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RESUMO

Este artigo refere-se a uma revisdo sobre o carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescogo (HNSCC), o qual estd envolvido em cerca de 90% dos canceres de cabeca e pescoco,
originado do revestimento escamoso da superficie das mucosas do trato aerodigestivo superior,
inc?uindo cavidade oral, faringe, laringe e trato sinonasal. Atualmente, o HNS%C apresenta-se
como o sexto tipo de cancer mais comum no mundo, sendo que apenas 50% dos pacientes
permanecem vivos por 5 anos, apo6s o diagndstico. Devido a sua distribuicdo acelerada e alta
prevaléncia, este tipo de cancer tornou-se, nas ultimas décadas, uma das principais ameacas
para a saude publica. Seu desenvolvimento e progressdo vem ganhando um destaque especial,
considerando-se as novas descobertas relacionadas a instabilidade no cerne da gendmica e
epigendmica, metabolémica, remodelamento celular e fatores de risco associados, principal-
mente com o envolvimento de infecgdes virais e, mais recentemente, aos aspectos imunoldgicos
inerentes a0 microambiente tumoral (TME), principalmente o perfil celular (fibroblastos asso-
ciados ao cancer, linfocitos T reguladores, linfocitos e macrofagos com perfil imunossupressor
Th2 e M2, respectivamente e neutrdfilos associados ao tumor) e o perfil humoral (quimiocinas,
citocinas imunossupressoras tais como TGF-B, IL-13, IL-10, proteinas responsaveis pela quebra
da matrix extracelular-metaloproteases e fatores que contribuem para o desenvolvimento e
progressdo tumoral mediados pela angiogénese, tais como EGF e VEGF). Nos proximos anos, a
compreensdo da imunobiologia do HNSCC sera paralelamente acompanhada de importantes
avancos na detec%éo precoce de pacientes de alto risco, baseada na identificacdo de biomarca-
dores, na manipulagdo do sistema imune e na compreensdo da farmacogendmica. Estratégias
baseadas na imunoterapia, as quais tém sido utilizadas com sucesso em diversos tipos de cancer,
podem contribuir positivamente para a reeducacéo de alguns componentes do microambiente
e reduzir as graves consequéncias associadas a este tipo de malignidade.

Descritores: carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC); microambiente
tumoral; imunoterapia

ABSTRACT

This article refers to a review about head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), which
involves about 90% of all head and neck cancers, originated from the squamous lining of the upper
aero digestive tract, including the oral cavity, pharynx, larynx and sinonasal tract. Currently, it is
known as the 6th most common cancer in the world and only 50% of patients will remain alive for
5 years post-diagnosis. Due to its accelerated spreading and its high occurrence, this kind of cancer
has become, in the last decades, one of the major threats to public health. Its development and
progression has been gaining special attention, considering the new findings associated to the core
Instability of %enetic and epigenetic, metabolomics, cellular remodeling and associated risk factors,
especially with the involvement of viral infections and, more recently, to the immunological aspects
inherent from the tumor microenvironment (TME) particularly cell profiles (fibroblast associated
with cancer, regulatory T cells, lymphocytes, and macrophages with immunosuppressive profile Th2
and M2, respectively, and neutrophils associated with tumor) and humoral profile (chemokines, im-
munosuppressive cytokines such as TGF-B, IL-13, IL-10, proteins responsible for the breakdown of
extracellular matrix- metalloproteinase and factors that contribute to the development and tumor
progression mediated by angiogenesis, such as EGF and VEGF). In the upcoming years, understanding
the immunobiology of head and neck squamous cell carcinoma will be accompanied simultaneously
by important advances in the early detection of high-risk patients, based on the identification of bio-
markers, on the manipulation of the immune system and on the understanding of the pharmacoge-
nomics. Strategies based on immunotherapy, which have been successfully used in numerous types
of cancer, can contribute positively to the rehabilitation of some microenvironment components and
reduce the serious consequences associated with this type of malignancy.

~ Descriptors: head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC); tumor microenvironment;
immunotherapy
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RELEVANCIA CLINICA

Abordar o papel do microambiente tumoral no contexto do
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC)
e as futuras estratégias terapéuticas que podem ser uteis para a
melhora clinica dos pacientes, aumento da sobrevida e possivel
erradicacdo da mesma.

INTRODUCAO

0 céncer de cabeca e pescoco refere-se a um grupo de can-
ceres biologicamente similares, os quais afetam principalmente
os labios, cavidade oral (boca), cavidade nasal, faringe, laringe e
seios paranasais.' E considerado um dos canceres mais agressivos
e invasivos. Histologicamente, cerca de 90% de todos os casos de
cancer de cabeca e pescoco caracterizam-se como carcinomas de
células escamosas de cabeca e pescoco (HNSCC).? Os principais
sitios anatdmicos acometidos nesse grupo de neoplasias consti-
tuem a cavidade oral (mucosa bucal, gengiva, palato duro, lingual
e assoalho de lingua); a faringe (orofaringe, nasofaringe e hipo-
faringe); a cavidade nasal e os seios paranasais; a laringe glotica,
supragldtica e glandulas. Cerca de 40% das lesdes ocorrem na ca-
vidade oral, 15% na faringe, 25% na laringe e os 20% restantes
estdo distribuidos nos demais sitios.> Apesar do amplo espectro
das abordagens terapéuticas, incluindo a quimioterapia pré ou
pos-operatoria efou radioterapia associada a cirurgia reconstru-
tiva, pacientes com HNSCC ndo obtém melhora significativa e a
sobrevida apos 5 anos de diagndstico ainda nao € satisfatoria.*
Os insucessos dessas estratégias baseiam-se principalmente na
reincidéncia loco regional ou devidos as constantes metastases
em linfonodos cervicais, marca registrada deste tipo de cancer.®
Historicamente, a alta taxa de reincidéncia local levou a criacdo
em meados dos anos de 50, dos termos conhecidos como con-
denagdo da mucosa ou campo de cancerizacdo. Estes conceitos
nao so evidenciaram a dificuldade do tratamento, mas também
enfatizaram a complexidade com que o HNSCC se desenvolve.® Fe-
notipicamente, o HNSCC exibe um perfil agressivo de malignidade
caracterizado principalmente pelo extensivo potencial de invasao
aos tecidos adjacentes e sitios de metastases para orgaos distantes
mesmo em estagios precoces. Aproximadamente 560.000 novos
casos de HNSCC e cerca 300.000 mortes sdo reportadas anual-
mente em todo o mundo.® E amplamente aceito que a presenca
de metdstases linfaticas tornou-se um fator de progndstico nega-
tivo para pacientes com HNSCC.? Com o intuito de determinar o
estagio da progressao, o desenvolvimento tumoral e as estratégias
terapéuticas a serem abordadas no futuro, dados clinicos radio-
logicos, parametros histologicos e marcadores moleculares sdo de
fundamental importancia para a caracterizagdo do HNSCC. Como
resultado, varios marcadores moleculares mostram-se caracteriza-
dos e associados a esta neoplasia.

As alteracdes iniciais nas células epiteliais nos casos de HNSCC
sao primariamente resultantes da transformacdo celular associa-
das as propriedades quimicas do tabaco, alcool e mais recente-
mente pela associacdo de virus oncogénicos, tais como HPV (Papi-
loma virus humano) principalmente HPV16, HPV18, pela acdo das
proteinas E6 e E7 além do HPV 31.%° Dentre as alteragdes candnicas
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neste tipo de cancer perfis mutacionais sdo resultantes da alte-
racdo da expressao e funcionalidade do gene TP53. Este padrdo
molecular esta alterado em cerca de 50% das lesdes pré-malignas
e malignas." Este perfil mutagénico esté altamente associado com
maiores niveis de agressividade e piores prognosticos', sendo que
95% dos pacientes resistentes a radioterapia desenvolvem este
perfil.”® Além disso, a alteragdo neste gene implica em um desba-
lanco metabolico tumoral contribuindo com o aumento da glico-
lise e 0 metabolismo oxidativo, fatores que auxiliam a lesdo celu-
lar."* Além do gene p53 demais genes tais como NOTCH1, EGFR,
CDKN2a, STAT3, ciclina D1, proteina do retinoblastoma, p16, p27,
p21WAF1/CIP1T e CYP1A1 mostram-se alterados em pacientes
com HNSCC."” As ultimas décadas contribuiram muito para a com-
preensdo da biologia do cancer e principalmente quanto aos me-
canismos envolvidos na iniciagdo, desenvolvimento e progessao
tumoral. Para que ocorra a tumorigénese, varios fatores séo in-
dispensaveis, podendo-se destacar: 1) potencial replicativo imor-
tal; 2) producdo de fatores de crescimento; 3) insensibilidade aos
fatores anti-crescimento; 4) habilidade de evadir dos mecanismos
intrinsecos da apoptose; 5) angiogénese; 6) invasdo e metdstase.'®

Apesar dos avangos nas ferramentas de biologia molecular e a
compreensao da instabilidade genética em pacientes com estdgios
avangados de HNSCC, recentes estudos revelam que ndo ha uma
diferenca significativa nos acumulos de mutagdo de pacientes
com ou sem envolvimento metastdtico. Estas evidéncias indicam
que ha outras modificagdes em questdo do que os eventos de mu-
tacao propriamente ditos. Assim, a contribuicdo em favor das me-
tastases oriundas nesses pacientes € uma constante alteracdo no
comportamento das células tumorais e as interagdes com diversos
componentes do estroma no microambiente."”

Neste cenario, um dos aspectos mais relevantes ¢ de que for-
ma o sistema imunologico, seus produtos e demais células ndo
tumorais podem contribuir de maneira direta com o desenvolvi-
mento e progressao do cancer. Damos o nome de microambiente
do cancer ou simplesmente microambiente tumoral, o conjunto de
células ndo-tumorais presentes no proprio tumor que de alguma
maneira fornecem aporte para o desenvolvimento e progressao
do mesmo. Fazem parte deste contexto os fibroblastos, células do
sistema imune e seus produtos além de células que compdem o0s
vasos sanguineos. Ele também inclui as proteinas produzidas por
todas as células presentes no tumor que suportam o crescimento
das células tumorais. Nesse artigo iremos abordar o papel do mi-
croambiente tumoral no contexto do carcinoma de células esca-
mosas de cabeca e pescoco (HNSCC) e as futuras estratégias tera-
péuticas que podem ser uteis para a melhora clinica dos pacientes,
aumento da sobrevida e possivel erradicacao da mesma.

REVISAO DE LITERATURA

Microambiente e mecanismos de imunoedicdo em pacien-
tes com HNSCC

A compreensao do envolvimento do sistema imunologico e do
cancer é recente. Lloyd J. Old'®, considerado o pai da imunologia
tumoral foi o primeiro pesqusiador a levantar questées imunoldgi-
cas relacionadas ao cancer na década de 50. Na célebre obra intitu-
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lada "Effect of Bacillus Calmette Guérin infection on transplanted
tumours in the mouse” os autores introduziram um novo conceito
ao associar a BCG, um método de imunizacéo contra a tuberculose,
como uma via inespecifica de gerar uma reposta contra os tumo-
res — estimulagdo do sistema imune via componentes bacterianos
contra a resisténcia do crescimento e desenvolvimento tumoral.
A partir dai, conceitos sobre imunovigilancia e imunogenicida-
de foram ganhando relevancia cientifica nos anos subsequentes.
Infelizmente, muito desses conceitos foram sendo abandonados
principalmente com o advento da gendmica e uma possivel cura
baseada na expressao génica de pacientes com cancer. Atualmente
a expansao de conceitos inerentes ao sistema imune e sua corre-
lacdo com o prognostico de pacientes com cancer vem crescendo
exponencialmente e hoje, tratado como indispensavel. Os ultimos
quinze anos foram muito importantes para a compreensao da
importancia do sistema imune e sua relacao direta com o cancer,
principalmente pelos experimentos de meta-analise e experimentos
realizados em uma diversidade de modelos experimentais deficien-
tes para células e moléculas chaves da resposta imune, tais como
linfocitos T e B, granzimas e perforinas, anticorpos, citocinas tais
como IFN-y e TNF-q, fatores de transcricdo tais como STAT-1, NFAT,
Ap-1, Eomes, Ki67 dentre outros. Estes dados em conjunto revela-
ram que o sistema imune €, de fato, indispensavel para proteger
contra o desenvolvimento de canceres induzidos por carcin6genos
quimicos e tumores primarios. Estas hipoteses tornaram-se fato
quando populagdes especificas de linfocitos T foram encontradas
nos infiltrados celulares nas regides intratumorais de determinados
tumores solidos. No entanto, esses mesmos resultados levantaram
uma questdo impar: por qual razdo organismos com sistemas imu-
nes eficientes e responsivos falham em responder especificamente
contra os mais variados tipos de cancer? Surge entdo o conceito de
imunoedicao, ou seja, mecanismos liderados pelas proprias células
tumorais capazes de subverter a resposta imune levando a exaustao
e inatividade. Por essa razdo, o cancer ndo pode ser definido apenas
como um conjunto de massa provinciana oriunda de um perfil ce-
lular transformado que adquiriu o carater de malignidade ao longo
do tempo mas sim como um complexo celular com perfil transfor-
mado capaz de induzir a produc¢do de fatores autdcrinos capazes de
recrutar e subverter células que auxiliam em seu desenvolvimento
e progressao, principalmente células do sistema imune além de um
arsenal especifico de estratégias capazes de ludibriar e inativar su-
cessivas tentativas de resposta imune especifica. As interacoes en-
tre células malignas e ndo transformadas criam o que chamamos
de microambiente tumoral (TME). As células ndo-malignas do TME
tém uma funcéo dindmica e muitas vezes induzem fases subsequ-
entes da carcinogénese.’® Essa comunicagdo é impulsionada por
uma rede complexa e dinamica de citocinas, quimiocinas, fatores
de crescimento, enzimas histoliticas, proteinas pro-inflamatorias
e remodeladoras da matrix extracelular as quais sédo capazes de
modular diretamente o desenvolvimento tumoral. Dentre os prin-
cipais componentes do microambiente podemos citar: Linfocitos T
e B, macrofagos associados ao tumor (TAM), células Natural Killer
(NK) e Natural Killer T (NKT), células mieloides supressoras (MDSC),
células dendriticas, fibroblastos associados ao tumor (CFA), neutrd-
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filos associados ao tumor, células endoteliais vasculares, linfaticas e
pericitos, além dos fatores secretados tais como: metaloproteases
(MMP2, MMP9, MMP13), radicais de oxigénio (ROS), fator de cre-
scimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento fibroblastico, quimioci-
nas (CXCL8, CXCL1), citocinas (IL-10, IL-13, IL-12, TGF-B, TNF-a, IL-1,
GM-CSF, IL-4, IL-6) e enzimas histoliticas (proteases, colagenases,
hialuronidades e elastases).” Poucos trabalhos ainda configuram no
papel do microambiente tumoral, porém uma qualidade cientifica
revela que o microambiente esta marcantemente envolvido no de-
senvolvimento e progressdo de pacientes com HNSCC, assim como
na aquisicao de resisténcia as diversas estratégias de quimioterapia.
Diversas evidéncias ainda apontam para os efeitos imunomodula-
dores em pacientes com HNSCC principalmente no que se refere
a imunoedicao do TME. A figura 1 sumariza os eventos do TME em
pacientes com HNSCC.

Fibroblastos

Fisiologicamente, o revestimento escamoso da mucosa no trato
aerodigestivo € organizado em distintos compartimentos: camada
superior de células epiteliais escamosas ou respiratorias diferencia-
das, uma camada epitelial basal, a membrana basal subjacente e a
camada estromal. Os fibroblastos séo abundantes no estroma e séo
elementos primarios na secrecao de proteinas estruturais, tais como
coldgeno e laminina, além de produzirem citocinas e sinais paracri-
nos. Os fibroblastos associados ao tumor (CAFs) no microambiente
do HNSCC sdo os mais criticos, distribuidos como fibroblastos fenoti-
picamente alterados e participam ativamente do processo de tumo-
rigénese promovendo crescimento e metastases.® Mutacées no gene
TP53 em células de HNSCC favorecem o recrutamento e a migracdo
de CAFs para o microambiente tumoral enquanto a expressao intac-
ta do mesmo gene fornece sinais supressores para esta migracao. Os
CAFs estdo diretamente envolvidos com o desenvolvimento do HN-
SCC através da expressdo de proteinas contrateis as quais sdo ativa-
doras de seu fendtipo transformado, apresentando frequentemente
um acumulo de actina do musculo liso alfa (a-SMA), caracteristico
da diferenciagdo miofibrastica (MF).?* No microambiente do HNSCC,
os fibroblastos associados ao tumor adquirem o fenotipo MF e estao
associados com uma densa deposicéo de coldgeno e desmoplasia
estromal. A resposta a esta desmoplasia € considerada um marca-
dor especifico da progressdo do cancer, uma vez que a Secrecao e
reestruturagdo das proteinas ECM (proteinas da matriz extracelular)
direcionam a invasao celular por vias proteoliticas, além de estimu-
larem a criagdo de cursos para a degradagdo independente da pro-
teolise. Fibroblastos sdo especializados para exercerem estas tarefas
e, assim, podem contribuir para a degradagdo e rearranjo de uma
variedade de proteinas da matriz extracelular, incluindo colageno
tipo | e IV, laminina e fibronectina.?" A expressdo da integrina a6
¢ outro marcador na caraterizacdo de CAFs no microambiente do
HNSCC, uma molécula critica na adeséo e sinalizacdo celular. Esta
integrina ¢é responsavel pela ligacdo dos CAFs na membrana basal,
principalmente pela conexdo com a laminina, e € capaz de induzir a
degradacdo da mesma mediada pela proteolise. Diversos trabalhos
evidenciam que os CAFs fornecem sinais pré tumorigénicos favore-
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FIGURA 1

Microambiente tumoral e fatores que contribuem para a progressao e desenvolvimento do HNSCC.
Legenda: DC - células dendriticas; TAM - macréfagos associados ao tumor; Treg - células T reguladoras; MDSC - células mieloides supressoras; CTNH -
células transformadas em condicées de normoxia; CTPH - células transformadas em condi¢oes de hipoxia; FBST - fibroblastos; NK - células Natural Killer

cendo um aumento no desenvolvimento e na progressdo do HNSCC,
através da estimulacdo da proliferagdo de células tumorais e por
contribuirem com a angiogénese, potencial migratorio e invasivo.
Além disso, CAFs podem modular a sensibilidade a uma série de dro-
gas e este fato poderia explicar a resisténcia de células resistentes as
diversas estratégias quimioterapicas.”?

Infiltrado de células T

A resposta imune contra tumores solidos pode ser evidencia-
da pelos mecanismos de imunovigilancia - presenca do infiltrado
de células T (TIL). No entanto, as neoplasias sdo caracterizadas por
possuirem um microambiente altamente supressivo, o qual impede,
em um primeiro momento, ndo so6 a fungdo das células T efetoras,
como também promove crescimento, migragdo e invasao de células
tumorais. Muitos casos de sucesso hoje alcangados pelas estraté-
gias terapéuticas se devem ao fato da elucidagdo do microambiente
tumoral e uma resposta imunoldgica pré-existente, capaz de po-
tencializar os efeitos da quimioterapia e radioterapia. Os linfécitos
infiltrantes do tumor geralmente representam uma resposta imune
especifica do hospedeiro dirigido contra antigenos expressos nas
células do tumor. Em particular, linfocitos T citotdxicos CD8+ (CTL)
sao considerados como sendo as principais células efetoras dirigidas
contra células tumorais. Esta nocdo € suportada pela observacao
de que TIL citotoxicos é um indicador de progndstico positivo em
certos carcinomas, enquanto que células T reguladoras infiltrantes
tumorais (Treg) estdo associadas com progndstico desfavoravel. Em
casos avangados de HNSCC ¢ possivel observar que ha uma reducdo
significativa dos linfocitos citotdxicos especificos e um aumento dos
linfécitos T reguladores com perfil imunossupressor. Strauss et al.
(2007) demonstraram através da andlise de linfocitos T infiltrantes
de pacientes com HNSCC assim como de PBMC no sangue periférico
um aumento significativo na expressdo de uma populacdo impar de
linfocitos T reguladores CD4+ CD25+ Foxp3+ secretando IL-10 e
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TGF- B1.23 Além disso, outros fatores contribuem para com o per-
fil imunossupressor em pacientes com HNSCC no microambiente
tumoral, como por exemplo: auséncia ou reducdo da expressdo de
moléculas chaves tais como CD3q, redugdo da proliferacdo e ina-
tivagdo especifica de linfocitos efetores, desbalanco do perfil de
citocinas que favorecem a expanséo clonal de linfécitos T CD8+,
inducdo da apoptose mediada pela expressao de Fas, reducédo da
expressdo de moléculas de MHC de classe | devido o aumento da
producdo de gangliosideos, aumento da expressdo de checkpoints
tais como CTLA-4 e PD1 - além da expressdo de seus ligantes tais
como PD-L1 e PD-L2. A evasdo tumoral pode ocorrer através da
expressao elevada de PD-L1.24 Recentes estudos indicam que PD-L1
¢ expresso em 50% a 60% dos casos de HNSCCs e que a infiltragdo
do tumor por células T reguladoras positivas para a expressao de
PD-1 podem ser mais comum para os casos relacionados ao HPV do
que aos demais fatores. Jie et al. (2015) observaram um aumento na
expressdo de CTLA-4 e PD-1 em células Treg intratumorais quando
comparadas as amostras de sangue periféricos correspondentes a
27 pacientes com HNSCC. Estes dados apoiam fortemente a ideia da
possivel inibicdo futura destes checkpoints via imunoterapia.”® Con-
siderando que HNSCC expressam moléculas inibidoras do sistema
imunologico e secretam fatores supressores, torna-se indispensavel
o desenvolvimento de protocolos multiespectrais, a fim de avaliar o
carater imunologico do microambiente tumoral, a partir de técnicas
de imunohistoquimica, imunoflourescéncia e citometria de fluxo.

Células dendriticas (DC)

Células dendriticas sdo essenciais para a geracao de uma re-
sposta imune especifica € de memoria, principalmente por serem
capazes em reconhecer antigenos oriundos de HNSCC, processar,
apresentar e serem fundamentais na maturagdo do repertdrio de
células T. Porém, quando estas células sdo expostas a concentragdes
de TGF-B e IL-10, fornecidas no TME de pacientes com HNSCC, sdo
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capazes de induzir a tolerdncia imunoldgica periférica e a diferen-
ciacdo de linfocitos T CD4+ em células T requladoras.® Infelizmente,
a heterogeneidade e numero de subpopulacées de DC envolvidas no
HNSCC cria dificuldades na obtencdo de dados concisos.

Macréfagos

Macrofagos pertencem a linhagem mieloide da diferenciacéo
do sistema imune, e estes, sdo caracterizados por participarem
ativamente das respostas imunes em relagdo a endocitose de mi-
cro-organismos assim como debris celulares. Também podem ser
encontrados como fazendo parte do microambiente tumoral con-
tribuindo principalmente para a progressao tumoral e metastase
em nivel de linfonodos. Macréfagos associados aos tumores (TAM)
estdo presentes em uma variedade de tumores e sdo comumentes
encontrados em pacientes com HNSCC e podem ser classificados
como macréfagos pro-inflamatorios (M1) e supressores (M2). Sabi-
damente, M1 contribuem com respostas imunes anti-tumorais, via
producdo de uma série de citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-
12,1L-23 e IFN-y, ao passo que macrofagos M2 podem ser encontra-
dos distribuidos proximos ao endotélio vascular e sdo caracterizados
pela producéo de fatores pro angiogénicos e uma série de citocinas
anti-inflamatorias tais como IL-10 e TGF-B. Os macrofagos M2 tam-
bém estdo relacionados com o remodelamento tecidual, além de
inibirem os efeitos citotoxicos mediados pelos M1.” Lago Costa et
al. (2013) demonstraram um aumento no perfil de macréfagos pro-
duzindo TGF-B no TME. Além da producéo deste perfil de citocinas,
esta populacdo de macréfagos foi capaz de secretar ROS, RNS e pro-
staglandinas, todas relacionadas em contribuir com a inflamacéo e
tumorigénese.”® TAMs em pacientes com HNSCC também séo ca-
pazes de produzir MIF (fator inibidor da migracdo de macrofagos),
uma citocina inflamatdria que estimula a quimiotaxia de neutrofi-
los. MIF recruta neutrdfilos aos sitios tumorais via CXCR2, em um
mecanismo claramente envolvido na migracéo e invasividade. Além
disso, esses neutrdfilos podem contribuir para a progressao tumo-
ral principalmente pela indugdo da angiogénese via MMP9, VEFG e
HGF. TAMs ainda contribuem com o crescimento, desenvolvimento,
migracéo e invasdo de células de HNSCC por secretarem EGF. Curio-
samente, células de HNSCC aumentam o recrutamento, a diferen-
ciacéo e a proliferacdo de macrofagos no TME por secretarem CFS-1.
Em resposta a secrecdo de fatores paracrinos, TAMs sdo capazes de
desenvolver podossomos, 0s quais sdo capazes de auxiliar as células
tumorais no rompimento da membrana basal e acesso ao endotélio
vascular ou rede linfatica. Estes podossomos sao formados na borda
das células moveis, contribuindo para a motilidade celular e adesao
via ECM. Além disso, estas estruturas podem conter MMP’s, inclu-
indo MMP-2, MMP-9 e MMP-MT1, contribuindo para a degradacao
proteolitica e a reorganizacdo do ECM. Por fim, TAMs secretam um
fator quimiotatico conhecido como MIP-3q, capaz de induzir a mi-
gracdo e invasao de células neoplasicas no contexto HNSCC.®

Células supressoras mieléides (MDSC)

Células supressoras mieloides (MDSC) foram descritas em
sangue periférico, tecido linfoide e TEM e desempenham papel
fundamental na atividade imunossupressora de varios tipos de
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cancer, incluindo HNSCC. MDSC circulantes associados aos esta-
gios avancados de HNSCC (estagios Ill e IV) estdo sendo frequ-
entemente identificados e, assim, representam uma populacao
chave no microambiente para este tipo de neoplasia. Dunddel
et al. (2013) avaliaram MDSC de pacientes com HNSCC a partir
do infiltrado tumoral, ganglios linfaticos e sangue periférico. Nos
trés compartimentos avaliados houve uma reducéo significati-
va na atividade de linfocitos T independentemente de antigenos
tumorais, demonstrando que esse perfil de células MDSC foi ca-
paz de limitar uma resposta imune direcionada contra células T.
Interessantemente, em todos esses compartimentos um aumento
significativo na expressao de STAT-3 fosforilado com atividade de
arginase | também foi evidenciado. Além disso, a direta supressao
de células T mediada pelas MDSC também pode ser caracteriza-
da pela diferenciacio e expansao de células T reguladoras CD4+
CD25+ Foxp3+ dependente ou independente de TGF-B.*° MDSCs
sao capazes de suportar neoangiogénese, o crescimento tumoral
e metastases. Estas células produziem VEGF (fator de crescimento
endothelial vascular), bFGF (fator de crescimento de fibroblastos
e HIF-1 (fator inductor de hypoxia 1) além do TGF-B, e a MMP9,
ja descritos anteriormente, os quais promovem neoangiogénese e
criam um ambiente pré-metastatico.”

Células Natural killer (NK) e Natural killer T (NKT)

Células Natural killer (NK) sdo um elemento chave do sistema
imunoldgico inato nas respostas contra células neoplasicas, prin-
cipalmente por apresentarem sua capacidade citotdxica a células
que reduzem a expressdo de moléculas tais como MHC de classe |,
um evento conhecido como missing self. Afim de avaliar os niveis
de células NK em sangue periférico Accomando et al. (2013) ava-
liaram 122 pacientes com HNSCC e observaram uma drastica re-
ducéo dos niveis de células NK.*? Pouco se sabe sobre a biologia e a
participacdo de células NK no microambiente tumoral, assim como
no sangue periférico. Células NKT também parecem desempen-
har um importante papel nas repostas imunologicas em pacientes
com HNSCC, principalmente mediante as respostas via glicosideos
e CD1d. Apesar de sua biologia ser pouco compreendida, ao que
tudo indica, baixos niveis de NKT predizem um pior progndstico
aos pacientes com HNSCC.®

INVASAO MEDIADA PELAS CELULAS DE HNSCC

O primeiro passo necessario para transpor a barreira imposta
pelas membranas bioldgicas € o rompimento da membrana basal. A
progressao, o desevolvimento e a invasao tecidual de células oriun-
das do HNSCC necessitam de (1) motilidade, (2) alteragéo do perfil
de aderéncia e (3) remodelamento da matriz extracelular. Fisiologi-
camente, a membrana basal ndo atua somente como uma estru-
tura fisica de células epiteliais capaz de delimitagdo e permeabili-
dade seletiva, mas também fornece sinais paracrinos que afetam
0 comportamento cellular, tais como diferenciacdo e migracdo. A
maior parte desses elementos inclui coldageno tipo IV e fibronectina,
0s quais se mostram desregulados em HNSCC. As metaloproteases
(MMP’s) sdo os representantes mais importantes de um grupo de
enzimas proteoliticas utilizadas pelas células de HNSCC para degra-
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dar a matriz extracelular e iniciar o processo de invasdo. Dentre as
MMP’s mais estudadas no microambiente do HNSCC estdo MMP-2,
MMP-9 e MT-MMP. As duas primeiras sao gelatinases e se destacam
pela degradagdo do colageno do tipo IV e por fazerem parte do pro-
cesso mais critico na ruptura da membrana basal, com aumento das
MMP-2 e MPP-9, intrinsicamente envolvidas nos processos de me-
tastases e pior prognostico em pacientes com HNSCC*® Estrutural-
mente, a MMP-9 é mais complexa e capaz de degradar uma série de
substratos, incluindo elastina, fibrina, laminina, gelatina e coldgeno
do tipo IV, V, Xl e XIV. Anteriormente aos estudos do microambiente
tumoral, as MMP foram inicialmente atribuidas como sendo pro-
duzidas somente pelas células tumorais, porém, com o advento da
imunobiologia dos tumores, hoje sabemos que estas enzimas podem
ser oriundas dos CAFs, neutrdfilos e macréfagos do TME. Uma vez
que as células oriundas do HNSCC atingem o sangue ou vasculatura
linfatica, estas células devem sobreviver em circulacao até que elas
atinjam nodulos linfaticos ou outros locais metastaticos. Embora
pouco elucidado até o momento, sdo denominadas células tumorais
circulantes (CTC’s). A quantidade de CTC nos casos de HNSCC au-
menta significativamente na fase IV, correlacionando-se diretamen-
te com o aumento das metastases e inversamente com a qualidade
da resposta terapéutica e sobrevida. Infelizmente, CTC’s de HNSCC
ainda ndo estdo bem definidos, porém, podem ser caracterizados
tipicamente como células que expressam moléculas epidérmicas
(EpCAM), citoqueratina 8 (CK8), CK18 e CK19. Krishnamurthy et
al. (2014) demosntraram que a citocina IL-6 foi responsavel pelo
aumento da sobrevivéncia e auto-renovagdo de uma populacdo de
células caracterizadas como CD44 high ALDH high (aldeido desi-
drogenase), potencialmente CTC's e essa mesma populacdo foi re-
sponsavel pelo crescimento tumoral e mestastases em modelos de
xenotransplante. Além disso, essa populacdo celular mostrou-se re-
sistente a indugdo da morte mediada por cisplastina.** Uma vez que
este perfil de células é capaz de induzir a proliferacdo de células de
HNSCC e, consequentemente, de mestastases, novos alvos terapéu-
ticos podem ser criados a fim de reduzir esta populacédo de células
ou inibicdo especifica de componentes nestas células.

IMUNOTERAPIA PARA HNSCC

Uma vez que tumores primdrios detectados precocemente sao
removidos ou regredidos via radioterapia com sucesso, pacientes
com HNSCC com carater invasivo e mestastatico ndo possuem a
mesma eficacia no carater terapéutico. Uma vez que o microam-
biente tumoral foi fortemente caracterizado como uma das prin-
cipais formas de subversdo de células tumorais frente ao sistema
imune e seu desenvolvimento e progressdo se tornam embasados
nesse TME, estratégias que visam em um primeiro momento alte-
rar o perfil do TME e assim induzir uma resposta imune mais avida
e de memdria contra o cAncer comegaram a ser levantadas. Como
vimos até aqui, diversas evidéncias demonstram que individuos
com HNSCC possuem um desbalango no perfil de citocinas, dis-
fungdo de células T e demais células do sistema imune, marcadores
celulares, apresentagdo de antigenos e fatores de crescimento os
quais, em conjunto, corroboram para o perfil de imunosupressao
associado a progressdo, desenvolvimento e frequentes metastases.
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Além disso, o microambiente associado a HNSCC revelou papel
critico para a sua progressao, em pacientes com HNSCC. Essas re-
centes descobertas tém provocado um interesse crescente voltado
a imunoterapia, como uma estratégia potencial de tratamento de
HNSCC, tornando a imunoterapia uma realidade. Nos Estados Uni-
dos, o FDA (Food and Drug Administration) vem aprovando uma
diversidade de estratégias imunoterapéuticas e somente no ano
de 2015, 18 diferentes estratégias capazes de modular ndo s6 o
microambiente tumoral de diversos tipos de cancer, mas também
em induzir uma resposta avida contra eles, foram aprovadas. A
imunoterapia foi considerada como o grande avanco da Medicina
nos ultimos anos e no tratamento de pacientes com cancer. De-
terminados antigenos estdo sendo amplamente estudados, como
potenciais alvos na criagdo de imunizacdes utilizando células
dendriticas para pacientes com HNSCC em diversos estagios, tais
como MUC-1, EGFR, RAGE, GAGE, NY-ESO-1 e CEA. Além disso,
os bloqueios de determinados receptores (antagonistas) e estimu-
lagdo (agonistas), mediante anticorpos monoclonais, estdo sendo
amplamente utilizados em ensaios clinicos. Como exemplos destas
terapias destacam-se: o bloqueio dos inibidores de checkpoints
(checkpoints inhibitors), tais como PD-1 (Nivolumab e Pembro-
lizumab) e seus ligantes (PD-L1 e PD-L2) e CTLA-4 (Ipilimumab),
anti-EGFR (Cetuximab e Nimotuzumab), anti-EpCAM (Catumaxo-
mab), agonistas de moléculas coestimuladoras tais como 0X40,
vacinas baseadas em peptideos especificos, capazes de estimular
uma resposta especifica, terapia baseada em citocinas, tais como
GM-CSF, IL-2, IL-12 e IFN-y, inibidores de MDSC, terapias baseadas
em CAR’s (Chimeric Antigen Receptors) e virus recombinantes, ca-
pazes de produzir GM-CSF e transferéncia de células T adotivas.®®

CONSIDERACOES FINAIS

Pacientes com HNSCC, além de apresentarem um desbalango nos
mecanismos celulares e controles do ciclo e comportamento celular
apresentam, concomitantemente, falhas importantes em seu sistema
imune, incluindo os mecanismos efetores das respostas imunes celular
e humoral. As atuais terapias para pacientes com HNSCC carecem de
eficacia e ainda podem conduzir a efeitos secundarios graves. A imu-
novigilancia € uma estratégia evolutiva em constante permuta, permite
que o sistema imunoldgico possa reconhecer e responder a neoplasias
- um conjunto de alteracdes celulares que culminaram de uma alte-
racdo genética efou epigenética e conquentemente metabolica. Qu-
alquer alteragdo que se afaste do padrdo de normalidade € passivel de
eliminacao por esse sistema. Essas alteragdes influenciam no comporta-
mento celular e a resultante deste processo direciona-se a expressao de
diversos receptores celulares, sinais de transducéo e sintese de proteinas,
capazes de estimular o crescimento desse novo perfil celular e sustentar
o seu desenvolvilmento. A partir dos antigenos associados aos tumores
(TAA), células especializadas, conhecidas como células apresentadoras
de antigenos (APC’s), sdo capazes de reconhecer, processar e apresen-
tar antigenos derivados desses tumores para um brago da imunidade
conhecida como adaptativa e, assim, delinear um perfil de resposta
baseado em morte celular especifica (especificidade) e a longo prazo
(memdria). Este fato explica a razdo de alguns tumores ndo evoluirem,
caracterizados como regressores espontaneos. Atualmente, sabe-se que
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o conjunto celular presente no ambiente tumoral (microambiente), aqui
apresentado em carater descritivo, desempenha um papel fundamen-
tal no desenvolvimento, progressao e metastase de diversas neoplasias
malignas, especialmente o HNSCC.

A imunoterapia pode contribuir, potencialmente, para evitar os
efeitos secundarios associados com a quimioterapia tradicional e
induzir uma memoria imunoldgica que conduz a eficacia de longa
duragdo. A estimulag¢do immune, visando antigenos tumorais de HN-
SCC e desenvolvimento de vacinas, pode fornecer opcdes terapéuticas
para o futuro. Assim, esta técnica pode interferir nesse contexto e al-
terar o curso e o desenvolvimento dos pacientes com HNSCC, poden-
do ser usado em carater monoterapico ou como adjuvante de outras
formas terapéuticas, como quimioterapia e radioterapia. A imunolo-
gia de tumores vém crescendo rapidamente e novas moléculas vem

sendo descobertas. Estas por sua vez, auxiliam na compreenséo de
respostas imunes frente as neoplasias. Ha uma necessidade de novas
abordagens terapéuticas para pacientes com HNSCC, visto que nos
ultimos anos nenhum progresso efetivo pode ser visto em relacédo a
sobrevida desses pacientes (Figura 2). Neste sentido, a imunoterapia
pode ser um forte candidato para tal abordagem. No entanto, estudos
clinicos testando a eficacia de algumas abordagens tém deixado a
desejar, quando comparado com ensaios clinicos para outros canceres
solidos, como mama, pulmao e colorretal. Estes insucessos podem ser
atribuidos as caracteristicas aqui apresentadas, como 0 microambien-
te tumoral, estratégias de inibi¢do da resposta immune, devido aos
inibidores especificos e perfil imunossupressor. Sabemos que a pre-
senca de linfocitos T CD8+ especificos apos o tratamento com inibi-
dores de checkpoint aumenta a eficacia da resposta imune, além da

Estratégias
unoterapéuticas

FIGURA 2
Capacidades bioldgicas inerentes ao HNSCC e possiveis estratégias terapéuticas.

A) Indugio da sinalizacdo proliferativa; B) Evasdo dos mecasnismos supressores; C) Destruicdo e inativacdo das respostas imunes efetoras; D) Cascata de oncogenes; E)
Inflamag&o e progressdo tumoral; F) Invasdo e mestastases; G) Angiogénese; H) Instabilidade genética; I)Resisténcia de morte celular; J) Desbalango energético. Todas essas
capacidades bioldgicas podem ser atualmente alvo dirigidas, contribuindo para o sucesso terapéutico. Utilizagdo de inibidores da EGFR (A), Inibidores das quinases dependentes
de ciclina (B), utilizagdo de anticorpos monoclonais e estratégias imunoterapéuticas aqui destacadas (C), Inibidores da telomerase (D), drogas com peril anti-inflamatorio (E),
Inibidores de HGF/c-met (F); Inidiores da sinalizagdo mediada por VEGF (G), Inibidores de PARP (H), drogas indutoras da apoptose (1) e Inibidores da via glicolitica (J)

Infiltrado de células T CD8+ no microambiente tumoral HNSCC

Infiltragdo Difusa de TIL CD8+

CD3/Pan-CK/CD8+/DAPI

Auséncia de TIL CD8+

CD3/Pan-CK/CD8+/DAPI

FIGURA 3
A presenca de linfocitos T CD8+ especificos para antigenos de HNSCC podem ser indicadores de sucessos terapéuticos quando o microambiente ¢ avaliado
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sobrevida de pacientes com HNSCC (Figura 3). Assim, novas moléculas
tém sido testadas, como possiveis alvos da imunoterapia (Quadro 1),
sendo as mais recentes: 4-1BB, GITR, ICOS, TIM-3, LAG-3 e CD28, além

dos fatores de transcricdo Eomes, T-bet, BLIMP-1 e c-myc. Estas es-
tratégias tornam-se ainda mais promissoras quando acompanhadas
pelos avangos da imunobiologia e da biologia do HNSCC.

TABELA 1
Recentes estratégias terapéuticas em Imunoterapia (clinical trials) para pacientes portadores de HNSCC

Vacina baseada em
células dendriticas

Vacina baseada em
células dendriticas

Alvo LMP-1

MAGE-A3 + HPV16 Troiano Fase | .
Estudos pré-clinicos

Multiplos peptideos
(LYBK, CDCAT1, IMP3) Fase Il

Epstein Barr
Estudos pré-clinicos

Peptideos derivados de p53 Fase | Alvo CS,PGT4.
Estudos pré-clinicos
NY-ESO-1 Fase | Alvo CEA
Estudos pré-clinicos
HPV-DNA Fase | Alvo MUC-1
Estudos pré-clinicos
REFERENCIAS

Bloqueio dos inibidores de

checkpoints e seus ligantes 2 L RIS SHCE
Anti-PD-1 .
Nivolumab Fase Il Cetuximab Fase llI IL-12 Fase Il
Anti-PD-1
Pembrolizumab Fase Il Nimotuzumab Fase || IL-2 Fase Il
Anti-CTLA-4 ) IL-2 + GM-CSF
Fase | Estudos-pré clinicos
Anti- PD-L1 :
Estudos pré-clinicos IFN-y Fase Il
Anti-PD-L2

Estudos pré-clinicos
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