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RESUMO

As células CAR-T sao linfécitos geneticamente modificados para
reconhecerem um espectro amplo de antigenos de superficie celulares.
Além disso, atacam células tumorais malignas, que expressam esses
antigenos, por meio da ativagio da coestimulagio citoplasmadtica,
secrecao de citocinas, citélise de células tumorais e proliferacio de
células T. O objetivo desse estudo é abordar a imunoterapia com células
CAR-T, a fim de explicar seu conceito, processo de fabricagao e papel no
tratamento de neoplasias hematoldgicas e tumores sélidos. Foi realizada
uma revisao através do portal PubMed, utilizando como descritores:
“car-t cell therapy” e “neoplasms”, determinados com base nos “Descritores
em Ciéncias da Saude”. Foram obtidos, inicialmente, 10 artigos, os
quais foram lidos integralmente para a confeccao dessa revisao. Além
disso, foram adicionados 3 ensaios clinicos atualizados sobre o tema.
Na terapia com células CAR-T, as células T sdo coletadas do paciente,
geneticamente modificadas para incluir receptores de antigeno especificos
e, posteriormente, expandidas em laboratdrios e transfundidas de volta
para o paciente. Assim, esses receptores podem reconhecer células
tumorais que expressam um antigeno associado a um tumor. A terapia
com células CAR-T ¢ mais conhecida por seu papel no tratamento de
malignidades hematoldgicas de células B, sendo a proteina CD19 o
alvo antigénico mais bem estudado até o momento. Entretanto, estudos
estdo sendo feitos para verificar a eficdcia desse tratamento, também, em
tumores sélidos. Portanto, apesar de inicialmente ser indicada apenas
para um grupo seleto de pessoas, essa terapia tem demonstrado grande
potencial para atuar em um espectro maior de pacientes.
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ABSTRACT

The CAR-T cells are lymphocytes genetically modified to recognize
a broader spectrum of cell surface antigens. In addition, they attack
malignant tumor cells, which express these antigens, by activating
cytoplasmic co-stimulation, cytokine secretion, tumor cell cytolysis and
T cell proliferation. The aim of this study is to address immunotherapy
with CAR-T cells, in order to explain its concept, manufacturing process
and role in the treatment of hematological neoplasms and solid tumors.
This is a literature review conducted through the PubMed portal, that
uses the terms "car-t cell therapy" and "neoplasms" as descriptors,
determined based on the DeCS (Descritores em Ciéncias da Saiide). To
prepare this review, initially 10 articles were found and read in full. In
addition, 3 updated clinical trials on the subject were added. For CAR-T
cell therapy, T cells are collected from the patient, genetically modified to
include specific antigen receptors, and later expanded in laboratories and
transfused back to the patient. Thus, these receptors can recognize tumor
cells that express a tumor-associated antigen. CAR-T cell therapy is best
known for its role in the treatment of B cell hematological malignancies,
with the CD19 protein being the most studied antigenic target to date.
However, studies are being conducted to verify the effectiveness of this
treatment, also, in solid tumors. Therefore, despite being formulated
only for a selected group of patients, this therapy has great potential to

act on a broader spectrum of patients.

Keywords: CAR-T Cell Therapy; Neoplasms; Immunotherapy.

INTRODUCAO

Apesar do rdpido desenvolvimento da ciéncia e do
surgimento de novas tecnologias na drea da satide, a terapia
tumoral é ainda uma questao de dificil manejo. Terapias
convencionais, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia
podem fornecer beneficios a curto prazo, mas possuem
efeitos colaterais devido a sua invasividade e biotoxicidade.
Além disso, a resisténcia a maltiplas drogas quimioterdpicas
e as diversas toxicidades da radioterapia limitam seus efeitos
curativos. Nesse contexto, as imunoterapias despertam o
interesse de vérios pesquisadores'.

Dentre as imunoterapias tipicas, incluem-se: linfécitos
infiltradores de tumor (TILs), células T com receptores de
células T (T'CR) produzidos e células T com receptores
antigénicos quiméricos (CAR). Destas, a imunoterapia
com células CAR-T tem recebido considerdvel atencio nas
dreas de pesquisa, pois apresenta uma grande eficicia no
tratamento de cAnceres, especialmente nas malignidades
hematolégicas de células B'? Entretanto, nos tumores
sélidos, ha uma dificuldade no reconhecimento das células
cancerigenas pelo CAR, devido a sua alta heterogeneidade
fenotipica, dentre outros fatores'.
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Até recentemente, a terapia com células CAR-T estava
disponivel apenas para um grupo seleto de pacientes com
malignidades hematoldgicas avancadas. Embora o uso desse
tratamento emergente tenha sido, até agora, amplamente
restrito a pequenos ensaios clinicos, seu avanco foi seguido
com grande interesse por pesquisadores e clinicos’.

Um CAR ¢é um tipo de receptor geneticamente
construido'?, composto por quatro partes. A primeira ¢
uma regido de reconhecimento de antigeno extracelular com
fragmentos varidveis de cadeia tnica (scFvs), que derivam
de anticorpos monoclonais (mAb) antigeno-especificos e
reconhecem e se ligam a antigenos especificos relacionados
ao tumor, independente da restri¢io molecular do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC). A segunda ¢
uma 4rea de haste (dobradica) extracelular que normalmente
consiste de regides de fragmento cristalizével (Fc) ou da
regido espagadora do CD4 e CDS8. A terceira ¢ uma regio
transmembrana que normalmente deriva do CD8, CD3-(,
CD4, OX40 e H2-K’. A quarta é uma cauda sinalizadora
intracelular, que inclui o componente transdutor de
sinal do receptor de célula T (TCR)%. O design do CAR

e sua estrutura tém evoluido com o tempo, de modo que
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existem agora quatro gerages utilizadas na prética clinica,
que variam entre si quanto & composicio dos dominios de
co-estimulagio®*.

Sendoassim, as células CAR-T sdo linfécitos geneticamente
modificados para reconhecerem um espectro mais amplo de
antigenos de superficie celulares, incluindo glicolipidios,
carboidratos e protefnas. Além disso, atacam células tumorais
malignas, que expressam esses antigenos, por meio da ativacao
da coestimulagio citoplasmdtica, secregio de citocinas, citélise
de células tumorais e proliferacio de células T*5. E essencial
para o desenvolvimento de uma célula CAR-T bem-sucedida,
que o alvo escolhido possibilite a identificagio de um antigeno
associado a0 tumor, além de estar praticamente ausente nas
células normais e superexpressado nas células malignas, de
maneira a minimizar efeitos téxicos em tecidos normais (off’
target)®.

O estudo teve como objetivo abordar a imunoterapia
com células CAR-T, a fim de explicar o seu conceito, o
seu processo de fabricacio e o seu papel no tratamento de
neoplasias hematolégicas e tumores sélidos, por meio de
uma revisio bibliogréfica das publicagoes mais recentes sobre
o assunto, de maneira a contribuir e incentivar a expansao
das pesquisas sobre essa promissora terapia.

METODOS

Foi feita uma revisdo de literatura na qual realizou-se
uma pesquisa bibliografica e transversal por meio do portal:
PubMed (National Center For Biotechnology Information),
em que foram utilizados como descritores os termos “car-r
cell therapy” e “neoplasms’, determinados com base na
biblioteca virtual de satde DeCS (Descritores em Ciéncias
da Satide). A busca foi restrita a artigos completos gratuitos,
para que apenas os resultados que apresentassem ambos os
termos no titulo ou no resumo do artigo fossem incluidos.
Dessa forma, foram obtidos, inicialmente, 10 artigos, os
quais foram lidos integralmente para a confec¢io dessa
revisio. Além disso, foram adicionados 3 ensaios clinicos
atualizados sobre o tema.

REesurrapos E DIscussAO

O processo de fabricacio se inicia com a coleta de
leucécitos nio estimulados via leucaférese de grande
volume®’. A separacio das células T pode ser alcancada de
vérias maneiras, sendo algumas delas, a remocao de glébulos
vermelhos e contaminantes de plaquetas pelos gradientes de
densidade, a divisio das células por tamanho e densidade,
e a eliminagio de mondcitos e isolamento de linfécitos®.
As células sao, entdo, transferidas para uma instalacio
de processamento celular de enriquecimento, onde sio
incubadas, geralmente, com vetores virais que codificam o
CAR, os quais entram nas células T e introduzem o RNA
do mesmo. Esse RNA ¢ transcrito reversamente em DNA,
que se recombina no genoma da célula T, o que resulta
na incorporagio permanente do gene CAR’. Os vetores
lentivirais fornecem um perfil de integracdo gendmica mais

seguro do que 0s gama-retrovirais e, portanto, tém sido
comumente utilizados em ensaios clinicos de terapias com
células CAR-T>.

Embora os vetores lentivirais tenham exibido esses
recursos atraentes, apresentam acessibilidade complicada
e cara. Por essas razoes, pesquisadores tém procurado por
métodos de transferéncia génica mais acessiveis, sendo que
os elementos transponiveis (transposons) oferecem uma
alternativa com um vasto potencial para a terapia com células
CAR-T. O transposon sleeping beauty (SB), um dos sistemas
de transferéncia de genes nao virais mais explorados para
a fabricagio do CAR, tem mostrado eficiéncia compardvel
com os vetores virais, oferecendo uma alternativa vélida para
a transferéncia de genes*.

Apés a transferéncia génica, as células T modificadas
pelo CAR sio, entdo, expandidas ex vivo e preparadas
como um produto de infusio intravenosa farmacéutica’.
Apbs a coleta de sangue e a fabricagio do produto de célula
CAR-T especifico para o paciente, as células sio congeladas
e entregues ao centro de tratamento, onde sdo, entdo,
descongeladas e infundidas no paciente’. Geralmente,
o tempo entre a leucaférese ¢ a administragio de células
CAR-T ¢ de aproximadamente 4 a 5 semanas, sendo que o
processo do encaminhamento até a infusdo no paciente pode
levar até 2 meses. Portanto, durante este periodo, visando
a minimizagio da velocidade de progressio da doenca e a
manutengio da condigio geral do paciente, costuma-se
realizar quimioterapia linfodepletora’.

Em resumo, as células T sio coletadas do paciente
e geneticamente modificadas para incluir receptores de
antigeno, que combinam o fragmento varidvel de cadeia
tnica de um anticorpo com os dominios de sinalizagio
intracelular. Assim, eles podem reconhecer células tumorais
que expressam um antigeno associado a um tumor. As células
CAR-T projetadas sio entdo expandidas em laboratério e
transfundidas de volta para o paciente’.

A terapia com células CAR-T ¢é mais conhecida por
seu papel no tratamento de malignidades hematoldgicas
de células B. A CD19, uma proteina de superficie expressa
na maior parte dos linfécitos da linhagem B e ndo expressa
em outros tecidos normais, é o alvo antigénico mais
bem estudado de antigenos hematoldgicos associados a
malignidade. A terapia com células CAR-T especificas
para CD19 tem demonstrado grande eficiéncia em induzir
remissdes durdveis de vdrias malignidades hematolégicas,
incluindo a leucemia linfobl4stica aguda (LLA), a leucemia
linfobl4stica crénica (LLC), ambas neoplasias malignas

178 e os

de células hematopoiéticas de linhagem linfoide
linfomas nao-Hodkins (LNH), que sio neoplasias malignas
que acometem o tecido linfético de maneira diversa (células
B, células T e células natural killer)’>. Em 90% dos casos da
LLA, em mais de 50% dos casos das LLC! e em 40 a 58%
dos casos de LNH, houve remissao completa dos sintomas’.

Além disso, tem-se discutido a respeito de novos
antigenos candidatos promissores para o tratamento
do mieloma multiplo (MM) refratdrio/recidivante com
células CAR-T, como por exemplo: o antigeno de cadeia
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leve Kappa, o CD38, o CD138, o SLAMF7, o GPRC5D
e o antigeno de maturagio de célula B. O MM ¢ uma
neoplasia de células B com uma variedade de manifestagoes
clinicas e um progndstico muito ruim e, apesar da terapia
com células CAR-T ter demonstrado ser promissora para o
seu tratamento, alguns desafios devem ser superados como,
por exemplo, a redugio da toxicidade causada pelo efeito off’
target. Apesar de ainda nio haver terapia com células CAR-T
licenciada para pacientes com MM, aqueles pré-tratados
intensamente, inelegiveis para transplante ou recidivados
precocemente, podem se beneficiar desse tratamento®.

Unm efeito colateral quase inevitdvel da imunoterapia com
células CAR-T é a sindrome da liberagio de citocinas (CRS),
também conhecida como “tempestade de citocinas”, a qual
estd relacionada ao processo inflamatdrio sistémico induzido
pela reacio entre as células CAR-T infundidas e os antigenos-
alvo. A apresentagio da CRS pode variar desde uma sindrome
semelhante & gripe, autolimitada, até uma disfuncio de
multiplos érgaos que, sem uma intervencio imediata e
tratamentos intensivos de suporte, pode levar o paciente a
morte. A toxicidade da CRS geralmente se desenvolve dentro
da primeira semana apés a infusio de células CAR-T? e atinge
seu pico dentro de 1 a 2 semanas, coincidindo com a expansio
méxima iz vive das células T°. Quando severa, pode ser
necessdria a utilizagao de vasopressores, ventilagdio mecinica,
antiepilépticos ¢ hemodidlise. Um indicador confidvel da
severidade da CRS ¢é a proteina C-reativa (PCR)". Atualmente
os pesquisadores podem controlar a maior parte dos casos de
CRS com anticorpo anti-interleucina 6, como o tocilizumab,
aprovado em 2017 pelo Food and Drug Administration (FDA)
para o tratamento de CRS induzido por terapia CAR-T"3?.

Também em 2017, apoiando-se nos resultados de
seguranga e eficicia do ensaio clinico ZUMA-1 (Tabela
1), o FDA aprovou o uso do axicabtagene ciloleucel para
o tratamento de adultos portadores de LNH de células B
recorrente ou refratdrio®. J4 em 2021, os resultados do
ensaio clinico ZUMA-3 (Tabela 1) culminaram com a

aprovacio do uso de brexucabtagene autoleucel (KTE-X19)
para o tratamento de adultos portadores LLA de linhagem B
recidivada ou refratdria, sendo a primeira terapia com células
CAR-T para essa doenga''. Atualmente, o ensaio clinico de
fase 3 TRANSFORM, com previsio de término para o final
de 2023, estd avaliando se o uso de lisocabtagene maraleucel
em adultos com LNH de células B de alto grau recorrente
ou refratdrio ¢ tio seguro e eficaz quanto altas doses de
quimioterapia e transplante de células tronco'2.

Apés o sucesso da terapia com células CAR-T em
malignidadeshematoldgicas, mais pesquisas témsido feitas para
estender esse tratamento a outras neoplasias, como os tumores
s6lidos’. No entanto, dentre as dificuldades encontradas para
sua utilizagdo, incluem-se: a auséncia de alvos antigénicos
especificos de tumores sélidos, a heterogeneidade desses
tumores e a hostilidade do microambiente (imunossupressor)
tumoral as células T, dificultando a infiltragio e persisténcia
dessas células nesses tecidos por tempo suficiente para gerar
uma resposta eficiente’.

Apesar das dificuldades, a terapia com células CAR-T
tem alcangado resultados promissores para tipos especificos
de tumores sdlidos, como por exemplo, o cincer de pulmao
de células nio pequenas, o mesotelioma pleural maligno, o
colangiocarcinoma, o cAncer ovariano epitelial, o glioblastoma
e os sarcomas. No entanto, alguns pontos-chave devem
ser considerados para traduzir o sucesso da terapia com
células CAR-T para tumores sélidos, como, por exemplo, a
descoberta de um antigeno especifico, a fabricagio de células
CAR-T com receptores para multiplos antigenos, a adaptagio
das células T frente a hostilidade do microambiente tumoral®.
Acredita-se que fatores soldveis imunossupressores desse
ambiente, como o fator de transformagio de crescimento 3
(TGF-P), sejam responsdveis pela inibi¢ao da resposta imune
celular. Espera-se que a combinagio do bloqueio do receptor
TGF-P com a terapia com células CAR-T resulte em melhores
resultados para os pacientes oncolégicos®.

Tabela 1. Principais dados clinicos referentes a0 ZUMA-1 e ZUMA-3.

ZUMA-1"°

ZUMA-3"

Medicamento testado Axicabtagene ciloleucel

Medicamento testado Brexucabtagene autoleucel

Nimero de pacientes

Nimero de pacientes

tratados 101 (fase 2) tratados >5
Tempo de 25,7-28,8 meses Tempo de 13,8-19,6 meses
acompanhamento acompanhamento

Completa: 58%
Parcial: 25%
Doenca permaneceu
estdvel: 10%
Doenga progressiva: 5%
Naio acessados: 2%

Tipo de resposta

Remissio completa (RC): 56%
RC com recuperagio
hematolégica incompleta: 15%
Medula 6ssea apldsica ou
hipoplasica livre de blastos: 7%
Sem resposta: 16 %
Resposta desconhecida ou nao
avalidvel: 5%

Tipo de resposta

Fonte: tabela feita pelos préprios autores baseada nos dados dos ensaios clinicos ZUMA-1 e ZUMA-3.
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Outro grande desafio da terapia com células CAR-T a
ser vencido ¢ a sua acessibilidade. Nos Estados Unidos da
América (EUA), o custo total do tratamento da LLA de
células B, considerando o produto e as despesas das medidas
de suporte necessérias, ¢ de cerca de 1 milhdo de délares’.

CoONCLUSAO

A terapia com células CAR-T era, inicialmente, indicada
apenas para um grupo seleto de pacientes com neoplasias
hematoldgicas avancadas. Entretanto, essa terapia tem
avangado e demonstrado grande potencial para atuar em
um espectro cada vez maior de pacientes. Com relagdo as
malignidades hematolégicas, a terapia com células CAR-T
especificas para CD19 demonstrou especial eficicia na
inducio de remissoes durdveis na LLA, LLC e LNH. Além
disso, novos antigenos tém sido estudados para o tratamento
do MM refratdrio/recidivante com células CAR-T; entretanto,
a intensa ativacdo imune caracteristica dessa terapia deve ser
gerenciada adequadamente para permitir o seu uso clinico
bem-sucedido, pois pode apresentar repercussdes graves.
Por outro lado, os resultados em cAnceres sélidos nio foram
homogéneos com relagio a sua eficicia até o momento,
j& que a terapia para esses tumores é mais complicada do
que para as neoplasias hematolégicas e, apesar de existirem
alguns casos de remisso tempordria dos tumores sélidos, a
sua aplicacdo clinica enfrenta algumas dificuldades técnicas,
como a hostilidade do microambiente tumoral, bem como
poderia se beneficiar do desenvolvimento de solugoes mais
econdmicas para esse tipo de terapia.
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