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EPIGRAFE

“Em certo sentido, a doenga so passa a existir quando
decidimos de comum acordo que ela existe — percebendo-

’

a, dando-lhe nome e respondendo a ela.’

- C. E. Rosenberg

“Quem ndo tem formagdo em quimica ou medicina talvez
ndo perceba quao dificil é a questdo do tratamento de
céancer. E quase — ndo tanto, mas quase — tdo dificil como
descobrir um agente capaz de dissolver a orelha esquerda,
por exemplo, e deixar a orelha direita intacta. Tdo pequena
¢ a diferenca entre a célula cancerosa e seu ancestral

normal.”

- William Woglom

“Matar uma célula cancerosa numa proveta ndo é tarefa
particularmente dificil: no mundo quimico abundam
venenos malévolos que, mesmo em quantidades
infinitesimais, podem despachar uma célula cancerosa em
minutos. O problema é encontrar um veneno seletivo — uma

’

droga que mate o cancer sem aniquilar o paciente.’

- Siddhartha Mukherjee



RESUMO

A terapia com células T do receptor de antigeno quimérico (CAR-T cells) ¢ um tipo de
tratamento imunoterapico contra o cincer, que envolve a modificacdo genética das células T
autologas do paciente para expressar um CAR especifico para um antigeno tumoral, seguido de
expansdo celular ex vivo e reinfusdo de volta ao paciente. Embora as CAR-Ts represente um
grande avango no tratamento do cancer e alcancou um sucesso sem precedentes em
malignidades  hematoldgicas, especialmente em  malignidades de células B
recidivantes/refratarias (R/R), seu sucesso em tumores solidos ¢ bastante limitante devido a
fatores como o microambiente tumoral altamente imunossupressor, baixa infiltracao das CAR-
Ts, toxicidades. Nesta revisdo sistematica, avaliamos testes clinicos de CAR-Ts para diferentes
tumores com o objetivo de analisar os recentes avangos nesse tipo de tratamento. Foram
consultados bancos de dados como CAPES database, web of Science e Pubmed através de
palavras-chaves como “Immunotherapy” AND “CAR T cells” e “Solid tumors” AND “CAR T
cells”. Alguns critérios de inclusdo foram estabelecidos como: a publicagdo dos artigos deveria
ser entre os anos 2015-2021, e deveriam ser pesquisas clinicas disponiveis e publicadas em
inglés. Critérios para ndo-inclusdo consistiam em artigos de revisdo e testes pré-clinicos.
PRISMA systematic review for clinical trials foi utilizado para implementar a escrita do
presente trabalho, os sites do clinicaltrials.gov e fda.gov auxiliaram nas analises relacionadas
aos aprimoramentos de células CAR-T. Um total de 1.188 artigos foram obtidos, nos quais 14
contemplaram os critérios de inclusdo e serviram como base para as analises da efetividade,
seguranga e limitagdes das CAR T-cells. Embora o nimero amostral apresentou-se pequeno,
manteve-se coerente com o observado na literatura cientifica. Fatores criticos para ativacao das
CAR-Ts e resisténcia ao tratamento foram identificados, incluindo concentragao de células T,
carga de doenga/antigeno, terapias anteriores e efeitos Cytokine-Release Syndrome/Immune
effector Cell-Associated Neurotoxicity Syndrome (CRS/ICANS). O aprimoramento das CAR-
Ts ¢ de fundamental importancia para amenizar os efeitos CRS/ICANS, evitar a morte do
paciente, e sobrepor os desafios apresentados no tratamento de tumores sélidos. Uma ampla
variedade de estratégias para células CAR-Ts tem sido desenvolvida e incorporada para atingir
esses objetivos e, com sucesso, vem sendo testadas na pratica clinica. O presente estudo reitera
o grande potencial das células CAR-Ts no tratamento de tumores, mesmo com a ocorréncia de

algumas limitacdes.

Palavras-Chaves: Imunoterapia, CAR-T, tumores.



ABSTRACT

Chimeric antigen receptor T cell therapy (CAR-T cell therapy) is a type of immunotherapy for
cancer treatment that involves genetically modifying the patient's own T cells to express a
specific CAR for a tumor antigen, followed by ex vivo cell expansion and reinfusion into the
patient. Although CAR-T cells represent a major advance in cancer treatment and have achieved
unprecedented success in hematological malignancies, especially in relapsed/refractory B-cell
malignancies (R/R), their success in solid tumors is quite limited due to factors such as the
highly immunosuppressive tumor microenvironment, low CAR-T cell infiltration, and
toxicities. In this systematic review we evaluate the recents CAR-T cells clinical trials tested
for different malignancies to overview recent advances in cancer immunotherapy using this
approach. We sourced CAPES database, web of science and Pubmed through the following
keywords: “Immunotherapy” AND “CAR T cells” and “Solid tumors” AND “CAR T cells”.
Some criterions was established to compose this review as the articles had to be published
between 2015 and 2021, it must be clinical trials researchers available and published in English
language. Review and pre-clinical research articles are both excluded. PRISMA systematic
review for clinical trials was consulted and followed to help the discussion and data
presentation, and research website, as clinicaltrials.gov and fda.gov, as well as recent pre-
clinical improvement CAR T cells were incorporated into the discussion. We obtained 1.188
articles, which 14 met inclusion/exclusion criteria and discussed CAR design, T cell production,
and toxicities. Sample size is small but consistent with others reviews. Determinant factors for
CAR-T activation and resistance to treatment were identified, including T cell concentration,
disease/antigen burden, prior therapies, and CRS/ICANS adverse. Our study has shown that
CAR-T cells have a great potential in threatening malignance, even some toxicities may occur.
The CAR-T improvement must be continuous to ameliorate the Cell-Associated Neurotoxicity
Syndrome/Immune effector Cytokine-Release Syndrome (CRS/ICANS) or even patient’s death,
as well as overcome the solid malignance resistance. Several CAR-T cells strategies have been
incorporated and developed to reach this goal and successfully has been tested into clinical

practice. This evidentiates the high potential of this immunotherapy approach against cancer.

Keywords: Immunotherapy, CAR-T, tumors.
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1. INTRODUCAO

Os canceres sdo um conjunto no qual varios tipos de doengas estdo inclusas, e que tem sido
um dos maiores desafios para tratamento e cura. De maneira geral, podem ser divididos em
duas categorias principais: tumores hematologicos ou liquidos para descrever os varios tipos de
Linfomas e Leucemias; e tumores solidos que atingem os 6rgaos. Linfoma de Nao- Hodgkin
(NHL) ¢ a malignidade hematoldgica mais comum no mundo e abrange mais de 40 subtipos
diferentes, sendo os mais comuns: linfoma folicular indolente (FL) e linfoma difuso de grandes
células B agressivo (DLBCL) (THANDRA et al., 2021). Dados retirados do Globocan indicam
que houveram 544.352 novos casos de NHL ao redor do mundo. De acordo com a classificagao
da Organizagdo Mundial da Saude (WHO), trata-se do cancer mais comum em paises
ocidentais, representando cerca de 31% do total de canceres reportados em adultos (THANDRA
et al., 2021). Sua incidéncia ¢ mais comum em homens com idade superior a 65 anos
descendentes de europeus e hispanicos (THANDRA et al., 2021). Dentre os fatores associados
com o risco de um individuo desenvolver NHL encontram-se desordens imunologica,
medicamentos, infecg¢des, estilo de vida, raga, historico familiar, dentre outros. Ademais,
obesidade tem sido elencada como um fator de risco para o desenvolvimento de DLBCL
(ARMITAGE et al., 2017), cuja doenga ¢ a mais comum e possui uma das mortalidades mais
altas, dentre os canceres NHL, ao redor do mundo (CAMICIA; WINKLER.; HASSA., 2015).
Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL) ¢ o cancer mais comum em pacientes pediatricos, sendo
responsavel por cerca de um terco das malignidades reportadas (GREAVES., 2018). ALL
incluem um niimero de subtipos de malignidades hematologicas definidas pela linhagem celular
acometida, como linfocitos B ou Ts, status de diferenciacao e genética (GREAVES., 2018).
Ademais, esses subtipos de ALL diferem nas idades dos pacientes acometidos, nas respostas
clinicas observadas e possuem etiologias diferentes (GREAVES., 2018). Diferentes analises
indicam, fortemente, uma associacao de varios casos de leucemias como tendo etiologias pré-
natais, como detec¢des de translocacdes cromossdmicas, particularmente ETV6-RUNXI1
(TEL-AML1) podendo ser detectadas no corddao umbilical anos antes das manifestacoes
clinicas de leucemia, o que sugere um processo de leucemogénese envolvendo vérias etapas
(INABA & MULLIGHAN., 2020). Ademais, ha fortes evidéncias para a mutagdo anterior
citada e a formagdo do rearranjo KMT2A4 no utero (INABA & MULLIGHAN., 2020). A
leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL) ¢ a forma mais comum dentre os ALL,
correspondendo a cerca de 20 subtipos de malignidades hematoldgicas e que possuem

prevaléncia variada de acordo com a idade do paciente. Adicionalmente, possuem expressao
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génica divergente entre os subtipos e sdo iniciadas por trés tipos principais de mutacdes:
aneuploidias cromossomicas, rearranjos que desregulam oncogenes ou formam fatores de
transcrigdo quiméricos e mutagdes pontuais (INABA & MULLIGHAN., 2020). Cada tipo de
mutacado e sua frequéncia varia de acordo com os subtipos, e irdo afetar especificamente algum
passo do desenvolvimento linfocitario, regulacao do ciclo celular, genes de ativacao e regulagao

da cromatina (INABA & MULLIGHAN., 2020).

Tais canceres hematoldgicos, descritos previamente, tém sido curados com tratamentos
convencionais, dentre os quais moléculas capazes de impedir o progresso do cancer,
quimioterapia, radioterapia e transplante de medula 6ssea. Este ltimo sendo a ferramenta
imunoterdpica mais promissora ¢ aplicada no tratamento para canceres hematologicos, no
entanto possui uma grande limitacdo que consiste em achar individuos que sejam haplo-
idénticos. Dessa forma, torna-se necessario a procura e desenvolvimento de novas ferramentas
imunoterapicas que visem combater de maneira efetiva e a longo prazo esse tipo de doenga
(YANG et al., 2023). No entanto, esse entendimento ¢ desenvolvimento de imunoterapias s6
foi possivel devido ao reconhecimento de que o progresso do cancer € nosso sistema imune
estavam diretamente correlacionados e que, caso obtivermos meios de aprimorar ou intensificar
a resposta imunolégica de um individuo, podemos de maneira concomitante estar fornecendo
meios terapéuticos para atividade antitumoral. Dr Willian Coley em 1983, atualmente
conhecido como pai da imunoterapia, procurou meios alternativos a cirargica como método do
tratamento de sarcoma, e mostrou que pacientes com diagnostico de sarcoma e que
desenvolveram erisipela pela infeccdo do microrganismo Streptococcus pyrogenes, poderiam
ter o cancer em remissdo espontanea a longo prazo ou até mesmo o desaparecimento do tumor
(CARLSON; FLICKINGER JR; SNOOK., 2020; ABBOTT & USTOYEV., 2019). Dessa
forma, comegou-se a injetar, o que fora denominada como “toxina mista de Coley” em tumores
de pacientes com varias malignidades diferentes, dentre as quais: sarcoma, linfoma e cancer
testicular (ABBOTT & USTOYEV., 2019). Paul Erlich, em 1909, sugeriu que os tumores
seriam controlados pelo sistema imunoldgico, no entanto, a falta de tecnologia na época que
pudesse por em prova essa ideia fez com que esse fato somente pudesse ser comprovado anos
mais tarde (CARLSON; FLICKINGER JR; SNOOK., 2020; ABBOTT & USTOYEV., 2019).
Hoje, no entanto, ¢ bem estabelecido de que as células tumorais podem e sao reconhecidas pelo
sistema imune devido as diferencas intrinsecas nas células tumorais e células nao-tumorais ou

saudaveis. Os pesquisadores Lewis Thomas e Frank Burnet sugeriram que os antigenos das
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células tumorais, denominados neoantigenos, eram capazes de desencadear uma resposta

imunologica antitumoral (SILVA et al., 2021).

Imunoedicao foi elencado como o termo responsavel por descrever o processo dindmico
em que o sistema imune consegue, em certo periodo, reconhecer e eliminar as células tumorais,
ao passo que, também, contribui para a formacao de neoantigenos pela pressdo seletiva e,
juntamente a varios mecanismos das células tumorais, propicia um ambiente para evasdo
tumoral do sistema imunologico (SILVA et al., 2021; ABBOTT & USTOYEV., 2019). A
imunoedicao ¢ compreendida em trés fases distintas na qual a primeira ¢ a eliminacao e refere-
se a um periodo em que a imunovigilancia estd constantemente ativada. Células que
eventualmente ndo possuem reparo de seu material genético e que tornam-se malignas, podem
ser reconhecidas e mortas pelo nosso sistema imunoldgico através deste processo. Células da
imunidade inata sdo capazes de reconhecer as células tumorais e, mediante auxilio das células
apresentadoras de antigeno, sao capazes de estimular a imunidade adaptativa, na qual linfocitos
Ts CD4" e CD8" especificos para tumores, serdo gerados. Dessa forma, a imunovigilancia ¢é
considerada a fase de desenvolvimento tumoral indetectavel. Em seguida temos a segunda fase,
consistindo nas células tumorais que ndo foram eliminadas, por algum motivo, pelo sistema
imunologico e, no entanto, sao incapazes de progredir. Nesta fase, essas células resistentes, sao
capazes de coexistir com o sistema imunoldgico por anos. A terceira e ultima fase consiste na
fuga ou evasdo, na qual as células cancerosas possuem capacidade de crescer e metastatizar.
Nesta fase, o sistema imunoldgico ndo consegue mais conter o crescimento de células malignas
(ABBOTT & USTOYEV., 2019). Virios mecanismos de resisténcia conferem as células
cancerosas capacidades de evitar a eliminagdo pelo sistema imunologico, dentre as quais pode-
se constatar: capacidade de expressar moléculas na superficie de células cancerosas inibitorias

a ativagdo de células do sistema imunolégico (ABBOTT & USTOYEV., 2019).

Tendo como vista essa correlagdo entre o sistema imunoldgico e o cancer, algumas
ferramentas visam identificar os principais componentes do sistema imunoldgico responsaveis
pela atividade antitumoral e, com base nisso, desenvolver e criar novas estratégias para
aprimorar essa resposta imunoldgica e torna-la mais robusta e eficiente em sua capacidade de
eliminar células cancerosas. Alguns métodos de imunoterapias consistem em vacinas,
administracdo de anticorpos monoclonais, e inibidores de checkpoints imunologicos (ABBOTT
& USTOYEV., 2019), e podem ser divididas em duas categorias principais como imunoterapia
ativa, consistindo em estimulagdo de respostas imunolédgicas, formagao de memoria e resposta

duradoura; e imunoterapias passivas que produzem respostas especificas, mas de baixa duragao,
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requerendo administracdo regulares dos agentes terapéuticos (ABBOTT & USTOYEV., 2019).
Exemplos de imunoterapia ativa e passiva sdo vacinas para tratamento de cancer e

administracao de anticorpos monoclonais, respectivamente.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Imunoterapias

Imunoterapia tém revolucionado o tratamento de canceres e compdem a quarta frente de
tratamento da doenca; sendo as primeiras: a cirurgia, a radiacdo e a quimioterapia (PAN et al.,
2022). Seu objetivo consiste na utilizacdo de diferentes componentes do sistema imunologico
a fim de erradicar as células tumorais, seja de canceres hematologicos ou sélidos, e pode ser
compreendida em trés frentes principais: Terapia celulares adoptivas (ACT), vacinas tumorais
e inibidores de checkpoints imunologicos (ICI) (ALNEFAIE et al., 2022). Outras intervengoes
terapéuticas podem ser citadas, como o uso de citocinas, utilizacdo de virus oncoliticos, €
administracdo de anticorpos monoclonais, sendo os inibidores de checkpoint e as citocinas, as
classes terapéuticas com maior investigagdo cientifica e aplicagdo clinica (SILVA et al., 2021).
A intervengdo através da imunoterapia tem se tornado uma das estratégias mais promissoras no
combate ao cancer devido a obtengdo de respostas antitumorais mais persistentes, redu¢ao de

metastases e recorréncias (SILVA et al., 2021).

Dentre a categoria ACT, temos o exemplo de ferramentas que visam a obten¢ao e separacao
dos linfécitos T infiltrantes ( TIL), que poderdo ser cultivados in vitro nos laboratorios e, apos
a obtencdo de grandes quantidades celulares, re-infusionados no paciente para efetivacdo da
atividade antitumoral. Todavia, um dos fatores limitantes intrinsecos a esta abordagem consiste
no acesso ao milieu tumoral em tumores sélidos, bem como o tempo necessario para fabricagao
e produgdo destas células (ALNEFAIE et al., 2022; VANDGHANOONI et al., 2022). Outra
ferramenta, consiste na identificacdo dos receptores de células T (TCR) destes TILs e, através
de ferramentas de biologia molecular, transformar células imunes do sangue periférico do
paciente para receber estas células com TCR engenheirados. No entanto, as limitagdes
encontradas nessa abordagem terapéutica consistem na necessidade de haver a ligacdo
TCR:MHC para ativagdo da atividade citotoxica destas células, o que muitas vezes acaba por
ser impedido em decorréncia da atividade de células tumorais para ndo expressar ou alocar na
superficie celular, moléculas dos genes HLA (ALNEFALIE et al., 2022; VANDGHANOONI et

al., 2022). Uma terceira e ultima abordagem baseia-se na utilizacao das células CAR-Ts, que



15

sdo engenheiradas para expressar um receptor quimérico sintético com alta afinidade a uma
proteina tumoral e capaz de desencadear uma cascata de eventos em linfécitos T engenheirados
(ALNEFAIE et al., 2022; VANDGHANOONI et al., 2022), que podem ser ativados sem a
presenga de células dendriticas (VANDGHANOONI et al., 2022).

2.2. Imunoterapia de Células CAR-Ts

O ano de 2013 torna-se um marco na histéria da imunoterapia antitumoral devido aos
resultados de ensaios clinicos com células CAR-Ts. Tais resultados apresentaram eficacia
terap€utica de cerca de 90% em malignidades hematoldgicas como leucemias linfobléstica
aguda de células B (B-ALL), criancas com ALL e linfomas agressivos ndo-Hodgkin (ABBOTT
& USTOYEV., 2019). Tais resultados serviram como base para que em 2017 fosse aprovado,
pelo FDA, a primeira CAR-T para B-ALL, tisagenlecleucel, em pacientes com até 25 anos
(ABBOTT & USTOYEV., 2019). As CARs consistem em receptores artificiais construidos
para interagir, de maneira especifica, com uma proteina alvo alocada a superficie de células
tumorais. Esses receptores sintéticos serao incorporados nos linfocitos Ts nativos dos pacientes
e irdo desencadear uma resposta antitumoral através do seu ligamento com seus respectivos
alvos proteicos (Figura 1) As moléculas CAR possuem algumas diferencas dos TCRs nativos
destas células, uma vez em que elas podem, de maneira eficiente, reconhecer antigenos
independente da expressdao de moléculas MHC (DAI et al., 2016). As moléculas do MHC sao
codificadas pelos genes de histocompatibilidade humana HLA e podem ser classificadas em
duas classes: MHC-I e MHC-II (SHAFER; KELLY; HOYOS; 2022). Os receptores celulares
MHC-I estdo presentes em todas as células nucleadas, ao passo que o MHC-II estdo presentes
na superficie celular de células apresentadoras de antigeno (APCs), como macrofagos, células
dendriticas e linfocitos B. O MHC-I se liga ao receptor de células T CD8" (SUN et al., 2021) e
necessita de ligagdo de dominios co-estimulatorios como proteinas B7.1 (CD80) ou B7.2
(CD86) ligadas ao receptor CD28 presentes em linfocitos T para com que estes sejam ativados.
No entanto, as CAR-Ts possuem esse receptor modificado, de modo com que ndo torna-se
necessario a ligacdo TCR-complexo MHC:antigeno. No entanto, o fragmento scFv presente na
estrutura CAR liga-se a epitopos de proteinas enoveladas presentes na superficie celular de
células tumorais e ¢ capaz de desempenhar uma cascata intracelular de ativacao e proliferacao
destas células (SHAFER; KELLY; HOYOS; 2022). Esse reconhecimento independente da
expressdo de moléculas do gene HLA ¢ vantajoso em decorréncia de alguns tipos de tumores

conseguirem realizar o escape do sistema imunoldgico através de mecanismos de
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downregulation dessas proteinas, evitando o seu reconhecimento pelo sistema imunoldgico.
Além do mais, as células CAR-Ts, com seus fragmentos variaveis de cadeia Unica (single-chain
fragmente variable, scFv), sao aptas a ndo somente reconhecerem epitopos proteicos, mas
carboidratos e lipideos (NAIR & WESTIN., 2020; CRUZ-RAMOS & GARCIA-
FONCILLAS., 2019).

Célula CART Célula tumoral

®

Antigeno
CAR  ayo

@(7:0@ =

Ativagdo da
célula T

2]
‘e
O
oSV
@e
. Q\L/' Morte da célula tumoral

Mediadores citotdxicos @

®

Figura 1. Mecanismo de A¢do da Célula CAR-T

Legenda. Mecanismo de agdo da CAR-T. (1) A CAR-T se liga ao antigeno-alvo expresso na superficie da
célula tumoral através do scFv. (2) Com essa interacdo scFv:protéina-alvo, os dois sinais necessarios para a
ativagdo celular da CAR-T ocorrem e entdo ela ¢ ativada. (3) Posteriormente, a CAR-T ativada estd apta para
liberar mediadores citotoxicos como granzimas ¢ perforinas, que irdo ocasionar a morte da célula tumoral (4).

Fonte: Autoria do grupo de trabalho do presente estudo, feito pelo Biorender.

2.3. Constituicoes Basicas

As CAR-Ts possuem algumas similaridades bésicas na constituicao de seu receptor
quimérico. A porg¢do extracelular, também denominada ectodominio, ¢ derivada de scFv de
cadeias leves (VL) e pesadas (VH) de um anticorpo monoclonal contra alguma proteina de
cancer (Figura 2) (VANDGHANOONI et al., 2022). Todos os fatores importantes na hora
de construir e obter um scFv ideal ainda ndo sdo totalmente compreendidos, no entanto, ¢
extremamente valioso realizar um processo de screening de multiplos scFvs para obtengao

de CARs com potencial uso clinico, que sera escolhido apos a visualizacdo e mensuragao
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de scFvs que conseguiram ocasionar melhores e maiores redugdes de células cancerosas
para um tumor de interesse (SMITH et al., 2018). O processo de screening para encontrar
scFv que tenham melhores resultados de ligacao ao antigeno pode ser feito com a construcao
de diferentes cassetes génicos para expressao da molécula CAR, onde variam os segmentos
génicos especificos para o scFv. Em seguida, transforma-se as células T com estas
diferentes construgdes e apos a obtengdo de diferentes grupos de CAR-Ts, realizam-se testes
in vitro e in vivo, ¢ avaliam-se parametros como capacidade proliferativa destas células,
atividade citotoxicas desempenhadas contra células tumorais e capacidade de liberagdo de
citocinas (KANG et al., 2020). As sequéncias para o scFv podem ser oriundas de humanos
ou modelos murinos (RAFIQ; HACKETT; BRENTIJENS., 2020), todavia, o
reconhecimento da construgao da CAR pelo sistema imune pode contribuir para toxicidades
e, portanto, fragmentos baseados anticorpos humanizados ou humanos, ao invés de scFv
baseado em modelos murinos, podem reduzir a imunogenicidade e ser vantajosos (RAFIQ;
HACKETT; BRENTJENS., 2020). Um estudo com pacientes com B-ALL mostrou que
80% dos pacientes que nao responderam a terapia com CAR-T desenvolveram imunidade
aos peptideos murinos do scFv destas células. Em todos os pacientes que ndo respondiam,
expansdo ou persisténcia imediata apds a infusdo ou deteccao de atividade antitumoral nao
foram observados, ap6s a administracdo de uma segunda dose de CAR-T 10x maior do que

a primeira (TURTLE et al., 2016).
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Figura 2. Estruturas da molécula CAR.

Legenda: Esquema da estrutura das células CAR-Ts. (A) Estrutura de um anticorpo, cujas estruturas diferentes, como a cadeia
pesada e leve, estdo sinalizadas de roxo e verde, respectivamente. As cores mais claras e escuras, de ambas cadeias, denotam a
porgdo variavel e conservada do fragmento de anticorpo, sendo a tultima responsavel pelas fungdes efetoras e celulares dos
anticorpos. Ligacdes disulfetos ligam ambas cadeias, leves e pesadas, bem como o fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab) com a
parte conservada do anticorpo. Entre a por¢do Fab, ¢ possivel distinguir o fragmento que efetivamente liga-se ao antigeno ¢ ¢
altamente variavel, denominada cadeia inica de fragmento variavel (scFv). (B) Estrutura da molécula Chimeric Antigen Receptor
(CAR) ancorada a membrana celular, onde o scFv pode ser observada ao topo (ectodominio), seguido de um espacador (colorizo
em rosa), dominio transmembrana responsavel pelo encoramento da construcdo a superficie celular, seguido de um dominio de
sinalizagdo intracelular, CD3( neste caso. Ademais, ¢ possivel observar o trés dominios ITAMs presentes no CD3( , que confere
grande ativag@o a esta estrutura. (C) Esquema representando a molécula CAR na superficie celular do linfocito T.

Fonte: Minha propria autoria.

A cadeia que liga ambos scFv, geralmente, ¢ composta de residuos de glicina e serina
(GlysSer); (LARSON & MAUS., 2021; RAFIQ; HACKETT; BRENTJENS., 2020),
responsaveis pela flexibilidade da estrutura e polaridade exigida do meio extracelular,
respectivamente, conferindo uma montagem adequada da proteina CAR para reconhecimento
antigénico. No entanto, outros tipos de moléculas podem ser utilizadas (LARSON & MAUS;
2021). Em seguida ha a dobradiga, comumente derivada de fragmentos IgG-, CD28, CD8a.
Essa unidade, também chamada de espacador, classificada como a por¢do extracelular
responsavel por um comprimento maior até a unidade de ligagdo do dominio transmembrana e
esta envolvida na maior ou menor atividade das células CAR-T. Uma das caracteristicas dos
espacadores derivados de IgG ¢ causar a deplegdo das células CAR T e, consequentemente, sua
persisténcia in vivo, ja que eles interagem com os receptores Fcy (STERNER & STERNER.,
2021; RAFIQ; HACKETT; BRENTIJENS., 2020). Além disso, ja ¢ bem conhecido que essa
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dobradiga ¢ essencial para permitir um espagamento intercelular adequado para gerar uma
sinapse imunoldgica. Também se sabe que espacadores maiores tém flexibilidade suficiente
para permitir a ligacdo a epitopos de membrana proximais, enquanto espagadores menores
tendem a ter maior eficdcia contra epitopos de membrana distais (STERNER & STERNER.,
2021).

Os dominios transmembrana consistem em um dominio alfa hélice que percorre por toda a
membrana celular e sdo chaves tanto para a estabilidade da molécula CAR na membrana
citoplasmatica de linfécitos T, bem como para a estabilidade de sua expressao (ALNEFAIE et
al., 2022). Geralmente sao derivadas de proteinas do tipo I, como CD3(, CD28, CD4 ou CD8a
(LARSON & MAUS; 2021; RAFIQ; HACKETT; BRENTIJENS, 2020) e precedidas pelo

dominio de sinaliza¢dao, CD3{.

2.4. As Geracgoes de CAR-T estao diretamente ligadas as suas fun¢oes biologicas.

As primeiras geragdes de CAR-Ts consistem na jungdo de um scFv de um anticorpo
monoclonal a um dominio CD3{ que possui trés motifs para tyrosine-kinase (Immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs, ITAMs) (LARSON & MAUS; 2021), enzima fosforilativa
responsavel pela sinalizag¢do intracelular de ativacdo dos linfocitos T analogo ao que ocorre,
naturalmente, em um receptor TCR. No entanto, embora esta construcao fosse suficiente para
obter uma resposta antitumoral em testes pré-clinicos (MOHANTY et a., 2019), ndo era
suficiente para conferir uma resposta celular adequada em termos de persisténcia e ativagao in
vivo, sendo necessdrio uma molécula co-estimulatéria para auxiliar na funcdo citotdxica,
metabolismo e persisténcia das CAR-Ts (VANDGHANOONI et al., 2022; RAFIQ; ACKETT;
BRENTIJENS., 2020). Dominios co-estimulatorios sdo proteinas auxiliares necessarias para
atingir uma expansdo robusta de linfocitos T, persisténcia e atividade antitumoral.
(WEINKOVE et al., 2019). Sao definidas como proteinas de superficie celular que possuem
capacidade de ocasionar a sinaliza¢do intracelular de modo a aumentar os sinais mediados pela
ligagdo do TCR (WEINKOVE et al., 2019). Os dominios co-estimulatérios aumentam a
proliferacdo celular, producdo e secrecdo de citocinas, formag¢do de memoria e sobrevivéncia
celular (WEINKOVE et al., 2019). Desse modo, CAR-Ts de segunda geracao sdo conhecidas
por possuirem, para além da estrutura comum da CAR, moléculas co-estimulatérias como
CD28 e 4-1BB (CD137) (ALNEFAIE et al., 2022; MOHANTY et a., 2019). No entanto, outras

moléculas co-estimulatdrias também podem ser utilizadas como OX40, CD27 e inducible T cell
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co-stimulator (ICOS) (HASLAUER et al., 2021; LARSON & MAUS; 2021). Todas as CAR-
Ts, atualmente aprovadas pela agéncia estadunidense Food and Drug Administration (FDA)
(Tabela 1) sdo construgdes de segunda geracao (LARSON & MAUS; 2021). Ademais, vale
ressaltar que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou trés destas CAR-
Ts para uso nacional, em ordem cronoldgica de aprovagdo: KYMRIAH, CARVYKTI (para
tratamento de mieloma multiplo) e YESCARTA. No Brasil, dois centros de referéncia para o
desenvolvimento de CAR-Ts estdo sendo construidos, um localizado na cidade de Ribeirdo
Preto e outro em Sao Paulo, ambos localizados no estado de Sao Paulo (Para mais informagdes:

https.//terapiacelular.butantan.gov.br/).

Célula CAR-T Nome Antigeno Dominio Tipo de Cancer Ano de
Comercial Marcado Coestimulatorio Aprovacio
Axicabtagene YESCARTA CD19 CD28 Linfoma de células B 2017
Ciloleucel grandes de adultos
Tisagenlecleucel KYMRIAH CD19 4-1BB (CD137) r/v  Linfoma de 2018
células B grandes
Brexucabtagene TECARTUS CD19 CD28 r/vr Linfoma de 2020
Autoleucel Células do Manto
(MCL)

r/r ALL precursor de

células B
Lisocabtagene BREYANZI CD19 4-1BB (CD137) r/vr Linfoma de 2021
Maraleucel células B grandes
Idecabtagene ABECMA BCMA 4-1BB (CD137) 1/t Mieloma Multiplo 2021
Vicleucel
Ciltacabtagene CARVYKTI BCMA 4-1BB (CD137) r/r Mieloma Multiplo 2022
Autoleucel

Tabela 1. CAR-Ts aprovadas atualmente pelo FDA

Fonte. Food and Drug Administration (2023)

Embora ndo se saiba totalmente o mecanismo intracelular envolvendo os diferentes
dominios co-estimulatorios, sabe-se que desempenham atividades diferentes em decorréncia,
também, de respostas do imunometabolismo. As CARs baseadas em dominios CD28 possuem
uma resposta efetora como memoria ¢ uma ativagao da via glicolitica (RAZAVI et al., 2023;

LARSON & MAUS; 2021), as CARs com dominio 4-1BB (CD137) possuem um fendtipo de
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memoria central e se baseiam em metabolismo de 4cido graxo (LARSON & MAUS; 2021), e
capacidade respiratoria e biogénese mitocondrial aumentadas (RAZAVI et al., 2023). Além
disso, os dominios 4-1BB mostram um pico menor de expansao de células T, permitindo uma
maior resisténcia das células T e menor toxicidade mediada por citocinas (RAFIQ; HACKETT;
BRENTIJENS, 2020). Dessa forma, a inclusao do dominio co-estimulatorio 4-1BB deve ser
apropriada e menos toxica em pacientes com uma grande carga de doenca e/ou onde hd uma
alta densidade antigé€nica, enquanto o dominio CD28 deve ser utilizado para alcangar um limiar
desejavel de ativagdo de células CAR T no contexto de baixa densidade antigénica na superficie
de tumores, ou um CAR com um dominio de ligagdo scFv de baixa afinidade em sua construgao
(RAFIQ; HACKETT; BRENTIJENS, 2020). Portanto, a escolha dos dominios co-estimulatorios

sdao importantes para os resultados esperados em uma dada intervengao terapéutica.

Para aumentar a atividade antitumoral das CAR-Ts, foram construidas as CAR-Ts de
terceira geracdo que possuem dois dominios co-estimulatorios (ALNEFAIE et al., 2022;
LARSON & MAUS., 2021; MOHANTY et al., 2019). A quarta geragdo consiste em CAR-Ts
com capacidade de liberar citocinas no meio extracelular, tal qual IL-12 (ALNEFAIE et al.,
2022; VANDGHANOONI et al., 2022) ou possuem receptores adicionais como ligantes co-
estimulatorios (LARSON & MAUS., 2021) e sdo referidos como TRUCKS (7 cells redirect for
universal cytokine killing). Ademais, outras citocinas podem ser secretadas em TRUCKSs, como
IL-2 (MOHANTY et al., 2019), IL-15, IL-18 (ALNEFAIE et al., 2022), IL-7, IL-17 e outras
(VANDGHANOONI et al., 2022). Alguns dos TRUCKS potenciais consistem em CAR-Ts que
podem produzir e secretar citocinas-chave como IL-12, IL-15, anticorpos monoclonais como
anti PD-1 ou anti PD-L1, enzimas como heparinase que degradam os fibroblastos, que
dificultam a infiltracdo linfocitaria no microambiente tumoral (TME) ou modificadores de TME
(IRVINE et al., 2022). Alguns dos estudos atuais envolvendo TRUCKS sao apresentados na

tabela abaixo:
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Citocina IL-36y 1L-18 IL-12
Efeitos no Promove a expansao e Estimula diretamente a Aumenta a capacidade citotoxica das
Sistema produgao de citocinas pro- secregdo de I[FN-y células CD8+, mitiga a fuga do tumor
imune inflamatorias de células T por perda de antigeno, melhora a
apresentacdo cruzada de antigenos e
reprograma as células supressoras
derivadas de mieldide (MDSCs)
Tipo de Linfoma (camundongos) Tumores Hematologicos Modelo singénico de carcinomatose
Cancer CD19* (camundongos) peritoneal ovariana
Investigado
Resultados Aumenta a expansio e Aumento da eficacia Expansio e atividade antitumoral das
persisténcia das células CAR-  antitumoral através da CAR-Ts aumentada
Ts estimulagdo autdcrina de IL-
18 e do aumento da resposta Sobrevivéncia aumentada.
Erradicag@o superior do tumor  antitumoral enddgena de
em comparagdo com as células  células T
CAR-Ts convencionais,
devido a ativagdo de APCs
enddgenas e células T por IL-
36y
Producdo mais robusta de
IFNy e TNF-a apds
estimulacdo
Referéncia LI, Xinghuo et al. 2021. AVANZI, Mauro P. et al., YEKU, Oladapo O. et al., 2017.

2018.

Tabela 2. TRUCKSs atualmente testados

Legenda. Interleucina-36y (IL-36v); Interleucina-18 (IL-18); Interleucina-12 (IL-12); Fator de Necrose Tumoral-
o (TNF-a); Células Apresentadoras de Antigeno (APC).; Interferon-y (IFN-y)

As quintas geracdes estdo sendo desenvolvidas atualmente e se baseiam na estrutura da
segunda geracdo (ALNEFALIE et al., 2022) somada a preseng¢a de um receptor truncado (IL-
2Rp) para induzir uma sinalizagdo intracelular mediante a estimulacdo antigénica. Ademais, o
dominio IL-2R possui um sitio de ligagdo para STAT3, e essas CAR-Ts apresentam um sitio

de ativacao dependente da via JAK-STAT3 (KAGOYA et al., 2018).
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Figura 3. Geragoes de Células CAR-Ts
Legenda: Esquematizagdo das diferentes geracdes de CAR-Ts. Da esquerda para a direita, 1-5.

Fonte: Autoria do grupo de trabalho do presente estudo, feito no Biorender (2023).

2.5. Obtencao e Producao das Células CAR-Ts.

O processo de producao das células CAR-Ts consiste no isolamento das células T de
um doador (alogénico) ou do paciente (autdlogo), obtido pela coleta do sangue periférico (PB)
dos individuos, e separados através de um processo conhecido como leucaferése. Apos isso os
linfocitos Ts sdo isolados usando-se anticorpos contendo esferas metalicas. Em seguida, as
células isoladas sao entdo cultivadas e ativadas por APCs autologas ou alogénicas ou com
anticorpos monoclonais anti-CD3 ou anti-CD28; uma mistura de ambos com citocinas também
pode ser efetuada (ALNEFAIE et al, 2021). IL-12 ¢ a citocina comumente utilizada para
obtencdo de um rapido aumento celular (ALNEFALIE et al., 2021). Estudos recentes reportaram
que um coquetel de citocinas como IL-2, IL-7 e IL-15 foram capazes de induzir uma expansao
melhor de células CAR-Ts CD4+ ¢ CD8+ (ALNEFALIE et al., 2021; COPPOLA et al., 2020).
O préximo passo consiste na transdugdo dessas células com o cassete génico para expressao da
molécula CAR por métodos virais e ndo virais. Vetores virais sdo comumente empregados
como vetores de transdugao devido a sua capacidade de obtengdo de grandes nimeros de células
T transduzidas em pouco tempo e sua alta competéncia de transferéncia (ALNEFAIE et a.,

2021). Esses vetores virais incluem retrovirus, lentivirus, adenovirus e virus adenoassociado.
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As limitacdes da utilizacdo de agentes virais consistem na possibilidade de tumorigénese e
toxicidades ocasionadas pela mutagdo insercional feita por esses agentes. Para evitar as
limitagdes oriundas desta técnica de transdugao e facilitar a entrega do material genético dentro
dos linfocitos de maneira segura e precisa, outros métodos de transfeccdo ndo viral foram
desenvolvidos e apresentaram-se viaveis para producdo de CAR-Ts, como os baseados em
transposons, sleeping beauty (SB), o sistema mais utilizado para substitui¢dao dos vetores virais
(ALNEFAIE et al., 2021). Outra técnica como eletroporacdo de RNAm codificante para a

molécula CAR também ¢ possivel.

No processo de obtencao das células CAR-Ts, o proximo passo consiste na expansao
celular através de biorreatores. Em seguida, quando as células atingem o volume adequado para
finalidade terapéutica, as células sdo re-infusionadas no paciente. O processo de re-infusdo
somente ocorre quando os testes para verificar possiveis contaminagdes oriundas de algum
processo de producdo dessas CAR-Ts, como detec¢ao de bactérias, fungos, micoplasmas ou
presenga de endotoxinas (RAMOS et al., 2021) sdo negativos. As infusdes normalmente
ocorrem apods 48-96h do tratamento quimioterapico para linfodeple¢do, como uma forma de
garantir a expansao, por homeostase, das CAR-Ts. Em seguida, o paciente ¢ monitorado para
averiguar se ha o surgimento de algum efeito adverso decorrente da imunoterapia. Ao todo, o
processo leva cerca de 3 semanas, sendo o de preparacao celular o mais demorado (ALNEFAIE

etal., 2021).
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Figura 4. Processo de Obtengdo, Producdo e Expansdo das CAR-Ts

Legenda: Representagdo do processo de constru¢do das células CAR-T. O passo inicial, como sendo um
transplante autdlogo, pode ser observado e envolve a remogao de uma amostra do sangue do paciente para obten¢ao
dos leucocitos. Este processo ¢ procedido pela aférese, que separa os componentes do sangue em leucdcitos e
outros produtos sanguineos, como eritrocitos. Dentre os leucocitos, um subtipo celular ¢ desejado, como os
linfocitos T e, portanto, ¢ realizada a separacdo dessas células com outras células do sistema imune. Nessa etapa,
anticorpos que se ligam estritamente aos linfocitos T sdo utilizados; acoplados a uma esfera metalica e, sob
influéncia magnética, ¢ possivel separar as células desejadas. No entanto, ha outros métodos para obtengdo de
células CAR-Ts, como representado no quadrante “Transplante Alogénico” onde linfécitos T podem ser obtidos
do corddo umbilical de recém-nascidos, de doadores saudaveis ou até mesmo através da indugdo de iPSCs ¢
subsequente diferenciagdo em linfocitos T. Uma vez que ha a separagdo desse subtipo celular, seja por meio
autdlogo ou alogénico, a proxima etapa consiste na transfec¢ao ou transdug@o dessas células, seja por vetor viral
ou ndo-viral. Dentre as transfecgdes virais, retrovirus ou lentivirus sdo comumente empregados, enquanto na
transdugdo ndo-viral, plasmideos contendo o gene CAR e transponsases ou RNAs mensageiros sdo utilizados.
Ap6s a transfecgao destas células com o constructo desejado, elas sdao cultivadas para produzir largas quantidades
celulares, podendo ser utilizados biorreatores. No processo final, estas células sdo armazenadas em nitrogénio
liquido, caso necessario, e sdo submetidas a testes de seguranca para observar possiveis contaminagdes
microbioldgicas durante o processo de obtengdo, fabricagdo e produgdo destas células. Caso o produto esteja em
condigdes adequadas para administracdo, o paciente passa por um processo de condicionamento para ocasionar
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uma deplecdo linfocitaria transiente e, entdo, sdo administradas as CAR-Ts, que irdo atingir o microambiente
tumoral e desempenhar atividade antitumoral.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2023)

2.6. Limitacoes das CAR-Ts
2.6.1. Desafio de Tumores Sélidos

Desde a sua aprovacao pelo FDA, essas CAR-Ts tém obtido resultados bastante promissores
e eficientes em diversos tipos de tumores hematoldgicos, incluindo os mais avangados como
leucemia linfobléstica aguda de células B (B-ALL) e linfoma difuso de grandes células B
(DLBCL), com constru¢do anti-CD19, e multiplo mieloma (MM) com constru¢des anti BCMA
(antigeno de maturacao de células B, BCMA) (HUANG; HUANG; HUANG et al., 2022).
Apesar do sucesso no tratamento de tumores hematoldgicos, tumores sélidos apresentam uma

realidade bastante diferente, devido a algumas caracteristicas:

1. Efeito on-target/off-tumor: desencadeado pela ligagdo do scFv das células CAR T
contra proteinas de células saudaveis, levando a toxicidade e sendo um fator limitante
resultante desta imunoterapia.

2. Heterogeneidade do antigeno tumoral observada no ambiente tumoral, com especial
énfase nas colonias negativas que se tornardo a principal populagdo através de selecao
artificial ocasionada pela pressao do tratamento.

3. O microambiente tumoral altamente imunossupressor (TME) devido a presenga de
citocinas-chave para a ineficiéncia da atividade das células T, como TGF-, IL-10,
proteina de ligagao a morte celular programada 1 (PD-L1), presenca de células com
capacidade imunossupressora, como células Tygrp, Macrofagos Associados a Tumores
(TAMs), Células Supressoras Derivadas de Mieloide (MDSCs) (YOU et al., 2016).
Além disso, existe a possibilidade de que as células T modificadas com CAR produzam
e secretam moléculas de quimiocinas para ajudar outros tipos de células imunes a

trafegar para o tumor.

O trafego de células imunologicas ¢ impedido por diversos fatores tipicos de tumores
solidos. Enquanto em neoplasias hematoldgicas, os encontros entre células tumorais e CAR T
administradas por via intravenosa (IV) sdo facilitados por estarem no mesmo compartimento
do sangue periférico (PB), tumores solidos sdo dificeis de infiltrar. Por exemplo, o
extravasamento de células imunolégicas ¢ limitado pela regulacao negativa de moléculas de

adesdo especificas, como ICAM-1 e VCAM-1, pelas células endoteliais do tumor. Uma das
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maiores barreiras que inibem a infiltracdo de células CAR T no tumor € a barreira fisica formada
pelo proteoglicano de heparan sulfato (HSPG) (ALNEFAIE et al., 2022). Além disso, células
CAR T que produzem e secretam heparinase no meio extracelular t€m demonstrado maiores

taxas de infiltracdo e eliminagdo de tumor (CARUANA et al., 2015).

Muitos tumores sé6lidos sdao invariavelmente menos oxigenados do que os tecidos normais,
o que favorece a resisténcia a radioterapia e quimioterapia anticincer, bem como a
predisposicdo a metdstases tumorais aumentadas (YOU et al., 2016; DHANI et al., 2015).
Estudos tem sugerido que a hipoxia tumoral pode afetar a atividade do CAR T nas células
tumorais, € novas estratégias que normalizem o suprimento de sangue para o tumor antes da
injecao de células CAR T poderiam solucionar esse problema (YOU et al., 2016). Além disso,
tumores solidos tém a capacidade de apresentar uma taxa metabolica anormal, consumindo
excessivamente alguns aminoacidos essenciais para a atividade das células T. Isso, combinado
com a hipodxia e acidificagao da matriz extracelular, torna dificil a sobrevivéncia das células T,
afetando a atividade antitumoral. Portanto, a modulacdo do TME pode ser uma ferramenta
promissora para aumentar a atividade das células CAR T e melhorar os resultados (FENG et

al., 2017).

2.6.2. Toxicidades

Normalmente, os pacientes sdo submetidos a quimioterapia antes do tratamento com
CAR-Ts, o que produz toxicidades classificadas como ndo-especificas e possuem capacidade
de atingir multiplos 6rgaos (SANTOMASSO et al., 2019). A terapia com cé¢lulas CAR-Ts
produz toxicidades que podem estar associadas com a proliferagdo, deplecdo e exaustiao destas
células (SANTOMASSO et al., 2019), e podem ser divididas em dois grupos distintos, onde 1)
toxicidades gerais ocorrem pela super ativagao de células T, levando a altos niveis de liberacao
de citocinas sistémicas; e 2) os efeitos on-target off-tumor que consistem na ativagao das células
CAR-Ts por células nao-malignas que expressam o antigeno (RAFIQ; HACKETT;
BRENTIJENS., 2020). As toxicidades inflamatorias comumente relacionadas as CAR-Ts sdo
mediadas pela sindrome de liberagdo de citocinas (CRS) (HANSEN; DAM; FARAMAND.,
2021; SANTOMASSO et al., 2019) e aparecem poucos dias apds a infusao de células CAR-Ts
(SINGH & MCGUIRK; 2020; (YANEZ; SANCHEZ-ESCAMILLA; PERALES., 2019).

A Sindrome da Liberagdo de Citocinas (CRS) ¢ a toxicidade mais comum e

potencialmente fatal observada apds a infusdo de células CAR-T (GRAHAM et al., 2018) e
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toxicidade severas podem limitar o uso dessas células (BRUDNO; KOCHENDERFER, 2019).
Os sintomas da CRS incluem febre, hipotensao, hipoxia, taquicardia sinusal, func¢ao cardiaca
deprimida, disfuncdo de orgdos, mal-estar, fadiga, mialgia, ndusea, anorexia, vazamento
capilar, faléncia hepatica, coagulacdo intravascular disseminada, sindrome do desconforto
respiratorio agudo (ARDS) e até mesmo morte (RUBIN; VAITKEVICIUS, 2021; RUBIN et
al., 2019; BRUDNO; KOCHENDERFER, 2019; GRAHAM et al., 2018; LEICK; MAUS,
2018; BONIFANT et al., 2016). Estes sintomas podem afetar diferentes 6rgdos, como os
componentes do sistema cardiovascular, respiratorio, hepatico, renal, hematolégico e nervoso
(NEELAPU et al., 2019), e podem ocorrer em decorréncia de uma intensa atividade pro-
inflamatoria desencadeada pelas citocinas liberadas em CAR-Ts ativas (RUBIN et al., 2019) e
outras células do sistema imune (BRUDNO; KOCHENDERFER, 2019), como os macrofagos
ativados quando estes recebem um sinal exagerado para produzir citocinas (GRAHAM et al.,
2018). Por exemplo, a adigdo de dominios co-estimulatorios como CD28 ou 4-1BB as
moléculas CAR, podem aumentar a resposta antitumoral destas células, no entanto, mesmo que
CAR-Ts contendo dominios CD28 se expandam mais rapidamente do que CAR-Ts contendo
4-1BB, elas também possuem grandes chances de aumentar a toxicidade (SANTOMASSO et
al.,2019; BONIFANT et al., 2016). A proteinas e citocinas chaves relacionadas a CRS incluem:
proteina reativa C (CRP), ferritina, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e IFN-y (BRUDNO;
KOCHENDERFER, 2019; SANTOMASSO et al., 2019; LEICK; MAUS, 2018). Disfung¢ao de
orgados podem ser reversiveis e evitados em pacientes cuja toxicidade ¢ observada e manejada
precocemente, ¢ a gravidade da CRS ¢ diretamente correlacionada com as citocinas presentes
no soro do paciente (ALNEFAIE et al., 2022). Devido ao custo elevado de técnicas que visem
o monitoramento de citocinas em tempo real, o perfil de citocinas presentes no paciente

usualmente nao ¢ monitorado (BONIFANT et al., 2016).

As toxicidades observadas sdo, geralmente, reversiveis e auto-limitadas, no entanto,
casos severos necessitam de cuidados intensos e, ocasionalmente, administracdo de agentes
imunossupressores (BRUDNO; KOCHENDERFER, 2019). Uma variedade de terapias esta
sendo estudadas para atenuar os sintomas inflamatorias sem interferir na atividade antitumoral
desempenhada pelas células CAR-Ts. Moléculas com efeitos sistémicos de corticosteroides tem
sido utilizada para amenizar os efeitos adversos ocasionados pela CRS, todavia, altas doses e
uso prolongado podem afetar a atividade antitumoral das CAR-Ts (BONIFANT et al., 2016).
Dessa forma, algumas moléculas com capacidade de inibir a agdo das citocinas pro-

inflamatorias, liberadas pelas CAR-Ts ativadas, tém sido utilizadas com o intuito de manejo
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dessas toxicidades, como a administragdo do anticorpo tocilizumab, que bloqueia o receptor de
interleucina-6 (IL6R), interrompendo essa via de ativacdo (SINGH & MCGUIRK; 2020;
RUBIN et al., 2019) ou corticoesteroides (STERNER & STERNER., 2021; RAFIQ;
HACKETT; BRENTIJENS., 2020) e inibidores de IL-6 como siltuximab (RAFIQ; HACKETT;
BRENTIJENS., 2020) sdo utilizados na clinica.

As neurotoxicidades sdo a segunda maior causa de toxicidades relacionadas a
administracdo e ativacdo de CAR-Ts (HANSEN; DAM; FARAMAND., 2021;
SANTOMASSO et al., 2019). O inicio dos sintomas neurotdxicos ocorrem entre os dias 5-6
apds a infusdo das CAR-Ts e sintomas neuroldgicos acometidos previamente, indicam a
possibilidade de um curso clinico severo de toxicidade (RUBIN; VAITKEVICIUS, 2021).
Algumas neurotoxicidades incluem delirio, encefalopatia, afasia, letargia, tremor, confusao,
tontura, disfun¢ao motora, ataxia, disturbio do sono, mioclonia, dificuldade de concentragao,
disturbio de linguagem, fraqueza e a depressao do nivel de consciéncia compoe a sindrome de
neurotoxicidade associada as células efetoras imunes (ICANS) observadas em alguns pacientes
apos a terapia com CAR-Ts (FABRIZIO & CURRAN, 2021; Lee et al., 2019; SANTOMASSO
et al., 2019). ICANS ¢ determinado pela disrup¢ao da barreira hematoencefalica (BBB) e niveis
de citocinas aumentados no liquido cefalorraquidiano (CSF), ocorrendo simultaneamente a
CRS ou apés (RAFIQ; HACKETT; BRENTIJENS., 2020). A neurotoxicidade oriunda da
administracdo de células CAR-Ts ¢ relativamente comum, sendo observada em 23-67% dos
pacientes que recebem este tratamento para linfoma e 40-62% para leucemias (SANTOMASSO
et al., 2019), e o uso de bloqueadores de IL-6 ndo ameniza os efeitos neurotdxicos em muitos
pacientes (YANEZ; SANCHEZ-ESCAMILLA; PERALES., 2019). Além disso, sintomas
como convulsdes, afasia, dores de cabega, alucinagdes e até mesmo edema cerebral podem estar
correlacionados a producdo de IL-15, IL-6, fator estimulador de colonias de granuldcitos e
macrdofagos (GM-CSF), IFN-y, IL-12, IL-8 e outros que ndo sdo especificos para ICANS e
também sao encontrados em CRS (HAN; DAM; FARAMAND., 2021; SANTOMASSO et al.,
2019). Embora o ICANS seja menos elucidado do que o CRS, ambos estio relacionados a um
pico mais alto das células desenvolvidas in vivo (SANTOMASSO et al., 2019). A sindrome de
encefalopatia (CRES) também pode ser observada durante a administracdo de células CAR-T
e os pacientes podem experimentar disfasia e desorientagao, provavelmente devido a presenca

de células CAR T no liquido cerebrospinal (CSF) (GRAHAM et al., 2018).

A neurotoxicidade dos pacientes que recebem CAR-Ts e seus sintomas dependem de

alguns fatores como: o antigeno marcado, os dominios coestimulatdrios usados na constru¢ao
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da CAR, a dose da CAR-T, regimento de quimioterapia preparatoria para o condicionamento,
o tipo de tumor selecionado para tratamento e terapias anteriores (RUBIN; VAITKEVICIUS,
2021). O anticorpo, tocilizumab, aprovado pelo FDA para tratar CRS severo pode aumentar o
risco por subsequentes neurotoxicidades (RUBIN; VAITKEVICIUS, 2021; GRAHAM et al.,
2018; LEICK; MAUS, 2018), no entanto, ¢ a droga de primeira escolha para tratamento de CRS
(LEICK; MAUS, 2018). Ademais, este anticorpo monoclonal tem a capacidade de reverter o
quadro de CRS sem diminuir a atividade antitumoral desempenhada pelas CAR-Ts, bem como
sua proliferacdo e persisténcia (FABRIZIO & CURRAN, 2021). Pacientes que ndo respondem
ao tratamento com tocilizumab devem ser conduzidos a um tratamento curto com
corticosteroides, e pacientes com CRS severo devem ser monitorados em uma unidade de

cuidado intensivo (ICU) (GRAHAM et al., 2018).

Outra toxicidade comum ¢ mediada pela sindrome linfohistiocitaria hemofagocitica
(HLH) / sindrome de ativacao macrofagica (MAS) e causa sintomas muito similares a CRS,
incluindo febre, hipofibrinogenemia e elevado niveis de IL-2R (CD25). No entanto, HLH/MAS
ndo respondem ao tratamento com inibi¢do da IL-6, como observado nas toxicidades por CRS
(LEICK; MAUS, 2018) e devem requerer quimioterapia (STERNER & STERNER., 2021;
RAFIQ; HACKETT; BRENTJENS., 2020). Embora a incidéncia de HLH/MAS nao esteja tao
elucidada na terapia com CAR-T, devido a sobreposi¢cdo com alta grau de CRS, esta tem sido
observada em 1% dos pacientes submetidos a terapia celular de CAR-Ts (STERNER &
STERNER., 2021). Adicionalmente, sindrome da lise tumoral (TLS) ¢ um outro tipo de
toxicidade, onde a destrui¢do de uma quantidade massiva de células tumorais libera substancias
intracelulares e causa desordens metabolicas como hiperuricemia, hiperfosfatemia,
hipocalcemia e acidose metabolica, induzindo insuficiéncia renal aguda e inclusive morte

(MOGHANLOO et al., 2021)

2.6.3. Escape Tumoral

O escape do antigeno das células CAR T também ¢ responsavel por causar disfungio
nessas células CAR T (HEARD., 2022). Em pacientes com leucemia linfoblastica aguda
recidivante ou refrataria, 30-70% apresentam mecanismos de resisténcia as células CAR T,
causados pela perda ou regulagdo para baixo do CD19 (STERNER & STERNER., 2021). Heard
(2022) demonstrou que o processo de resisténcia do tumor as células CAR T pode ser causado

por mudangas na expressdo do gene SPPL3. SPPL3 codifica uma protease responsavel pela
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clivagem de enzimas de glicosiltransferase, cuja fun¢ao consiste em mudangas pds-traducionais
no Golgi. A auséncia do gene SPPL3 nas linhas de células com delegao CRISPR/CAS9 mostrou
hiperglicosilacao, enquanto a superexpressao desse gene revelou uma capacidade mais baixa
de alocagdo dessa proteina na superficie celular, resultando em perda de antigeno. Os resultados
corroboram possiveis resisténcias tumorais a imunoterapia, pois a modifica¢do da glicosilacao
do epitopo CD19 afeta seu reconhecimento e ativacdo das células CAR T. Além disso, as
culturas celulares do cancer foram submetidas a exo e endo-glicosilases para entender o tipo de
ligacdo glicosidica e sua origem, ¢ a que mostrou a maior reducao do peso molecular do CD19
foi a endonuclease PNG no Golgi, o local de acdo do SPPL3 (HEARD, 2022). CD19 apresenta
7 residuos de asparagina em sua porcao extracelular, dos quais 5 s@o glicosilados em condigdes
normais. Para provar que o padrdo de glicosilacdo na proteina alvo das células CAR T ¢
importante para obter o efeito citotoxico esperado, outro receptor de células B foi analisado,
cujas construgdes de células CAR T também sdo feitas. O CD22 ¢ uma proteina de superficie
celular igual ao CD19, mas ndo mostrou que seu padrao de peso de glicosilacdo ¢ afetado pela
delecao do gene SPPL3. Além disso, os efeitos citotoxicos realizados por células CAR T anti-
CD22 nao foram afetados em células de controle ou delecao de SPPL3, confirmando que a
perda do SPLL3 nao confere resisténcia ao CAR T anti-CD22 (HEARD, 2022). Para superar
esse mecanismo de resisténcia, algumas terapias tém sido estudadas, como construg¢des de
células biCAR T ou CAR T tandem que sdo duas scFvs de marcagdo multipla presentes na
construgdo CAR (Da via et al., 2021; STERNER & STERNER, 2021), como CD19 e CD20 ou
CD19 e CD22 (STERNER & STERNER, 2021).

2.7. Os Testes Clinicos Atuais para CAR-T's

Muitos Clinical Trials tém sido desenvolvidos e avaliados clinicamente para eficacia e
segurang¢a no tratamento de tumores hematoldgicos e s6lidos. Aqui serdo apresentados os 39
testes clinicos atuais (Tabela 3) desenvolvidos que estdo em processo de recrutamento,

completos ou finalizados e disponiveis no clinicaltrials.gov.
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Fase

32

Sélido

Cancer de Pulmio Avang¢ado

Encerrado

PD-L1

Fase |

Lentivirus

(NCT03330834)

Sélido

Glioblastoma
Gliossarcoma

Encerrado

EGFRvIII

Fase 1

Retrovirus

(NCT02664363)

Hematolégico

Leucemia mieldide aguda
Mieloma multiplo

Encerrado

CD44v6

Fase I

Retrovirus

(NCT04097301)

Hematoldgico

Leucemia linfoblastica aguda (B-ALL)
Leucemia Linfoblastica Aguda Recorrente na
Infancia

Leucemia Linfoblastica Aguda Refrataria na
Inféncia

Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B

23

Concluido

Fase 1

Retrovirus

(NCT03289455)

Hematolégico

Mieloma multiplo

12

Encerrado

BCMA/TACI1

Fase I

Retrovirus

(NCT03287804)

Hematolégico

Hematolégico

Miéloma de células plasmaticas recorrente
Miéloma de células plasmaticas refratario
Leucemia Linfoblastica Aguda

28

Concluido

Encerrado

BCMA

CDI9

Fase I

Fase II

Retrovirus

(NCT03338972)

(NCT02535364)

Hematoldgico

Linfoma de células B

Linfoma nao-Hodgkin

Leucemia linfocitica cronica

Leucemia linfocitica cronica de células B

Encerrado

CD19/CD20

Fase |

Retrovirus

(NCT04160195)

Hematolégico

Linfoma de células grandes anaplasico
Linfoma de células T asociado a enteropatia
Linfoma difuso de células B grandes
Linfoma NK-T extranodal

Linfoma periférico de células T

26

Concluido

CD30

Fase I

Lentivirus

(NCT03049449)

Hematoldgico

Recidivante/Refratario Mieloma Multiplo

17

Encerrado

BCMA

Fase 1

Lentivirus

(NCT03318861)

Hematolégico

ALL (Leucemia Linfoblastica Aguda)
Linfoma/Leucemia de Células B
Linfoma de Grandes Células

53

Concluido

CD19

Fase I

Retrovirus

(NCTO01593696)
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Linfoma nao-Hodgkin

Hematolégico | Linfoma B de células mediastinais primario 43 Concluido CD19 Fase I | Retrovirus | (NCT00924326)
Linfoma difuso de grandes células B / Fase
Linfoma de grandes células B transformado a I
partir de linfoma folicular
Linfoma do manto

Solido Cancer de colo do utero 15 Encerrado MSLN Fase I | Retrovirus | (NCT01583686)
Cancer de pancreas / Fase
Cancer de ovario II
Mesotelioma
Cancer de pulmao

Solido Maligno glioma 18 Concluido VEGFR2 Fasel | Retrovirus | (NCT01454596)
Glioblastoma
Cancer cerebral
Gliossarcoma

Solido Cancer Metastatico 24 Encerrado EGFRvIIL Fasel | Retrovirus | (NCT01218867)
Melanoma Metastatico / Fase
Cancer Renal II

Hematolégico | Leucemia Linfocitica Cronica 16 Encerrado CD19 Fase I | Retrovirus | (NCT03624036)
Recidivada/Refrataria e Linfoma Linfocitico
Pequeno Recidivado/Refratario

Hematolégico | Linfoma de células do manto recidivado/refratario | 105 Ativo, ndao CD19 Fase Il | Retrovirus | (NCT02601313)

recrutando

Hematolégico | Pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda de 42 Concluido CD19 Fase II | Lentivirus | (NCT02030847)
Células B, recidivante ou refrataria, sem opg¢des de
tratamento curativo disponiveis.

Ambos Neoplasia Hematopoiética e Linfoide 21 Encerrado RORI1 Fase I | Lentivirus | (NCT02706392)

Neoplasma Sélido Maligno

Carcinoma de Pulmao Nao Pequenas Células
Metastatico

Carcinoma de Mama Triplo-Negativo Metastatico
Leucemia Linfoblastica Aguda Recorrente




Tipo de

Cancer
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Status

Proteina-Alvo

Fase

Vetor

34

Linfoma de C¢lulas do Manto Recorrente
Leucemia Linfocitica Cronica Refrataria

Cancer de Pulmao Nao Pequenas Células Estagio
I AJCC v7

Cancer de Pulmao Nao Pequenas Cé¢lulas Estagio
IIIA AJCC v7

Cancer de Pulmao Nao Pequenas Cé¢lulas Estagio
1IB AJCC v7

Hematolégico

Linfoma de células B

42

Ativo, ndo
recrutando

CD19

Fase 11

Retrovirus

(NCT03761056)

Hematoldgico

Leucemia linfoblastica aguda de precursores B
recidivante/refrataria

125

Ativo, ndo
recrutando

CD19

Fase 1

Retrovirus

(NCT02614066)

Hematolégico

Linfoma de células B
Linfoma nao-Hodgkin

27

Ativo, ndo
recrutando

CD19

Fase I

Lentivirus

(NCT02659943)

Hematoldgico

Linfoma nao Hodgkin

Linfoma de células B

Leucemia linfocitica cronica

Linfoma linfocitico de células pequenas

26

Concluido

CD19/CD20

Fase |

Lentivirus

(NCT03019055)

Hematolégico

Células neoplasicas CD19-positivas presentes
Leucemia linfoblastica aguda recorrente em
adultos

Leucemia linfocitica cronica recorrente
Linfoma difuso de grandes células B recorrente
Linfoma de células do manto recorrente
Linfoma nao Hodgkin recorrente

Linfoma linfocitico pequeno recorrente
Leucemia linfoblastica aguda refrataria
Leucemia linfocitica cronica refrataria
Linfoma difuso de grandes células B refratario

204

Concluido

CD19

Fase I

Lentivirus

(NCT01865617)

Hematolégico

Mieloma-Multiplo
Mieloma de Células Plasmaticas

13

Concluido

CDI19

Fase I

Retrovirus

(NCT03958656)
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Hematolégico | Recaida do Linfoma Difuso de Grandes Células B | 307 Ativo, ndo CD37 Fasel | Retrovirus | (NCT02348216)
(DLBCL) recrutando (SLAMF7)
Linfoma Folicular Transformado (TFL)
Linfoma de Células B Primario do Mediastino
(PMBCL)
Linfoma de Células B de Alto Grau (HGBCL)
Hematologico | Leucemia Linfoblastica Aguda 1 Encerrado CD19 Fase Il | Lentivirus | (NCT02935543)
Hematolégico | Mieloma-Multiplo 30 Concluido BCMA Fasel | Retrovirus | (NCT02215967)
Mieloma de Células Plasmaticas
Hematolégico | Diffuse Large B-Cell Lymphoma, 30 Encerrado CD19 Fase I | Lentivirus | (NCT02706405)
Recorrente Linfoma Difuso de Grandes Células B
Recorrente Linfoma B de Células Grandes
Mediastinico Primario (Timico)
Linfoma Difuso de Grandes Células B Refratario
Linfoma B de Células Grandes de Alto Grau
Refratario com Rearranjos MYC, BCL2 e BCL6
Linfoma B de Células Grandes Mediastinico
Primério (Timico) Refratario
Hematolégico | Linfoma Difuso de Grandes Células B Refratario 37 Ativo, ndo CDI19 Fase I | Retrovirus | (NCT02926833)
recrutando
Sélido Neuroblastoma recidivante ou refratario 17 Concluido 1IRG Fasel | Retrovirus | (NCT02761915)
Hematolégico | Linfoma 74 Concluido CD19 Fase II | Lentivirus | (NCT03483103)
Linfoma nao-Hodgkin
Linfoma de células B
Linfoma difuso de grandes células B
Hematolégico | Linfoma Folicular 98 Ativo, ndo CD19 Fase Il | Lentivirus | (NCT03568461)
recrutando
Solido Neuroblastoma 5 Concluido GD2 Fasel | Retrovirus | (NCT01460901)
Hematolégico | Recurrente Linfoma Folicular de Grau 1 8 Ativo, nao CD19 Fasel | Lentivirus
Recurrente Linfoma Folicular de Grau 2 recrutando / Fase (NCTO01318317)
Recurrente Linfoma Folicular de Grau 3 1T

Recurrente Linfoma de Células do Manto
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Recurrente Linfoma Nao-Hodgkin
Hematolégico | Adultos que tiveram recaida ou que sdo refratarios | 42 Concluido CD19 Fase Il | Lentivirus | (NCT01747486)
a Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) ou ao
Linfoma Linfocitico Pequeno (LLP) em 3? linha
Hematolégico | Mieloma Multiplo 6 Encerrado CD19 Fase II = Lentivirus | (NCT02794246)
Hematologico | Leucemia Linfoblastica Aguda (ALL) 5 Encerrado CD19 Fase Il | Lentivirus | (NCT04225676)
Hematolégico | Patients com Linfoma ndo Hodgkin (NHL), com 63 Concluido CD19 Fase Il | Lentivirus | (NCT02030834)
linfomas de células B CD19+

Tabela 3. Clinical Trials para CAR-Ts desenvolvidas atualmente

Legenda. Ativo, nao recrutando: O estudo estd em andamento, ¢ os participantes estdo recebendo uma intervencao ou sendo examinados, mas nio estdo sendo atualmente
recrutados ou inscritos novos participantes. Encerrado: O estudo foi interrompido precocemente e ndo sera retomado. Os participantes ndo estdo mais sendo examinados ou
tratados. Concluido: O estudo terminou normalmente, e os participantes ndo estdo mais sendo examinados ou tratados.

Fonte: Dados retirados do clinicaltrials.gov (2023)
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Nas tabelas abaixo, pode-se observar que a maior parte dos testes realizados consistem
em CAR-Ts para tratamento de canceres hematologicos CD19" (21; 53,85%) (A), seguido de
BCMA" (3; 7,69%). Para produg¢io das CAR-Ts foram usados vetores virais (B), sendo o mais
comum: Retrovirus (21; 55,26%) seguido do Lentivirus (17; 44,74%). Além disso, 31 (79,49%)
das CAR-Ts sdo para tumores hematoldgicos, 7 (17,95%) sdo para tumores solidos e 1 (2,56%)
(C) ¢ utilizado para tratar ambos tipos de tumores, neste caso selecionando um alvo comum

RORI.

Proteina-alve Quantidade % Vetor Usade Quantidade Percentual
PD-L1 1 2.56% Lentivirus 17 44 T4%
@ —— . 256% Retrovirus 21 55,26% °
CD44v6 1 2.56% Nao Informado ! _
CD19/CD22 1 2.36%
BCMA/TACI 1 2.56%
BCMA 3 T.69%
CcD19 21 33.83%
CD1%/CD20 2 3.13%
CD30 1 2.56% Tipo de
MSLN 1 2.56% Tumor Quantidade Percentual
VEGERD . 2.56% Sélido 7 17.95% ©
(EGFRVII 1 2.56% Hematolégico 31 79.43%
RORI 1 2.56% Ambos 1 2.556%
CD37 (SLAMET) 1 2.36%
IRG 1 2.56%
GD2 1 2.56%

Tabela 4. Alvos e vetores utilizados em CARTSs e tipos de tumores.

Legenda: A. Tabela contendo os alvos marcados pelas CAR-Ts, a quantidades de estudos clinicos sendo
desenvolvido para cada um deles e seu respectivo percentual. B. Os vetores de transduc@o usados para a fabricagdo
de cada CAR-T, sua quantidade e seu respectivo percentual. C. Os tipos de tumores hematologicos combatidos
por cada uma das construgdes das CAR-Ts, suas quantidades e seus respectivos percentuais.

Fonte: clinicaltrials.gov (2023)

3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral
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Analisar na literatura bibliografica os beneficios e os desafios relacionados a utilizagdo
clinica da imunoterapia de células T Chimeric Antigen Receptor (CAR T) em tumores solidos

e liquidos entre os anos 2015 a 2021.

3.2. Objetivo Especifico

. Leitura de artigos publicados entre os anos de 2015 a 2021, que abordem a utilizacdo de
células CAR T em pacientes que desenvolveram tumores sélidos ou liquidos.

. Tabelar resultados encontrados no estudo

° Analisar os tipos de tumor, construgdo da CAR-T, antigeno tumoral marcado, efeitos
toxicos/adversos observados.

. Utilizar ferramenta PRISMA para auxiliar na escrita do presente trabalho e de futura

publicacdo como artigo de revisao sistematica.

4. MATERIAIS E METODOS

A elaboragdo da pesquisa para esta revisao foi conduzida através das seguintes palavras-
chaves: “CAR T cells” AND “Immunotherapy” e “CAR T cells” AND “Solid tumor” nas
plataformas Web Of Science, Pubmed e o banco de dados da CAPES (Coordenagao Brasileira
e Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior). Os critérios de inclusdo foram: artigos com
testes clinicos publicados entre os anos 2015 a 2021 (6 anos) que usavam CAR-Ts para o
tratamento de tumores solidos ou liquidos. A margem de 6 anos na coleta dos artigos foi
proposta a fim de se obter um panorama geral dos avancos obtidos nas CAR-Ts no tratamento
oncoldgico recentes, sendo 2021 o ano em que a coleta dos artigos foi realizada pelos autores
nos bancos de dados. Os critérios de ndo-inclusdo foram artigos de revisdo ou artigos de
pesquisas pré-clinicas. Embora a palavra-chave “CAR T cells” AND “Liquid tumor” tenha sido
elencado a priori, obtivemos poucos numeros amostrais, um elevado nimero de artigos
repetidos ou fora do escopo. Portanto, essas palavras ndo foram incluidas. No entanto, como
“CAR T cells” AND “Immunotherapy” foi utilizado e, devido a sua abrangéncia, contemplou
estudos clinicos de pacientes com malignidades hematologicas. O PRISMA foi usado para

direcionar a escrita do presente trabalho e, futuramente, a publicacdo dessa revisao.

O clinicaltrials.gov foi consultado para elaboracdo de uma tabela contendo as recentes

pesquisas sobre CAR-Ts. Para isso foi pesquisado “CAR T cells”, e os filtros usados foram para
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trabalhos que estejam aceitando inscri¢gdes de convidados, ativos (e que ndo estivesse mais
recrutando), encerrados e concluidos. Foram inclusos todos os sexos de pacientes para a busca,
e especificados estudos de intervengao (teste clinico). O objetivo dessa consulta foi a construgao
de uma tabela para informacgdo (detalhada) sobre as pesquisas que estdo/estavam em

andamento.

5. RESULTADOS

Um total de 1188 artigos forma obtidos, dentre os quais 843 foram eliminados analisando
o titulo do trabalho e/ou resumo apresentado. Nesta fase também foram eliminados artigos que
ndo eram casos clinicos, artigos de revisdes, ndo estavam de acordo com o tema, que nao
estavam disponibilizados em inglés e documentos que ndo eram artigos cientificos. Os 345
artigos restantes foram analisados novamente para os parametros de “duplicados” e “Nao
adequado ao tema” e, ambos apresentaram 69 e 70 artigos eliminados, respectivamente. Os 206
artigos restantes foram analisados e 41 artigos foram eliminados por serem revisdes, 10 por
estarem duplicados e 122 por ndo se adequarem ao tema. Dentre os 33 artigos restantes, foi
observado que 3 eram revisodes, 2 ndo eram adequados ao tema e 2 eram repetidos. Na ultima
etapa de eliminagdo, os artigos selecionados por diferentes autores foram classificados em uma
unica tabela a fim de verificar o ultimo processo de eliminagado, caso fosse necessario. Um total
de 26 artigos foram lidos e 2 artigos foram eliminados por serem revisdes e 10 por ndo serem
adequados ao tema. Apos todas as exclusdes 14 artigos foram selecionados e integraram os

critérios de inclusdo e ndo-inclusao (Figura 5)



WebOfScience
n = 907

PubMed
n=176

A\

Periédicos CAPES
n =105

Artigos Totais Obtidos
n=1188

A

Primeira exclusao de artigos pelo titulo
efou resumo para ndc adequacao ao
tema, revisdes, estudos que nao

Y

Artigos possivelmente
selecionados
n =346

»1 fossem clinicos, nao disponiveis em
inglés.
n =843

Nédo adequado ao tema (n = 204)

Y

Artigos Selecionados
n=14

Y

Revisdes (n =46)
Duplicados (n =81)

Figura 5. Fluxograma simplificado com os passos da metodologia para obtengdo dos artigos.
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Legenda: Fluxograma resumido com os passos executados para a obtengdo dos 14 artigos elegiveis para a

presente revisao

Fonte. Elaborado pelo Autor (2023)

Os 14 artigos classificados apresentaram resultados que foram tabelados (Tabela 5) para

melhor visualiza¢ao e discussao dos dados obtidos.
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Construgdo |Geragéo da Idade dos Efeitos Adversos O paciente Tipo De Vetor
Data de ou da CAR-T CAR-T Participantes aprseentou usado para
Publicagdo Hematolégico? usada CRS? construgao das
CAR-Ts
ZHANG et Hematolégico. Fase I/ . Leucemia linfoblastica CD19/CD22 - - Um. 21 anos. Sindrome da liberagao de Sim, grau 3 Nao ha 03614858
al., 2020. Fase ll de células B com CAR-T. citocinas, febre, hipotensao, informacgodes
cromossomo Filadélfia. hipodxia, alguns sintomas de sobre os
sindrome de ativagao de vetores usados.
macroéfagos, febre alta, aumento
de ferritina, esgotamento de
fibrinogénio e diminuigao da
atividade das células NK
NAIR et al., Hematoldgico. Fase I/ Leucemia linfoblastica CD19-specific Quarta CD28-CD137 Um 25 anos. Sindrome da liberagao de Sim, grau 3 Lentivirus. 03050190
2019. Fase ll aguda de células B com CAR-T e 153z- CD28-CD27 citocinas, hipotensao, letargia, na primeira
cromossomo Filadélfia CAR-T. CD28-ICOS tremores musculares, afasia e infusao e 03125577
CD28-0X40 incontinéncia. Apresentou rigidez grau 0 na
CD28-IL15Ra muscular e um escore de segunda.
Karnofsky de 10 relatado no
paciente. Sua consciéncia
retornou apos 16 dias de infusdao
de CART com uma pontuagao de
Karnofsky melhorada de 40.
Também havia um edema cerebral
ocupando espacgo
TAN et al., Hematolégico. - Leucemia linfoblastica CD19 CAR-T. Segunda CD137 Doze. Idade entre 1- A sindrome da liberagao de Sim, grau 1, Lentivirus. -
2021. aguda B refrataria ou 12 anos.. citocinas e a sindrome da 2e3.
recidivada (B-LLA). neurotoxicidade associada as
células efetoras imunes foram os
principais efeitos adversos. No
entanto, também houve paralisia
facial, paraplegia, distarbio da
visdo devido a lesdes ocupando o
nervo optico, lesées ocupando
regiao do lobo temporal e
occipital, dor de cabeca intensa e
reflexo positivo do sinal de
Babinski
GAUTHIER, Hematolégico. Fase I/ Leucemia linfoblastica CD19 CAR-T. Segunda CD137 Quarenta e Média de 58 Baixa gravidade da Sindrome da Sim, mas Retrovirus. 01865617
et al., 2021. Fase Il aguda, linfoma nao- quatro. anos. Liberagao de Citocinas (a mediana menor ou
Hodgkin e leucemia do grau de SLC apés o tratamento igual a
linfocitica cronica. com CART2 foi 1, e somente 4 primeira
pacientes apresentaram grau 3-4 vez. (As
de SLC). Baixa gravidade da células
neurotoxicidade (a mediana do foram
grau foi 0 e apenas 5 pacientes aplicadas
desenvolveram neurotoxicidade duas vezes)
grau 3-4)
DA VIA, et Hematolégico. Fase ll Mieloma muiltiplo (IgG)- Anti-BCMA Segunda CD137 Um 71 anos. Sindrome da Liberagao de Sim, grau 1 Lentivirus. 03361748
al., 2021. K CAR-T. Citocina
(Abecma)
MOSKOP et Hematolégico. - Leucemia Linfoblastica CD19 CAR-T Segunda CD137 Um. 2 meses. O grau | da Sindrome de Liberacao Sim, grau 1 Lentivirus. -
al., 2021 Aguda Infantil (ALL) (Kymriah) de Citocinas (SLC) ocasionado
pelo tisagenlecleucel, o qual foi
tratado com tocilizumabe devido a




Autores e
Data de
Publicagao

Tumor Sélido
ou

Hematolégico?

Tipo de Cancer

Construgao
da CAR-T
usada

Geragao da
CAR-T
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Participantes
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persisténcia dos sintomas de
febre e taquicardia.

O paciente
aprseentou
CRS?

Tipo De Vetor
usado para
construgao das
CAR-Ts

4

BRETHON,
etal., 2021.

Hematolégico.

Leucemia aguda de
fenétipo misto.

anti-CD19
CAR-T.

Um.

1anoe?9
meses de
idade.

Sindrome de liberagao de
citocinas com toxicidades
hematolégicas e neurolégicas.

Sim, grau 2

Nao ha
informagoes
sobre os
vetores usados.

KARSCHNIA
etal., 2021.

Hematolégico.

Linfoma difuso de
grandes células B

CD19 CAR-T.
(YESCARTA)

Segunda

CD28

65 anos.

Disgrafia leve, desorientacao e
agitagdao moderadas,
progressivamente desorientado e
dificil de despertar, estuporoso,
coma delta, afecg¢ao cardiaca,
renal e hepatica. Além disso, o
nivel de consciéncia diminuiu
irreversivelmente apés 14 dias da
infusdo. Um edema cerebral
infratentorial profundo foi
encontrado.

Houve evidéncia de disfuncao na

barreira hematoencefalica, pois
houve infiltragao perivascular de
linfocitos CD3+/CD8+ que podem
representar células CAR T. Houve
também neurotoxicidade apds a
infusao, diada pela interl

1.

Sim, grau 2

Nao ha
informagoes
sobre os

vetores usados.

FENG, et al.,
2021.

Hematolégico.

Fase |

Linfomal/Linfoblastoma
de Células T de
Recaida

CD5-
IL15/IL15sushi
CAR-T.

Quarta

Um.

22 anos.

Elevagoes transitorias em ferritina
e Hs-CRP, e breve, aplasia de
células T transitéria.

Sim, grau 1

Lentivirus.

04594135

LlU etal.,
2021.

Hematolégico.

Fase ll

Linfoma difuso de
grandes células B

CD19-PD-
1/CD28-CAR-
T. (iCAR)

Segunda

CD28

Dezessete.

A idade foi
variavel. Entre
24-70 anos, a
media foi 55
anos.

Sindrome de liberagao de
citocinas, leucopenia,
trombocitopenia, anemia, febre e
sintomas leves da Sindrome de
Liberacao de Citocinas (febre,
taquicardia, tontura, hipotensao e
hipoéxia)

Sim, grau 0,
1e2.

Lentivirus.

03258047

FANG, et al.,
2021.

Sélido.

Fase I/
Fase ll

Cancer de ovario
epitelial refratario

oPD-1-
mesoCAR-T.

Quarta

CD28

54 anos.

Grade |, hipertenséao e fadiga.

Transposons.

03615313
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Autores e Tumor Sélido Tipo de Cancer Construgdao |Geragdo da Dominio Numero de Idade dos Efeitos Adversos O paciente Tipo De Vetor
Data de ou da CAR-T CAR-T |Coestimulatério| Participantes Participantes aprseentou usado para
Publicagao Hematolégico? [TEETE CRS? construgao das

CAR-Ts
YOU et al., Sélido Fase | Cancer de vesicula MUC1- - CD28-CD137 Um. A idade do Sindrome de liberagao de Sim, mas o Lentivirus.
2016. seminal expressando especifico paciente ndao citocinas, leve dor de cabeca, dor grau nao foi
CAR-T cells: foi informada. muscular, congestédo nasal, informado.
SM3-CAR-T e desconforto abdominal leve,
pSM3-CAR-T. aumento da relagao e contagem
de eosindfilos e niveis elevados
de glicose.
XU et al.,, Solido - Neuroblastoma com 4SCAR-GD2 Quarta (GD2 + Um. 55 meses. Sindrome de liberagao de Sim, grau 2. Lentivirus. -
2020. MYCN-amplificado /ICD37 + citocinas, pressao arterial baixa
/CD28 + nos primeiros e segundos dias
CD137+ apos a infusao, febre entre o
IcD27- décimo primeiro e décimo quarto
liCasp?9). dias, erupgao cutanea,
hipoalbuminemia e edema entre o
décimo primeiro e décimo sétimo
dias. Apos dezoito semanas da
infusdo, a ressonancia magnética
craniana apresentou sinais
anormais significativos no
temporo-occipital direito. Neste
mesmo periodo, havia 3% de
células CAR-T na medula éssea.
FENG, et al., Solido. Fase I/ Colangiocarcinoma EGFR- Segunda CD137 Um. 52 anos. Calafrios, febre, fadiga, vomitos e Nao Lentivirus 02541370
2017. Fase ll metastatico especifico e dores musculares (leves e
CD133- gerenciaveis); febre baixa que
especifico durou 9 dias; e erupgoes cutaneas
CAR-T durante a infusao de células

CART-EGFR.

Dor abdominal superior, calafrios,
febre (39,1°C), hemorragias
pontuais esporadicas, erupgoes
cutaneas congestivas, prurido e
diarreia durante a manha do
segundo dia apds a conclusao da
infusao de células CART133.

Tabela 5. Classificagdo dos 14 Artigos Obtidos

Fonte. Elaborado pelo Autor (2023)




44

ZHANG et al (2021) apresenta um caso de uma mulher de 22 anos de idade com uma
nova mutagao que leva ao desenvolvimento de um cromossomo Filadélfia positivo em leucemia
de linfocitos B. Essa mutagdo consiste na juncao de dois genes, conhecidos como: STRBP e
JAK?2, localizados no cromossomo 9q33 e 9p24, respectivamente. A proteina codificada pelo
gene JACK2, em sua por¢do carboxi-terminal, possui uma estrutura para tirosina quinase,
denominada JHI, e est4 intrinsecamente relacionado a ativagdo de proteinas chave do ciclo
celular através do eixo JACK2-STAT que regula as divisoes celulares (ZHANG et al.,2021;
LEROY & CONSTANTINESCU; 2017). O dominio que precede JH1, chamado JH2, ¢ uma
regido pseudoquinase que regula a atividade da JH1 e, na auséncia dessa regulacao, ocasionada
pela jungdo ao gene STRBP, ocasiona ativagdo descontrolada que leva a progressdo tumoral
(ZHANG et al.,2021). Embora os autores afirmam que mutagdes envolvendo o gene STRBP,
associadas a emergéncia do cromossomo Filadélfia, foram também observadas em tumores
solidos, como adenocarcinoma de pulmdo (STRBP-ASTN) e cancer de mama (STRBP-
ATG14), o caso clinico relatado por ZHANG et al (2021) foi pioneiro ao mostrar este tipo de

mutagao ocorrendo em um tumor hematologico.

A paciente recebeu quimioterapia convencional e administragdo do farmaco inibidor de
ativacdo JACK-STAT, ritoxinib, para tratar o tumor. Como os tratamentos convencionais nao
foram eficazes, implementou-se a imunoterapia CAR-Ts tandem anti-CD19 e CD22. No caso,
dois scFv foram usados como uma maneira de evitar resisténcia ao tratamento, devido a
mutagdes ou perda de expressdo de proteinas. Em algumas situagdes, essa estratégia pode
também ser usada como uma ferramenta para evitar o efeito on-target off-tumor, reduzindo as
chances de toxicidade e neurotoxicidade da imunoterapia (STERNER & STERNER., 2021).
Efeitos adversos de CRS grau 3 foram observados, incluindo: febre alta, hipotensdo, hipdxia.
Sintomas relacionados a sindrome dos macrofagos ativados incluiram o aumento da ferritina,
febre alta, deplecdo de fibrinogénio e diminui¢do da atividade das células NK. No entanto, esses
sintomas foram aliviados com a administracao do anti-inflamatério dexametasona, bolus de
fluidos, vasopressores e oxigénio suplementar. No dia 28 apos a infusdo de células CAR T,
foram observadas células neoplasicas CD19+CD22-, indicando uma "resisténcia parcial" ao
tratamento, causada pela perda de expressdo de proteina-alvo. Interessante, a paciente nao
apresentou sintomas tipicos de células CAR T relacionadas sindrome de encefalopatia, € houve
persisténcia das células CAR T. No dia 28 apds a infusdo de células CAR T CD19/CD22,
nenhum blasto foi detectado em seu esfregaco, ¢ o rearranjo de JAK2 estava negativo. No

entanto, detectou-se a presenca de células neoplasicas positivas para CD10, CD19, CD33,
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CD34, mas negativa para CD22 . O haplo-identical allogenic stem cell transplantation (allo-
HSCT) foi realizado 1 més apos o tratamento com células CAR T e farmacos para prevenir a
doenca do enxerto contra o hospedeiro (GvHD) foram administrados. A paciente teve relapso
hematologico 30 dias apds o allo-HSCT, linfocitos de doador foram infundidos no dia 60 apos
o allo-HSCT. Embora remissdo negativa foi obtida ap6s a infus@o de linfécitos de doador; a
paciente morreu de doenga do enxerto contra o hospedeiro grau IV envolvendo o intestino e
figado aos 7 meses pos- HSCT. Considerando os resultados observados, os autores sugerem

que a terapia CAR T pode ser uma opgao viavel para o tratamento desse tipo de patologia.

No trabalho de NAIR et al., 2019, os autores produziram varias CAR Ts incorporando
dominios de sinaliza¢do de células T de CD28 em conjunto com motivo de sinaliza¢do
intracelular de 4-1BB, CD27, 0X40, ICOS e IL-15Ra (Figura 6). Inicialmente, essas novas
CAR Ts foram avaliadas in vitro através de um ensaio simples de morte de células-alvo baseado
em células T Jurkat, que foram modificadas por CAR. Considerando que as células Jurkat
CART sao adequadas somente para avaliacdo funcional de CAR a curto prazo, os autores
também utilizaram células T de doadores saudaveis para avaliar a eficiéncia morte das CARTs.
Os resultados demonstraram aumento da morte das células-alvo com a CART 153z (IL-15Ra).
IL-15 ¢ um fator de crescimento das células T, tdo bom quanto o IL-2. IL15Ra consiste em trés
subunidades que, juntas, formam o IL15R. A subunidade IL15Ra € especifica apenas para o
IL-15, ao contrario do IL15B (também conhecido como IL-2/158), que estd acoplado a uma
cadeia gama comum (yC) que ¢ compartilhada com o IL2 (NAIR et al., 2019). Essas
similaridades tém o mesmo impacto sobre as células CAR T em relacdo ao crescimento,
expansdo, ativacao e sobrevivéncia das células T, e ao contrario do IL-2, o IL-15 ndo causa
morte celular induzida por ativagao (AICD) IL2 (NAIR et al., 2019; MARKS-KONCZALIK
et al., 2000; MUNGER et al., 1995). O CAR T 153z também apresentou uma maior expansao
celular quando comparado aos CAR Ts 19z (com dominio co-estimulatério 4-1BB) e 273z (com
dominio co-estimulatorio CD27), principalmente porque o IL15Ra apresenta uma grande
expansdo e ativacao clonal rapidamente.  Essa répida expansdo observada ¢ decorrente da
independéncia das células CAR-Ts se ligarem ao IL-15 soluvel para poderem se expandir. IL-
15 também permite as células T CD8" serem resistentes as Tregs (NAIR et al., 2019; TAO et
al., 2013). No entanto, o CAR T 153z foi correlacionado com a regulagao negativa de proteina
de morte celular programada-1 (PD-1). O fato de o CAR T s6 se expandir em contato direto
com a proteina alvo do tumor em vez do IL-15 soluvel torna essa técnica muito desejavel. NAIR

et al., 2019 também realizaram estudos clinicos 153z CD19 CAR T em um paciente do sexo
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masculino de 25 anos com leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL) com
cromossomo Filadélfia positivo (Ph"), que estava com Leucemia do Sistema Nervoso Central
(central nervous system leucemia-CNSL), e que recidivou 4 meses apds leucemia
hematopoietic stem cell transplant (HSCT). Imediatamente ap6s a infusdo das CAR Ts, 273z,
o paciente apresentou CRS de grau 3, incluindo hipotensdo, letargia, tremores musculares,
afasia e incontinéncia. Apds 8 dias, foram detectadas 3% de células CAR T 273z em suas
células sanguineas periféricas. O paciente recebeu uma segunda infusdo de células CAR T,
construcdo 153z que possui o dominio IL15Ra, mas desta vez ndo foi detectado CRS (grau 0)
e, apos 14 dias, 20% das células CAR T 153z foram detectadas em seu liquido
cefalorraquidiano, demonstrando migragdo celular e expansdo no sistema nervoso central. No
26° dia, o paciente estava consciente e até conseguia caminhar. Esses achados apoiam a ideia
de que as células CAR T podem migrar para o sistema nervoso central ¢ promover

anormalidades neurotoxicas por meio da liberagdo de citocinas.
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Figura 6. Esquema de Construgdes de CAR contendo diferentes Endodominios.
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Legenda. Esquema de construgdes de CAR lentivirais contendo diferentes endodominios, acoplados com um
dominio transmembrana de CD28. A construgdo do CAR consiste em um promotor EFla, seguido de um scFV
anti-CD19 e um dominio transmembrana/endodominio CD28 e diferentes dominios coestimulatérios, como 4-
1BB (19z), CD27 (273z), ICOS (ICOSz), OX40 (0X40z), IL15Ra (153z), respectivamente, acoplados a uma
sinalizagdo intracelular de CD3(.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2023)

CNSL ¢ incomum em pacientes pediatricos € tem um bom prognostico com 0s
tratamentos atuais disponiveis, todavia, para pacientes com recidiva ou refratarios as terapias
direcionadas ao SNC, ha poucas opg¢des de tratamento (TAN et al., 2021). CD19-CAR-Ts estao
bem estabelecidas na atividade antitumoral de varios tipos de leucemia, no entanto, muitos
ensaios clinicos tém estudado apenas baixa-carga CNSL em pacientes (<20/uL in CSF) ou com
pequena massa solida (TAN et al., 2021). Isso pode ser devido ao grande potencial de
toxicidade das CAR-Ts anti-CD19 em desencadear quadros como CRS e ICANS em pacientes
com altas cargas de leucemia do sistema nervoso central. O trabalho de TAN et al (2021) teve
como objetivo a analisar a eficiéncia e seguranga de CAR-Ts anti-CD19 em pacientes tratados
com diferentes cargas de CNSL. Os autores construiram um CAR-T anti-CD19 utilizando scFv
derivado de FMC6 com um dominio coestimulatério 4-1BB (CD137) e dominio intracelular
CD3C. O estudo apresentou uma eficiéncia na remissdo de 12 pacientes, 7 com alta-carga de
doenca e 5 com baixa carga. Os blastos foram eliminados em um més, no entanto, as massas
solidas no sistema nervoso central foram eliminadas em 2 a 3 meses. Os pacientes com alta
carga de CNSL (blastos > 5 pL in CSF) ou massa sélida apresentaram sintomas neuroldgicos
severos e persistentes. Para manejar os sintomas ICAN, os pacientes foram tratados com
manitol (2.5 mL/kg/dose) e furosemida (1mg/kg/dose). Esses achados evidenciam de que
pacientes com CNSL e carga tumoral alta, antes da expansao das CAR-Ts, pode predispor a
neurotoxicidade severa, que deve ser atentamente monitorada e tratada. No estudo, 9 (75% dos
pacientes) permaneceram em remissao até a tltima avaliagdo feita, e 8 atingiram sobrevivéncia
livre de leucemia (LFS) apos 6 meses. Nenhum dos pacientes avaliados no estudo, apresentaram
nenhum desenvolvimento ou comprometimento neuronais irreversiveis. Os autores sugerem
que as CAR-Ts possam ser uma ferramenta de interesse € com baixa permanéncia de efeitos
colaterais no CNS quando comparada a outras intervencdes atualmente disponiveis. No entanto,
essa estratégia ndo deve ser considerada diretamente para pacientes com CNSL de alta carga,
pois ensaios clinicos com um maior niimero de pacientes sdo necessarios para validar e otimizar

essa estratégia, e para atender as necessidades de criangas com CNSL refratarias incuraveis.
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GAUTHIER et al (2021) fez comparacdes sobre duas infusdes (nomeadas CARTI e
CART2, respectivamente) em 44 pacientes com malignidade de células B refratarias (14
Linfoblastica aguda B-ALL, 9 Leucemia linfocitica Cronica-CLL e 21 Linfoma ndao-Hodgkin-
NHL). Os autores encontraram que as segundas infusdes de células CD19 CAR T melhoram os
resultados, em pacientes que ndo atingem uma resposta 6tima apéos CART1. Apesar de 82%
dos pacientes terem recebido uma dose maior de infusdo de células CAR-Ts, comparada a
primeira infusdo, esses apresentaram uma baixa CRS. Na primeira infusdo com CART,
pacientes com ALL possuem um melhor desfecho quando comparados com os pacientes com
CLL ou NHL. O tipo de linfodeplecao antes da infusdo da CART1 estava diretamente associado
com o desempenho e eficdcia da CART?2. Pacientes previamente tratados com Ciclofosfamida
e Fludarabina (Cy-flu) obtiveram melhores resultados comparados com o grupo que ndo
recebeu esse tipo de tratamento, e isso pode ser justificado pelo fato da linfodeplecdo ter
auxiliado a atenuar a resposta imune contra a por¢ao transgénica da CAR. Esses achados
evidenciam a importancia do tratamento para linfodeplecdo como um fator que afeta a propria
atividade das CAR-Ts. Os autores observaram que a expansao da CART2, in vivo, era menor
do que a expansdao observada na CARTI1, e os melhores resultados foram observados em
pacientes CLL e NHL que tiveram o tratamento prévio de linfodeplecao com cy-flu. Os autores
sugeriram que os fatores que poderiam ter afetado a baixa expansdo e persisténcia in vivo
poderia ser o uso de CAR-Ts criopreservadas para a CART2. Por fim, os autores sugerem que
maiores quantidades toleraveis de CART2 poderiam melhorar a resposta apds a faléncia de
respostas a CARTI, sem altas toxidades aos pacientes. A estrutura da CAR, nesse estudo,
consistiu em um anticorpo monoclonal murino FMC63 acoplado a uma dobradica 1gG4, um

dominio transmembrana CD28, 4-1BB e dominio de sinalizacdo intracelular CD3{ (Figura 7).

(Gauthier et al., 2021)
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Figura 7. Esquema de Construgdo do CAR apresentado por Gauthier et al (2021)
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Legenda: Esquema de construcdo do CAR apresentado por Gauthier et al (2021) onde ¢ possivel observar um
fragmento FMC63 scFv murino acoplado a uma dobradiga I[gG4. Ademais, ha dominios CD28 e CD137 (4-1BB),
seguidos do dominio de sinalizagdo intracelular CD3, um sitio IRES e proteina humana EGF.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2023)

No estudo de DA VIA et al (2021), os autores apresentaram um caso clinico de
resisténcia tumoral com células CAR-T anti-BCMA (Abecma) em um paciente com mieloma
multiplo, causada pela perda de um par de genes responsaveis pela codificagdo da proteina alvo
(BCMA). O gene TNFRSFI17 que codifica BCMA estd localizado no brago curto do
cromossomo 16 e ¢ expresso quase exclusivamente no plasma e em células B. A y-secretase
cliva a BCMA ligada a membrana tornando os niveis soltiveis de BCMA elevados no soro de
pacientes com Mieloma Multiplo (MM) (SHAH et al., 2020). O construto CAR consistiu em
um fragmento de anticorpo tnico de cadeia variavel (scFV) murino especifico para o antigeno
de maturagdo de células B (BCMA) acoplado a um dominio de dobradica CD8a e de
transmembrana humano fundido a um dominio de sinalizagdo CD137 (4-1BB) e CD3({, em
tandem (DA VIA et al.,, 2021). O paciente recebeu tratamento de linfodeplecdo com
quimioterapia Cy-Flu e apresentou CRS grau I. Cinco meses apds a infusao de Ide-cel
(Abecma), a proteina M aumentou e houve outras indicagdes diferentes de recidiva tumoral,
mas a proteina BCMA permaneceu baixa. O BCMA ¢ um marcador conhecido de carga tumoral
no mieloma multiplo e estava abaixo do limite de detec¢do, mesmo com a progressdo. As
analises demonstraram a expansao e persisténcia das CAR-Ts neste periodo. Foi realizada uma
terapia de resgate com base em bortezomib, porém o paciente faleceu duas semanas apos a
doenga refratdria. Analises genéticas do genoma completo (WGS) foram realizadas para
encontrar as razdes pelas quais houve uma delecdo/inativacdo do gene responsavel pela
codificagdo do marcador BCMA (TNFRSF'17) localizado no brago curto do cromossomo 16.
Foram encontradas varias trocas no genoma das células tumorais em progressao, como a
inativagdo bialélica de TP53, entre outras. E foi observada uma grande dele¢ao heterozigotica
de 21,3 megabases (Mb) afetando o cromossomo 16 e uma delecdo homozigética de 91
kilobases (kb) (de 12.058.001 a 12.149.000), resultando na perda bialélica do gene TNFRSF17
no cromossomo 16pl13,13. A perda de ambos genes devem ter ocorrido em diferentes
momentos, entdo o grupo de pesquisa analisou se, antes do tratamento, o paciente ja apresentava
uma mutacao heterozigota neste gene e o resultado foi positivo. Heterozigosidade para o gene
TNFRSF17 ou monossomia do 16 em novos diagnésticos e pacientes com recidivas, consistem

6.7%. Embora o percentual seja baixo, pode ser entendido como um inicio da resisténcia a
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imunoterapia, por meio da pressao seletiva para perda de antigenos, e um desafio para as CAR-

Ts combaterem o tumor.

Nos estudos de MOSKOP et al (2021) ¢ BRETHON et al (2021), os autores
apresentam CAR-Ts desenvolvidas para o tratamento de tumores hematoldgicos com rearranjo
dos genes KMT2A. Tal mutagdo ¢ um dos fatores que acarretam em progndsticos baixos em
ALL infantis devido a resisténcia a quimioterapia e relapso. MOSKOP et al (2021)
apresentaram um caso clinico de leucemia linfobléstica aguda infantil em um paciente de 2
meses de idade, que consiste em uma doenga rara e agressiva causada por rearranjos em
KMT2A4. O paciente foi submetido a tratamento com tisagenlecleucel apds quimioterapia de
linfodeplecdo com cy-flu e desenvolveu CRS de grau I. Tocilizumab foi administrado devido a
eventos adversos persistentes, como febre e taquicardia. Dois meses apds a infusdo de
tisagenlecleucel, ndo houve evidéncia da doenca, mas o transplante de células-tronco
hematopoiéticas foi recomendado devido a recidiva de células B CD19" observada comumente
apods terapias com alvo em CD19. Os autores descrevem que hé ensaios clinicos adicionais
usando terapia de células T CAR para pacientes com LLA extramedular recidivante isolada,
mas nao ha relatos de terapia com células CAR T para o tratamento bem-sucedido de LLA
extramedular recidivante infantil, conforme apresentado. Em contrapartida, BRETHON et al
(2021) apresenta uma estratégia diferente para evitar a recidiva, através da marcagao simultanea
de dois antigenos presentes em células B, CD19 e CD22. BRETHON e colaboradores
apresentaram um paciente pedidtrico com Leucemia Aguda de Fendtipo Misto (MPAL) que foi
submetido ao tratamento com dois tipos de imunoterapicos: CAR-T antiCD19 e anticorpos
Blinatumomabe (BLIN), uma constru¢ao de anticorpo de células T biespecifico que direciona
células T citotoxicas para células B-ALL que expressam CD19; e Gemtuzumab ozogamicina
(GO) um conjugado droga-anticorpo anti-CD33. O paciente foi tratado apds constatagdo de
um relapso apoés HCST, e apresentou liberacdo de citocinas de grau 2, com toxicidades
neurologicas e hematologicas. O paciente apresentou doenga residual minima (MRD) negativa
apos a segunda injegdo de CAR-T, demonstrando que essa tecnologia foi, at¢é o momento,
suficiente para diminuir as chances de recidivas observadas em tratamentos anteriores. As
CAR-Ts com capacidade de se ligar a mais de um antigeno tem sido utilizada e testadas, para
seguranca e eficacia, e demostram ser 6timas ferramentas para aumentar a atividade antitumoral
e diminuir as chances de se observar uma resisténcia ocasionada pela perda ou formacgao de

neoantigeno com as proteinas alvos das CAR-Ts (SHAH & FRY; 2019). A Figura 10, mostra
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uma construcao em tandem da molécula CAR, que possibilitara ser ativada quando um ou dois

antigenos estiverem presentes.

Célula Tumoral‘ Célula Tumoral |

Ativacdo CAR-T Ativacdo CAR-T Ativacdo CAR-T

Figura 8. Construcdo em tandem de CAR

Legenda: Esquema de uma constru¢ao de CAR tandem interagindo com uma célula tumoral. A interagdo para
ativacdo pode ocorrer de trés maneiras distintas. As duas primeiras ocorrem quando cada scFV
individualmente se liga a sua respectiva proteina antigeno tumoral e ¢ suficiente para a ativagdo de sinalizagao
intracelular. A terceira ocorre quando ambos os scFV se ligam ao mesmo tempo a sua respectiva proteina
antigeno tumoral.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2023)

KARSCHNIA et al (2021) apresenta um caso de uma mulher de 65 anos que morreu
53 dias apds a administragdo intravenosa de CAR-Ts antiCD19 (axicabtagene ciloleucel),
conhecida comercialmente como YESCARTA. Essa CAR-T consiste em uma tecnologia de
segunda geragcdo que possui um dominio coestimulatorio CD28 com dominio de sinalizacao
intracelular CD3(, e sua produgdo consiste na transfeccao de linfocitos T através de um
retrovirus. A paciente desenvolveu ICANS grau 4 apos 6 dias do inicio do tratamento com
CAR-T, e andlises concomitantes de CSF e quantificacdo de proteina no plasma foram
consistentes com disrupcdo da barreira hematoencefalica (BBB). Administragdo de
imunoglobulinas intravenosas e bloqueio de interleucina-1 pela droga anakinra foi realizado,
mas foram incapazes de aliviar os sintomas. De maneira concomitante, a paciente desenvolveu

grau II de CRS que foi facilmente manejado com a administra¢do de tocilizumab. A paciente
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faleceu apos 53 dias da administracdo das CAR-Ts, devidos as toxicidades neuroldgicas, e a

analise dos 6rgdos apds a morte evidenciou remissao completa da leucemia.

FENG et al. (2021) apresenta um caso de linfoma/leucemia linfoblastica de células T
agressivo envolvendo o sistema nervoso central, cujo tratamento consistiu no uso de células T
CAR anti-CD5 para secretar um complexo "sushi" IL-15/IL15Ra. CD5 tem sido considerado
um excelente alvo terapéutico, uma vez que € uma das principais proteinas encontradas em
células T de leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL) e tumores de linfoma de células
T periféricas (PTCL), enquanto ndo esta presente em células-tronco hematopoiéticas e células
nao-hematopoiéticas, minimizando o risco de toxicidade em células saudaveis (FENG et al.,
2021). Embora as células T normais também expressem CD5 em sua superficie celular, estudos
clinicos indicaram que as células CAR-T tém preferéncia em eliminar as células tumorais CD5"
em vez da populagdo normal de linfocitos T (FENG et al., 2021; MAMONKIN et al., 2015).
Existe uma chance de lise das células CAR-T, mas isso ndo foi observado no estudo de caso,
uma vez que foi possivel observar que as proprias células CAR-T diminuiram a expressao do

gene CD35.

A tecnologia utilizada neste caso clinico ¢ muito promissora, uma vez que apresenta a
capacidade de liberar citocinas, como a liberacdo de IL-15/IL15a. IL-15 ¢ uma proteina
pleiotropica que pode afetar células imunes naturais, como células adaptativas, e pode ser
encontrada livre no meio extracelular ou associada ao seu receptor (IL15Ra) (FENG et al.,
2021; WALDMANN., 2015). IL-15R consiste em uma subunidade alfa, que pode ser
encontrada em células apresentadoras de antigenos ou liberada no soro, € uma subunidade By
localizada em células-alvo. IL15Ra pode se associar livremente a citocina IL-15, formando um
complexo. No entanto, para fungdes celulares, € necessario que ela se ligue ao receptor IL-150y

(FENG et al., 2021; WALDMANN., 2015). IL-15 tem uma meia-vida curta, mas quando

associada ao IL15Ra, sua meia-vida é aumentada. Dessa forma, a utilizagao de uma construgao

CAR antiCD5 com capacidade de secretar IL15/IL15Ra foi pensada a fim de se obter uma
resposta antitumoral mais sustentada e prolongar a tempo de sobrevivéncia da CAR-T (FENG
et al., 2021). O tratamento causou com sucesso a remissao da doenga avangada do paciente,
demonstrando niveis regulados de liberacdo de citocinas IL-15 e linfocitos T saudaveis. Nao
foi observada nenhuma deficiéncia celular causada pela aplasia de células T curtas, que voltou
ao normal no nono dia ap6s o inicio do tratamento com células T CAR anti-CDS5. Foi observada

uma CRS grau I com uma elevagdo transitéria de ferritina, e os sintomas envolvendo a
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infiltracdo de células neopléasicas no nervo optico, por exemplo, diminuiram dias apds a infusdo

com as CAR-Ts.

LIU et al (2021) apresenta um estudo fase Ib com 17 pacientes entre 20-70 anos com
linfomas de grandes células B, incluindo DLBCL, linfoma folicular transformado (tFL) e
linfoma de células do manto (MCL), cujo critério de inclusdo consiste em células tumorais
PDL-1". Sdo apresentadas bi-CAR-Ts direcionadas a PD-L1 e CDI19 para tratar cinceres
hematologicos. O objetivo de construir um CAR anti-PD-L1 ndo ¢ apenas bloquear o ligante
PD-L1, mas alcancar uma resposta citotoxica contra o alvo (LIU et al., 2021). O CAR ¢
construido, através da utilizacdo de um vetor viral (lentivirus), truncando o PD-1 extracelular e
acoplando-o a um promotor de virus de célula-tronco de camundongo (MSCV), uma
transmembrana CD28 e sinalizacdo citoplasmatica (Figura 9). O construto anti-CD19 possui o
promotor EF-1a, seguido de um scFV anti-CD19, dobradica CD28 e dominio transmembrana,
costimulador 4-1BB (CD137) e dominio de sinalizagdo intracelular CD3(. As células T CAR
CD19-PD1 foram mais eficazes do que as células T CAR CDI19 sozinhas ou mesmo
combinadas com anticorpos anti-PD-1 na atividade antitumoral. Além disso, alguns genes
geradores de memoria de células T apresentaram aumento na expressdo, o que aumentou a
atividade citotoxica das células T CAR. Na presenga do dominio costimulatério 4-1BB, a
expressao baixa de genes de exaustdo correlacionados, como TIM3/LAGS3, foi reduzida. Todos
0s pacientes apresentaram um ou mais efeitos adversos (AE) e os maiores graus: 3 ¢ 4 foram
encontrados em 7 (41,18%) e 6 (35,9%) dos 17 pacientes, respectivamente. Ademais, ndo foram
observados AE grau 5. 15 dos 17 pacientes (88.24%) apresentaram CRS leve, no entanto
nenhum recebeu tratamento com tocilizumab ou glicocorticoides (LIU et al., 2021). 1 paciente
morreu por progressdo do linfoma no dia 30 apos a infusdo da CAR-T, mas nao apresentou
CRS severo ou toxicidades relacionadas a administragdo da CAR-T. 10 (58,8%) apresentaram
resposta objetiva (OR) e 7 (41,2%) remissdo completa, incluindo 1 paciente com MCL e 1 com
tFL. 1 paciente com DLBCL apresentou remissdao completa apos a administracao da CAR-T,
mas teve uma recidiva CD19" apds 5 meses, confirmada por biopsia. Um paciente com linfoma
de expressao tripla, refratario para 4 linhas de imunoquimioterapia seguida de ibrutinib, atingiu
CR persistente apds a administragdo das CAR-Ts. A propor¢ao estimada de sobrevida live de
progressao (PFS) no 18° més foi de 80%. Dessa forma, os autores concluiram que a CD19-PD-
1/CD28-CAR-T apresentou seguranca e eficacia no tratamento de linfomas de grandes células

B PDL-1".
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(Liu et al., 2021)

T e SEEes =
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Figura 9. Esquema de construcdo de uma CAR-T apresentada por Liu et al (2021)

Legenda: Esquema de expressdo do cassete génico para ambas construgdes CARs: um cassete para uma CAR-
PD-1, contendo um anti-PD1 scFv acoplado a um dominio CD28. Uma segunda constru¢cdo CAR, precedida pelo
promotor EFla, que consiste em um scFv anti-CD19 acoplado a uma dobradica CD28, dominio transmembrana
CD28, dominio coestimulatério CD137 (4-1BB) e CD3¢.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2023).

Mesmo com a grande expansdo das células CAR-Ts, as células T modificadas foram
bem toleradas, possivelmente pela baixa producdo de IL-6. Outra explicagdo consiste na CAR-
Ts PD-1/CD28 sendo ativadas apenas dentro do TME, uma vez que o paciente apresenta baixa

niveis de citocinas no soro.

FANG et al (2021) relataram o caso de uma paciente de 54 anos diagnosticada com
adenocarcinoma seroso ovariano avangado que foi submetida a cirurgia e quimioterapia.
Posteriormente, a paciente apresentou nodulos no figado e presenca do antigeno de
diferenciagdo Mesotelina (MSLN), que ocorre em alta expressdo em cancer de ovario e niveis
de expressdao normal em tecidos normais. A paciente recebeu duas infusdes com células anti-
mesoCAR-Ts que secretam anticorpos anti-PD-1 em associagdo com o apatinib, uma droga
anti-angiogénica. Os niveis de citocinas como IL-6, TNF-a, IL-2 and IL-4 variaram com
tratamento, no entanto, ndo causaram nenhuma CRS, somente hipertensao e fadiga. O aumento
de células CD8+ positivas sugerem que as CAR-Ts podem aumentar a atividade dessas células.
Esses resultados mostram viabilidade e possibilidade de tratamento com células T CAR anti-

mesoCAR-T.

YOU et al (2016) apresenta a construgao de duas linhagens de células CAR T anti MUC,
para tratar paciente com cancer de vesicula seminal metastatico. Uma das linhagens de CAR T
continha a sequéncia de fragmento varidvel de cadeia unica (scFv) SM3 que visava
especificamente o antigeno MUCI e co-expressava interleucina 12 (IL-12) (denominada SM3-

CAR). A outra linhagem celular CAR-T carregava a sequéncia SM3 scFv modificada para
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melhorar sua ligagdo ao antigeno MUCI1 (denominado pSM3-CAR), mas ndo co-expressava
IL-12. As células SM3-CAR-T e as cé¢lulas pSM3-CAR-T foram injetadas em duas lesdes
tumorais separadas e simultaneamente. Os autores mostraram que pSM3-CAR-T apresentaram
melhores resultados do que as células SM3-CAR-T com expressao para IL-12. Os fatores que
possivelmente justificam tal observacao consiste no dominio da dobradica derivado de IgD, que
confere maior flexibilidade ao scFv para ligamento ao epitopo alvo e se sobrepde a inibicao
estérica, bem como a maior especificidade apresentada pela construgdo da pSM3-CAR-T. As
células SM3-CAR-T ndo obtiveram éxito ao ataque tumoral in vivo mesmo com a coexpressao
de IL-12. O sucesso da pSM3-CAR-T comparada com a anterior, reitera a importancia da
escolha do scFv nesta ferramenta imunoterapica. De mesmo modo, os autores ndo observaram
nenhum efeito on-target off-tumor acompanhado pela infusdo ou administracdo intratumoral

das células CAR-Ts.

O aprimoramento do scFv anti-MUC-1 foi feito pela adi¢ao de 6 aminoacidos, exibindo
uma afinidade 7.4 vezes maior que poderia ser robustamente ligado na presenga de MUC-1
livre de glicanos ancorados (Figura 10).Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. Ademais,
os autores tem aprimorado tecnologia de administragdo dessas células CAR-Ts por injegao
intratumoral ao invés de injecao sist€émica, e os autores puderam observar atividade antitumoral

sem tratamento prévio para linfodeplecao.
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(You et al., 2016)
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Figura 10. Construgdo das CAR-Ts apresentadas por YOU et al (2016).

Legenda: Esquema baseado na Figura 2 (A) e (B) presente no trabalho de YOU et al (2016). O esquema apresenta
a construcdo de dois cassetes genéticos diferentes para a expressdo da molécula CAR. (A) Uma representagido do
scFv SM3 convencional acoplado a CD28 e 4-1BB (CD137) com um dominio de sinalizagdo intracelular CD3(.
Ademais, ¢ possivel observar um sitio IRES, em que ha a liga¢ao do ribossomo e um sitio subsequente com o gene
para a produgdo de IL-12. (B) Uma pequena diferenca do cassete génico apresentado anteriormente, consistindo
em uma construgdo de secunda geracao ao invés de TRUCK e, portanto, ndo ha um sitio IRES ou produc¢éo de IL-
12. O scFv SM3 fora substituido por uma forma mutada em seis aminoacidos, nomeada pSM3-scFv, que confere
uma maior afinidade ao antigeno tumoral MUCI.

Fonte: Elaborado pelo Autor (2023)

XU et al (2021) apresenta o caso de um paciente de 55 meses de idade com alto risco
de neuroblastoma (NB) em estagio IV, que recebeu quimiorradioterapia e Transplante de
Células-Tronco Hematopoiéticas (HSCT). Foi construida uma célula CAR T de quarta geragao
para um antigeno do NB bem caracterizado, denominado receptor de disialogangliosideo GD2,
onde foram incorporadas multiplas moléculas coestimulatorias. Além disso, nestas células CD2
CAR T estava presente uma caspase 9 induzivel (iCasp9) para garantir alta seguranga e evitar
CRS, que geralmente ocorre logo apds a administragdo de anticorpos ou terapias com células T
adotivas. O autor afirma que esta CAR T produziu um melhor efeito antitumoral quando

comparado a terceira geragdo. Um lentivirus foi usado para a transdugdo e a taxa de
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transferéncia génica foi de 20,77%. A PCR foi usada para rastrear o nimero de células CAR T
no sangue periférico. Os principais eventos adversos observados no paciente foram CRS de
grau II, que consistiu em baixa pressao arterial durante as primeiras 24-48 horas ap6s a infusao,
febre durante os dias 11-14, irritagdo na pele, hipoalbuminemia e edema entre os dias 11-17.
Exames regulares foram feitos para acompanhar a progressao tumoral e o paciente apresentou
doencga estavel, nenhuma célula tumoral foi encontrada na sua medula 6ssea ¢ MRD foi

negativo.

FENG et al. (2017) apresentou o caso de uma mulher de 52 anos com colangiocarciona,
um dos tumores mais graves e fatais que possui falta de resposta as terapias tradicionais como
quimioterapia, radioterapia e terapia direcionada. Essa dificuldade no tratamento ¢ em
decorréncia de grande heterogeneidade genética observada, que contribui para a resisténcia as
terapias convencionais, causando baixa taxa de resposta geral (ORR) e sobrevida global (OS).
Foi constatado a presenca do receptor EFGR em mais de 90% das células tumorais da paciente.
Apos tentativas de tratamento com radioterapia, a paciente foi submetida a um teste clinico para
CAR-T anti-EGFR. Houveram duas infusdes das anti-EGFR CAR-Ts com espacamento de dois
meses entre cada, e administrados anticorpos monoclonais anti PD-1 em cada ciclo de infusao
das CAR-Ts. Foi observado que a segunda inje¢ao da CAR-T anti-EGFR nao atingiu um pico
maior ou igual a primeira inje¢ao e, devido ao surgimento de metastase foi necessario pensar
em outro tratamento. Como 90% das células tumorais eram CD133", a paciente foi submetida
a um teste clinico para uma CAR-T anti-CD133, onde houve o desaparecimento de algumas

metastases, fazendo com que a paciente atingisse resposta parcial (PR).

6. DISCUSSOES

Em nosso estudo, TAN et al (2021), NAIR et al (2019) ¢ FENG et al (2021)
trabalharam com constru¢des de CAR-Ts para tratamento de leucemias envolvendo o sistema
nervoso central (CNSL). TAN et al (2021) e NAIR et al (2019) apresentaram casos clinicos
envolvendo malignidades em células B, enquanto que, FENG et al (2021) mostrou um caso de
leucemia/linfoma linfoblastica agressivo de células T. CNSL ¢ uma condicao rara que acomete
3-7% dos pacientes pediatricos com B-ALL (TAN et al., 2021) e ambos autores (TAN et al.,
2021; NAIR et al.,, 2019), utilizaram de fragmentos scFv origem murina (FMC63) nas
construgdes anti-CD19 das CAR-Ts. No entanto, geragdes diferentes foram usadas por cada um

dos autores; TAN et al (2021) usou uma construcdo de segunda geracdo com dominio
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coestimulatorio CD137 (4-1BB) e observou sobrevida livre de leucemia (LFS) em 9 dos 12
pacientes, os outros 3 apresentaram recidivas e 1 ainda apresentava CNSL. Durante o
tratamento destes 12 pacientes ndo houve progressao tumoral no CNS, e foram observadas
diminui¢ao de linfoblastos no CSF. Nao foram observadas toxicidades severas em pacientes
com ou sem massa s6lida no CNSL. Os efeitos adversos encontrados ndo foram correlacionados
com a quantidade de dose de CAR-T administrada para cada paciente, mas com a carga tumoral
encontrada em cada um deles (TAN et al., 2021). NAIR et al (2019) usou uma construgao de
quarta geracdo com dominios CD28 ¢ CD137. Para alcangar uma remissao completa (CR) foi
necessaria de duas doses de infusdo da CAR-T, no entanto, a dose administrada foi menor,
provavelmente em decorréncia da presenga do dominio co-estimulatério IL15Ra (CAR-T 153z)
que induz maior expansao e ativagao dos linfocitos Ts (NAIR et al., 2019). As CAR-Ts foram
observadas no CSF (20% das c¢lulas) (NAIR et al., 2019), o que demonstra que a CAR-T pode
ultrapassar a barreira hemato-encefalica (BBB) e servir como uma ferramenta terapéutica para
essas situagoes (TAN et al., 2021; NAIR et al., 2019; FENG et al., 2021). Devido a construgao,
apresentada por NAIR et al (2019), possuir um receptor intracelular IL-15Ra, observou-se uma
maior expansao, prolifera¢ao e ativagdo das CAR-Ts e, sua ativagdo, estava vinculada a uma
baixa expressao da proteina PD-1. Embora ambas construgdes notificadas por TAN etal. (2021)
e NAIR et al. (2019) apresentaram-se como ferramentas terapéuticas viaveis para o tratamento
de CNSL de B-ALL, as variaveis relacionadas a constru¢do da CAR-T e a carga tumoral sdo

fatores que podem afetar a eficdcia e toxicidade desta imunoterapia.

FENG et al (2021) usou uma constru¢do de CAR-T anti CD5 para tratamento de
leucemia de linfocitos Ts envolvendo o CNS e observou uma diminuicdo dos linfoblastos
presentes no CSF (de 80% das células linfoblasticas para 2%) em apenas 1 semana. A
quantidade de linfoblastos no CSF continuou diminuindo no decorrer dos dias até tornarem-se
indetectdveis na quarta semana apds o inicio da terapia. O paciente experimentou quadro I de
CRS que, assim como os outros autores, foi facilmente manejado, tornando a técnica segura; e
os sintomas do CNSL como dor de cabeca ou edema no olho devido a infiltragao de células
neoplasicas T no nervo optico, melhoraram rapidamente apds a infusdo. Diferentemente das
CAR-Ts anti-CD19 que persistem com um quadro clinico de aplasia de células B e baixa
imunoglobulina G (IgG) (FENG et al., 2021), as CAR-Ts anti-CD5 apresentaram uma aplasia
de linfocitos Ts rapida e que foi revertida, naturalmente, no dia 9 apds a infusdo. Nenhuma
infec¢do foi observada em decorréncia dessa diminuigdo transitoria de linfocitos T's nativos,

demonstrando que ¢ uma técnica segura e eficaz para o tratamento de CNSL.
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Assim como NAIR et al (2019), ZHANG et al (2021) apresenta um caso de ALL
envolvendo cromossomo filadelfia positivo, mas diferentemente de NAIR et al (2019), sem o
comprometimento do CNS. ALL Ph* é um dos cinceres presentes em adultos com mais chances
de falhas e possibilidades de relapsos, sendo a via JAK-STAT encontrada em 64% dos pacientes
ALL Ph" (ZHANG et al., 2021). Este autor apresenta uma construgdo CAR diferente dos
demais autores, ou seja, uma construgdo em tandem marcando ambas proteinas comumente
usadas em B-ALL, a CD19 e¢ CD22 em tandem. Neste caso, diferentemente de NAIR et al
(2019) foi necessario a infusdo de CAR-Ts em escala crescente de dosagem por cinco dias
consecutivos, allo-HSCT e infusdo de linfocitos doador para atingir remissdo completa
(ZHANG et al., 2021). Sua construcdo em tandem para dois marcadores de neoplasias, teve
como objetivo dificultar a resisténcia ao tratamento por downregulation ou formagao de
neoatingeno em um dos marcadores celulares de linfocitos B (CD19 ou CD22). A fenotipagem
das células tumorais, depois da infusdo das CAR-Ts, demonstrou CD10", CD19", CD33",
CD34", mas CD22". Como o teste de FISH apresentou rearranjo J4K2 negativo nas células
tumorais, a abordagem terapéutica allo-HSCT foi utilizada. Estes achados, quanto aos
apresentados por NAIR et al (2019), evidenciam a CAR-T como uma possivel ferramenta para

tratamento de neoplasias hematoldgicas com formagao de cromossomo filadélfia.

BRETHON et al (2021) ¢ MOSKOP et al (2021) apresentaram leucemias com
rearranjo KMT2A em criangas, cuja incidéncia consiste em 75%-80% em pacientes com menos
de 1 ano, geralmente associados a perfil fenotipico CD10~ (BRETHON et al., 2021).
BRETHON et al (2021) apresentando uma leucemia aguda de fendtipo misto que atingiu
persisténcia negativa apos a infusdo de CAR-Ts anti-CD19. MOSKOP et al (2021) mostra que
em 2 meses apos a infusdo das CAR-Ts anti-CD19 nao houve evidencias B-ALL no paciente
pediatrico, ambos atingindo remiss@o. Em ambos estudos foram observados desenvolvimento
de quadros CRS como grau II (BRETHON et al., 2021) e grau I (MOSKOP et al., 2021), cuja
administracao de tocilizumab foi suficiente para reverter essa toxicidade. A CAR-T apresentada
no trabalho de MOSKOP et al (2021) ¢ tisagenlecleucel (Kymriah), uma droga aprovada pelo
FDA para tratamento de ALL.

KARSCHNIA et al (2021) ¢ DA VIA et al (2021) também apresentaram estudos
envolvendo CAR-Ts aprovadas pelo FDA; YESCARTA e ABECMA, respectivamente. O
paciente apresentado por KARSCHINIA et al (2021) possui um cancer hematolégico ndo-
Hodgkin DLBCL e apresentou ICANS 1-4 apds a administragao de CAR-Ts anti-CD19. CRS

grau II também foi observado, no entanto, a administracdo de tocilizumab foi suficiente para
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reverter essa toxicidade, assim como observado em outros trabalhos (MOSKOP et al., 2021;
TAN et al., 2020; GAUTHIER et al., 2021). Houve a disruptura da BBB, evidenciada pelo
aumento de proteinas (90mg/dl) e a administragdo de anakira nesse paciente apresentou
resultado de diminui¢do da neurotoxicidade. O paciente morreu 53 dias ap6s a administragao
das CAR-Ts e a examinagdo de outros 6rgaos demonstrou remissdo completa de leucemia. Esse
resultado obtido foi classificado pelo autor como sendo um caso especifico de seu estudo, ¢
sugere que as células murais do cérebro sdo importantes para a integridade da BBB e expressam
a isoforma da proteina CD19, que pode ser reconhecida pelas CAR-Ts (PARKER et al., 2020)
e podem migrar para o sistema nervoso central (MULAZZANI et al., 2019). DA VIA et al
(2021) utilizou ABECMA, uma CAR-T anti-BCMA para tratamento de multiplo mieloma, e
apresenta um caso em que houve a perda da proteina marcada pela CAR-T, assim como
parcialmente observado no estudo de ZHANG et al (2021), que leva a resisténcia a
imunoterapia. Seus achados evidenciam a importancia da monossomia do cromossomo 16
como sendo um fator importante que pode desencadear a resisténcia a terapia anti-BCMA
desempenhada pelas CAR-Ts. Tais fatores se devem ao fato do BCMA, alvo terapéutico da
técnica, ter seu gene alocado no cromossomo 16. Portanto, a heterozigosidade deste

cromossomo deve ser considerada (DA VIA et al., 2021).

A CAR-T apresentada por LIU et al (2021), CD19-PD-1/CD28-CAR-T, possui
capacidade de ativagdo para resposta antitumoral quando ligada ao antigeno CD19 pelo scFv
anti-CD19 ou quando o seu receptor PD-1 se ligar ao PDL-1 de células tumorais, uma vez que
a subunidade intracelular fusionada ao receptor PD-1 da CAR-T é um dominio co-estimulatério
de ativagao CD28 (LIU et al., 2021). O objetivo desta construcao consiste tanto na ativagao das
CAR-Ts através da ligagao do scFv das CAR-Ts aos CD19 das células tumorais, como tornar
uma molécula antes inibitéria (PDL-1), imunogénica para a ativagdo das CAR-Ts, fazendo-as
desempenhar uma atividade citotdxica e antitumoral (LIU et al., 2021). Quando ha contato entre
o PDL-1 e o receptor PD-1 presente nos linfécitos, o efeito inibitdrio supera o contato entre a
célula T e as proteinas de superficie CD28 e do dominio coestimulador de linfocitos T,
prevenindo a fosforilacdo de proteinas intracelulares proximas a esses receptores, como zap70
e P13k, respectivamente, levando a um estado de anergia e apoptose por meio da prevengdo da
ativagao celular, produgdo de citocinas e promocao da expressao de moléculas apoptdticas dos
linfécitos T (HUDSON et al., 2020). Assim, moléculas que interfiram ou previnam a ligagao
do eixo PDI/PDL-1 sdo altamente desejadas (WU et al., 2021; HUDSON et al., 2020) e

atualmente 20-30 medicamentos direcionados a essa via de sinalizagdo estdo em
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desenvolvimento (WU et al., 2021; WANG et al., 2022). Outras moléculas, como CTLA-4,
também tém efeito imunossupressor nos linfocitos T e hd medicamentos que visam inibir sua
acdo, mas ao contrario do PD-1, que ¢ expresso em linfocitos T ativados, linfécitos B e
mondcitos, sua expressao ¢ restrita aos linfocitos T. O PDL-1 pode ser encontrado tanto em
células apresentadoras de antigeno quanto em tumores (HUDSON et al., 2020). No estudo, o
autor demonstrou uma CRS leve em 88,24%, e nao foi necessaria administragao de tocilizumab.
No estudo, 7 dos 17 pacientes (41,2%) apresentaram remissao completa, incluindo um paciente
com linfoma de células do manto e 1 com linfoma folicular transformador (LIU et al., 2021). A
incidéncia de CR atingida neste estudo demonstra que CAR-Ts que inibam a ligagdo do eixo
PD-1/PDL-1 possuam uma grande vantagem em tumores que sejam PD-L1" (FANG et al.,
2021; LIU et al., 2021).

FANG et al (2021), FENG et al (2017), YOU et al (2016), apresentam tumores s6lidos
que foram tratados com CAR-Ts em adultos e, XU et al (2021) apresenta um caso relacionado
auma crianca. FANG et al (2021) reporta um caso de tratamento com CAR-Ts com capacidade
de secretar scFv anti-PD-1 e tratamento com um anti-angiogénico denominado apatinib para
auxiliar na terapia oncologica. Esses medicamentos, sobretudo os imunoterapicos, sdo bastante
comuns de serem administrados conjuntamente as CAR-Ts, como modo de aprimoramento de
suas fungdes citotoxicas, como reportado por FENG et al (2017) através da administragao
intravenosa de anticorpo monoclonal anti-PD1. YOU et al (2016), FENG et al (2017) e FANG
et al (2021) administraram duas doses de CAR-Ts aos pacientes. FENG et al (2017) observou
um caso de resisténcia ap6s a segunda infusdo de CAR-Ts, onde ndo foi observado um pico,
destas células, maior ou igual a primeira infusdo. Essa resisténcia poderia ser explicada
provavelmente pelo scFv murino incorporado que poderia ser determinante no
desenvolvimento da imunidade das células T CD8+, causando enfraquecimento da expansdo
das células CAR-T in vivo e perda dessas células (FENG et al., 2017). Estudos devem ser feitos
a fim de averiguar se um regimento de linfodeplecdo mais intensivo poderia melhorar o
desempenho da segunda infusdo de CAR-T contra os tumores, incluindo diminui¢ado da rejeicao
pela CAR-T, como observado em malignidades hematologicas (GAUTHIER et al., 2021). No
caso, a resisténcia foi observada pelo avango da metastase e foi necessario a administracao de
uma nova construcdo de CAR-T anti-CD133, uma vez que 90% das células tumorais eram
CDI133"(FENG et al., 2017). FANG et al (2021) ndo observou um efeito sinérgico da CAR-T
com administragdo concomitante de anticorpos anti-PD-1, uma vez que o tumor ndo era

acessivel para biopsia e o autor propde a hipdtese de que o tumor poderia ter baixa ou nenhuma
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expressdao de PD-1 (FENG et al., 2017). O autor reporta um aumento de IL-6 e proteina reativa
C (CRP) sem ocasionar um quadro de CRS. FANG et al (2021) observa 46% de linfocitos
infiltrantes no milieu tumoral do paciente com cancer de ovario 1/r, € baixa expressao de PDL-
1 (cerca de 9% das células tumorais), indicando de que era um TME do tipo infiltrante. Foi
observado um pico de IL-6 no paciente apds a primeira infusdo, e dois dias apds a segunda
infusdo, mas assim como FENG et al (2021) ndo foi observado quadro de CRS. Os sintomas
adversos comuns foram fadiga e hipertensdo, € o paciente apresentou remissao parcial (PR) e
sobrevida livre de progressao (PFS) maior que 5 meses, e sobreviveu 17 meses. Os achados de
FANG etal (2021) e FENG et al (2021) demonstram a importancia das CAR-Ts com associacao
a outros medicamentos, inclusive anti-PD1/PDL-1 em tumores PDL-1", como formas de
aumentar a sobrevida do paciente. YOU et al (2016) utilizou uma constru¢do anti-MUCI para
tratar um cancer de vesicula seminal metastatico MUC-1". MUC1 tem expressdo em varios
tumores solidos e liquidos, o que o torna um possivel alvo para a imunoterapia (YOU et al.,
2016). Embora o MUCI tenha expressdao em células tumorais e saudaveis, essa proteina ¢ um
antigeno associado ao tumor (TAA) e tem um padrao de glicosilagdo diferente nas expressoes
tumorais correlatas (YOU et al., 2016). Essa glicosilacdo desregulada, observada em células
cancerosas, inclui a presenga de glicanos mais curtos do que a forma nativa expressa em tecidos
saudaveis e, portanto, ¢ capaz de mostrar epitopos cripticos no dominio extracelular,
apresentando um numero varidvel de repeticdes em tandem (VNTR) capaz de induzir uma
ligagdo especifica por varios anticorpos (YOU et al., 2016). A discriminagdo entre a forma da
proteina tumoral e a nativa em células saudaveis ¢ fundamental para evitar o efeito on-target
off-tumor e de grande interesse para o desenvolvimento de imunoterapias no geral (YOU et al.,
2016). As duas construcdes de CAR-Ts que foram aplicadas em sitios tumorais diferentes,
apresentaram atividades antitumorais divergentes; SM3-CAR-T nao reconheceu de maneira
satisfatoria as células tumorais, mesmo na presenga de IL-12, ao passo que a construgdo de
segunda geracdo de CAR-T com scFv com maior afinidade para a proteina MUC-1 tumoral,
desempenhou uma atividade citotoxica maior. Os achados mostram a importancia da escolha
de um scFv adequado (YOU et al., 2016). O paciente apresentou uma CRS transitéria com
aumentos de IL-6 e CRP. Citocinas como IL-6 e TNF-a mantiveram-se elevadas no dia 21 ap6s
a infusdo das CAR-Ts, mas ndo foi possivel identificar se esse aumento das citocinas foi
ocasionado pela constru¢do SM3-CAR-T ou pSM3-CAR-T (YOU te al., 2016), mas sabe-se
que uma das construcdes foi suficiente para estimular a resposta imune do paciente (YOU et
al., 2016). A maior parte das células tumorais onde foram injetados pSM3-CAR-Ts perderam

a expressao do antigeno MUC1, indicando um processo de apoptose das células tumorais (YOU
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et al., 2016). Com esses achados, a constru¢do pSM3-CAR-Ts apresentou melhor atividade
antitumoral do que a SM3-CAR-T (YOU et al., 2016). XU et al (2020) apresenta um caso de
neuroblastoma com amplificagdio MYCN em um paciente de 55 meses de idade, cuja
administracdo de uma unica dose de CAR-T anti GD2 de quarta geragdo foi suficiente para
observar condicao de doenga estacionaria, onde nao foram encontradas células tumorais na sua
medula ossea e apresentou MRD negativo. O paciente sobreviveu por mais de 4 anos, indicando
que a constru¢do CD2-CAR-T ¢ uma opgao viavel para o tratamento e sobrevida de pacientes
com neuroblastoma com expressao aumentada do gene MYCN. MYCN ¢é um gene da familia de
proto-oncogenes, denominada MYC, que codifica um fator de transcricio N-MYC (LIU et al.,
2021) A amplificagdo deste gene foi identificada em 20%-25% dos neuroblastomas, e ocorre
por instabilidade genética (LIU et al., 2021). N-MYC ¢ capaz de ativar genes importantes para
a tumorigénese de neuroblastoma, mas os efeitos oncogénicos deste fator de transcri¢ao
também foram relatados em glioblastoma, meduloblastoma, astrocitomas, entre outros (LIU et

al., 2021).

No presente trabalho, foi observado que, os maiores desafios no tratamento de CAR-Ts em
tumores consistem, ainda, nos efeitos adversos e possiveis toxicidades observadas apos a
infusdo das CAR-Ts, sobretudo em tumores solidos. Nestes tumores, vale ressaltar os grandes
desafios atuais como: efeito on-target off-tumor, CRS e ICANS ¢ a dificuldade do tratamento
quando levados em consideragdo fatores presentes no milieu tumoral como: heterogeneidade
celular (em alguns casos), microambiente tumoral altamente imunossupressivo, barreiras fisicas
que impedem ou dificultam a infiltragdo linfocitaria das CAR-Ts, baixa quantidade de
moléculas de adesdo para linfocitos T, condigdes como hipdxia, presenca de macrofagos

associados a tumores (TAMSs), Tregs, dentre outras.

Desta forma, como observado nos testes in vitro e in vivo, o presente trabalho mostrou o
grande potencial das CAR-Ts para o tratamento de tumores, e reitera a importancia de estudos
mais aprofundados para garantir uma maior ativacdo, seguranca e eficicia das CARTs e

resolver integralmente ou parcialmente os desafios encontrados nessa nova terapia.

7. CONCLUSAO

Todos os pacientes que apresentavam B-ALL eram criangas e foram tratadas com
CD19-CAR-T, o que sugere um alvo promissor para o tratamento de malignidades

hematoldgicas. Ademais, construgdes que marcavam receptores CD19 e/ou CD22 apresentaram



64

resultados promissores, indicando que scFv construidos in tandem podem evitar ou dificultar o

surgimento de recidivas ocasionadas pela perda da expressao de um dos alvos.

Para tratamento de mieloma multiplo, CAR-Ts anti-BCMA tem demonstrado bastante
eficicia e seguranca e apresentam-se como uma ferramenta terapéutica de grande interesse.

Mais estudos devem ser feitos para desenvolvimento e aprimoramento de CAR-Ts anti-BCMA.

As construgdes de CAR-Ts para tratamento de tumores so6lidos marcando proteinas
tumorais MUC-1, EGFR, GD2, MSLN apresentaram resultados positivos nos respectivos
tumores solidos tratados. Devido @ MUC-1 possuir um padrdo de glicosilagcdo diferente em
células tumorais; e ser expressa tanto em tumores solidos quanto hematoldgicos, tornam este
alvo bastante promissor. No entanto, mais estudos devem ser realizados para desenvolvimento

de CAR-Ts anti-MUC-1.

Para evitar a rejeigdo por CAR-Ts contendo fragmentos de origem murina, scFv
humanizados devem ser escolhidos primeiramente. Novos estudos devem ser realizados para
verificar a importancia de um regimento de linfodeple¢ao mais intensivo antes da administragao
da primeira dose de CAR-Ts contendo fragmentos murinos como meio de garantir pouca

rejeigdo as CAR-Ts em segundas doses.

A associacdo de imunoterapicos como bloqueadores de checkpoint imunologico, anti-
PD-1 ou anti-PDL-1, administrados concomitantemente as CAR-Ts ou secretado pelas CAR-
Ts, apresentam-se como ferramentas bastante promissoras para o tratamento de tumores

hematologicos e solidos que sejam PD-1".

A maioria dos tratamentos de tumores dos tumores s6lido (3/4) foram reportados em
adultos e somente um unico caso infantil (1/4) foi reportado. No caso infantil apenas uma dose
foi necessaria para atingir remissao completa no neuroblastoma, esses dados sugerem que sao

necessarios mais estudos com células CAR-T em criangas que apresentam tumores solidos.

Apesar dos desafios, a CARTSs sao uma terapia promissora e inovadora para o tratamento

de malignidades.
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