolégicos

Em relacdo aos subtipos histologicos o CCR é classificado em 80% dos casos como
variante de células claras, 10% tipo papilifero 1 ou 2, 5% variante de células croméfobas, 1%
carcinoma dos ductos coletores de Belini e outros com menor incidéncia %4, A Tabela 1

apresenta os tipos histoldgicos de neoplasia renal segundo a classificacdo da OMS de 2016 °.



Tabela 1 - Tipos histoldgicos de carcinoma de células renais

Células claras

Neoplasia renal cistica multilocular com baixo potencial de malignidade
Papilifero

Carcinoma renal associado a leiomiomatose hereditiria
Cromofobo

Ductos coletores

Medular

Carcinoma associado Transloca¢io Familia MiT
Carcinoma associado a deficiéncia succinato desidrogenase
Carcinoma tubular mucinoso

Carcinoma associado a doenga cistica adquirida
Carcinoma papilar de células claras

Adenoma papilar

Inclassificavel

Fonte: Adaptado de Moch et al. ©

Atualmente a forma mais comum de apresentacdo clinica do CCR é a assintomdtica *°.
O diagnostico incidental ocorre em mais de 50% dos casos devido maior uso de exames de
imagens para investigacdo de sintomas inespecificos e outras doencas abdominais >, A
triade classica composta por dor lombar, hematuria macroscépica e massa abdominal
palpdavel é rara (6-10%), estando relacionada a uma histologia agressiva e doenga avangada
1718 Sindromes paraneopldsica podem ser encontradas em até 30% dos pacientes com CCR
sintomatico, devido liberacdo de hormonios renais ou a producdo de substancias derivadas
do tumor, sendo caracterizadas por anemia, hipertensdo, disfungcdo hepatica, caquexia,

hipercalcemia, febre e policitemia !°. Alguns pacientes sintomdticos podem apresentar



sintomas causados por doenca metastatica como dor dssea, perda de peso, tosse persistente
20.

A avaliagao do progndstico de uma doenga é de fundamental importancia uma vez que
vai orientar o tratamento 2%. O sistema de estadiamento formal mais antigo para neoplasia de
células renais foi proposto por Flocks e Kadesky 22 em 1958 e foi baseado em caracteristicas
anatdmicas e observacdo dos padrdes de disseminacdo tumoral. Robson et al. 23
posteriormente modificou o sistema adicionando o envolvimento vascular. Esse sistema foi
amplamente utilizado principalmente nos primeiros estudos correlacionando o estadio do
tumor com o progndstico 2. Devido limitacdes, o sistema Robson viu sua utilidade clinica
diminuir ao longo dos anos e foi amplamente substituido pelo sistema de estadiamento TNM
de classificacdo dos tumores malignos 2. Esse sistema é baseado na extensdo anatdmica da
doenca (T), o grau de envolvimento dos linfonodos (N) e presenca ou auséncia de metastase
a distancia (M) 26. Avaliando esses pardmetros de maneira separada, é possivel atingir uma
classificacdo e progndstico mais adequada 2’. Associado a isso, o sistema tumor-node-
metastasis (TNM) foi desenvolvido a partir de uma cooperacgdo internacional e seu uso é
adotado globalmente, facilitando a comparacdo de dados de diferentes popula¢des e centros

em todo o mundo 22, A Gltima atualizacdo, a oitava, ocorreu em 2017 (Tabela 2) %°.



Tabela 2 - Classificagdao TNM

Tumor primdrio (T)

T1: Tumor limitado ao rim, até 7,0 cm no maior didmetro
T1a: Tumor até 4 cm, limitado ao rim

T1b: Tumor entre 4,1 e 7,0 cm, limitado ao rim

T2b: Tumor maior que 10,1 cm, limitado ao rim

T3: Tumor invade veias maiores ou dentro do tecido ao redor do rim, mas nio invade glandula adrenal,
limitado a fiscia de Gerota

T3a: Tumor invade veia renal, gordura perirrenal ou do seio renal, limitado a fascia de Gerota

T3b: Tumor se estende a veia cava, abaixo do diafragma

T3c: Tumor se estende a veia cava, acima do diafragma ou invade sua parede

T4: Tumor se estende além da fascia de Gerota, incluindo extensido por contiguidade da adrenal ipsilateral

Linfonodos regionais (N)

Nx: Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO: Auséncia de mestastases linfonodais regionais

N1: Presenca de metastases em linfonodos regionais

Metistase a distdncia (M)
MO: Auséncia de metdstases

M1: Presen¢a de metistases

Fonte: Adaptado de Paner et al. 2°

1.1.3 Tratamento

O tumor renal em estdgios precoces é uma neoplasia altamente curdvel sendo a
cirurgia a base do tratamento do CCR 3. Embora a nefrectomia radical, descrita por Robson
et al. em 1969, fosse o padrdo de tratamento no passado, o aumento do uso da nefrectomia
parcial se correlacionou com o aprimoramento das técnicas cirdrgicas, e o aumento da
incidéncia de massas renais de pequeno volume (T1) devido a detec¢do mais precoce 2331, A
nefrectomia parcial apresenta como principal vantagem a preservacao de parénquima renal
associada a menores taxas de insuficiéncia renal crénica, elevado controle tumoral local e

31, A via de acesso da

resultados oncoldgicos comparaveis ao procedimento radical
nefrectomia parcial ou nefrectomia radical pode ser aberta, video-laparoscépica ou robo-
assistida ndo influenciando no resultado oncoldgico ou taxa de complicacdes 32. Apesar disso,
a via robdtica na nefrectomia parcial apresenta uma taxa significativamente menor de

conversdo para cirurgia aberta e para cirurgia radical, menor tempo de isquemia quente,



menor alteragdo na taxa de filtragdo glomerular estimada apds a cirurgia e menor tempo de
internacdo 33. A literatura atual ndo indica a adrenalectomia de maneira rotineira, sendo
reservado para casos onde existe suspeita ou confirmagdo pelos exames de imagem pré-
operatérios ou suspeita durante o intra-operatério 3*. A indicac3o de dissecc3do linfonodal em
conjunto com nefrectomia parcial ou nefrectomia radical ainda é controversa 3°. A suspeita
de acometimento linfonodal ocorre através de exames de imagem, contudo apenas 20% é
positivo no exame andtomo-patolégico 3°.

Avigilancia ativa pode ser uma opg¢do terapéutica em casos de pequenas massas renais
(tumores menores que 4cm) incidentais em pacientes idosos ou com comorbidades que
impossibilitam a realizacdo de um tratamento cirdrgico 3738, Essa abordagem é definida pelo
acompanhamento do volume tumoral através de exames de imagem seriados, reservando a
intervencdo cirurgica para tumores com progressdo durante o seguimento 3°. Na maior série
relatada avaliando vigildncia ativa, foi demonstrado uma baixa taxa de crescimento dos
tumores renais e a progressdo para doenga metastatica ocorreu em uma pequena
porcentagem dos pacientes “%*1, Além disso, em até 20 a 30% das pequenas massas renais
sdo tumores benignos quando biopsiados ou removidos cirurgicamente 2,

As técnicas ablativas, crioablacdo e radiofrequéncia (RF), sdo outras opg¢des para o
tratamento da neoplasia renal #*#*. A RF é baseada na geracdo de calor para destruir as células
tumorais %*. Através de um gerador de RF e um eletrodo introduzido no tecido alvo é
produzido uma corrente alternada de alta frequéncia gerando aquecimento do tecido e
levando a destruicdo e desidratacdo das células cancerigenas *°. A temperatura ideal de
trabalho varia de 50 a 100 °C 44>, A crioablacdo é baseada na destruicdo e morte celular
através da manutencdo de temperatura constante de aproximadamente -40 °C através da
insercdo de probes na lesdo renal utilizando o efeito Joulee-Thomson, que é um processo em
que gas (gas argbOnio) pressurizado pode sofrer rdpida expansdo através de um orificio

46 Essas técnicas

restritivo resultando em uma enorme mudanga de temperatura
representam uma alternativa segura para alguns grupos especificos de pacientes portadores
de tumores renais: pequenas massas renais, idosos, comorbidades que limitem a abordagem
cirirgica, tumores renais bilaterais, pacientes com rim Unico ou sindromes familiares 7. A
literatura atual ndo dispde de estudos prospectivos randomizados comparando as técnicas

ablativas a ressecc¢3o cirurgica “8. Além disso, uma das principais desvantagens do método

ablativo é o maior risco de recorréncia local 40,



Apesar do tratamento com intuito curativo, cerca de 30% dos pacientes podem
apresentar recorréncia da doenga apds tratamento primario °!. Contudo, até o presente
momento nao ha evidencias de estudos randomizados de fase lll, de que terapia adjuvante
oferece um beneficio de sobrevida 2. Os esforc¢os inicias exploraram o tratamento adjuvante
com quimioterapia, radioterapia, terapia com citocinas, tratamentos hormonais e vacinas de
células tumorais, no entanto, produziram resultados desapontadores °3°’. Mais
recentemente, a atencao foi dada para avaliacdo dos inibidores da tirosina quinase nesse
cenario, pois eles melhoraram os resultados na doenca metastatica >2. Os estudos avaliaram

58-63 |nfelizmente, os

o uso adjuvante de uma variedade de inibidores da tirosina quinase
resultados desses estudos foram conflituantes, permanecendo controverso o uso rotineiro na
pratica clinica °2. Atualmente, novas abordagens vem transformando o manejo de uma série
de neoplasias malignas através da utilizagao de imunoterapias, particularmente com uso dos
inibidores de checkpoint (IC) . Nesse sentido, quatro estudos fase Ill estdo avaliando a
eficdcia de uma série de IC em pacientes com CCR como tratamento adjuvante ®. Os
resultados sdo esperados nos préximos anos.

Apesar da maioria dos pacientes com CCR terem apresentacdo localizada, 25 a 40%
desses pacientes tratados com intencdo curativa vdo desenvolver doenca a distancia ©°.
Somado a isso, 20 a 25% dos pacientes vao se apresentar com doenca metastdtica ao
diagndstico ©’. Apds a ocorréncia de metdstases, torna-se uma doenc¢a com elevadas taxas de

mortalidade (Figura 2) ®8. Nesse cendrio, podemos utilizar como opc¢des terapéuticas a

nefrectomia citorredutora, imunoterapia com IC e terapia alvo anti-angiogénica .
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Fonte: Cohen e McGovern 7°

Figura 2 - Sumario do estadiamento e taxas de sobrevida em tumores renais

A quimioterapia ndo apresenta um papel um importante no tratamento dos pacientes
com doencga metastatica, podendo ser oferecida raramente . Nas Ultimas décadas, grande
avanco foi observado no tratamento do CCR metastatico (Figura 3) ®*. Os primeiros agentes
utilizados para o tratamento nesse cendrio foram o interferon alfa e a interleucina-2,
permanecendo como tratamento de eleicdo para o CCR metastatico por muitos anos .
Contudo, devido a baixas taxas de resposta associado a toxicidade elevada, houve a
necessidade de investigar novos agentes capazes de potencializar a terapéutica do CCR
metastatico 72774, A partir de meados dos anos 2000 houve a introdu¢do de uma nova classe
de farmacos, as terapias-alvo anti-angiogénicas [inibidores dos receptores do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF)] e inibidores da via de sinalizacdo da proteina alvo da
rapamicina em mamiferos (mTOR) 7!, O sorafenibe foi a primeira droga aprovada, uma
moléculainibidora de multiplas quinases, em especial as relacionadas aos receptores do VEGF,
do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF) 7>76, Além dele, outras medicacdes receberam aprovacdo, incluindo sunitibibe,

axitinibe, cabozantinibe, levantinibe e pazopanibe que sdo da mesma classe de inibidores do



sorafenibe, além do anticorpo monoclonal bevacizumabe associado interferon alfa, e os

inibidores de mTOR temsirolimus e everolimus 77-8¢

. Isso resultou um impacto positivo na
sobrevida global, embora as taxas de resposta completa objetiva dessas drogas girem em
torno de 1-2% somente #. Devido a capacidade imunomoduladora do CCR associado ao
desenvolvimento do conhecimento na terapia imunoldgica, foi possivel o desenvolvimento de
uma nova classe farmacos antineoplasicos, os IC imunoldgicos . Estes novos medicamentos
incluem inibidores do antigeno associado ao linfécito T citotdxico 4 (CTLA-4, Ipilimumabe), do
receptor de morte programado 1 (PD-1, Nivolumabe) e do ligante de PD1 (PD-L1,

Pembrolizumabe, Avelumabe) &°. Atualmente a utilizacdo dos IC imunoldgicos é o tratamento

padrdo no paciente com CCR metastatico .

- High-dose. | Avelumab + axitinib |
IL-2 | Bevacizumab + IFNot | ——r
= Pembrolizumab
IFNot Sunitinib ‘ ‘ Everolimus | | Axitinib ‘ Cabozantinib + axitinib

2015 2016 2018 2019

‘ Sorafenib | ‘ Temsirolimus | ‘ Pazopanib ‘ ‘ Nivolumab | | Lenvatinib + Nivolumab +
everolimus ipilimumab
‘ [ ] Cytokineera | | Targeted therapyera | | Immunotherapyera [ | Combination therapy era

Fonte: Dizman et al. *!

Figura 3 - Evolucdo das terapias no arsenal de tratamento do CCR metastatico

O tratamento dos pacientes no cendario metastatico é guiado através de modelos de
estratificacdo do risco da doenca 2. Varios modelos de progndstico foram desenvolvidos até
0 momento, mas os mais amplamente utilizados sdo os modelos do Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center (MSKCC) e International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium
(IMDC) 9394, Essas classificacbes fazem a estratificacdo de risco dos pacientes em grupos
progndsticos: doenca de risco favorével, intermediario e ruim (Tabela 3) 9294, A associacdo de
pembrolizumabe com axitinibe, pembrolizumabe com levantinibe e nivolumabe com
cabozantinibe sdo tidos hoje como op¢Ges terapéuticas de primeira linha para a doenca
metastatica em todos os grupos de risco IMDC, assim como associacdo entre nivolumabe e
ipilimumabe nos grupos de risco intermedidrio e alto °>%>. Pacientes que n3o podem tolerar
ou receber os IC nesse cenario podem utilizar como tratamento alternativo sunitinibe,

pazopanibe e cabozantinibe (Figuras 4 e 5) °°.
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Até pouco tempo atrds, a nefrectomia citorredutora foi considerada o tratamento
padrdo nos pacientes com doenca metastatica ao diagndstico °6. Essa recomendacdo foi
baseada em ensaios clinicos randomizados realizados durante a era das citocinas
demonstrando que a nefrectomia citorredutora associada a esse tipo de imunoterapia
resultava em uma melhor sobrevida global dos pacientes °’. Contudo, os melhores resultados
com as terapias alvo e imunoterapias criaram um novo dilema em relagdo a iniciar o
tratamento com terapia sistémica ou cirurgia citorredutora associado com terapia sistémica
% Em geral a nefrectomia citorredutora pode ser considerada antes de iniciar o tratamento
sistémico em pacientes com doenca metastética de risco favoravel °8. No caso de pacientes
de alto risco, a nefrectomia citorredutora imediata ndo deve ser recomendada, sendo

997101 pacientes com risco intermedidrio que requerem

indicado iniciar terapia sistémica
terapia sistémica ndo sdo beneficiados com a nefrectomia citorredutora °°. Apesar disso,
pacientes de risco intermedidrio com apenas um fator de risco IMDC podem se beneficiar
desta abordagem 102, A nefrectomia citorredutora pode ser considerada em um segundo
momento em pacientes de risco intermediario caso a resposta inicial a terapia sistémica tenha
bom resultado 8. No caso de tumores primarios sintomaticos (sangramento, obstrucdo da via

urindria, dor refrataria analgesia, hipertensao), a nefrectomia paliativa deve ser considerada

independente do grupo de risco 1.



Tabela 3 - Estratificagdo de Risco por Grupo Progndsticos

Critérios do Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC)

- Intervalo de tempo entre o diagnéstico e o tratamento menor que 1 ano

- Indice de desempenho (karnofsky) menor que 80%

- Célcio sérico elevado (calcio corrigido pela albumina acima do limite superior)
- Presenca de anemia (hemoglobina abaixo do limite inferior)

- Desidrogenase latica maior que 1,5 vez o limite superior

Critérios do Internacional Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium
IMDC

- Intervalo de tempo entre o diagnéstico e o tratamento menor que 1 ano

- indice de desempenho (karnofsky) menor que 80%

- Cilcio sérico elevado (célcio corrigido pela albumina acima do limite superior)
- Presenc¢a de anemia (hemoglobina abaixo do limite inferior)

- Neutrofilia (neutréfilos acima do limite superior)

- Trombocitose (plaquetas acima do limite superior)

Grupos de Risco (MSKCC ou IMDC)

- Risco favoravel: nenhum fator prognéstico adverso presente
- Risco Intermediario: um ou dois fatores progndésticos adversos presentes

- Risco Alto: trés ou mais fatores progndsticos adversos presentes

Fonte: Adaptado de Heng et al. %
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Standard of Care

Alternative in patients who can
not receive or tolerate immune
checkpoint inhibitors

IMDC favourable risk

nivolumab/cabozantinib [1b]
pembrolizumab/axitinib [1b]
pembrolizumab/lenvatinib [1b]

sunitinib* [1b]
pazopanib* [1b]

IMDC intermediate and
poor risk

nivolumab/cabozantinib [1b]

pembrolizumab/axitinib [1b]
pembrolizumab/lenvatinib [1b]

nivolumab/ipilimumab [1b]

cabozantinib* [2a]
sunitinib*[1b]
pazopanib* [1b]

Fonte: EAU guideline %

12

Figura 4 - Recomendacdes para o tratamento de primeira linha de CCR tipo células claras

metastatico

Standard of care

Alternative

Prior 10

Any VEGF-targeted therapy
that has not been used
previously in combination
with 10 [4]

Prior TKI

nivolumab [1b]
cabozantinib [1b]

axitinib [2b]

Fonte: EAU guideline *°

Figura 5 - Recomendagdes apds o tratamento de primeira linha de CCR tipo células claras

metastatico
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1.2 NEOPLASIA E O SISTEMA IMUNE

Em 1909, Paul Erlich desenvolveu a hipdtese da uma interacdo entre o sistema imune
e controle do crescimento de tumores %%, Em 1957, Thomas e Burnet foram os primeiros a
descrever a teoria de imunovigilancia no cancer, que sugeriu que os linfécitos atuam como
guardas responsaveis por identificar e eliminar células que sofreram mutacdes e diferem das
células hospedeiras normais 1°°, Essa drea ganhou muito interesse nos Gltimos anos, e com
desenvolvimento desse conceito, foi descoberto que o sistema imune ndo atua somente na
eliminagao das células tumorais, mas também pode agir selecionando tumores emergentes
104,106 Esse conceito aprimorado da vigilancia imunoldgica foi chamado de imunoedicdo. Essa
nova teoria é descrita ocorrendo em 3 fases: eliminacdo, equilibrio e escape (Figura 6) %7,

A primeira fase, de elimina¢do, corresponde a imunovigilancia. Nessa fase, as células
imunes exercem suas func¢des reconhecendo e erradicando as células tumorais 04196, Este
mecanismo depende da interacdo entre sistema imune inato e adaptativo 1. O inicio da
resposta imune ocorre quando as células do sistema imune inato sao alertadas para presenga

de um tumor em crescimento 107

. Independente do mecanismo de reconhecimento do
sistema imune inato, a producdo de interferon-gama ocorre nesses eventos, etapa importante
para progressao da resposta antitumoral que resulta em morte de células tumorais. Essas
células mortas sdo ingeridas por células dendriticas apresentadoras de antigenos tumorais
que migram para linfonodo e apresentam o antigeno para células T CD4+ e T CD8+ provocando
sua estimulac3o e proliferacdo 1%, Essas células, da imunidade adaptativa, s3o atraidas para o
local da neoplasia onde reconhecem e destroem as células tumorais que expressam os
antigenos especificos 1°°. Quando esse processo de eliminacdo é incompleto pode-se avancar
para fase de equilibrio %7,

A segunda fase representa um equilibrio dinamico, onde o sistema imune, atuando
contra as células tumorais, tem capacidade suficiente para conter, contudo ndo de elimina-las
completamente 1%, Dessa forma, o sistema imune gera uma triagem de células tumorais
instaveis e sujeitas a mutacdes . O resultado disso é uma sele¢io darwiniana, produzindo
uma selecdo de células mais resistentes ao sistema imune e com uma reduzida

imunogenicidade 1%, A fase de equilibrio é provavelmente a mais longa das trés fases podendo

ocorrer ao longo de um periodo de muitos anos 1%°. No momento que esses clones tumorais
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resistentes conseguem crescer independente de uma resposta imunolégica normal, atinge-se
a fase de escape 1%7.

A terceira fase (escape ou evasdo) é caracterizada por uma violacdo das defesas
imunolégicas do hospedeiro 1419, [sso provavelmente ocorre quando as alteracbes genéticas
e epigenéticas na célula tumoral conferem resisténcia a detecgdo ou eliminagao pelo sistema
imune, permitindo os tumores crescerem e se tornarem clinicamente detectdveis %7, Os
tumores podem impedir direta ou indiretamente o desenvolvimento de uma resposta imune
antitumoral através da elaboragdo de citocinas imunossupressoras (TGF- ou interleucina-10)
ou alteracGes a nivel tumoral que afetam o reconhecimento do tumores pelo sistema imune
(perda da expressdo de antigenos, perda de componentes do MHC e desenvolvimento de

insensibilidade interferon-gama) ou aumentam a resisténcia aos efetores da resposta imune

citotdxica (expressdo de sinais anti-apoptéticos) 107108110,
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A - Eliminagdo B - Equilibrio C - Escape

Instabilidade genética
Sele¢do imune

Fonte: Adapatado de Strausberg !

Figura 6 - Fases da imunoedicdo do cancer. (A) Fase eliminacdo: corresponde ao conceito de vigilancia

imunoldgica onde o sistema imunoldgico reconhece e destrdi a célula neoplasica. (B) Fase de equilibrio: as células
imunes e tumorais sobreviventes entram num equilibrio dindmico. Este processo leva a selecdo de células
tumorais mais resistentes ao sistema imune e com uma reduzida imunogenicidade (C) Fase de escape: é

caracterizada por uma violagdo das defesas imunoldgicas do hospedeiro

1.3 CCREIMUNOLOGIA

No céncer, a imunogenicidade (capacidade de uma substancia induzir uma resposta
imune adaptativa) é determinada pelos antigenos tumorais, a extensdo do infiltrado de células
imunes e o tipo e a quantidade de moléculas imunomoduladoras presentes no microambiente
tumoral 112113, O CCR é classificado como um tumor imunogénico baseado em parte nos
beneficios clinicos observados apds o tratamento sistémico de pacientes com citocinas,
interleucina-2 e interferon-alfa 1*4. A interleucina-2 tem papel na imunidade inata e adaptativa
promovendo ativacdo de células natural killers e maturidade das células T CD8+ °, Interferon-
alfa tem atuacdo nas células T e células dendriticas para induzir seus efeitos antitumorais
109,116 As taxas de resposta completa apds esses tratamentos é cerca de 7% 7. Apesar de uma
baixa resposta ao tratamento imunoterdpico, isso sugeriu que uma pequena parte dos
pacientes apresenta caracteristicas imunoldgicas especificas e que ativacdo de componentes

imunes antitumorais endégenos poderia ser uma estratégia terapéutica eficaz contra o CCR

117,118
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A neoplasia renal ndo é uma doenca Unica 4. Essa neoplasia apresenta vérios subtipos
diferente de cancer caracterizados por diferentes fatores genéticos, cada um com sua prépria
histologia, curso clinico e resposta ao tratamento 7°. O CCR tipo células claras é o subtipo mais
comum sendo responsavel por mais de 70% dos tumores renais 47°. Esses tumores s3o
caracterizados por ricos infiltrados de leucdcitos, composto principalmente por células T
CD8+, células T CD4+, células natural killers, como também células mieldides com
caracteristicas de macréfagos e neutroéfilos 114118119,

As células T sdo a principal populagdo de células imunes no microambiente tumoral,
com frequéncia média de 51% %0, Apesar disso, nem todas essas células T apresentam
atividade efetora, existem também células T com fendtipo imunossuprimido %8, Isso pode
explicar o motivo de alguns tumores renais progredirem apesar de um infiltrado rico em
células T 120, H3 evidéncia que melhores respostas antitumorais e maior sobrevida dos
pacientes esta relacionada com uma maior proporc¢ao de linfécitos infiltrantes do tumor com
atividade efetora e uma alta taxa de proliferagao de células T CD8 + infiltrantes do tumor
114,119,121 "por outro lado, pouco se sabe sobre o perfil imunolégico e seu papel na progressio
de tumores renais do tipo ndo células claras 18,

As células natural killers sdo linfécitos citotéxicos capazes de atacar células tumorais
sem ativacdo prévia '?2. Além disso, sdo reguladores imunolégicos potentes, produzindo
citocinas pré-inflamatdrias e imunossupressoras 123. Constituem cerca de 25% dos linfdcitos
do tecido renal sauddvel 18, No CCR foram associadas a um melhor prognéstico quando em
concentracdes mais altas 124,

A populacdo de células mieldides incluiu as células apresentadoras de antigenos, como
as células dendriticas, que sao importantes para iniciar respostas imunes antitumorais e
manter a homeostase imunoldgica ?°>. No microambiente tumoral do CCR é descrito a
presenca de células dendriticas com um fendtipo imaturo, conhecido como tolerogénico 2°,
Essas células levam a uma ativagao insuficiente da imunidade antitumoral inata e adaptativa,
representando um possivel mecanismo de escape imunoldgico do CCR, associando um pior
progndstico nesses pacientes 8, Outro elemento importante do estroma tumoral sdo os
macrofagos associados ao tumor 27, Foi demonstrado que eles estimulam diretamente a
proliferacdo de células tumorais e promovem a angiogénese '8, 0 aumento da densidade de

macrofagos associados ao tumor estd associado a uma sobrevida pior nos pacientes 128,
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Atualmente sdo conhecidos varios mecanismos que impedem a formag¢ao de uma
resposta imune adequada '?°. O mecanismo que vem recebendo mais atenc3o nos ultimos
anos é a express3o de receptores-chave na superficie da célula T 39, As células T tem sua
ativacdo dependente de dois sinais 8. O primeiro envolve o reconhecimento de antigenos
apresentado pelo MHC expresso nas células apresentadoras de antigenos pelo receptor de
células T 131, O outro sinal envolve a interacdo da molécula co-estimuladora CD28 expressa
em células T com o ligante B7 expresso nas células apresentadoras de antigenos 32, Esse
processo é organizado por moléculas de checkpoint inibitério regulando a intensidade da
resposta imune 133, Entre essas moléculas destacam-se CTLA-4 e PD1 131132 CTLA-4 é
recrutado para membrana plasmatica durante a fase de ativacao das células T, apresentando
uma alta afinidade para antigenos B7 !3%. Dessa maneira compete com o receptor co-
estimulatério CD28 13°. Quando a ligagcdo entre CTLA-4 e B7 ocorre hd uma sinalizagdo
inibitoria resultando na diminuicdo da proliferacdo de células T e secrec¢do de interleucina-2,
impedindo a ativa¢do de células T citotéxicas 134135, PD-1 é outro inibidor importante da
ativac3o de células T 13, Ele é expresso em células T efetoras ativadas, tendo como principal
funcdo nessas células limitar sua atividade nos 6érgdos linfoides primdrios durante o
desenvolvimento da resposta imune inflamatdria '3’. A ligacdo de PD1 com seu ligante na
célula T (PDL1 e PDL2) inibe eventos de sinalizacdo que promovem a ativacdo de linfdcitos 33,
A Figura 7 ilustra o efeito dos IC na resposta imune e mostra como o seu bloqueio com o uso
de anticorpos especificos para PD-1 (por exemplo o Nivolumabe) interrompe a sinalizacdo

negativa, restaurando a funcdo antitumoral das células T 138,
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Figura 7 - Esquema grafico das moléculas envolvidas na interagao imunoldgica entre a célula

tumoral e os linfocitos T
1.4 ICIMUNE APLICADO AO CCR

A descoberta e compreensdo dos mecanismos pelos quais as moléculas de ponto de
verificacdo imunoldgico diminuem a ativacdo das células T foi um grande avanco na
imunologia do cancer 3. Isso levou a avangos importantes no tratamento de alguns tipos de
cancer, incluindo o CCR 0, Por essa raz3o a imunoterapia ganhou muita atenc3o nos ultimos
anos tornando-se o principal tratamento no CCR avan¢ado com a expansdo das opgGes
terapéuticas #1. O foco principal tem sido o desenvolvimento de anticorpos monoclonais para
CTLA-4 (ipilimumabe), PD1 (nivolumabe, pembrolizumabe) ou PDL1 (avelumabe,
atezolizumabe), que tem como funcdo bloguear essas moléculas com seus respectivos
ligantes 42, Dessa maneira, restaurando as respostas imunes antitumorais 118,

O primeiro inibidor de checkpoint imune a ter um papel no tratamento do CCR
metastdatico foi o nivolumabe. No ensaio fase lll, CheckMate-025, pacientes que haviam
recebido até duas terapias antiangiogénicas anteriormente foram randomizados para receber
nivolumab ou evorolimus. O nivolumabe melhorou a sobrevida global para 25 meses em

comparagado a 19,6 meses para o everolimus. Esse resultado levou a aprovagao do nivolumabe
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como monoterapia pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento do CCR
metastatico apds utilizacdo de terapia antiangiogénica 3. Mais recentemente, outro inibidor
de checkpoint imune foi estudado em pacientes virgens de tratamento com CCR avangado no
estudo de fase Il Keynote-427. Resultados preliminares mostram que a monoterapia com
pembrolizumabe resultou em uma resposta objetiva geral de 36% 144,

Atualmente em pacientes com CCR tipo células claras metastdatico a associacao entre
pembrolizumabe mais axitinibe, nivolumab mais cabozantinibe e pembrolizumabe mais
levantinibe sdo o padrao de tratamento de primeira linha para todos os grupos de risco IMDC
e nivolumabe e ipilimumabe nos grupos de risco intermedidrios e alto do IMDC. Vérios estudos
demonstraram o beneficio dessas associacdes sobre o uso da terapia alvo isolado °°.

O estudo fase Ill CheckMate-214 foi conduzido randomizando pacientes com CCR
metastaticos virgens de tratamento para receber a combinagao nivolumabe e ipililumabe ou
sunitinibe. Os pacientes foram estratificados por grupos risco (definidos pelos critérios do
IMDC): favoravel, intermediario, alto. Paciente com risco intermediario e alto apresentaram
taxas de sobrevida geral (75% versus 60%), taxa de resposta objetiva (42% versus 27%) e taxa
de resposta completa (9% versus 1%) significativamente maiores no braco da combinacdo de
agentes imunoterapicos do que apds tratamento com sunitinibe. Em pacientes de risco
favorével n3o foi identificado diferenca significativa entre os tratamentos ''’. Recentemente
foram publicadas analises atualizadas desse ensaio que continuam a demonstrar beneficios
de eficacia durdveis >,

A terapia com agentes anti-VEGF tem sido componente integral do tratamento do CCR
metastatico por vérios anos %6, Cada vez mais, o VEGF é reconhecido como um dos multiplos
mecanismos inibitdrios imunolégicos que permitem o escape imunoldgico no cendrio dos IC
imune %7, Isso sugeriu um possivel beneficio da combinacdo entre esses tratamentos, levando
a uma série de ensaios clinicos e aprovacdes subsequentes de terapias combinadas 8. Os
principais resultados desses estudos serdao apresentados a seguir: KEYNOTE-426, CheckMate
9ER, CLEAR, JAVELIN 101 e IMmotion 151 °°,

O ensaio KEYNOTE-426 avaliou em pacientes com CCR metastatico virgens de
tratamento a combinacdo entre pembrolizumabe associado a axitinibe em comparacdo a
sunitinibe. O estudo mostrou que a terapia combinada promoveu uma redugao relativa de
47% no risco de morte. Além disso, a sobrevida livre de progressdo mediana foi de 15,1 meses

no grupo pembrolizumabe-axitinibe versus 11,1 meses no grupo sunitinibe. As taxas de
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resposta objetiva também foram maiores no braco experimental (59,3% versus 35,7%) 14°,
Atualizacdo recente desse trabalho mostrando manutencdo dos beneficios e uma taxa de
resposta completa para terapia combinada de 9% e de 3% para o braco sunitinibe 1°°,

O estudo fase 3 CkeckMate 9ER avaliou nesse mesmo cenario randomizando pacientes
para uso de nivolumabe mais cabozantinibe versus sunitibe. Apds um seguimento mediano
de 18,1 meses, o regime de tratamento combinado foi associado a uma redugdo de 49% no
risco de progressao de doenca em comparacdo ao brago sunitinibe. Além disso reduziu o risco
de morte em 40%, apresentou taxas de resposta objetiva (57,7% versus 27,1%) e taxas de
resposta completa (8% versus 4,6%) maiores em comparacdo ao tratamento com sunitibe °2,

O estudo CLEAR comparou 3 esquemas de tratamentos contra o CCR metastdtico em
pacientes virgens de tratamento: pembrolizumabe mais levantinibe, evorolimus mais
levantinibe e sunitinibe. Os autores observaram que a combinacdo pembrolizumabe mais
levantinibe apresentou melhores resultados do que a associagdo evorolimus mais levantinibe
ou o uso isolado de sunitinibe alcangcando sobrevida livre de progressao de 23,9 meses, 14,7
meses e 9,2 meses respectivamente. Além disso, a primeira combinacdo apresentou melhora
significativa da sobrevida geral, taxas de resposta objetiva de 71% e taxas de resposta
completa de 16% 1°2.

Outro estudo avaliando essa combinacdo foi o ensaio clinico JAVELIN 101. A
combinac¢do avelumabe e axitinibe foi avaliada no tratamento de paciente com CCR avangado
em compara¢ao ao uso de sunitinibe. O tratamento com terapia combinada apresentou
sobrevida livre de progressao mais longa em comparagao a sunitinibe em pacientes com
tumores PDL1 positivo (13,8 versus 7,2 meses) e na populagdo geral do ensaio (13,8 contra
8,4 meses). Em pacientes com tumores PDL1 positivo, a taxa de resposta objetiva foi de 55,2%
com avelumabe mais axitinibe e 25,5% com sunitinibe. Os dados para sobrevida geral ainda
sdo imaturos 153154,

Finalmente, o ensaio clinico IMmotion 151 avaliou pacientes com CCR metastatico que
foram randomizados para receber o tratamento com atezolizumabe mais bevacizumabe ou
sunitibe. A sobrevida livre de progressao foi mais longa com a terapia combinada em
comparacdo com sunitinibe (11,2 versus 7,7 meses). A taxa de resposta objetiva foi de 43%
para o grupo de combinagao versus 35% no grupo de sunitinibe. Os dados para concluir um

beneficio em sobrevida geral ainda sdo imaturos °°.
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Embora o CCR do subtipo células claras seja o mais comum, a OMS reconhece varios
outros subtipos histoldgicos distintos, geralmente referidos como CCR n3o-células claras 6. O
tratamento dos pacientes com CCR nado-células claras metastatico é baseado no uso de
sunitinibe e everolimus, com preferéncia para sunitinibe 1°¢. Apesar disso, o tratamento com
imunoterapia vem sendo avaliado nesse cenario com bons resultados. O estudo Keynote-427
que avaliou a monoterapia com pembrolizumabe incluiu uma coorte de 165 pacientes com
CCR metastatico ndo células claras. Esse estudo descreveu uma taxa de resposta objetiva de
24,8% e uma taxa de resposta completa de 4,8%. Contudo, esses resultados sao baseados em
um estudo de fase Il de brago Unico 7. Além disso, a andlise de subgrupos de alguns estudos
mostrou bons resultados para o uso de IC imunolégico, em combina¢cdo com agentes anti-
VEGF ou isoladamente, em tumores renais com caracteristicas sarcomatdide °°.

Conforme exposto, o tratamento baseado em IC mostrou resultados impressionantes
no cendrio metastatico do CCR. Isso motivou a realizacdo de varios estudos no cenario
adjuvante com essas drogas. Estes estudos incluem os IC nivolumabe (estudo PROSPER),
pembrolizumabe (estudo KEYNOTE-564), atezolizumabe (estudo [IMmotion 010),
durvalumabe (estudo RAMPART). O recrutamento para a maioria desses estudos ainda est3

em andamento e os resultados sdo esperados até 2022 °°,

1.5 EFEITO ABSCOPAL

Conforme exposto, o papel da imunoterapia no tratamento do CCR metastatico é
central 8918 Apesar dos resultados sensivelmente melhores quando comparados a terapia
alvo anti-angiogénica, ainda existe espaco para melhora no tratamento desses pacientes >°,
Estudos vem demonstrando que uma das vias de exacerbacdo do efeito da imunoterapia é o
fendmeno conhecido como efeito abscopal 1. Abscopal é um termo latino, no qual “ab”
significa longe e “scopal” significa alvo ®. Trata-se, portanto do efeito que o tratamento do
tumor primério desencadeia nos sitios tumorais distantes do que foi diretamente tratado 162,
A regressdo das metastases apos o tratamento local foi descrita em varios tipos de tumor,
incluindo neuroblastoma, linfoma, melanoma e CCR, sendo particularmente observada em
metdstases pulmonares °°. Originalmente descrito em radioterapia, ele é raramente
observado com o uso isolado da radioterapia 3. Isoladamente a resposta imune especifica

antitumoral desencadeado pela ablacdo per se é fraca e insuficiente para prevenir a
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progressdo de doenca 646> Porém, pode ser utilizada como estratégia de ressensibiliacdo ou
estimulacdo do sistema imune do paciente, nos casos que se convenciona denominar de “cold
tumors”, ou seja, aqueles tumores com pouca capacidade de deflagrar uma resposta imune
efetiva %6, Recentemente, vérios relatos de casos do efeito abscopal com radioterapia
publicados na literatura foram em associacdo com IC imunoldgico, sugerindo que essa
combinacdo pode ser o cendrio onde o efeito abscopal ocorra em uma frequéncia maior ¢,
O primeiro relato no cenario da imunoterapia foi publicado em um paciente com melanoma
metastdtico que apresentava progressdao tumoral durante uso de Ipilimumab ao irradiar um
dos sitios metastaticos, entrou em remiss3o completa de todos os focos dois meses apds 2.

Os mecanismos que explicam esse fendmeno sdo complexos e ndo sdo totalmente
compreendidos, envolvendo uma série de etapas (Figura 8) 1%8. O Efeito citotéxico da ablacdo
do tumor primério libera antigenos tumorais ¢°. Associado a isso, os efeitos imunomodulares
desencadeados pelainflamacdo e apoptose recrutam células dendriticas para o local irradiado
qgue reconhecem os antigenos tumorais e migram para os linfonodos, onde esses antigenos
s3o apresentados para os linfocitos T CD4+ e CD8+ citotdxicos 13, Dessa maneira, os linfécitos
T CD8+ atuardo através da imunidade mediada por células T, tanto no tumor que sofreu a
ablacdo como no sitio metastatico, apds alcancarem a corrente sanguinea 9. A utilizac3o de

IC pode ajudar a impulsionar o efeito abscopal, facilitando a ativacdo das células T 1,
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Figura 8 - Interpretacdo imunoloégica do efeito abscopal

Além de estudos avaliando o potencial do efeito abscopal da radioterapia, outras
fontes de ablacdo também ja foram avaliadas em uma série de neoplasias 72, A ablacdo
térmica leva a liberacdo de varios fatores de modulagdo imunoldgica como antigenos
tumorais, sinais de perigo e citocinas *’3. A destruicdo do tumor pela termoablacdo libera
antigenos tumorais induzindo uma resposta imune com um maior influxo e maturacao das
células dendriticas 74. Apds a morte celular por necrose as células também secretam sinais de
perigo 173175 Os sinais de perigo s3o moléculas endégenas, como proteinas de choque térmico
e groupbox-1 de alta morbidez, que estimulam uma maior captacdo e processamento de
antigenos tumorais pelas células denriticas, aumentam a expressao de MHC classe | na
superficie das células tumorais, induzem a migracdo e maturacao de células imunes e liberam
citocinas e outros mediadores inflamatdrios 172173, Além disso, apds a ablacdo térmica ocorre
a producao de citocinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 e fator de necrose tumoral alfa, que
também influenciam na resposta imune 1727174176,

Em 2010, Matin et al. *’7 avaliaram o efeito da crioabla¢3o isolada em modelo murino
de CCR metastatico. Linhagens celulares foram implantadas na capsula renal e os animais
foram submetidos a aplicagdao de probe de crioablagcdo. Aqueles que receberam o tratamento

ablativo apresentaram maior ativacdo imunoldgica do que os animais que ndo foram
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submetidos a ablagdo. Posteriormente, um grupo da Holanda, avaliou a combinagao entre RF
e imunoterapia com Interleucina-2 em modelo murino de CCR metastatico. Os autores
descreveram que o grupo que utilizou a terapia combinada apresentou menor volume de
doenca metastatica e maior numero de linfdcitos no tecido tumoral, sugerindo se tratar de
um efeito abscopal no modelo experimental 178,

No contexto clinico, existe um estudo avaliando o efeito da RF citorredutora em 114
pacientes com CCR metastdatico recebendo Sunitinib ou Interferon como terapia sistémica. Os
autores descrevem que a realizagdo da RF nao influenciou as taxas de sobrevida estudadas,
limitando sua utilizacdo no contexto de terapia sistémica baseada em inibidores de tirosina
quinase. No grupo de pacientes tratados com Interferon, houve uma melhora marginal nas

taxas de doenca livre de progressio 17°.

1.6 TERAPIA COMBINADA: ABLACAO POR RF E MOLECULAS
IMUNOMODULADORAS

Conforme discutido anteriormente, a lise celular promovida por agentes fisicos em
massas tumorais (radiagdo ionizante, RF e agentes criogénicos) é capaz de desencadear
respostas imunes no hospedeiro que culminam com a estimulacdo do sistema imune e
produzindo efeitos antitumorais que, apesar de fracos, podem ser utilizados em combinagdo
com agentes imunomoduladores °. O uso combinado de ferramentas ablativas com
imunoterdpicos ja foi testada em modelos animais, incluindo o modelo de células renais Renca
178,180-182 A ablacdo por RF combinada a imunoterapia baseada em IL2 é capaz de induzir
resposta tumoral especifica, levando ao aumento no numero de células CD4 e CD8 no
microambiente tumoral 1%, O uso combinado de ablagdo com IC foi avaliado em um modelo
de tumor de cdlon CT26 e em glioma murino, o GL261 8%-182 Nos tumores de cdlon, a
combinagao de ablagao térmica com anticorpo neutralizante para PD-1 foi capaz de reduzir o
crescimento tumoral e aumentou estatisticamente a sobrevida dos animais 8. Em tumores
cerebrais, foi possivel observar efeito semelhante, porém com a adigao de um anticorpo
inibidor de CTLA-4 ao regime de ablagdo com anti-PD-1. A terapia tripla também foi capaz de
aumentar o infiltrado leucocitario tumoral, além de aumentar a sobrevida dos animais em
50% 189182 |nteressantemente, foi demonstrado que que existe a formagdo de memdria

imunoldgica tumor especifica, ou seja, animais que apresentam sobrevida longa em virtude
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da terapia, quando desafiados com uma segunda inoculagao do mesmo tumor, nao ocorre o
desenvolvimento do tumor. Entretanto, se desafiados com uma inoculacdo de um tumor
diferente, neste caso melanoma B16, os tumores se desenvolvem normalmente 8°.

Ainda ndo existem relatos sobre o uso combinado de terapia por RF e IC tanto em

ensaios clinicos quanto pré-clinicos de tumores renais.

1.7 JUSTIFICATIVA E MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DA INTERACAO DO
SISTEMA IMUNE COM TUMORES

O tratamento local pode aumentar a imunogenicidade dos tumores, aumentando a
inflamacdo no microambiente tumoral, e dessa maneira favorecer a modulagdo imunoldgica
172-174 Embora o tratamento isolado com RF possa induzir uma resposta imunoldgica no
tecido tumoral através da ablacdo, essa resposta é frequentemente muito modesta para
eliminar completamente tumores ja estabelecidos 173. Existe evidéncia que associa¢do da RF
e imunoterapia pode gerar uma resposta imunoldgica mais eficiente 178179183 Apesar disso,
ndo ha estudos avaliando essa associacdo utilizando como tratamento a imunoterapia
baseada em IC. O intuito do presente estudo foi avaliar se a modulagdao do microambiente
tumoral através da RF aumentaria a suscetibilidade a inibicdo da via PD-1 / CTLA-4 em um
modelo murino ectépico de CCR.

Dessa maneira, é necessario a utilizacgdo de um modelo tumoral singénico onde a célula
tumoral utilizada seja da mesma espécie do animal a ser desenvolvido o modelo, portanto
trata-se de um modelo tumoral imunocompetente. Este modelo permite que sejam estudados
os eventuais efeitos dos componentes celulares e humorais do sistema imune sobre o
crescimento tumoral e como agentes imunomoduladores podem interferir na progressao da
doenca 84,

Ja foi demonstrado previamente que células tumorais murinas apresentam diferentes
capacidades de estimulacdo do sistema imune quando inoculadas em camundongos e
também diferentes respostas a terapia baseada em agentes imunoldgicos. Através de analise
de expressdo génica foram comparados o perfil de moléculas do sistema imune que sdo
estimuladas pela inoculacdo de células tumorais, foi verificado que existem células com alta
imunogenicidade, sendo as células Renca pertencentes a este grupo; e células com baixa

imunogenicidade, como a célula B16 (melanoma murino). Considera-se como células com alto
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perfil de imunogenicidade aquelas capazes de ativar genes de células leucocitarias (CD45),
células T (CD3, CD4) e células mieldides (CD11c e CD11b), que sugerem a presenca de células
efetoras no microambiante tumoral, além de células dendriticas e ativacdo de genes co-
estimulatorios (CD80, CD86, OX40L, GITRL, CD40 e CD137L). Em contrapartida, as células que
pouco estimulam (ou mesmo diminuem) a expressdo génica dos efetores da resposta imune
sugere que a imunidade do hospedeiro encontra-se indiferente ou insensivel a presenca das
células tumorais. Interessantemente, as células com baixa imunogenicidade foram as que
apresentaram maior velocidade de crescimento, sugerindo que a auséncia de estimulagao do
sistema imune confere ganho de crescimento. Estratégias terapéuticas baseadas em agentes
imunomodulatdrios também tem diferentes respostas nas linhagens murinas. As linhagens
com alta imunogenicidade foram as mais responsivas quando tratadas in vivo com quimiocina
CCL16 (promove a infiltracdo leucocitdria no tumor) ou com vacina de células dendriticas 2>,

Outros estudos também utilizaram este modelo animal para novas abordagem
imunoterapéuticas, incluindo o uso do bloqueio dos IC. O uso de um anticorpo neutralizante
contra PD-L1 murino em combinagcdo com everolimus (inibidor de mTOR) foi capaz de reduzir
o crescimento tumoral, aumentar a infiltracdo leucocitaria com maior prevaléncia de células
CD8 citotdxicas 8. Resultados semelhantes foram observados no modelo de melonoma
murino B16, onde a administracdo de anticorpo neutralizante contra PD-L1 foi capaz de
reverter a funcao efetora de células CD8, diminuir o crescimento tumoral e prolongar a
sobrevida dos animais tratados 7%87. E também no modelo de tumor de célon murino CT26,
o uso de IC, em regime Unico ou combinado foi capaz de estimular a resposta imune e diminuir
o crescimento tumoral 8. Em conjunto, esses dados indicam que os modelos animais de

tumores singénicos sdo bons preditores de resposta ao tratamento com imunoterapia 1867188,
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OBJETIVOS

Avaliar o efeito da terapia combinada (imunoterapia sistémica associada a RF) no
crescimento tumoral primdrio no modelo de inoculagao ectépica de células Renca em
animais Balb/c.

Avaliar o efeito da terapia combinada (imunoterapia sistémica associada a RF) na
formacado de tumores secundarios apds segunda inoculacao ectdpica de células Renca

em animais Balb/c (formag¢do de memaria imunoldgica).
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem Balb/c machos com idade entre 6 a 12
semanas. Os animais foram mantidos em biotério Specific Pathogen Free-SPF, onde os animais
sdo livres de patégenos especificos, para os quais os mesmos sdao periodicamente testados.
Os camundongos foram mantidos em microisoladores a temperatura controlada de 22° C e
sob ciclo de luz de 12 horas, tratados com agua autoclavada e ragao irradiada ad libitum. A
manipulagdo dos animais respeitou o manual de boas praticas cientificas em uso de animais
indicada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimental Animal-CONCEA. O projeto foi
avaliado pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA — processo numero 078/18. Anexo

1).

3.2 CELULAS

Foram utilizadas as células Renca (ATCC® CRL-2947, Mus musculus kidney renal
adenocarcinoma), as células foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC). As
células foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino em
estufa Umida a 37° C e 5% de CO,. Estoques foram mantidos criopreservados em nitrogénio

liquido.

3.3 INOCULAGAO SUBCUTANEA E CRESCIMENTO TUMORAL

As células Renca foram implantas na densidade minima 1 x 10°% células
subcutaneamente em um volume de 0,1 mL de PBS estéril, em regido do flanco de cada
animal. Os animais foram observados pelo menos 3 vezes por semana, e aqueles que
apresentaram crescimento tumoral foram monitorados. Para afericdo do volume tumoral foi

utilizado paquimetro manual digital. O volume tumoral foi calculado de acordo com a férmula
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Lx W x C, onde L é a maior dimensao, W é o comprimento perpendicular a L e C altura ou

profundidade.

3.4 ABLAGAO PORRF

A ablacao foi realizada utilizando uma agulha Rita SDE com ponta ativa de 1 a 3 cm de
17 Gauge da Angiodynamics, inserida diretamente pela superficie da pele onde localiza-se o
centro do tumor do animal anestesiado com Ketamina e xilazina. Os parametros utilizados
durante a RF foram 5 W (300 J) por 1 min. Os procedimentos foram realizados com gerador
de alta frequéncia RITA 1500X da AngioDynamics, gentilmente cedido pela empresa Vita

Médica, a qual forneceu também a agulha que foi utilizada exclusivamente para este estudo.

3.5 TRATAMENTO COM ANTICORPOS NEUTRALIZANTES

O bloqueio de PD-1 foi realizado pela administracao intraperitoneal de oito doses de
200 pg de anti-mPD-1 (clone 6A1_RAS_Ab_11, Bristol-Myers-Squibb) e anti-mCTLA4 (clone
12C11_RAS_Ab_04, Bristol-Myers-Squibb) a cada 3 dias. A medicagao foi cedida pela empresa

Bristol-Myers-Squibb através da concessao de um grant Non Clinical Research Proposal.

3.6 DESENHO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos a aplicacdo subcutanea em flanco direito de células
Renca, conforme protocolo descrito de inoculagdo subcutanea de células tumorais. Quando
os tumores atingiram um volume aproximado de 0,5 cm? os animais foram randomizados em
trés grupos experimentais e submetidos aos protocolos de tratamento definidos para cada
grupo:

- Grupo 1 (controle): auséncia de tratamento (n = 15).

- Grupo 2 (intervencdo): Imunoterapia sistémica isolada consistindo na administracdo de
anticorpos anti-PD1 e anti-CTLA-4 (n =17).

- Grupo 3 (intervencdo): Imunoterapia sistémica consistindo na administracdo de anticorpos

anti-PD1 e anti-CTLA-4 associada a RF do implante tumoral ectdpico (n = 15).
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Apds o término do protocolo de tratamento estabelecido para cada grupo, os animais
foram observados e submetidos a cirurgia para remogdo dos tumores residuais. Caso o tumor
apresentasse crescimento até 1 cm? era realizado a remocg&o cirurgica do tumor.

Apds 14 dias do fim dessa primeira fase, os animais foram reinoculados através de
protocolo idéntico a primeira aplicagao de células tumorais, porém no flanco esquerdo. Os
animais foram observados pelo menos 3 vezes por semana para avaliar o crescimento
tumoral. O objetivo foi avaliar a influéncia do primeiro tratamento sobre o crescimento do
tumoral apds a segunda aplicagdo de células tumorais. O volume tumoral foi monitorado por
até 3 meses ou até os tumores atingirem 1 cm? (Figura 9).

Importante ressaltar que, neste momento, ndo temos dados para calculo do tamanho
do efeito das terapias. Por esse motivo este estudo foi um ensaio-piloto com o objetivo
adicional de determinar o tamanho do efeito para analise estatistica de futuros projetos de
estudo na mesma linha de pesquisa. A definicdo do numero de individuos por grupo foi
baseada em artigos cientificos que relatam ensaios semelhantes, onde o nimero de animais
nestes trabalhos variou de 4 a 18 180182186 Além disso, a recomendacdo da CEUA da Fundagido
Antonio Prudente determina que o tamanho minimo para um ensaio piloto é 10 animais por

grupo experimental, o que foi seguido no atual estudo. 4- 186-9
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Figura 9 - Fluxograma do desenho experimental
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

O desfecho primdrio foi baseado na ocorréncia do evento formacdo de tumor
secundario (células tumorais reinoculadas em flanco esquerdo). Os grupos avaliados foram
comparados em relagdao ao nimero total de animais com formagao do tumor secundario e
adicionalmente calculado a taxa de sobrevida livre de formacdo do tumor secundario
(expressa em numero de dias), utilizando como evento a formacdo de tumor secunddrio. A
anadlise de sobrevida foi calculada através do estimador de KAPLAN E MEIER para estimar a
chance de um individuo apresentar a formacdo de um tumor secunddrio em determinado
periodo de tempo, truncado em até 90 dias. Através da representacdo grafica do estimador,
avaliamos, para cada grupo estudado, a probabilidade de um individuo ndo desenvolver o
tumor secundario no mesmo periodo descrito acima. Quanto mais superior for a curva no
grafico, maior é a chance de estar livre de formacdo do tumor até o tempo considerado. A
comparacdo entre as curvas foi realizada utilizando o teste ndo-paramétrico de Log-Rank, e o
nivel de significancia adotado foi de 5%. Para comparagao de varidveis numéricas entre os
grupos foi utilizado o teste one-way ANOVA quando a distribuicdo das medidas de
crescimento tumoral fosse paramétrica ou Kruska-Wallis se fosse ndo-paramétrica seguida de
pos hoc test de Bonferroni. Para a avaliagdo de varidveis categéricas foi utilizado o teste de
qui-quadrado, seguido do teste de Fisher. O valor de P <0.05 foi considerado estatisticamente

significante.
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4 RESULTADOS

4.1 ENSAIO PARA AVALIAR O PERFIL DE CRESCIMENTO TUMORAL DA CELULA
RENCA

Inicialmente realizada a padroniza¢do do crescimento tumoral da célula Renca em
animais Balb/c. A proposta inicial era de realizar implantes bilaterais onde o tumor do lado
direito seria submetido a RF e o efeito das terapias seria avaliado no tumor contralateral. Para
estabelecer esta condicdo, foi realizado um ensaio para comparar o perfil de crescimento
tumoral em animais com tumores unilaterais vs. bilaterais, com o intuito de verificar se a
cinética de crescimento tumoral em animais inoculados com dois tumores é semelhante ao
crescimento tumoral de um Unico tumor. Para tanto, utilizamos dez animais divididos em dois
grupos, grupo 1P e 2P, cada um com cinco animais. Os animais do grupo 1P receberam uma
injecdo subcutanea unilateral de 1x10° de células tumorais na regido do flanco lateral direito.
Os animais do grupo 2P receberam duas inje¢des subcutaneas, uma em cada regido do flanco
(direito e esquerdo) de 1 x 108 de células tumorais.

Todos os animais do grupo 1P desenvolveram tumores a partir da segunda semana. O
perfil do crescimento tumoral foi heterogéneo entre os animais quanto a velocidade de
crescimento (Figura 10). Dois padrdes de crescimento foram observados, animais com um
padrdo de crescimento mais rapido e outro com crescimento um pouco mais lento. Além disso
conforme os tumores atingiam volumes maiores apresentaram uma tendéncia a ficarem
ulcerados e necrosados (Figura 11). Os animais foram submetidos a resseccdo cirurgica do
tumor em flanco direito quando a les3o atingiu o volume de 1 cm3. O material ressecado foi
avaliado por patologista experiente (Dra. Stephania Martins Bezerra) sendo identificado uma

neoplasia maligna indiferenciada (Figura 12).
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Figura 10 - Perfil do crescimento tumoral da linhagem Renca nos camundongos do grupo 1P

Figura 11 - Imagem do tumor renal em flanco do animal: A — Camundongo apresentando tumor em

crescimento em topografia de flanco direito. B— Tumor estabelecido com area de ulceragdo
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Figura 12 - Histologia do tumor subcutaneo em flanco direito de animal submetido a ressecgao

cirdrgica exclusiva: observa-se uma neoplasia maligna indiferenciada, com padrio sélido de crescimento,

extenso pleomorfismo celular, com multinucleagdo e inimeras figuras de mitose, associada a extensas areas de

necrose

Em relacdo ao grupo 2P, ndo foi possivel determinar o perfil de crescimento tumoral
do grupo de animais injetados bilateralmente, pois houve muita variabilidade de crescimento
entre tumores do mesmo animal (Figura 13). Houve casos de crescimento extremamente
rapido de um dos tumores, enquanto o contralateral ndo cresceu (animal 1, linhas pretas) e
os tumores dos animais 2 (linhas vermelhas), 3 (linhas azuis) e 5 (linhas verdes) cresceram em
padroes diferentes. Por conta desse comportamento irregular do crescimento dos tumores
com inoculagao bilateral, abandonamos esse modelo e substituimos por um ensaio com dois
ciclos de inoculagao que se mostrou mais eficiente e foi utilizado para todo o restante deste

trabalho.
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Figura 13 - Perfil do crescimento tumoral da linhagem Renca nos camundongos do grupo 2P.

Cada animal estd representado por duas linhas, sendo uma o tumor do flanco esquerdo e

outra do flanco direito

4.2 PADRONIZAGAO DO PROTOCOLO DE ABLAGAO POR RF

Para padronizacdo da terapia ablativa por RF do tumor subcutaneo foi formado um
grupo experimental de 4 animais. Os animais desse grupo receberam uma inje¢do subcutanea
unilateral de 1x10° de células tumorais na regido do flanco lateral direito e foram observados
até o tumor atingir o volume de 0,5cm?3, quando foram submetidos ao procedimento ablativo.
Para isso foi utilizado o gerador de RF RITA 1500X da AngioDynamics. O gerador funciona
transmitindo o sinal de RF para uma agulha de eletrocirurgia estéril (dispositivo
eletrocirargico uniblate) de 1,0 a 3,0 cm e gauge 17, gerando calor. Para que o sinal se
propague pelo corpo do animal é necessario a utilizacdo de um eletrodo de dispersao estéril
(thermopad) onde o animal é posicionado para implantacdo da agulha (Figura 14). O
procedimento foi realizado com os animais anestesiados com o coquetel de cetamina e

xilazina. Os parametros utilizados durante a RF foram 5 W (300 J) por 1 minuto.
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Figura 14 - Imagens representativas do procedimento de radioablagdo: mostrando o gerador de

RF (acima a esquerda), a agulha de eletrocirurgia utilizada no procedimento (abaixo a esquerda) e o animal
anestesiado e posicionado no fluxo laminar para realizagdo do procedimento de radioablagdo com a agulha

inserida no centro do tumor (acima a direita)

A taxa de crescimento tumoral foi homogénea entres os 4 animais. Apds a realizagao
da terapia ablativa o crescimento tumoral foi monitorado sendo observado bloqueio do

crescimento tumoral no animal 2 e 4 e diminuigdo tumoral nos animais 1 e 3 (Figura 15).
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Figura 15 - Crescimento tumoral da linhagem Renca nos camundongos submetidos a RF no

grupo 1R

Para assegurar a morte das células neoplasicas pelo tratamento ablativo, os animais
foram submetidos a resseccdo cirurgica da area submetida a RF em flanco direito para
avaliagdo de tumor residual. O material ressecado foi avaliado pela mesma patologista nao

sendo identificado células tumorais vidveis (Figura 16).
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Figura 16 - Histologia do tumor subcutdneo em flanco direito de animal submetido a RF

exclusiva: observa-se a pele e tecido celular subcutaneo exibindo anexos cutaneos e uma fibrose dérmica de

padrdo cicatricial, associada a um processo inflamatério crénico com reagdo gigantocelular do tipo corpo

estranho. Auséncia de células neoplasicas

Por se tratar de um tumor agressivo e de crescimento rdpido, a regressdao do volume
tumoral associado a avaliacdo histopatolégica com auséncia de células neopldsicas vidveis
indica que o procedimento de radioablagao interrompeu o crescimento tumoral. A figura 17

mostra a evolucdo da lesdo tumoral apds o procedimento de RF.

Figura 17 - Evolucdo da lesdo tumoral apds RF. Imagem A — pré RF. Imagem B — 14 dias apds

procedimento. Imagem C— 21 dias apds procedimento. Imagem D — 28 dias apds procedimento. Imagem E — 35

dias apds procedimento
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4.3 EFEITO DAS TERAPIAS INDIVIDUAIS SOBRE O CRESCIMENTO TUMORAL
PRIMARIO

Para avaliacao do efeito da terapia combinada (imunoterapia sistémica associada a RF)
no crescimento tumoral primario foram utilizados 49 animais atribuidos a um dos trés grupos
de estudo (controle, imunoterapia isolada, RF associado a imunoterapia). Todos os animais
apresentaram crescimento tumoral apds inoculagdo das células tumorais, com inicio do
crescimento a partir do décimo quarto dia do experimento. O tratamento proposto para cada
grupo foi iniciado quando os tumores atingiram o volume alvo de 0,5 cm3. Para isso os animais
foram randomizados nos grupos de estudo sendo o grupo 1 composto por 15 animais e o
grupo 2 e 3 composto por 17 animais cada grupo.

A velocidade de crescimento tumoral foi heterogénea entre os animais, atingindo o
volume alvo para inicio de tratamento em dois picos diferentes com intervalo de uma semana.
As Figuras 18 a 21 ilustram o perfil de crescimento tumoral dos grupos avaliados no periodo

da primeira inoculagao tumoral.
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Figura 18 - Crescimento tumoral individual de cada animal durante a primeira aplicacdo de

células tumorais do grupo 1
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Figura 19 - Crescimento tumoral individual de cada animal durante a primeira aplicacdo de

células tumorais do grupo 2
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Figura 20 - Crescimento tumoral individual de cada animal durante a primeira aplicacao de

células tumorais do grupo 3
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Figura 21 - Média do crescimento tumoral dos grupos 1, 2 e 3 durante a primeira aplicacdo de

células tumorais

Os animais submetidos ao protocolo com imunoterapia isolada apresentaram
tendéncia de uma menor velocidade de crescimento (mm3/dia) do tumor primério que o
grupo controle. Contudo, ndo houve diferenca estatistica entre a velocidade de crescimento
entre esses dois grupos (p = 0,365. Figura 22). O tratamento isolado com imunoterapia ndo
foi suficiente para impedir o crescimento tumoral na fase da primeira inoculagao.

A resposta ao tratamento do tumor primario foi melhor no grupo submetido a RF
associado a imunoterapia. Esses animais foram acompanhados apds inicio do tratamento

combinado sendo que todos apresentaram redugao progressiva do volume tumoral.
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Figura 22 - Velocidade de crescimento do tumor primario do grupole 2

4.4 EFEITO DAS TERAPIAS INDIVIDUAIS SOBRE O CRESCIMENTO TUMORAL
SECUNDARIO E RESPOSTA DE MEMORIA IMUNOLOGICA

Apds o término do tratamento primario os animais foram observados por 2 semanas.
Apenas um animal do grupo 1 apresentou recidiva tumoral em flanco direito. Apds a
reinoculacdo com células Renca, a taxa de crescimento tumoral foi significativamente menor
nos grupos submetidos a intervencdo do que no grupo controle [0,0% vs. 0,0% vs. 73,3%,
respectivamente (Figura 23)]. Apds a reinoculacdo onze animais apresentaram crescimento
do tumor em flanco esquerdo no grupo controle. Ndo houve crescimento de tumor na
topografia de flanco esquerdo apds a reinoculagdo tumoral em nenhum dos animais dos

grupos submetidos a imunoterapia associada a RF ou imunoterapia isolada (Tabela 4).
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Tabela 4 - Recidiva tumoral apds tratamento primario e crescimento tumoral apds segunda
aplicacdo de células neopldsicas nos grupos de estudo

Recidiva Tumoral, Tumor Secundario,
n (%) n (%)

Grupo 1 1(6,66%) 11(73,3%)
(n=15)
Grupo 2 0 (0,0%) 0(0,0%)
(n=17)
Grupo 3 0 (0,0%) 0(0,0%)
(n=17)
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Figura 23 - Curvas de Kaplan-Meier da sobrevida livre de tumor secunddrio comparando os

grupos avaliados

O grupo 1 foi o Unico que apresentou animais com crescimento tumoral apds a
reinoculacdo tumoral em flanco esquerdo. Nesses animais observamos diferenca estatistica
na velocidade de crescimento tumoral (mm?3/dia) entre a primeira e segunda aplicacdo de
células tumorais, sendo menor na reinoculacdo (p = 0,008. Figuras 24 e 25). A andlise
histolégica dos tumores secunddrios demonstrou uma neoplasia com as mesmas

caracteristicas do tumor ressecado em flanco direito (Figura 26).
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Figura 24 - Média do crescimento tumoral dos animais do grupo 1 apds a primeira e segunda

inoculagdes com células tumorais
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Figura 25 - Velocidade de crescimento do tumor durante primeira e segunda inoculacdo no

grupo 1
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Figura 26 - Histologia do tumor subcutaneo em flanco esquerdo de animal submetido a
resseccdo cirurgica exclusiva: observa-se uma neoplasia com as mesmas caracteristicas do tumor
ressecado em flanco direito, indiferenciada, pleomdrfica, com multinucleagdo e inumeras figuras de mitose

atipicas
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5 DISCUSSAO

Desde que a regressdo de metdastases apds terapias ablativas foi observada em
pacientes, pesquisadores vem estudando a resposta imune em modelos animais com objetivo
de desvendar os mecanismos do efeito imunoablativo 17>1891% Nosso modelo de estudo
avaliou o tratamento do tumor primario através da RF associado ao uso de IC. Foi realizado
uma segunda inoculagao em flanco contralateral para avaliar o efeito de memadria imunoldgica
desencadeado pelo tratamento primario. Assim, a segunda aplicacdo de células tumorais em
nosso modelo representa uma recidiva tumoral ou micrometastase nascente que pode se
desenvolver durante o acompanhamento do paciente apds tratamento inicial. Nosso estudo
mostrou que a terapia de combinacdo entre RF e IC, assim como a monoterapia com IC,
produziram imunidade sistémica e rejeicdo do tumor em uma segunda aplicagdo no modelo
murino para CCR com células Renca.

Observamos em nosso modelo ectépico pequenos tumores subcutaneos a partir do
décimo quarto dia do experimento com crescimento progressivo e exponencial com tendéncia
a se tornarem ulcerativos e necrosados, assim como ja descrito por Hillman et al. 1°1. Além
disso, as células implantadas no subcutdneo ndo induziram processo metastatico detectavel.
Em relagdo ao modelo com aplicagao simultanea bilateral de células tumorais nos animais
identificamos uma grande variabilidade do crescimento entre tumores do mesmo animal. Por
esse motivo optamos por ndo utilizar esse modelo de estudo. Apesar disso, esse resultado
sugere que exista alguma influéncia de um tumor sobre o crescimento do tumor contralateral.
Existem relatos na literatura deste fendbmeno em outros modelos tumorais murinos, como o
melanoma B16 %2, Isso também fortalece nossa hipdtese, pois se tumores originados da
mesma célula podem influenciar o crescimento de outro tumor a distancia, o tratamento local
de um tumor pode causar alteragdes no padrao de desenvolvimento de tumores do mesmo
individuo.

Foi observado uma tendéncia de uma menor velocidade de crescimento tumoral
durante a primeira aplicacdo de células tumorais do grupo submetido a imunoterapia isolado
em relacdo ao grupo controle. Contudo essa tendéncia ndo foi estatisticamente significante
em nosso modelo. Apesar disso, outros estudos descreveram a diminui¢cdao do crescimento

tumoral de células Renca utilizando IC. Nesses estudos o inicio do tratamento ocorreu quando
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os tumores apresentavam no maximo 100 mm?3, enquanto em nosso modelo o volume alvo
para iniciar o tratamento foi de 500 mm?3 186193719 |ss0 pode ter contribuido para n3o
identificarmos diferenca estatistica em rela¢do ao crescimento do tumor primario no grupo 1
e 2, podendo significar que carga tumoral ja era muito alta no momento que o tratamento foi
iniciado.

O grupo submetido a terapia combinada com imunoterapia e RF apresentou redugao
progressiva do volume tumoral apds o inicio do tratamento. Esse resultado ja era esperado,
principalmente, em consequéncia do efeito ablativo induzido pela RF que ja é bem
estabelecido. Apesar disso, descrevemos a padronizacdo dos parametros necessarios para
realizacdo do tratamento com RF em um modelo murino ectépico de CCR.

Aintrodugdo e sucesso do tratamento com uso da imunoterapia em varios tumores no
cenario metastatico, principalmente baseada nos inibidores de chekpoint, vem cada vez mais
despertando o interesse para novos estudos com objetivo de induzir respostas imunes
antitumorais e formacdo de uma memdria imunoldgica 7>'7%. Para avaliar a resposta
imunoldgica causada pela crioablacdo Kim et al utilizaram um modelo murino ectdpico. Nesse
estudo foram utilizados 60 camundongos Balb / c que receberam aplicagdo subcutanea com
células tumorais da linhagem RENCA em flanco esquerdo. Esses animais foram submetidos a
crioablacdo ou resseccgao cirdrgica dos tumores. Os camundongos tratados com sucesso foram
submetidos a uma nova aplicagdo com células tumorais da linhagem RENCA apresentando
uma taxa de crescimento do tumor significativamente maior no grupo de excisdo cirurgica do
que no grupo de crioablagdo (94,4% vs. 11,1%, p = 0,001). Além disso uma parcela dos animais
submetidos a crioablacdo foi inoculada com uma linhagem celular indiferenciada de
carcinoma de célon (CT26) em flanco direito. Esse grupo apresentou um crescimento tumoral
em 94,1% dos animais, significativamente maior que o grupo submetido a reaplicacdo com
células RENCA, demonstrando assim que a resposta imunoldgica foi tumor especifica 1°¢. Em
outro estudo, realizado por Kroeze et al. 173, foi avaliado se associacdo da RF combinado com
interleucina-2 induziria uma resposta imune antitumoral forte o suficiente para prevenir a
formacao de metdstases ou diminuir o crescimento de metastases pulmonares estabelecidas.
Foi utilizado um modelo murino ortotdpico de CCR, onde os animais foram tratados através
da associagao de RF e interleucina-2, ablagdo isolada por RF, monoterapia com interleucina-2
ou nenhum tratamento como controle. Os autores concluiram que o tratamento combinado

gerou uma resposta imune antitumoral sistémica ao CCR maior que a monoterapia com
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interleucina-2. As metastases pulmonares foram significativamente menores e apresentaram
menor formac¢do quando usado a terapia combinada. Com o mesmo objetivo O'Shaughnessy
et al. 1> utilizou um modelo murino ortotépico de CCR. O tumor primdrio foi tratado com
associacao de uma terapia ablativa, terapia fotodindmica com alvo vascular (VTP) associado
anticorpos antagonistas de PD1 e PD-L1, VTP apenas, ou uso isolado dos anticorpos
antagonistas de PD1 e PD-L1. Apenas a terapia combinada resultou na regressao do tumor
primario e impediu o crescimento de metastases pulmonares. Em nosso estudo foi utilizado a
RF como fonte de ablagdo dos tumores associada ao uso de IC. Demonstramos que os
tratamentos com RF associado a imunoterapia e a monoterapia com IC apresentaram menor
crescimento tumoral na reaplicacdo quando comparados ao grupo que nado realizou
tratamento. Dessa maneira podemos inferir que existe influéncia desses tratamentos na
formagao de uma memdria imunoldgica. A hipdtese principal de nosso estudo era que o
tratamento com RF pudesse potencializar o efeito dos IC gerando uma resposta imunoldgica
mais eficiente. Contudo, isso ndo foi observado em nosso modelo uma vez que o tratamento
combinado ndo foi superior a monoterapia com IC no que diz respeito a formacdo de tumores
apos a reinoculacdo das células tumorais. Ao contrdrio dos nossos resultados, os estudos
citados acima apresentaram uma melhor resposta com o uso da terapia combinada, terapia
ablativa mais imunoterapia. Contudo foi utilizado um modelo de estudo diferente do nosso,
o modelo ortotdpico, que sabidamente gera metdstases espontaneas. A literatura ndo dispde
de dados avaliando se o local de implantagdo das células tumorais pode afetar a resposta
imunolégica, podendo isso ser um motivo da diferenga dos resultados apresentados. Apesar
disso, nossos resultados reforcam que a imunoterapia gera uma resposta imune efetiva
prevenindo a formag¢ao de tumores quando os animais sao submetidos a uma segunda
inoculacdo com células tumorais, simulando uma recidiva tumoral. Dessa maneira, esses
dados fornecem embasamento para utilizacdo da imunoterapia como um possivel tratamento
adjuvante apds terapia primdaria no CCR em pacientes com alto risco de recidiva. Atualmente
ndo existe um tratamento com eficacia comprovada nesse cendrio. Como ja discutido existem
estudos em andamento avaliando o papel dos IC como terapia adjuvante, que devem ter seus
resultados apresentados nos proximos anos.

Os animais do grupo controle foram os Unicos que apresentaram crescimento tumoral
na primeira e segunda aplicacdo de células tumorais. Nosso estudo identificou um

crescimento de tumor secundario em 73,3% dos animais do grupo controle. Como ja discutido,
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Kim et al. 1°¢ identificou crescimento tumoral durante a segunda aplicacdo de células tumorais
em 94,4% dos animais submetidos apenas a ressecc¢ao cirurgica. Quando avaliamos o perfil da
velocidade de crescimento tumoral na primeira e segunda inoculagao de células Renca do
grupo 1, observamos que a velocidade de crescimento foi menor na segunda aplicacdo do que
na primeira. Apesar da resseccao cirurgica isolada nao ter sido suficiente para prevenir o
crescimento de tumores secundarios, a abordagem contribuiu para diminuir a taxa de
crescimento desses tumores. Isso reforca a hipdtese de que diferentes tratamentos podem
induzir respostas imunoldgicas com potencial maior ou menor de alterar o desfecho clinico.
Reforcamos que este é um ensaio-piloto evidenciando a importancia da resposta
imunoldgica na evolucdo da neoplasia renal. Demonstramos que a utilizacdo da imunoterapia
isolada e a associacdo de imunoterapia com RF resultaram em um menor crescimento de
tumor secundario. Dessa maneira dados pré-clinicos adicionais explorando o mecanismo dos
efeitos desses tratamentos sdo necessarios. Na pratica clinica esses dados sugerem um
possivel beneficio do uso de IC como tratamento adjuvante em pacientes com alto risco de
recidiva tumoral apds tratamento primario, cendrio onde atualmente ndo hd um tratamento
bem estabelecido. Além disso, a utilizacdo da RF como potencializador da resposta imune em
pacientes em tratamento com imunoterapicos ndo é uma constancia, apesar de alguns relatos
de casos destacarem o efeito abscopal da associacdo do tratamento ablativo com
imunoterapia. Acreditamos que ainda s3do necessdrios maiores estudos para
compreendermos melhor esse efeito e sobretudo identificar qual paciente terd maior
beneficio com esse tipo de tratamento. Dessa maneira o presente estudo serve como estimulo

a manutencdo da linha de pesquisa para futuros estudos com desenho estatistico estruturado.
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CONCLUSOES

Os animais submetidos ao tratamento do tumor primario com imunoterapia associado
a RF, assim como a monoterapia com imunoterapia, apresentaram menor crescimento

tumoral quando submetidos a segunda inoculacdo de células tumorais.

A monoterapia com IC ndo foi capaz de alterar o crescimento do tumor primario.

A terapia com RF associada a imunoterapia influenciou significativamente as taxas de

crescimento do tumor primario.
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