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TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO — GRADUAGCAO EM BIOMEDICINA
Imunoterapia celular: analisando as diferengas entre CAR-T e CAR-NK
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RESUMO

Os tratamentos tradicionais contra o cancer, como a quimioterapia e a radioterapia, ainda
sdo amplamente utilizados, mas envolvem métodos agressivos que podem causar sérios
efeitos colaterais. Com o avango da imunoterapia, novas abordagens como a Terapia Celular
Adotiva (TCA), que utiliza células do sistema imunolégico modificadas geneticamente,
emergiram como alternativas promissoras. Dentre essas, destacam-se as CAR-T, que usam
linfécitos T para atacar células tumorais, e as CAR-NK, que utilizam as células natural killers.
Ambas tém mostrado potencial significativo, mas ainda enfrentam limitacdes como efeitos
adversos e dificuldades em alcancar tumores sélidos. A CAR-NK surge como uma alternativa
promissora, com um perfil de toxicidade reduzido e a capacidade de contornar alguns
mecanismos de evasdo imunoldgica dos tumores. Embora as CAR-NK apresentam desafios,
como baixa persisténcia e dificuldades em tumores sélidos, sua abordagem é vista como uma
melhoria em relagdo as CAR-T, com menor risco de efeitos adversos graves. O objetivo deste
trabalho foi realizar uma revisdao sobre as terapias CAR-T e CAR-NK, com foco nas diferencas
e no potencial da CAR-NK para o tratamento do cancer. A pesquisa envolveu uma revisao
narrativa de literatura. Concluiu que a terapia CAR-NK, apesar das limitagdes, tem grande
potencial para o tratamento do cancer, sendo necessdria mais pesquisas para otimizar sua
eficacia e persisténcia.

Palavras chave: Imunoterapia, CAR-T, CAR-NK.
ABSTRACT

Traditional cancer treatments, such as chemotherapy and radiotherapy, are still widely used
but involve aggressive methods that can cause serious side effects. With the advancement of
immunotherapy, new approaches like Adoptive Cell Therapy (ACT), which uses genetically
modified immune system cells, have emerged as promising alternatives. Among these, CAR-T
therapies, which use T lymphocytes to target tumor cells, and CAR-NK therapies, which use
natural killer (NK) cells, stand out. Both have shown significant potential but still face
limitations such as adverse effects and difficulties in targeting solid tumors. CAR-NK emerges
as a promising alternative, with a reduced toxicity profile and the ability to circumvent some
of the immune evasion mechanisms of tumors. Although CAR-NK presents challenges, such
as low persistence and difficulties in solid tumors, its approach is seen as an improvement
over CAR-T, with a lower risk of severe side effects. The objective of this work was to conduct
a review of CAR-T and CAR-NK therapies, focusing on the differences and the potential of
CAR-NK for cancer treatment. The research involved a narrative literature review. The
conclusion was that CAR-NK therapy, despite its limitations, holds great potential for cancer
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treatment, with further research needed to optimize its effectiveness and persistence.

Keywords: Immunotherapy, CAR-T, CAR-NK.

1 INTRODUCAO

Por muitos anos, os tratamentos contra o cancer consistiam principalmente em
cirurgias, quimioterapia e radioterapia, métodos que ainda sdo empregados atualmente.
Contudo, resultam em efeitos colaterais que comprometem a qualidade de vida dos
pacientes. Com o avancgo da ciéncia e da tecnologia, terapias oncolégicas mais especificas e
menos tdxicas foram desenvolvidas, como a imunoterapia, que utiliza células do préprio
sistema imunoldgico do paciente para reconhecer e atacar as células tumorais (ABKEN, 2021;
MAALE]J et al, 2023; MILANO, 2022).

No Brasil, estima-se 704 mil casos de cancer por ano entre 2023 e 2025, com maior
incidéncia dos tumores de pele ndo melanoma (31,3%), de mama (10,5%), préstata (10,2%),
colon e reto (6,5%), pulmao (4,6%) e estomago (3,1%). Em resposta a essa elevada carga de
casos, a Fiocruz (Fundacdo Oswaldo Cruz) em parceria com o Instituto Nacional de Cancer
(Inca) pretende desenvolver e incorporar novas terapias no Sistema Unico de Saude (SUS),
como a imunoterapia. Os tratamentos que se destacam sdo os da Terapia Celular Adotiva
(TCA) que consistem em wusar as células imunoldgicas do paciente e modifica-las
geneticamente para atacar as células tumorais (BRASIL, 2022; VALVERDE, 2023).

A TCA é uma das principais modalidades da imunoterapia, destacando-se o uso de
células do proprio paciente com o CAR (Receptor Quimérico de Antigeno, do inglés chimeric
antigen receptor) que reconhece os antigenos das células neopldsicas, e otimizam a
capacidade de destruicdo das células em que estd inserido. Esse receptor foi criado a partir
de diferentes componentes, por isso o termo "quimérico". Apresenta propriedades
imunoldgicas potentes e a especificidade de um anticorpo monoclonal direcionado para
células neopldsicas. Pacientes que ja passaram por esse tratamento apresentam memoria
antitumoral de longo prazo (GONCALVES, 2022; STYCZYNSKI, 2020).

Essa terapia se provou muito eficaz contra cdnceres hematoldgicos e, por isso, em
2017 a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos aprovou o uso dessa
imunoterapia em pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA). Em 2019 no Brasil, o
uso experimental da terapia foi realizada no Centro de Terapia Celular do Hemocentro de
Ribeirdo Preto em pacientes com leucemias e linfomas que nao respondiam mais a outros
tratamentos (MILANO, 2022; OLIVEIRA, 2023).

O CAR foi criado e utilizado, principalmente nos linfécitos T contras tumores
hematoldgicos e sélidos. Contudo, esta associado a varios efeitos adversos, sendo estes,
sindrome de liberacdo de citocinas (SLC), doenca do enxerto contra o hospedeiro, sindrome
de lise tumoral, edema cerebral agudo, sindrome neurolégica associada as células efetoras
imunes (ICANS), entre outros. Por isso, ha um interesse crescente em explorar outras células
imunolégicas, como as natural killers (NKs), que possam ser modificadas com CARs para
serem usadas na imunoterapia. As CAR-NK possuem uma vida util mais curta e um perfil de
secrecdo de citocinas mais limitado, tornando-as um substituto potente para as CAR-T. Além
disso, as CAR-NK podem apresentar a capacidade de contornar os mecanismos de invasdo
imunolégicas do tumor, como a regulacdo negativa (downregulation) do antigeno
leucocitario humano (HLA) e o processamento antigénico proteossomal. Adicionalmente,
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essas células apresentam controle de ativacao ou desativacdao em casos de toxicidade severa
(ELAHI et al, 2021; GONCALVES, 2022; MAALEJ et al, 2023).

Visando o avanco dos tratamentos do cancer, as terapias CAR-T e CAR-NK consistem
em potencializar a resposta imunolégica e eliminar as células neopldsicas por meio da
modificacdo genética das células T ou das natural killers (NIZOLLI, 2024). Dentro deste
contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdao narrativa da literatura trazendo o
desenvolvimento da CAR-NK e suas diferengas da CAR-T.

2 METODO

O presente estudo foi conduzido por meio de uma revisdao narrativa da literatura,
utilizando como base diversas plataformas de pesquisa cientifica, incluindo Elsevier, Google
Académico, Springer Nature Link e Nature. Para a selecdo dos artigos, foram empregadas as
palavras-chave "imunoterapia", "CAR-T" e "CAR-NK". Os critérios de inclusdo abrangeram
publicagbes cientificas em portugués e inglés, datadas entre 2020 e 2024. As ferramentas
Miro e Biorender foram utilizadas para a elaborac¢do das ilustracdes, enquanto o quadro de
ensaios clinicos foi gerado a partir de dados disponiveis na plataforma Clinicaltrials.gov.

3 DESENVOLVIMENTO
3.1 Historia das células CAR

A partir de 1980, cientistas comecaram a desenvolver métodos para modificar células
do sistema imune para atacar células neopldsicas. Em 1989, os imunologistas Zelig Eshhar e
Gideon Cross no departamento de imunologia no Weizmann Institute of Science em lsrael,
desenvolveram os linfécitos T com a capacidade de expressar o Receptor Quimérico de
Antigeno (CAR). Essa inovacdo possibilitou a identificacdo e ligacdo desses linfocitos as
células tumorais, além de promover o recrutamento de mais CAR-T para a destruicdo dessas
células (OLIVEIRA, 2023; STYCZYNSKI, 2020; WANG et al, 2023).

Trés anos depois, em 1992, o imunologista do Instituto de Tecnologia de
Massachusetts (MIT), Michel Sadelain, junto com a sua equipe, utilizou retrovirus para inserir
genes nas células T, com o objetivo de atacar antigenos especificos de tumores. Ja em 1998,
esses mesmos pesquisadores, utilizaram uma molécula co-estimuladora, a CD28 para que as
CAR-T ficassem ativas no organismo. Depois disso, em 2002, cientistas do Memorial Sloan
Kettering Cancer Center (MSK), em Nova York, criaram as primeiras CAR-T capazes de se
proliferar e atacar um antigeno especifico do cancer de préstata. Em 2003, os cientistas do
MIT introduziram uma molécula co-estimuladora nas células CAR-T, resultando na
observacdo da capacidade de destruir células neopldsicas CD19+ em camundongos com
leucemia. Seis anos depois, essa mesma equipe conseguiu fabricar essas células para o
tratamento de pacientes com leucemias resistentes a quimioterapia. Um ano depois, na
Faculdade de Medicina da Universidade da Pensilvania, o primeiro ensaio clinico com células
CAR-T foi realizado em dois voluntarios com leucemia linfobldstica crénica em estdgio
terminal, que alcancaram a remissdao completa (OLIVEIRA, 2023).

A terapia com CAR-T foi aprovada em 2017, pela Food and Drug Administration (FDA)
dos Estados Unidos. Em 2019, no Brasil, foi utilizado de forma experimental em pacientes
com cancer hematoldgico no Centro de Terapia Celular do Hemocentro de Ribeirao Preto. Ja
em 2022, a terapia se expandiu pelo Instituto Butantan com o objetivo de ser disponibilizada
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no Sistema Unico de Saude (SUS) (TANAKA, 2023).

As primeiras células CAR-NK foram desenvolvidas em 1995 com a mesma estrutura da
CAR-T. Posteriormente, em 2014, pesquisadores utilizaram células NK de camundongos
geneticamente modificados com CAR, contra antigeno presente no mieloma multiplo.
Quatro anos depois, o primeiro ensaio clinico foi realizado. E em 2020, o ensaio clinico de
CAR-NK contra CD19 + em tumores linfoides foi um sucesso. Atualmente, existem varios
ensaios clinicos sendo realizados com CAR-NK contra tumores (Figura 1) (RAFTERY, 2023).

Figura 1: Linha do tempo das células CAR

Imunologistas
desenvolveram
as primeiras
CAR-T

.|

Foi utilizado um
retrovirus para
inserir genes
nas células T

19’BZJ

Primeiras células
CAR-NK

1995 l

Introducdo da
CD-28 na CAR-T

o

&

2010 2009 2003[ — [
CAR-Tparn CAR-T anti-CD19 SRR T P
P"CT;:::: ::::Io pacientes com pr.oll_feraﬁo e
células CAR-T leucemia eliminagio do
resistentes a antigeno de
quimioterapia céncer de
préstata
. " >

2014 I

CAR-NK contra
antigeno
presente no
Mieloma
miltiplo

2017[

Terapia CAR-T
foi aprovada
pela FDA (Food
and Drug
Administration)

2019 I

Brasil - ensaio
clinico com
CAR-T em
pacientes com
cancer
hematolégico

2020

Ensaio clinico de
CAR-NK contra
CD-19+ em
tumores
linfoides

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2023; RAFTERY, 2023; STYCZYNSKI, 2020; TANAKA, 2023; WANG et al,

2023.

3.2 Estrutura basica da CAR

A estrutura bdsica da CAR possui trés regidoes responsaveis por fungdes especificas no

tratamento, sendo eles o dominio extracelular (ectodominio), a transmembrana e o
intracelular (endodominio), capazes de reprogramar o ataque citolitico da célula. A regido
extracelular é formada por um fragmento variavel da cadeia Unica (ScFv, do inglés
single-chain fragment variant) de um anticorpo monoclonal, que inclui a cadeia leve (VL) e
cadeia pesada (VH), sendo responsavel pela especificidade da CAR, e pelo reconhecimento
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das células tumorais. O ectodominio esta conectado a uma al¢a (hinge) que conecta a regiao
extracelular com as outras duas regides, mantendo-as estaveis e possibilitando um melhor
acesso ao antigeno alvo. O tamanho da alca é determinado pela localizagdo dos antigenos
alvo, isto é, a alca comprida é usada para antigeno mais proximos da membrana celular, e
uma alga mais curta para antigenos na superficie celular. A transmembrana esta localizada na
membrana celular e transmite os sinais de ativacdo para o endodominio. A regido
intracelular é a parte que controla a ativacdo, proliferacao e sobrevivéncia da célula, como
também moléculas co estimulatdrias com funcdo citotdxica (Figura 2) (GONG et al, 2021;
KESHAVARZ et al, 2022; PAN et al, 2021; TANAKA, 2023).

Figura 2: Estrutura basica do CAR.
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Fonte: Adaptado de KESHAVARZ, 2022; TANAKA, 2023.

3.3 Geragoes da CAR-T e CAR-NK

Atualmente, existem cinco gerac¢des de células CAR-T e quatro de células CAR-NK que
se diferenciam entre si pelo dominio de sinalizacdo intracelular que ativa a resposta
leucocitaria. Na primeira geracdo, ambas as CARs possuem somente o CD3 zeta como
dominio de sinalizacdo, porém, essa geracdo ndo produz citocinas suficientes para eliminar
células tumorais e ndo apresenta capacidade proliferativa a longo prazo. Por isso, na segunda
geracdo uma molécula co-estimulatéria como CD28 ou 4-1BB foi introduzida para
proporcionar a sobrevivéncia e o potencial citotdxico. A terceira geracao apresenta duas
moléculas, a CD28 (molécula co estimulatéria) e 4-1BB/OX40 (receptor do fator de necrose
tumoral, do inglés tumor necrosis factor receptor, TNFR) para CAR-T (figura 3) e CD28 e
DAP10/DAP12/2B4 (moléculas de sinalizacdo da ativacdo leucocitaria) para CAR-NK, que

5



CE

EDUCAGAO SUPERIOR

aumentam a producdo de citocinas, a proliferacdo celular e a habilidade antitumoral (GONG
et al, 2021; MAROFI et al, 2021; MEHRABADI et al, 2022; NASCIMENTO, 2023; SILVESTRE,
2022).

A quarta geracdo foi desenvolvida utilizando uma citocina imunoestimuladora, a
interleucina 12 (IL-12) para CAR-T e interleucina 2 ou 15 (IL-2 ou IL-15) para CAR-NK, que é
expressa apo6s a ativacdo, promovendo a producao, proliferacdo e longevidade da citocina
desejada para a eliminacdo de células neoplasicas. Por fim, a quinta geracao de CAR-T possui
o receptor beta da interleucina-2 com um sitio de ligacdo para o fator de transcrigdo STAT3/5
(figura 3). Portanto, mantém essas células vivas, ativa a produgdo de citocinas, promove a
geracdo de células T de memodria, e também reativa e estimula o sistema imunolégico
(MAROFI et al, 2021; MEHRABADI et al, 2022; NASCIMENTO, 2023).

Figura 3: Geracdes do CAR.
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Fonte: Adaptado de MAROFI et al, 2021; MEHRABADI et al, 2022; NASCIMENTO, 2023; SILVESTRE,
2022.

3.4 LimitagOes da CAR-T

A terapia com células CAR-T apresenta diversas limitacdes, que afetam sua eficcia,
especialmente em tumores sélidos. Uma das mais desafiadoras é o escape imunolégico, que
ocorre devido a resisténcia das células tumorais. As células neopldsicas desenvolvem
mecanismos de resisténcia, sendo capazes de perder ou parar de expressar o antigeno alvo
da CAR-T, ou também produzir outro antigeno que a CAR-T ndo é capaz de reconhecer (figura
4-A). Cerca de 70% a 90% dos pacientes que fazem terapia com CAR-T anti-CD19 apresentam
esse fendmeno. Além disso, o efeito "on target off tumor" em tumores sdlidos representa
outra limitagdo importante. Nesse caso, as células CAR-T podem atacar células normais que
expressam o mesmo antigeno das células tumorais, resultando em danos aos tecidos
sauddveis e efeitos toxicos (figura 4 - B) (KESHAVARZ et al, 2022; STERNER, 2021; TANAKA,
2023).

Outro desafio significativo é a toxicidade associada a terapia CAR-T, caracterizada pela
liberagdo excessiva de citocinas inflamatérias (figura 4 - C, o que pode levar a Sindrome de
Liberacdo de Citocinas (SLC) e neurotoxicidades. Durante esse processo, hd um aumento nos
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niveis de fatores como TNF-alfa, PCR (proteina C reativa), IL-6, IL-8, entre outros. A SLC é o
efeito adverso mais comum observado em pacientes que recebem a terapia CAR-T e pode
causar uma série de manifestacdes clinicas, incluindo febre, hipotensao, confusdo mental,
convulsdes, anorexia, hipdxia e até 6bito, caso ndo seja tratada adequadamente. Além disso,
ha a sindrome neuroldgica associada as células efetoras imunes (ICANS, do inglés Immune
Effector Cell Associated Neurotoxicity), que é caracterizada pelo aumento de citocinas no
liquor, resultando em sintomas como afasia, convulsdes e cefaleia (KESHAVARZ et al., 2022;
OLIVEIRA, 2023; PAN et al., 2022).

O microambiente tumoral nos tumores sélidos também representa uma barreira
significativa. E caracterizado pela infiltragdo de células imunossupressoras, como as células
mieloderivadas supressoras (MDSCs), células T reguladoras (Treg) e macréfagos associados
ao tumor (TAMs) (figura 4 - D). Esses elementos do microambiente secretam citocinas,
guimiocinas e fatores de crescimento que favorecem o crescimento das células tumorais e
dificultam a acdo das células CAR-T. Isso diminui a capacidade antitumoral, e alguns cientistas
acreditam que é devido a baixa expansdo e persisténcia das células CAR-T (STERNER, 2021;
TANAKA, 2023).

A infiltracdo das células CAR-T no local do tumor é particularmente dificil em tumores
solidos. As células CAR-T, por ndo expressarem moléculas de adesdo suficientes, tém
dificuldade para atravessar os vasos sanguineos e alcancar as areas tumorais. A desregulacdo
na secre¢do de citocinas pelas células neopldsicas resulta em uma baixa expressdao de
receptores de quimiocinas nas células CAR-T, o que também dificulta sua migracdo para o
local do tumor. Adicionalmente, a presenca de uma matriz extracelular fibrosa espessa nos
tumores sélidos limita a capacidade de invasdao das células CAR-T (figura 4 - E), prejudicando
a eficacia da terapia (KESHAVARZ et al., 2022; MEHRABADI et al., 2022).

Figura 4: LimitagGes da CAR-T
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Limitagcdes da CAR-T. (A) Escape imunoldgico: células tumorais desenvolvem resisténcia e perdem ou
para de expressar o antigeno alvo. (B) “On Target Off Tumor”: CAR-T atacam células normais por
apresentarem o mesmo antigeno das células tumorais. (C) Toxicidade Associada a CAR-T: liberacdo
exagerada de citocinas. (D) Microambiente tumoral: infiltracdo de células imunossupressoras nos
tumores sdlidos que produzem citocinas diminuindo a eficacia da CAR-T. (E) Infiltracdo das CAR-T:
CAR-T apresenta dificuldade de chegar no local do tumor devido a sua falta de moléculas de adesdo e
a matriz fibrosa espessa do tumor.

Fonte: Adaptado de STERNER, 2021.

3.5 Limitagoes da CAR-NK

A terapia com células CAR-NK apresenta um potencial significativo na imunoterapia
do cancer, mas ainda enfrenta limitagdes importantes que precisam ser superadas para
aumentar sua eficacia, especialmente em tumores sélidos. Uma das principais limitagdes é a
baixa persisténcia das células CAR-NK, que estdo sujeitas a sobrevivéncia de curto prazo no
organismo sem o suporte adequado de citocinas. Essas células necessitam de citocinas para
se manterem viaveis, o que reduz a eficacia da terapia e pode, por sua vez, provocar efeitos
colaterais, como a inibicdo das células T regulatdrias (Treg) (XUE, 2023).

Outro fator limitante é o microambiente tumoral inibitério, presente nos tumores
sélidos, que prejudica a eficacia das CAR-NK. E caracterizado por condi¢cdes de hipdxia e pela
presenca de citocinas supressoras, como o TGF-beta, que impactam negativamente na
funcdo das CAR-NK. A hipdxia contribui para processos como angiogénese, metastase,
inducdo de inflamagdo, evasdo imunoldgica e instabilidade gen6mica, todos fatores que
dificultam a acdo eficaz das células CAR-NK. Além disso, a presenca de TGF-beta reduz o
metabolismo celular, a secrecao de citocinas e a degranulagdo das células NK, enfraquecendo
ainda mais a resposta antitumoral dessa terapia (PENG et al., 2024; WANG et al., 2024).

A resisténcia das células NK a transdugdo viral também é uma das principais
limitacbes observadas na terapia CAR-NK. Durante os ensaios clinicos, foi constatada uma
grande variabilidade na eficiéncia da transducdo viral, com taxas que variam de 22,7% a
91,1%, o que compromete a uniformidade e a previsibilidade dos resultados da terapia
(PENG et al., 2024). Essas limitacbes destacam a necessidade de novas estratégias para
melhorar a persisténcia das células CAR-NK, otimizar a transducao viral e superar os desafios
impostos pelo microambiente tumoral nos tumores sélidos.

3.6 Potencial da NK contra o cancer

As células NK sdo linfdcitos do sistema imune inato encontrados no sangue periférico
(5-15% dos linfécitos totais), que sdo responsaveis pela identificacdo e eliminacdo de células
anormais e estressadas. Elas reconhecem células estranhas a partir de receptores
estimulatérios e inibitérios. Além disso, as NK eliminam células neoplasicas sem precisar de
uma sensibilizacdo prévia devido a presenca de um sistema de detec¢do de antigenos, que
reconhecem moléculas presentes em células estressadas. Por isso, a NK tem um grande
potencial na terapia contra o cancer (GONG et al, 2021; RAFTERY, 2023).

3.6.1 Mecanismo de agdao CAR-NK

Células CAR-NK, quando se ligam no receptor associado ao tumor (TAA, do inglés
Tumor associated antigen) e reconhecem as células alvo, através do ectodominio (scFv),
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liberam citocinas e ativam os mecanismos naturais das NKs. As natural killers sdo células do
sistema imune inato, responsaveis por identificar e eliminar células anormais rapidamente,
de maneira independente do antigeno leucocitdrio humano (HLA). O mecanismo das NKs de
diferenciar células estranhas de células préprias é determinado pela combinacdo de
receptores de ativacdo (NKG2D, NKp40, NKp30 e NKp44) e de inibicdo de superficie que
reconhecem uma grande variedade de ligantes das células estressadas (GONG et al, 2021;
MAALEJ et al, 2023; SILVESTRE, 2022).

Além disso, as natural killers expressam o receptor KIR (do inglés, Killer cell
Immunoglobulin like Receptor), que identificam as células préprias e restringem a atividade
citotdxica, prevenindo danos as células do préprio organismo (MAALEJ et al, 2023). As células
normais apresentam moléculas HLA do tipo |, contudo células infectadas ou tumorais nado
expressam essas moléculas, tornando-as alvo de destruicdo pela NK através de mecanismos
como via perforina-granzima, apoptose mediada pela interacdo FAS/FASL e liberagdo de
citocinas (ELAHI et al, 2021; SILVESTRE, 2022).

A via perforina-granzima consiste na liberacdo de citocinas como a perforina e
granzima que induz a apoptose da célula alvo. Ja o mecanismo FAS/FASL acontece a partir da
expressdao da molécula FAS em células estressadas e o reconhecimento dessas pelos ligantes
de FAS (FASL), presentes nas NKs (figura 5). Essa interacdo induz a morte celular. Além disso,
a liberacdao de citocinas pré inflamatérias pelas CAR como, IFN-y e TNF-a inibem o
crescimento das células tumorais e ativam a outras células do sistema imune (PANG et al,
2022; PENG et al, 2024).

Outro mecanismo de eliminagdo das células tumorais é o da citotoxicidade mediada
por células dependentes de anticorpos (ADCC, do inglés antibody-dependent cell
cytotoxicity). As NKs expressam o receptor de superficie, CD16, que se ligam a anticorpos que
estdo ligados nas células alvo, ativando a citotoxicidade da NK e o sistema imune contra o
cancer (MAROFI et al, 2022; PANG et al, 2022).

Figura 5: Mecanismo de a¢ao da CAR-NK
CAR-NK Célula tumoral Apoptose

Legenda:

CAR: Receptor Quimérico de Antigeno

TAA: receptor associado ao tumor
FASL/FAS: fatores de apoptose

KIR: Killer cell immunoglobulin like Receptor
AC: anticorpo

Ag: antigeno

PFN e GzmB: perforina e granzima

° e .° © PFNeGzmB
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Quando as CAR-NK se ligam ao TAA, liberam citocinas e ativam os mecanismos naturais das NKs. A
liberacdo de perforinas e granzimas induz a apoptose das células tumorais, enquanto as citocinas
IFN-y e TNF-a desempenham papel crucial na ativagdo do sistema imunoldgico e na inibicdo do
crescimento tumoral. O receptor KIR impede a destruicdo de células normais. A interagdo entre FAS e
FASL ocorre quando o FAS, expresso em células tumorais ou estressadas, se liga ao FASL nas NKs,
resultando na inducdo da morte celular. Adicionalmente, a citotoxicidade dependente de anticorpos
(ADCC) é mediada pela ligagdo do receptor CD16 das NKs aos anticorpos que se encontram aderidos
as células tumorais, o que ativa a citotoxicidade das NKs e fortalece a resposta imunoldgica contra o
cancer.

Fonte: Adaptado de MAALEJ et al, 2023; PANG et al, 2022

3.6.2 Fonte da NK para o desenvolvimento da CAR-NK

As células NK utilizadas na terapia CAR-NK podem ser extraidas do sangue periférico
(PB, do inglés Peripheral blood), sangue do cordao umbilical (UCB, do inglés Umbilical cord
blood), células tronco hematopoiéticas (HSC, do inglés Hematopoietic stem cells), células
tronco embrionarias ou células tronco pluripotentes induzidas (iPSC, do inglés Induced
pluripotent stem cell) e células da linhagem NK. Contudo, ha vantagens e desvantagens para
cada uma dessas fontes (quadro 1) (SILVESTRE, 2022).

Quadro 1: Vantagens e desvantagens das fontes de NK.

Obtencao Vantagens Desvantagens

Sangue Periférico - Células maduras, nao - Baixa concentragdao de NK no
requerem diferenciagdo. sangue periférico.
- Capacidade de expressar - Necessita isolamento e
receptores de ativacao expansao in vitro, o que pode
importantes contra células reduzir a citotoxicidade.
tumorais.

Sangue do Cordao Umibilical - Alta concentragao de - Células ndo totalmente
células NK (30%). diferenciadas.
- Alta capacidade proliferativa | - Baixa produgao de
das células. receptores e inibicao celular

limitada.

Células tronco hematopoiéticas | - Mais suscetiveis a - Expansdo demorada, leva

manipulagdes genéticas. mais de 40 dias.

- Potencial para métodos "off
the shelf" (pronto para uso).

Células tronco embriondrias ou | - Grande quantidade de - O processo de

células tronco pluripotentes células NK a partir de um reprogramacao e

induzidas Unico clone. diferenciacdo é complexo e
- Maior citotoxicidade. demorado.
- Fonte facil de acesso - Desafios técnicos na
(fibroblastos e células diferenciacdo e expansao.
sanguineas).
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NK- 92 - Facilidade de expansao e - Processo de irradiagao
manuten¢ao em cultura. - Aneuploidia (alteracao
- Alta atividade anti-tumoral cromossOmica numérica),
e secregado significativa de resultando em baixa
granzimas e perforinas. proliferacdo in vivo e vida util
- Excelente capacidade curta.
citotoxica.

Fonte: Adaptado de GONG et al, 2021; MAROFI et al, 2021; PENG et al, 2024; SILVESTRE, 2022;
ZHANG, 2024.

A maioria dos estudos clinicos utilizam células NK isoladas do sangue periférico dos
proprios pacientes ou de doadores compativeis. As células NK autélogas ndo sdo tdo eficazes
qguanto as de doadores devido a inativacdo mediada pelo Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) do préprio paciente, além do comprometimento funcional
dessas células em decorréncia da presenca do cancer. As NK do PB coletadas de doadores
por aférese tém a capacidade de expressar receptores de ativacdo que desempenham um
papel muito importante contra células neopldsicas e nao precisam do processo de
diferenciacdo por serem maduras. Contudo, o PB contém uma concentracao reduzida de
células NK, o que exige seu isolamento e expansao in vitro, podendo reduzir a citotoxicidade
(GONG et al, 2021; MAROFI et al, 2021).

Diferente do PB, que apresenta 5-15% de NK, o sangue do corddo umbilical contém
30% (dos linfécitos totais) de NK, sendo uma outra alternativa. As células do UCB sdo
caracterizadas por uma alta capacidade proliferativa. Contudo, ndo s3ao totalmente
diferenciadas e, por isso, exibem uma baixa producao de receptores e uma inibicdao celular
limitada (ZHANG, 2024).

Pelas dificuldades encontradas na utilizacdo de NK do PB e do UCB, pesquisadores
estdo dando mais atencdo para as células tronco hematopoiéticas, criando métodos "off the
shelf" (pronto para uso). Células NK do HCS sdo mais suscetiveis a manipula¢des genéticas.
Entretanto, o tempo de expansdo é longo, levando mais de 40 dias (PENG et al, 2024).

As células tronco pluripotentes induzidas sao derivadas de células como fibroblastos
e células sanguineas facilmente acessiveis. A obtencdo de células NK a partir de iPCS consiste
na reprogramacao das células somdaticas em células pluripotentes e em seguida diferenciacao
em NK e expansao para gerar os produtos finais. Essa abordagem gera um grande numero de
células NK a partir de um unico clone, e mantém uma maior citotoxicidade (PENG et al,
2024).

Uma das principais desvantagens da maioria das fontes de células NK é a dificuldade
em obter um grande numero dessas células em um curto espaco de tempo. Entretanto,
células das linhagens NK, principalmente a NK-92 superam essas dificuldades porque sao
faceis de expandir e manter congeladas. A NK-92 é caracterizada pela alta atividade
anti-tumoral, destacando-se pela secre¢do significativa de granzimas e perforinas e uma
excelente capacidade citotdxica contra tumores sdlidos e hematoldgicos. Essa linhagem
apresenta uma grande quantidade de receptores de ativacdo e poucos de inibicdo. Contudo,
as NK-92 sdo derivadas de um tumor e sdo aneuploides (alteragdo cromossémica numérica),
e por isso precisam passar por um processo de irradiacdo e apresentam uma baixa
proliferacdo in vivo e uma vida util curta (GONG et al, 2021; MAROFI et al, 2021; SILVESTRE,
2022).
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Depois da obtencdo das células, elas precisam ser enriquecidas com CD56 +. Em
seguida, é feito a transducdo da CAR usando um vetor (retrovirus ou lentivirus), isto é, a
sequéncia gendmica CAR é inserida na NK a partir de um vetor. As células NK transfectadas
sdo expandidas com citocinas (IL-2, IL-15, IL-18, IL-21 e IL-12). Posteriormente, sdo
criopreservadas para serem usadas nos pacientes (ELAHI et al, 2021).

3.6.3 Ensaios clinicos CAR-NK

Muitos ensaios clinicos da terapia CAR-NK contra o cancer estdo em desenvolvimento
no mundo todo. As células NK tém uma alta capacidade antitumoral e, por isso,
pesquisadores estdo usando-as para criar CAR-NK com o objetivo de atacar canceres
hematoldgicos e sélidos (MAROFI et al, 2021).

Atualmente, existem 18 estudos, destes, 11 sao de malignidades hematoldgicas e 7
de tumores sélidos (tabela 2). Os ensaios clinicos com células CAR-NK estao sendo realizados
na China (11 estudos), EUA (6 estudos) e Ird (1 estudo). Um estudo foi completado em 2023
e apresenta resultados promissores (Clinicaltrials.gov).

O estudo NCT03056339 (tabela 2) sobre a eficiéncia da CAR-NK anti-CD19, derivadas
de sangue do corddo umbilical, em 11 pacientes com canceres hematoldgicos CD19+
recidivantes ou refratarios mostrou resultados promissores. Os resultados indicaram que o
tratamento foi bem tolerado, e ndo apresentou efeitos adversos. Entre os 11 pacientes
tratados, 73% obtiveram resposta positiva, com 7 deles alcangando remissao completa. As
respostas foram observadas em até 30 dias, e as células CAR-NK demonstraram persisténcia
por pelo menos 12 meses. Esses achados sugerem que a terapia com células CAR-NK possui
potencial de eficacia e seguranca no tratamento de canceres CD19+ (LI et al, 2024).

No Brasil, o Hemocentro de Ribeirdo Preto ird comecar o ensaio clinico com células
CAR-NK anti-CD19 alogénicas para linfoma ndo Hodgkin de células B recidivado/refratario.
Esta abordagem emprega células derivadas de doadores sauddveis e estd disponivel de
forma "off the shelf". As células serdo modificadas com um vetor CAR de quarta geragao,
desenvolvido pelos pesquisadores do Hemocentro, com o objetivo de aprimorar a eficacia
terapéutica (TALAMONE, 2024).

Quadro 2: Ensaios clinicos atuais da terapia CAR-NK.

Numero do Doenca Fase Ano de Ano de Local
NCT ¢ inicio | Conclusdo

Malignidades Linfoides B | Leucemia
Linfocitica Aguda | Leucemia

NCT03056339 . L . . I/ 2017 2023 EUA
Linfocitica Cronica | Linfoma

Ndo-Hodgkin

Leucemia Mieloide Aguda | Doenga .
NCT05987696 . L I 2023 2026 China
Residual Minima

NCT06478459 | Cancer de Pancreas N3o Ressecavel I 2024 2026 China

NCT06594211 | Mieloma multiplo Nao 2024 2028 China
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aplicavel
NCT06503497 | Cancer de Pancreas I 2024 2026
NCT05686720 | Cancer de Mama Avancado I 2023 2024 China
NCT06379451 | Mieloma multiplo I 2024 2025 China
Seguranca e Eficdcia de
Medicamentos Celulares, Taxa de .
NCT06572956 e . I 2024 2025 China
Resposta Objetiva dos Pacientes com
tumores soélidos
NCT06242249 | Mieloma multiplo Il 2024 2026 China
Cancer de Pulmao de Células Nao )
NCT06454890 Il 2024 2029 China
Pequenas (NSCLC)
Leucemia Linfobldstica Aguda em N
NCT06631040 o Il 2024 2026 Ird
Recidiva
Leucemia Mieloide Aguda |
NCT04623944 | Sindromes Mielodisplasicas I 2020 2039 EUA
Refratarias
NCT05182073 | Mieloma multiplo I 2021 2040 EUA
NCT05020015 | Linfoma Nao-Hodgkin Il 2021 2030 EUA
Linfoma B de Células Grandes
Difusas (DLBCL) | Linfoma de Células
NCT06464861 | do Manto (MCL) | Linfoma B de I 2024 2027 China
Células Mediastinais Primarias
(PMBCL)
NCT06652243 |Carcinoma Hepatocelular I 2024 2027 China
Cancer Colorretal | Doenca Residual I 2024 2029 EUA
NCT06358430 [Minima

Fonte: Adaptado do Clinicaltrials.gov

3.7 Perspectivas futuras da CAR-NK

A terapia com células CAR-NK surge como uma alternativa promissora a terapia com

células CAR-T, com o potencial de superar algumas das limitacdes associadas as terapias

celulares convencionais. A medida que a pesquisa avanca, as perspectivas futuras para as

células CAR-NK s3ao promissoras, com varios caminhos emergentes que podem expandir suas
aplicagdes e melhorar sua eficdcia no tratamento de diferentes tipos de cancer (PENG et al,
2024)
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A abordagem mais atual para melhorar esse terapia é a CRISPR/Cas9 (RepeticGes
Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Espacadas) que consiste na introducdo da
proteina Cas9 nas células NK. Essa técnica pode ser usada para deletar, reparar ou inserir
genes para melhorar a capacidade antitumoral da CAR-NK (MAROFI et al, 2021; PENG et al,
2024).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho evidenciou o potencial das terapias CAR-NK como uma abordagem
promissora para o tratamento de diversos tipos de cancer. A modificacdo genética de células
NK para expressar receptores CAR direcionados a antigenos tumorais oferece vantagens
sobre terapias convencionais, como um perfil de seguranca mais favoravel, maior
acessibilidade e um processo de fabricacdo mais agil. No entanto, desafios como a eficécia
em tumores solidos e a persisténcia celular ainda precisam ser superados para que a terapia
alcance seu pleno potencial.

As CAR-NK se destacam por induzirem uma resposta imunoldgica rapida e eficaz, com
menor risco de efeitos adversos graves, como a sindrome de liberacdo de citocinas
observada nas CAR-T. Além disso, sua producdo a partir de fontes alogénicas pode reduzir
custos e expandir o acesso ao tratamento. No entanto, a otimizacdo da persisténcia e da
atividade antitumoral das células NK no microambiente tumoral continua sendo um desafio
importante.

O papel do biomédico é fundamental nesse contexto, com contribuicdes essenciais na
engenharia genética das células, na realizacdo de ensaios clinicos e pré-clinicos, no
aprimoramento de protocolos de expansdo e ativagdao celular, e na personalizacdao do
tratamento por meio de diagndsticos moleculares. Além disso, o biomédico desempenha
papel crucial na pesquisa sobre o microambiente tumoral e a resisténcia imunoldgica, além
de ser responsavel pela educacdo e disseminacdo de conhecimento sobre as terapias
celulares. Assim, a atuacdo do biomédico é central no desenvolvimento e implementagao
bem-sucedidos das terapias CAR-NK, ampliando suas possibilidades terapéuticas e
melhorando os resultados clinicos.
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