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RESUMO

A terapia com células T modificadas com receptores de antigenos quiméricos (CAR-T) provou
ser um tratamento altamente eficaz para malignidades hematoldgicas. No entanto, o cendrio
é bastante diferente para tumores solidos, para os quais ainda ndo hd aprovacao de terapias
baseadas em CAR-T. Diversos fatores contribuem para a falta de resposta efetiva das CAR-Ts
em tumores sdlidos, como o microambiente tumoral imunossupressor (TME) e a escassez de
alvos antigénicos adequados, que precisam apresentar expressdo estavel e especifica em
células tumorais e a associacdo da terapia as toxicidades como a Sindrome de Liberacdo de
Citocinas (CRS). Diversas abordagens vém sendo desenvolvidas para otimizar a eficacia e a
seguranca da terapia CAR-T em tumores sodlidos, incluindo a utilizacdo de CARs de novas
geracOes como os TRUCKs, CARs biespecificos, a combina¢cdo com quimioterapia, a aplicacdo
de inibidores de checkpoint imunoldgico, entre outros. Diante deste contexto, ha um nimero
crescente de ensaios clinicos de fase I/Il investigando novos antigenos associados a tumores
solidos, e também a aplicacdo de estratégias inovadoras para desenvolver terapias que sejam
aprovadas para esses tipos de cancer.
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tumores sélidos.

ABSTRACT

Chimeric antigen receptor-modified T-cell (CAR-T) therapy has proven to be a highly effective
treatment for hematologic malignancies. However, the scenario is quite different for solid
tumors, for which CAR-T-based therapies have not yet been approved. Several factors
contribute to the lack of effective response of CAR-Ts in solid tumors, such as the
immunosuppressive tumor microenvironment (TME) and the scarcity of suitable antigenic
targets, which need to present stable and specific expression in tumor cells, and the
association of the therapy with toxicities such as Cytokine Release Syndrome (CRS). Several
approaches have been developed to optimize the efficacy and safety of CAR-T therapy in solid
tumors, including the use of new-generation CARs, such as TRUCKs, bispecific CARs,
combination with chemotherapy, application of immune checkpoint inhibitors, among others.
In this context, there is a growing number of phase I/1l clinical trials investigating new antigens
associated with solid tumors, and also the application of innovative strategies to develop
therapies that are approved for these cancers.
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1 INTRODUGCAO

O cancer continua sendo um dos maiores desafios enfrentados pela medicina
moderna. Apesar do rapido desenvolvimento da ciéncia e surgimento de novas tecnologias de
diagnéstico e tratamento, essa doenca permanece como uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (TANAKA, 2023).0 cancer engloba um conjunto
heterogéneo de doencas que se caracterizam como um crescimento exacerbado e
descontrolado de células, frequentemente associado a complicacdes sistémicas graves e
ameacadoras a vida, enquadrando-se como a segunda principal causa de dbitos na atualidade
(SILVA & FERNANDES, 2021).

Segundo a Sociedade Americana de Cancer (American Cancer Society — ACS), apenas
em 2022, foram registrados cerca de 1.958.310 novos casos e 609.829 mortes atribuidas ao
cancer nos Estados Unidos. No Brasil, em 2023, foram registrados pelo Instituto Nacional de
Cancer (INCA) 704 mil novos casos e, de forma geral, apresenta uma incidéncia de 169,63/100
mil habitantes. J& no ambito global, a Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer
(International Agency for Research on Cancer - IARC) estima que aproximadamente 20 milhdes
de novos casos e 10 milhGes de pessoas morreram devido ao cancer em 2022, evidenciando
a sua magnitude como um problema de saude publica (BRAY et al., 2024; SANTOS et al., 2023).

Abordagens terapéuticas convencionais, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia,
contribuem para a sobrevida dos pacientes e apresentaram avancos consideraveis ao longo
das décadas. Entretanto, essas modalidades representam um conjunto muito limitado de
tratamentos e enfrentam restri¢cdes significativas, incluindo toxicidades associadas, impacto
negativo na qualidade de vida do paciente e resisténcia progressiva a multiplos agentes
terapéuticos. Nesse contexto, sabendo-se que o sistema imune esta intimamente ligado ao
progresso do cancer, a imunoterapia passa a despertar maior interesse dos pesquisadores
(MAJUMDER, 2024; SOARES et al., 2022; SILVA & FERNANDES, 2021).

As células T representam agentes cruciais na rejeicdo de tumores mediada pelo
sistema imunoldgico. Devido ao seu grande potencial terapéutico, novas imunoterapias com
células T emergiram por meio da engenharia genética, possibilitando que as células T
adquiram propriedades desejadas. Dentre elas, a que tem recebido consideravel atengao nas
areas de pesquisa, € a terapia com células T com receptor de antigeno quimérico (CAR),
conhecidas como CAR-Ts, que é uma das variantes da terapia celular adotiva (ACT)
(MAJUMDER, 2024; SOARES et al., 2022). Nessa abordagem, as células T sdo geneticamente
modificadas pela expressdao do CAR para reconhecer antigenos especificos do tumor sem o
envolvimento do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), resultando em ativacao
vigorosa das células T e respostas antitumorais robustas (MAJUMDER, 2024).

A aplicacdo da terapia com células CAR-T no gerenciamento de neoplasias
hematoldgicas emergiu como um avanco terapéutico notdvel. Este avanco resultou em seis
terapias aprovadas pela agéncia reguladora dos Estados Unidos, a FDA (Food and Drug
Administration), para leucemia, linfoma e mieloma multiplo, apresentando taxas de resposta
animadoras. Contudo, a eficacia dessa terapia para tumores sdlidos ainda é limitada,
principalmente devido a fatores como a heterogeneidade tumoral e o microambiente tumoral
(TME) imunossupressor (DENG et al., 2024; TONG et al., 2024; WANG et al., 2024a). Nesse
contexto, e buscando ultrapassar barreiras, as células CAR-Ts estdo sob estudo para serem
aprimoradas e utilizadas em neoplasias sélidas, com resultados promissores (TANAKA, 2023).

Para chegar ao lugar de destaque que se tem hoje, anos de desenvolvimento da
terapia com células CAR-T foram necessarios (TANAKA, 2023). O conceito das células CAR-T
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remonta a década de 1980, com as contribuicdes pioneiras do imunologista Zelig Eshhar e sua
equipe, que realizaram a associacdo de receptores de células T (TCR) ao fragmento variavel de
cadeia Unica (scFv) de um anticorpo com o objetivo de redirecionar a atividade antitumoral
leucocitaria (SILVA & FERNANDES, 2021).

Desde entdo, avancos no design do CAR resultaram no desenvolvimento de geracbes
mais sofisticadas, com aprimoramentos em eficdcia e persisténcia, chegando até a quinta
geracao (MAJUMDER, 2024). Porém, apesar do sucesso promissor da terapia, diversas
limitacdes estdo associadas com a proliferacdo, deplecdo e exaustdo das células CAR-T in vivo.
A principal adversidade é a Sindrome de Liberacdo de Citocinas (CRS), que pode vir
acompanhada ou seguida de neurotoxicidade e toxicidades decorrentes dos efeitos “on-
target/off-tumor” (ZHYLKO et al., 2020).

Além disso, o alto custo da terapia associado ao tempo de producdo elevado
compreendem outros desafios para o amplo uso das CAR-Ts. Buscando minimizar os custos,
no ano de 2022, a tecnologia CAR-T se difundiu pelo Brasil com novos centros de producdo da
terapia celular para cancer em territorio nacional (TANAKA, 2023).

Tendo em vista a problematica sobre o papel das células CAR-Ts junto aos desafios e
perspectivas em tumores solidos, este presente trabalho justifica-se pela relevancia que a
tematica possui no ambito académico, contribuindo para o progresso cientifico uma vez que
aborda um campo de pesquisa em constante crescimento. Sendo assim, a relevancia do
estudo reside no despertar da visdo critica e busca de estratégias para superar os desafios
impostos pelos tumores sdlidos.

Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho foi descrever o historico da terapia
com células CAR-T, as tecnologias associadas ao seu desenvolvimento, seus desafios no
ambito dos tumores solidos e as principais estratégias sob desenvolvimento para supera-los.

2 METODO

Este trabalho foi conduzido por meio de uma revisdo narrativa da literatura, que
envolve uma busca ndo sistematizada com o objetivo de descrever e analisar teoricamente o
tema em questdo. A pesquisa bibliografica foi desenvolvida mediante dados coletados
utilizando como fontes secundarias artigos e estudos clinicos, publicados nas bases de dados:
PubMed, Biblioteca Virtual em Sadde (BVS), SciELO (Scientific Library Online), Google
Académico e Clinical Trials, com foco na terapia com células CAR-T e seus avancgos e desafios
no ambito dos tumores sdélidos. O periodo de busca incluiu artigos publicados entre 2014 e
2024. Os termos utilizados para a busca incluiram “células CAR-T”, “receptor de antigeno
quimérico” e “terapia CAR-T para tumores sélidos”, sendo as pesquisas conduzidas em
portugués, espanhol e inglés.

3 DESENVOLVIMENTO
3.1 Historico geral da terapia e Implementag¢ao da CAR-T no Brasil

As origens da imunoterapia no combate ao cancer podem ser rastreadas até a década
de 1860, quando os médicos alemaes Wilhelm Busch e Friedrich Fehleisen observaram,
independentemente, a regressdo de tumores malignos em pacientes infectados com erisipela,
uma infeccdo causada pela bactéria Streptococcus pyogenes. Em 1891, o Dr. William B. Coley,
do Hospital de Nova York, realizou observacdes semelhantes e comecgou a injetar bactérias
vivas em pacientes com tumores inoperdveis. Posteriormente, seu tratamento ficou
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conhecido como “Toxinas de Coley”. Devido ao seu trabalho pioneiro, William ficou conhecido
como o “Pai da imunoterapia contra o cancer”, no entanto, o uso das toxinas de Coley reduziu
na década de 1940 devido as preocupacdes da época com agentes infecciosos, a falta de
compreensdao sobre os mecanismos de acdo e a popularizacdo da radioterapia e
guimioterapia, sendo descontinuado em 1960 (MILLER & MAUS, 2015; MITRA et al., 2023).

Embora estratégias com base imunoldgica tenham sido estudadas por décadas, apenas
recentemente foram documentados alguns sucessos. As falhas iniciais sdo atribuidas, em
grande parte, a tolerdncia imunoldgica associada ao cancer, o que resulta em uma resposta
adaptativa ineficaz. Dito isso, a terapia com células T adaptativas é uma maneira de quebrar
ou contornar essa tolerancia (MILLER & MAUS, 2015).

O conceito de um receptor de célula T quimérico (cTCR), combinando regides variaveis
de anticorpos (VL/VH) com regides constantes de receptores de células T (TCR), foi introduzido
em 1987 pelo imunologista japonés Dr. Yoshikazu Kurosawa, no Instituto de Ciéncia
Abrangente do Aichi, Japdo. Seu estudo demonstrou que a expressdo de receptores
guiméricos anti-fosforilcolina em células T de linfoma murino resultou em influxo de calcio
guando sensibilizadas com bactérias positivas para fosforilcolina, este influxo é um evento
crucial para as atividades linfocitdrias, sugerindo que o receptor quimérico poderia ativar
células T em resposta a antigenos (MITRA et al., 2023).

Dois anos depois, em 1989, o imunologista israelense Dr. Zelig Eshhar em conjunto
com colegas, do Instituto Weizmann de Ciéncias, descreveu uma metodologia semelhante de
redirecionar células T para reconhecer antigenos de maneira ndo restrita ao complexo de
histocompatibilidade (MHC). No entanto, desta vez o cTCR foi utilizado como protétipo para
o desenvolvimento de um receptor quimérico de cadeia Unica (scFvR), também conhecido
como CAR de primeira geracdo. Sendo assim, a primeira célula CAR-T modificada com uma
molécula quimérica foi criada em 1993 por Eshhar, e desde entdo numerosas modificagOes
foram feitas, chegando a quinta geracao (MIAO et al., 2024; MITRA et al., 2023; OLEJARZ et
al., 2024).

A aplicagdo clinica inicial de CAR-Ts em humanos ocorreu em Rotterdam, Holanda, em
2005 para carcinoma de células renais metastaticas e, simultaneamente, no National Cancer
Institute (NCI) para o cancer de ovdrio metastdtico. O primeiro sucesso clinico ocorreu em
2009, quando Steven Rosenberg tratou um paciente com linfoma folicular refratario no NCI
utilizando CAR-Ts anti-CD19. Posteriormente, em 2010, a terapia foi aplicada com sucesso por
CarlJune e David Porter, na Universidade da Pensilvania, no tratamento de leucemia linfocitica
cronica (LLC) com o primeiro paciente adulto William Paul Ludwig, que permaneceu em
remissao completa por mais de 10 anos. Em 2011, Carl e David também obtiveram sucesso na
utilizacdo em pacientes com leucemia linfoblastica aguda percursora de células B (LLA-B). Um
ano depois, em 2012, Emily Whitehead tornou-se a primeira paciente pediatrica com LLA-B,
alcancando remissao completa. Em 2013, ensaios clinicos demonstraram eficacia terapéutica
de aproximadamente 90% em malignidades hematoldgicas, consolidando a terapia como um
marco na oncologia (CHEN, ABILA, KAMEL, 2023; OLEJARZ et al., 2024; PEREIRA, 2023).

ApOds a aprovacdo da primeira terapia (Kymriah®) pela FDA em 30 de agosto de 2017,
mais trés terapias especificas para o CD19 foram aprovadas para o tratamento de alguns tipos
de linfomas e leucemias: Yescarta® (axicabtagene ciloleucel), Tecartus® (brexucabtagene
autoleucel) e Breyanzi® (lisocabtagene maraleucel). Posteriormente, em abril de 2021 e
fevereiro de 2022, foram aprovadas mais duas terapias, dessa vez visando o antigeno de
maturacdo de células B, o BCMA, para o tratamento de Mieloma Multiplo, sendo elas
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Abecma® (idecabtagene vicleucel) e Carvykti® (ciltacabtagene autoleucel) (MITRA et al.,
2023). As seis terapias com células CAR-T aprovadas até o momento, assim como suas
aplicagdes, sdao descritas no Quadro 1. O histérico geral da terapia é resumidamente abordado

na Figura 1.

Quadro 1. Terapias com células CAR-T aprovadas pela FDA atualmente para tumores hematoldgicos.

Célula CAR-T Nome Antigeno Dominio Tipo de Ano de
Comercial Marcado Coestimulatoério Cancer Aprovacao
Tisagenlecleucel KYMRIAH® CD19 4-1BB/CD137 r/r Leucemia 2017
linfobl3stica
aguda  (LLA)
percursora de
células B
r/r Linfoma de
grandes
células B
Axicabtagene YESCARTA® CD19 CD28 r/r Linfoma de 2017
Ciloleucel grandes
células B
Brexucabtagene TECARTUS® CD19 CD28 r/r Linfoma de 2020
Autoleucel células do
manto (MCL)
r/r LLA
precursora de
células B
Lisocabtagene BREYANZI® CD19 4-1BB/CD137 r/r Linfoma de 2021
Maraleucel grandes
células B
Idecabtagene ABECMA® BCMA 4-1BB/CD137 r/r Mieloma 2021
Vicleucel Multiplo
Ciltacabtagene CARVYKTI® BCMA 4-1BB/CD137 r/r Mieloma 2022
Autoleucel Multiplo

Fonte: Adaptado de PEREIRA, 2023.
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Figura 1. Linha do tempo da terapia com células CAR-T.

Aproximadamente 200

Pacientes com Carvykti ensaios clinicos
Primeira leucemia Tecartus (anti- aprovado pela investigando a terapia
geragio de Incorporagao alcangaram CD19) aprovado  FDA paracomo CAR-T para tumores
CAR-T foi do 4-1BB remissdo completa pela FDA a segunda CAR- sélidos
criada (LLA-B e LLC) T anti-CD19
2004 2020 2024
1993 2011 2022
2002 2017 2023
1989 2006 2021
Incorporagao Kymriah e Yescarta Avancgos na
CAR proposto do CD28 Primeiros (anti-CD19) Breyanzi (anti- producao e
pela primeira vez ensaios clinicos aprovados pela CD19) e Abecma logistica, busca-se
com pacientes FDA (anti-BCMA) deixar a terapia

aprovados pela FDA ~ mais acessivel

Linha do tempo que descreve brevemente o histérico de desenvolvimento da terapia com células CAR-
T, trazendo os seus principais marcos, do ano do surgimento de seu conceito primordial (1989) até o
ano de 2024.

Fonte: Adaptado de MITRA et al., 2023; OLEJARZ et al., 2024; WANG et al., 2024a. Criado com
https://BioRender.com.

Ao reconhecer o potencial terapéutico, a Associacdo Brasileira de Hematologia,
Hemoterapia e Terapia Celular (ABHH) decidiu desenvolver um projeto para discutir e propor
solucBes de curto prazo para a introducdo do tratamento com células CAR-T no Brasil. Em
maio de 2021, durante trés dias consecutivos, especialistas brasileiros de instituicoes
universitarias, grandes hospitais de referéncia, a ANVISA e o Ministério da Saude (MS)
discutiram todos os aspectos relacionados a manipulagao, regulagao, acesso e indica¢des para
a terapia, além dos aspectos legais e éticos (JUNIOR et al., 2021). A partir de 2022, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou trés dessas terapias com CAR-Ts para uso
em territdrio nacional: Kymriah®, Yescarta® e Carvykti®. No Brasil, dois centros de referéncia
para o desenvolvimento de CAR-Ts foram construidos, um localizado na cidade de Ribeirdo
Preto e outro em S3o Paulo (PEREIRA, 2023).

3.2 Estrutura e mecanismo de a¢ao das células CAR-T

As células CAR-T sdo linfécitos T modificados geneticamente para expressar, em sua
superficie, receptores quiméricos capazes de detectar e erradicar células cancerigenas pela
identificacdo especifica de antigenos tumorais. Diferentemente das células T convencionais,
as CAR-T ndao dependem das moléculas do MHC para reconhecer antigenos, o que lhes
permite distinguir uma gama muito mais ampla de alvos tumorais. Por essas caracteristicas,
sdo consideradas “drogas vivas”, pois se proliferam e mantém as fun¢des efetoras das células
T ativadas (CHEN, ABILA, KAMEL, 2023; MILLER & MAUS, 2015).

O resultado é uma vigorosa ativacao de células T e repostas antitumorais potentes, e
as CAR-Ts mediam esses efeitos através da liberagao de granzimas, perforinas e citocinas, e
da ativacdo de proteinas apoptdticas como FADD (proteina de dominio de morte celular
associada ao Fas) (WANG et al., 2024b), como exemplificado na Figura 2.
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Figura 2. Mecanismo de acdo da célula CAR-T

Célula Célula
CAR-T Tumoral

Granzimas,
Perforinas, ’ °
IL-2, IFN-y,

TNF-a @

Mecanismo de ac¢do das células CAR-T contra células tumorais. (1) A CAR-T se liga, por meio do scFv,
ao antigeno-alvo que é expresso na superficie da célula tumoral. (2) Em decorréncia dessa interagao
scFv-antigeno, os sinais necessarios para a ativagao celular da CAR-T ocorrem e entdo ela é ativada. (3)
Em seguida, a CAR-T ativada libera mediadores citotéxicos como granzimas, perforinas, IL-2, IFN-y,
TNF-a, (4) ocasionando a morte da célula neoplasica. Abreviagdes: TAA — Antigeno associado ao tumor;
MHC | — Complexo principal de histocompatibilidade classe 1; TRAIL — Ligante indutor de apoptose
relacionado ao TNF; FASL — Ligante de Fas, proteina mediadora de morte celular.

Fonte: Adaptado de TANAKA, 2023. Criado com https://BioRender.com.

Os resultados positivos da terapia levaram a continuagao das pesquisas para aprimorar
a atividade da CAR-T e reduzir sua toxicidade. Até entao, foram descritas cinco geragdes de
células CAR-T, diferenciando-se pela especificidade e eficiéncia na ativag¢ao dos linfécitos T. O
receptor CAR possui uma estrutura bdsica com trés dominios comuns em suas cinco geragoes:
1. Dominio extracelular, onde ocorre a ligacdo da célula com o antigeno tumoral; 2. Regido
transmembrana que contém geralmente CD8 ou CD28; 3. Dominio de sinaliza¢do intracelular
que corresponde a cadeia zeta da molécula CD3 (CD3z) (CHEN, ABILA, KAMEL, 2023;
NASCIMENTO & SILVA, 2023; ZHANG et al., 2017).

O dominio extracelular, ou “ectodominio”, do CAR é o que possui o fragmento varidvel
de cadeia Unica (scFv) correspondendo as regides de cadeia leve (VL) e pesada (VH) da fracao
Fab de um anticorpo monoclonal (mAb), sendo assim esse dominio é responsavel pela
especificidade com o antigeno tumoral (NASCIMENTO & SILVA, 2023).

Adicionalmente, o ectodominio inclui uma regidao de dobradica, que é um espagador
que fornece flexibilidade e adaptabilidade na ligagcdo e conecta o scFv a estrutura
transmembranica, que, por sua vez, conecta o dominio extracelular ao dominio intracelular.
Essaregido de dobradica, alca ou haste, é geralmente derivada de CD8, CD28, ou do fragmento
cristalizavel (Fc) das moléculas 1gG. A regido transmembrana geralmente deriva do CD8, CD3z,
CD4 ou 0X40, e conecta os dominios extracelular e intracelular, além de servir como uma
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ancora, fixando o receptor na membrana celular devido ao seu carater hidrofébico (CHEN et
al., 2024; HUANG et al., 2020; SOARES et al., 2022; ZHYLKO et al., 2020).

O dominio intracelular é o mais importante da estrutura das CAR-Ts, pois é essencial
para determinar o efeito das células T ativadas pelos CARs, uma vez que ele promove a
transmissdo de sinal. E a regido responsavel pela sinalizacdo e subsequente ativacdo da
resposta dos linfécitos efetores. Composta por um dominio de sinalizagdao (CD3z), que possui
trés motifs de ativacdo baseados em tirosina (ITAMs) que sdo sequéncias especificas
responsaveis pela ativacdo da célula T por meio da sinalizacdo intracelular (PEREIRA, 2023). A
presenca de outras estruturas varia, mas a partir dos CARs de segunda geracdo a presenca de
dominios coestimuladores como o CD28 e 0 4-1BB (CD137) se fez indispensavel devido a maior
secrecao de citocinas e capacidade proliferativa observadas (ZHYLKO et al., 2020).

3.2.1 Geragoes de CARs

O receptor quimérico desenvolvido por Kurosawa nos anos 80 era composto pelas
regioes variaveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH) de um anticorpo anti-TNP (anti-2,4,6-
trinitrofenil), que foram anexadas com as regides constantes alfa e beta do TCR,
respectivamente. Apds a expansdo em culturas de hibridoma de linfécitos T citotdxicos
murinos, os cTCRs passaram a ser expressos na superficie das células, possibilitando a ligacdo
ao antigeno TNP e, consequentemente, a ativacdo das células T. A ativacao linfocitaria foi
evidenciada pela producdo de interleucina 2 (IL-2) e pela morte das células alvo. A ativacdo
independente de MHC pode, depois, ser demonstrada através da producdo de IL-2 apds
ligacdo a proteinas acopladas ao TNP adsorvidas em um substrato plastico. Este primeiro
modelo de cTCR é um modelo heterodimérico de cadeia dupla, ou seja, composto por duas
cadeias separadas, uma leve e uma pesada, cada uma contendo uma regido variavel (oriunda
do anticorpo), € uma regido constante (oriunda do TCR) (MITRA et al., 2023).

O cTCR heterodimérico de cadeia dupla exigia a infec¢do da célula T com dois vetores
retrovirais separados, um para cada cadeia, o que limitava sua eficiéncia de co-transdugdo
(expressdo simultanea das duas cadeias na mesma célula). Para solucionar este problema, a
equipe do Dr. Eshhar projetou um receptor quimérico de cadeia Unica em que o scFv foi
fundido a um dominio transmembrana e a um dominio de sinalizagdo intracelular de linfdcitos,
proveniente de CD3z ou FceRlg, o que resultou no scFvR, também conhecido como CAR de
primeira geracdao (MITRA et al., 2023).

Em suma, a célula CAR-T de primeira geracdo utiliza em sua membrana um CAR
composto de scFv oriundo de um anticorpo monoclonal com a especificidade para o antigeno
de célula tumoral, combinado com um dominio de sinalizagdo (principalmente o CD3z) que
possibilita o reconhecimento do epitopo tumoral e a ativacao das células T sem a necessidade
do MHC. Os principais problemas dessa geracdo sdao a ndao manuteng¢ao da capacidade
proliferativa a longo prazo e os niveis insuficientes de citotoxicidade para destruir a célula
alvo. Embora a construgao seja suficiente para se obter uma resposta antitumoral em testes
pré-clinicos, ndo é suficiente para gerar uma resposta celular eficiente em termos de
persisténcia e ativacdo in vivo (NASCIMENTO & SILVA, 2023; MIAO et al., 2024; PEREIRA, 2023;
ROCHA, 2018).

Diante deste cendrio, a segunda geracao de CAR-Ts surgiu com a sugestao de se incluir
um dominio coestimulador dentro da célula T modificada, para aumentar sua capacidade de
duracdo e proliferacdo dentro do organismo. Tratam-se de proteinas de superficie celular que
sdo capazes de ocasionar a sinalizacdo intracelular, de modo a aumentar os sinais mediados

8



CE

EDUCAGAO SUPERIOR

pela ligacdo do TCR e, consequentemente, a proliferacdo celular, producdo e secrecdo de
citocinas, auxiliando a atingir uma expansao robusta de linfécitos T, persisténcia e atividade
antitumoral (PEREIRA, 2023).

Sendo assim, o laboratdério do Dr. Michel Sadelain, no Centro de Cancer Memorial
Sloan Kettering (MSKCC), desenvolveu um receptor quimérico que funde os dominios
intracelulares de sinalizagdo (CD3z) e de coestimulacdo (ex: CD28 ou 4-1BB/CD137). Essa
juncdo fornece a CAR-T a capacidade de emitir dois sinais, de ativacdo e de coestimulacao,
fazendo com que a célula passe a ter uma maior proliferacdo dependente de antigenos,
producdo de interleucina-2 (IL-2) e eliminacdo de células cancerigenas em testes in vitro
(SADELAIN, 2017). O dominio coestimulador mais explorado é o CD28, devido a sua
capacidade em agir como uma segunda ativacdo, aumentando a proliferacdo das células e
fornecendo uma maior persisténcia, e, consequentemente, um aumento significativo na
expressao de citocinas (ROCHA, 2018).

Outros estudos foram feitos, como por exemplo o liderado pelo Dr. Dario Campana no
Hospital de Pesquisa Infantil St. Jude no Tennessee, que também representou grande avanco
no campo. O estudo de Campana se baseou na adicdo do dominio de transducdo de sinal 4-
1BB ao design do CAR, o que resultou no aumento considerdvel da persisténcia e da acdo
antitumoral das células T modificadas (CAMPANA et al., 2014). Em seguida foi observado que
outras moléculas coestimuladoras também podem ser usadas, como por exemplo OX40,
CD27,CD134 e ICOS (inducible T cell co-estimulator) (PEREIRA, 2023; TANAKA, 2023).

De forma geral, quando comparada a primeira, a segunda geracdo obteve maior
sucesso, gracas a adicdo da molécula coestimuladora, que, por sua vez, faz a correcdo da
ineficiéncia relacionada a capacidade proliferativa a longo prazo, e, além disso, aumentou-se
também a citotoxicidade para atacar a célula alvo. Outro beneficio adquirido nesta geracao,
gracas ao aprimoramento da resposta apds a inclusdo do dominio coestimulador, foi a
possibilidade de atacar tumores de célula B que expressam o antigeno CD19 (MITRA et al.,
2023; NASCIMENTO & SILVA, 2023).

As células CAR-Ts produzidas com base nos dominios CD28 apresentam resposta do
tipo efetora e uma ativagao da via glicolitica, ja as baseadas em dominios 4-1BB (CD137)
apresentam um fendtipo de memoaria central e se baseiam no metabolismo de acidos graxos,
além de aumentar a capacidade respiratéria e biogénese mitocondrial. Dito isso, o dominio 4-
1BB mostrou menor pico de expansao celular, mas permitiu maior resisténcia das células T e
menor toxicidade mediada por citocinas. Sendo assim, a inclusdo do dominio 4-1BB se encaixa
nos casos em que o paciente apresenta uma grande carga de doenca e/ou uma alta densidade
antigénica, enquanto o dominio CD28 deve ser incluido no contexto de baixa densidade
antigénica para alcancar um limiar desejavel de ativagdao de CAR-Ts, ou um CAR com dominio
de ligacdo scFv de baixa afinidade em sua construcdo. Portanto, percebeu-se que a escolha
dos dominios coestimuladores é de suma importancia para se alcangar os resultados
esperados em uma dada intervencao terapéutica (PEREIRA, 2023).

A fim de aprimorar ainda mais a estrutura dos CARs e sua resposta no organismo,
novos estudos foram feitos no intuito de desenvolver a terceira geracao. Esta nova geracao,
conta com a presenca de duas moléculas coestimuladoras no dominio intracelular, tais como
CD28 e CD134 ou CD28 e 4-1BB, dentre outras vastas combinac¢des possiveis (CHEN et al.,
2024). A combinagcdo mais comum utilizada é a do CD28 com 4-1BB (ROSELLI et al., 2021).
Pesquisas extensas demonstraram a capacidade dessas moléculas de aumentar ainda mais as
capacidades de persisténcia e proliferacao das células (NASCIMENTO & SILVA, 2023; MIAO et
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al., 2024). Entretanto, essa geracdo nao exibiu melhor ativacdo das células do que a segunda
geracdo (WANG et al., 2024a).

Com base no CAR de segunda geracdo, a quarta geracdo de células CAR-T, também
conhecidas por TRUCKs (T-cell redirected for universal cytokine-mediated killing) ou CAR-Ts
“armadas”, foi desenvolvida através da introdugao de indutores genéticos que aprimoram a
funcdo das células T. Esse aprimoramento se da por meio da producao intracelular e liberacdo
de citocinas especificas (como IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 e IL-18), e, dessa forma, podem
promover uma alteracdo no microambiente tumoral (TME), visando a melhoria da eficacia
terapéutica e da seguranca ao contornar diversas limitacdes (CATHARINO, 2021; CHEN et al.,
2024). Essa nova caracteristica age diminuindo a atividade imunossupressora dos tumores
através da liberacdo de citocinas especificas, o que traz esperanca para a utilizacdo da terapia
CAR-T para tumores sdlidos que, até entdo, ndo obteve avancos significativos (NASCIMENTO
& SILVA, 2023).

Por fim, em 2018 foi descrita a quinta geracdo da CAR-T, a qual buscou desenvolver
um receptor CAR que, ao se ligar ao antigeno, seja capaz de proporcionar os trés sinais
necessarios para uma otima ativacdo e proliferacdo das células T: 1. Sinal emitido através do
dominio CD3z, que mimetiza o que seria a ativagdo por meio do TCR; 2. Sinal coestimulatério
mediado pelo CD28, principalmente; 3. Sinal fornecido pelas citocinas que, através da inclusdo
de por¢des citoplasmaticas de receptores de citocinas, leva a ativacao das vias de sinalizacdo
da JAK quinase e dos fatores de transcricdo STAT3 e STATS5. Essas vias permitem que as células
T respondam a sinais do ambiente, se proliferem, sobrevivam e atuem contra os tumores.
Tudo gracas a inclusdo de fragmentos intracelulares de receptores de citocinas, como o IL-2Rb
(subunidade beta do receptor da IL-2), que permitem que as CAR-T recebam sinais diretos de
citocinas, promovendo a ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular (CATHARINO, 2021). A
Figura 3 traz a descri¢do da evolucdo da estrutura do CAR com base em suas cinco geracoes.
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Figura 3. GeracGes do receptor de antigeno quimérico (CAR).
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Receptores de antigenos quiméricos (CAR)
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GeragGes de receptores CAR, distintas por sua porgao intracelular. Receptor TCR é demonstrado para
identificacdo da cadeia CD3z utilizada na estrutura do CAR. A primeira geragao possui somente uma
cadeia CD3z-ITAM. A segunda geragao contém um dominio de sinalizagao extra, geralmente o CD28,
mas podendo ser CD27/CD134/CD137. O receptor de terceira geracdo tem uma segunda molécula de
sinalizacdo a mais, CD137 ou OX-40. Os de quarta geragao possuem um transgene independente
(NFAT) enriquecedor da liberacdo de citocinas. A quinta geracdo adiciona dominio intracelular de
fragmento de receptores de citocina como IL-2Rb que é o receptor truncado de IL-2 com fosforilacdo
das enzimas da familia JAK quinase e ligagdo e ativacdo das moléculas STAT3/5.

Fonte: Adaptado de TANAKA, 2023; TOKAREW et al., 2019. Criado em https://BioRender.com.
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3.2.2 Manufatura das células CAR-T

Figura 4. Fluxograma referente a producao de células CAR-T e infusdo no paciente.

L . Enriquecimentos
= eSS em células T

. * 435ssemanas
« Opcional

A leucaférese é a etapa inicial, na qual sdo coletados os leucécitos do paciente. Em seguida o produto
é enriquecido em células T, ou seja, a populagdo de linfécitos T é separada, podendo-se separar as
subpopulagdes CD4 e CD8 caso necessario, sendo esta etapa opcional. A cultura é entdao necessaria
para ativar e expandir as células. O vetor viral é introduzido na cultura e introduz o RNA do CAR na
célula. Apds a transfecgao génica as células sdo expandidas e posteriormente reinfundidas no paciente.
O processo, desde a coleta das células até a reinfusdo, pode levar em torno de 4 a 5 semanas.

Fonte: Elaboracdo prdpria.

Como demonstrado na Figura 4, a manufatura de células CAR-T exige varias etapas
minuciosamente executadas, e o teste de controle de qualidade é realizado ao longo de todo
0 processo. A primeira etapa consiste no isolamento das células T do paciente por meio de
técnicas de leucaférese. A coleta via leucaférese é realizada em local certificado, depois as
células sdo criopreservadas e enviadas para a unidade de fabricagdo de células. Em seguida as
células T sdo enriquecidas, lavadas com tampao de leucaférese que contém anticoagulantes,
e centrifugadas de modo a separar as células por tamanho e densidade, sendo possivel separar
as células T dos leucécitos. Os subconjuntos CD4/CD8 sdo separados usando marcadores
especificos de esferas de anticorpos, essa é uma etapa adicional que pode ou nao ser realizada
(ITTERSHAGEN et al., 2019; RAMOS et al., 2024; ZHANG et al., 2017).

A escolha da populacdo celular inicial na fabricacdo de células CAR-Ts é um passo
primordial com um alto impacto no processo de producdo e no produto final. A fabricacdo de
CAR-Ts autélogas normalmente comec¢a com células T maduras, seja na forma purificada ou
como parte da populagdo de células mononucleares no sangue periférico (PBMC). Células T
maduras possuem uma grande diversidade de fendtipos e a escolha da populacdo depende
de fatores bioldgicos, histdrico clinico e o estado de saude do paciente (CEJA et al., 2024). A
selecdo de células T CD4+ e CD8+ apds a aférese tem mostrado aumento na eficacia das CAR-
Ts, porém também pode significar um aumento das toxicidades inflamatdrias associadas a
terapia. Essa associacdo pode variar muito em funcdo de diversos fatores como a
heterogeneidade dos pacientes, a carga tumoral basal e a dose de células CAR-T (CABEDA et
al., 2024).

As células T utilizadas podem ser autdlogas (oriundas do préprio paciente) ou
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alogénicas (oriundas de um doador). A producdo de CAR-Ts pela via autdloga é mais vantajosa
do ponto de vista imunoldgico, pois evita o problema de rejeicdo imunolégica, uma vez que
estd associada a auséncia de reacGes alogénicas, aumentando a durabilidade das células in
vivo. Sobretudo, o uso da terapia com células autdlogas significa maiores custos de producao
devido a necessidade de um processo adaptado a cada paciente, além do aumento dos riscos
de haver falhas na producdo e ainda de um acesso mais tardio a terapia, uma vez que o
processo de producdo pode levar até 3 semanas, o que pode ser bastante problematico para
aqueles doentes com tumores altamente proliferativos (RAMOS et al., 2024; SILVA, 2021).

Apds o isolamento dos linfocitos T, a cultura é entdo necessdria para ativar as células,
esse processo de ativacdao requer a purificacdo por meio de células apresentadoras de
antigenos (APCs) autélogas do paciente ou oriundas de um doador, da presenca de esferas
revestidas com anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD28, ou de anticorpos anti-CD3
sozinhos ou combinados a fatores de crescimento (como IL-12 que é o mais utilizado devido
a inducdo ao rapido crescimento das células T) (ZHANG et al., 2017). Com base em estudos
recentes, um coquetel de citocinas como IL-2, IL-7 e IL-15 foi capaz de melhorar a inducdo da
expansao celular de CAR-Ts (TANAKA, 2023). Em seguida, as esferas ou APCs sdo facilmente
retiradas da cultura por separacdo magnética (RAMOS et al., 2024).

Ademais, o processo de selecdo (screening) de scFvs que fornecam melhor afinidade
ao antigeno é de suma importancia, e consiste na construcdo de diferentes cassetes génicos
para a expressdo da molécula CAR, variando os segmentos génicos especificos para o scFv. Em
seguida, as células T sdo modificadas com estas diferentes construgcdes e, com isso, sdo
obtidos diferentes grupos de CAR-Ts, os quais sdo submetidos a testes in vitro e in vivo,
avaliando-se parametros como capacidade proliferativa das células, atividade citotdxica
contra células tumorais e capacidade de liberacdo de citocinas. A origem das sequéncias de
scFv pode ser murina ou humana, todavia, o reconhecimento da molécula CAR pelo sistema
imune pode contribuir para o desenvolvimento de toxicidades e, portanto, fragmentos
oriundos de anticorpos humanizados ou humanos, ao invés de modelos murinos, podem
reduzir a imunogenicidade e seu uso pode ser vantajoso (PEREIRA, 2023).

As células sdo entdo incubadas com vetores virais, que as penetram e introduzem o
RNA do CAR que, neste contexto, é transcrito reversamente em DNA e se recombina no
genoma da célula T, resultando na incorporagdo permanente do gene que codifica o CAR
(CABEDA et al., 2024).

A aquisicao do vetor viral envolve a produgdao em lote que demora cerca de duas
semanas, no minimo, e, durante este tempo, sao cultivados nimeros adequados de células
para produzir boas quantidades de vetor. Essas células sdo entdo transfectadas com
plasmideos que contém o transgene de interesse, com a sequéncia que codifica o CAR bem
como outras sequéncias necessarias para a transcricdo reversa, empacotamento de RNA e
integracdo gendmica, gerando um conjunto de células que é capaz de produzir o vetor viral
minimo (RAMOS et al., 2024). Os vetores virais, como o lentivirus e o y-retrovirus, sdo
considerados a plataforma primaria de entrega dos genes CAR, uma vez que conseguem
infectar a célula eficientemente e integrar o gene CAR com estabilidade ao genoma do doador,
de forma a manter a expressao do receptor por longos periodos. Na sequéncia, apds varios
dias em cultura, o vetor viral é removido por diluicdo e/ou troca do meio (WANG et al., 2024a).

Os vetores mais comumente utilizados nos ensaios clinicos de terapias com CAR-T sdo
os lentivirais, por apresentarem um perfil de integracdo gendmica mais seguro do que os y-
retrovirais. Porém, apesar de os lentivirus serem os vetores com recursos mais atraentes, sao
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de acessibilidade complicada e de alto custo, dito isso pesquisadores tém procurado por
métodos de transferéncia génica mais acessiveis, sendo os elementos transponiveis
(transposons) os que oferecem uma alternativa com amplo potencial para a terapia com CAR-
Ts. O transposon sleeping beauty (SB) é um dos sistemas de transferéncia de genes nao virais
mais explorado, uma vez que ele tem mostrado eficiéncia comparavel a dos vetores virais,
oferecendo, assim, uma alternativa valida. No entanto, muitas preocupa¢des permanecem no
gue se refere ao uso do SB, uma vez que se faz a necessidade de vdérias rodadas de infusdo
usando transfeccdo transitoria de mRNA, o potencial de mutagénese insercional ainda é
desconhecido e ha a possibilidade de ocorrer a remobilizacdo de transposons. Sendo assim, a
terapia CAR-T mediada por transposon ainda esta em fase pré-clinica e precisa de mais
pesquisas antes de ser vidvel de ser utilizada em ensaios clinicos (SOARES et al., 2022; WANG
et al., 2024a; ZHANG et al., 2017).

Depois de realizada a transferéncia génica, as células modificadas sdo expandidas ex
vivo e preparadas junto a uma solugdo de infusdo intravenosa farmacéutica. Finalizado o
processo de expansdo das células, a cultura celular, que pode chegar a 5L de volume, deve ser
concentrada em um volume ideal para ser infundida no paciente por via intravenosa. As
células ja lavadas e concentradas sdo criopreservadas em um meio infusivel, e, apds liberacao,
as células sdo congeladas e entdo transportadas ao centro em que o paciente serd tratado,
onde serdo descongeladas para serem infundidas no paciente. Geralmente o intervalo de
tempo entre a leucaférese e a administracdo das células CAR-T é de cerca de 4 a 5 semanas, e
o processo desde o encaminhamento até a infusdo do tratamento no paciente pode levar até
2 meses. Durante esse periodo, para minimizar a taxa de progressdo da doenca e preservar a
condicdo geral do paciente, € comum a realizacdo de quimioterapia linfodepletora (RAMOS et
al., 2024; SOARES et al., 2022).

De forma geral, o alto custo e o tempo de producdo da terapia com células CAR-Ts
ainda dificultam a sua populariza¢cdo. Uma Unica infusdo de Kymriah® custa USS 475.000, e o
custo total do tratamento, tanto com Kymriah® quanto com Yescarta®, beira 1 milhdo de
ddlares por paciente tratado. J4 o ciclo de produgdo das células leva cerca de 2 semanas. Para
solucionar esses problemas, novas abordagens estao sob desenvolvimento (LIN et al., 2021).

3.3 Toxicidades associadas a terapia

Apesar de a terapia com CAR-Ts apresentar diversos beneficios terapéuticos, ela esta
associada com efeitos adversos de toxicidade resultante da proliferacao, deplecao e exaustao
das células infundidas. Dentre os efeitos mais comuns estdo a Sindrome de liberacdo de
citocinas (CRS) e a Neurotoxicidade relacionada as células efetoras imunes (ICANS), que sdo
as principais causas de morbidade aguda, transferéncia para a UTIl e hospitalizacdo
prolongada. Existem outros acometimentos menos frequentes, como a Aplasia de células B
(PEREIRA, 2023; SESQUES et al., 2024).

A CRS, também conhecida como “Tempestade de citocinas”, é a toxicidade mais
comum da imunoterapia com células CAR-T, e ocorre, geralmente, dentro dos primeiros dias
apos a infusdo das células, atingindo o seu pico dentro de 1 a 2 semanas, o que coincide com
a expansao maxima in vivo das células infundidas (CUENCA et al., 2022; SOARES et al., 2022).
Consiste nos sintomas variados que ocorrem em decorréncia de uma intensa atividade pré-
inflamatdria desencadeada pelas citocinas liberadas pelas células CAR-T ativas. As proteinas e
citocinas envolvidas na CRS incluem: proteina C reativa (PCR), ferritina, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10 e IFN-y (PEREIRA, 2023).
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Em suma, as sintomatologias da CRS sdo variadas, podendo manifestar sindrome febril,
fadiga, cefaleia, hipotensao, taquicardia, hipdxia, funcdo cardiaca debilitada, disfuncdo de
6rgdos, mialgia, ndusea, anorexia, danos hepaticos, coagulacdo intravascular disseminada
(CIVD), sindrome do desconforto respiratério agudo (SDRA) e até mesmo morte. No geral, a
CRS se apresenta na forma leve, no entanto tem a capacidade de evoluir para o estado grave,
aumentando o risco de 6bito. Dentre os riscos de desenvolvimento de CRS, podemos citar:
alta carga tumoral (maior predisposicdo a sofrer lise tumoral), elevada quantidade de células
CD19 positivas na medula dssea, trombocitopenia prévia ao tratamento e altas doses de CAR-
T. O manejo indicado, em casos graves, é o tratamento do paciente utilizando anticorpos
monoclonais contra o receptor de IL-6, como o Tocilizumab, anticorpos monoclonais
guiméricos contra a IL-6 diretamente, como o Siltuximab, proteina antagonista do receptor
de IL-1 (Anakinra) e glicocorticdides como a Dexametasona (CUENCA et al.,, 2022;
NASCIMENTO & SILVA, 2023; MITRA et al., 2023).

Entretanto, quando muito severa, pode ser indicada a utilizacdo de vasopressores,
ventilacdo mecanica, antiepilépticos e hemodidlise, e um marcador que auxilia a detectar a
severidade da CRS é a proteina C reativa (PCR), mas, de forma geral, os pesquisadores podem
controlar a maior parte dos casos de CRS com o anticorpo anti-IL6 (SOARES et al., 2022).

Os casos em que ocorre a ICANS associada a CAR-T sdo caracterizados pela
manifestacdo de sintomas neuroldgicos que podem variar desde cefaléia, delirio e
desorientacdo, até afasia, déficit neuroldgico focal, convulsdes e perda de consciéncia, sendo
a ocorréncia destes dois Ultimos mais comum em formas severas. Na maioria dos casos, esses
sintomas sdao reversiveis, no entanto, os pacientes podem, raramente, evoluir para
hemorragia ou edema cerebral. Pode ocorrer de forma concomitante a CRS, ou muitas vezes
posterior a ela. A fisiologia patoldgica da ICANS ainda ndo é totalmente conhecida, mas ha
duas hipoteses que explicam sua ocorréncia: difusdo de citocinas no cérebro e trafego de
células T dentro do sistema nervoso central. No que diz respeito aos fatores de risco para o
desenvolvimento da ICANS, os mais frequentes sdo a alta carga tumoral ou dose de CAR-Ts,
presenca de CRS e a pré-existéncia de sintomas neuroldgicos. O manejo é semelhante ao que
ocorre na CRS, com o adicional de Levetiracetam (farmaco antiepiléptico) em caso de
convulsées (CUENCA et al., 2022; ZHYLKO et al., 2020).

Foi feito um estudo multicéntrico de “Real World Evidence” (RWE), baseando-se no
registro francés DESCAR-T, o qual abrange cerca de mil pacientes tratados com tisa-cel
(Kymriah®) ou axi-cel (Yescarta®) comercial depois de pelo menos duas linhas de tratamento,
e foram determinados diversos parametros associados a CRS ou ICANS de grau > 3. Nele foi
constatado que, doenga volumosa ou ndo controlada precedente a linfodeplecdo, e niveis
elevados de LDH ou PCR, estdo associados a uma incidéncia significativamente maior de CRS
grau > 3 e que uma contagem de plaquetas inferior a 150 G/L, identificada no contexto da
doenca enxerto contra hospedeiro (DECH), foi significativamente associada a CRS grave e
ICANS grau > 3 (SESQUES et al., 2024).

Por outro lado, o aumento dos antigenos-alvo testados para uso com CAR-Ts traz
preocupacdes em relacdo a seguranca do tratamento. O desafio maior deixa de ser
redirecionar a citotoxicidade das células T, e passa a ser controla-la. Terapias aprovadas, como
as anti-CD19, podem causar citotoxicidade em células saudaveis, resultando em Aplasia de
células B (condicdo em que a producdo de células B é interrompida ou drasticamente
reduzida) e hipogamaglobulinemia (niveis anormalmente baixos de imunoglobulinas no
sangue), que podem ser controladas com infusdo de imunoglobulina (ZHYLKO et al., 2020).
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3.4 Desafios relacionados aos tumores soélidos

Apesar de que a imunoterapia CAR-T tenha surgido como uma abordagem promissora
e eficaz ao se tratar de malignidades hematoldgicas, em tumores sdlidos ainda permanece um
desafio (DENG et al.,, 2024). Tumores sélidos representam barreiras ndo encontradas em
malignidades hematoldgicas, dificultando o sucesso da terapia com CAR-Ts. Essas barreiras
incluem o trafego limitado de células T até o tumor, um TME complexo, a presenca de fatores
de imunossupressdo e dificuldade em direcionar precisamente antigenos especificos do
cancer preservando tecidos saudaveis (MA et al., 2023).

Diante dos desafios apresentados pelo tumor sdlido, os principais sao: 1. Efeito “on-
target/off-tumor”, que consiste na ligacdo da porgao scFv das células CAR-T com proteinas de
membrana de células sauddveis, isso ocorre quando as células normais expressam o mesmo
antigeno das células malignas; 2. Heterogeneidade do antigeno tumoral, que pode variar
devido a diversos fatores, como a individualidade do paciente, o que dificulta o
reconhecimento pelas CAR-Ts; 3. TME responsavel pela imunossupressdao provocada pelas
células infiltrantes de tumor, que resulta na ineficiéncia das células T a partir da producdo de
fatores de crescimento, quimiocinas e citocinas (TANAKA, 2023).

Os tumores sdo capazes de desenvolver mecanismos de evasdo e resisténcia a resposta
imune produzida pelo organismo. O mecanismo de escape tumoral as células CAR-T pode ser
causado por modificacbes na expressdo do gene SPPL3, responsavel por codificar uma
protease que cliva enzimas de glicosiltransferase podendo causar escape de antigeno
mediado por Glicosilagdo. Esse mecanismo de resisténcia tumoral a imunoterapia foi
confirmado pois a alteracdo da Glicosilagdo do epitopo CD19 afetou o reconhecimento e a
ativacdo das células CAR-Ts (TANAKA, 2023).

A selecdo dos antigenos adequados para serem usados como alvo é fundamental para
a eficacia da terapia com CAR-T. Em um cenario ideal, esses antigenos devem ser de ampla
cobertura, estabilidade e especificidade. Porém, existem duas preocupac¢bes principais: a
auséncia de antigenos tumorais especificos (TSAs) apropriados, que s3o expressos
exclusivamente em células tumorais, e a presenca de heterogeneidade antigénica. Devido a
escassez de TSAs, a maioria dos alvos atuais das CAR-Ts para tumores sélidos sdo antigenos
associados ao tumor (TAAs) que sdo expressos também em tecidos normais, como por
exemplo o EGFR, o HER2 e o MSLN. Os efeitos toxicos fora do alvo sdo inevitaveis devido a
especificidade limitada dos TAAs, o que pode, em alguns casos, resultar em efeitos adversos
graves ou até fatais (CHEN et al., 2024).

Os tumores geralmente apresentam um nivel elevado de heterogeneidade. Nesse
contexto, a individualidade de cada paciente é um fator importante, uma vez que as células
tumorais podem expressar antigenos distintos entre os individuos, mesmo que se trate do
mesmo tipo patolégico de cancer. Além disso, em um mesmo individuo podem haver
diferentes lesdes tumorais que expressam diferentes antigenos e, mesmo dentro de uma
Unica lesdao tumoral, pode haver a coexisténcia de células que expressam antigenos
especificos e células que ndo expressam estes antigenos (TANAKA, 2023).

As células CAR-T tradicionais s3ao capazes de reconhecer um Unico marcador de
superficie tumoral, o que facilita a fuga de células tumorais que ndao expressam ou que
expressam, mas de forma insuficiente, esse antigeno especifico, o que resulta na recorréncia
do tumor (CHEN et al., 2024). Além disso, a grande vantagem da terapia com células CAR-T,
que diz respeito a ligacdo irrestrita a apresentacdo do MHC, também significa séria
desvantagem pois restringe o conjunto de antigenos alvo aqueles expressos na superficie
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celular (ZHYLKO et al., 2020).

O ambiente em que as malignidades sdlidas crescem é adequado exclusivamente as
células malignas, bloqueando a entrada de outros componentes, inclusive as células T. Se trata
de um ambiente hipdxico e com deficiéncia de nutrientes, além de ser imunossupressor, o
gue confere vantagens as células cancerigenas e favorece a manutencao desse microambiente
tumoral. Tumores com vascularizacdo anormal e matriz extracelular abundante podem formar
barreiras e impedir que as células T adentrem no tumor. A anormalidade vascular do TME,
representa, ndo sé uma barreira fisica, mas também afeta o estado metabdlico no interior do
tumor, uma vez que o suprimento de oxigénio fica escasso, gerando hipdxia. Com a falta de
oxigénio e nutrientes, as células T e as células cancerigenas competem em busca de
sobrevivéncia, o que impacta a viabilidade das células CAR-T (CHEN & JIANG, 2021).

As barreiras que protegem o tumor do sistema imunolégico incluem: fibroblastos
associados ao cancer (CAFs), inflamacao cronica persistente, células imunes inibitérias e vasos
sanguineos anormais, que limitam a entrada e ativacdo das células T. A inflamacdo cronica no
TME resulta na permanéncia da ativacdo de 80% dos CAFs, formando uma barreira fisica para
as CAR-Ts. O acido hialurénico (HA) liberado pelos CAFs contribui para a alta pressdo e
compressdo dos vasos sanguineos, dificultando a infiltracdo de células ou medicamentos. Os
CAFs também liberam alguns metabdlitos que promovem a transducdo de sinais do cancer,
resultando em proliferacdo celular, metdstase e resisténcia medicamentosa (WANG et al.,
2024b).

Estima-se que apenas 2% das células CAR-T administradas por via intravenosa
conseguem entrar com sucesso no TME, devido a alta pressao intersticial causada pelos vasos
anormais. Em funcdo disso, em tumores sélidos, provavelmente sera necessaria uma dose
maior de células, porém o aumento das doses terapéuticas significa maior potencial de efeitos
colaterais como efeitos fora do alvo e CRS (WANG et al., 2024b).

O TME é caracterizado por uma alta presenca de células T reguladoras, macréfagos
associados ao tumor (TAMs) e células T auxiliares CD4 (Th2), que secretam citocinas anti-
inflamatdrias como IL-10, TGF-b e IL-4. Como uma forma de contornar essa imunossupressao,
as células CAR-T podem ser configuradas para expressar diferentes moléculas auxiliares,
chamadas de CARs “armados” ou “TRUCKs”, que favorecem a infiltragdo no TME e amplificam
a acdo antitumoral, reduzindo a imunossupressdo. Até o momento, diversos modelos de CARs
tém sido desenvolvidos para expressar moléculas auxiliares, como citocinas (IL-7, IL-12, IL-15,
1L-18 e IL-21) e outras substancias (MITRA et al., 2023).

Ademais, as células malignas fazem o recrutamento de células imunes inibitdrias,
como as células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs) e células T reguladoras (Treg),
gue sdo capazes de inibir a citotoxicidade das células T efetoras, e expressam, em suas
membranas, ligantes (como PD-L1) que estdo relacionados a checkpoints imunoldgicos e
inibem a resposta imune (MA et al., 2023). A presenca de macréfagos associados ao tumor
(ITAMs) também suprime a funcdo das células T por meio da secrecao de citocinas e moléculas
gue auxiliam na promocgao da exaustdo das células T que é caracterizada pela falta de resposta
a reestimulagdo, diminuicao da capacidade proliferativa e regulacdo positiva dos receptores
inibitorios (PD-1, TIM3 e LAG-3, entre outros). A exaustdo das células CAR-Ts no TME é um dos
motivos criticos para o ndo rendimento da CAR-T em tumores sélidos (WANG et al., 2024b).

A inibicdo das células T mediada pelo eixo PD-1/PD-L1 consiste em um desafio
significativo para o sucesso da terapia com CAR-Ts. O receptor PD-1 (Programmed Death 1) é
localizado na superficie das células T e atua como um modulador que, quando ativado, inibe
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a fungdo das células T. O PD-L1, por outro lado, é o ligante do PD-1 e é expresso em muitos
tumores, o que dificulta a persisténcia das células CAR-T (SAUMELL et al., 2024).

Sendo assim, para que a terapia com células CAR-T alcance um tumor sdlido, ela
precisa passar por um processo muito mais complexo quando comparado a outros tipos de
canceres, uma vez que, nesse caso, a célula modificada geneticamente precisa identificar o
tumor, adentrar o ambiente tumoral e sobreviver neste local para que, sé assim, possa exercer
sua atividade. Além disso, por estarem profundamente localizados, os tumores sélidos sdo de
dificil alcance pelas células T. Nesse cendrio, portanto, com o intuito de aprimorar a terapia
CAR-T para aplicacdo em tumores sélidos, pesquisadores de diversos paises vém,
gradativamente, tentando resolver os problemas estruturais das células CAR-T, realizando
testes de remodelamento do microambiente tumoral e aplicando imunoterapia associada a
outras praticas anti-tumorais ja existentes (MA et al., 2023; TANAKA, 2023).

Segundo Miao et al. (2024), a partir de 2012, as pesquisas sobre células CAR-T para
tumores sélidos apresentaram uma tendéncia crescente e acelerada, mostrando que estdo
sob fase de réapido desenvolvimento, e, uma vez que as células CAR-T alcancem um avanco
substancial neste campo, isso trard enormes beneficios aos pacientes com esses tipos de
tumores. Varias estratégias diferentes estdo sob desenvolvimento para superar as barreiras
impostas pelos tumores sdlidos, incluindo melhoria das condi¢des de cultura e protocolos de
fabricacdo, implementacdo de novos designs de CAR e abordagens inovadoras para
engenharia do fenétipo das células T (SRINIVASAN et al., 2024).

3.5 Estratégias para aprimorar a terapia em tumores soélidos

Apds o notdvel sucesso das células CAR-T no campo da hemato-oncologia, a
disseminacdo dessa modalidade terapéutica enfrentou muitos obstaculos e, sendo assim,
diversas estratégias estdo sob desenvolvimento para ampliar a eficacia e a seguranca da
terapia (ZHYLKO et al., 2024).

A primeira abordagem adotada para enfrentar o desafio dos tumores sélidos foi o
aprimoramento da infiltracdo das CAR-Ts por meio da modificagdo dos CARs para que
superassem a matriz tumoral. Nesta abordagem, pode ser realizada a co-modificacdo de
células CAR-T para expressarem um receptor de quimiocina (CCR) que faz o papel de guiar as
células para o local onde o tumor se encontra (Figura 5-A.A) (ZHYLKO et al., 2020). Essa
modifica¢do foi testada pela adi¢cdo do receptor de IL-8 (CXCR1 e CXCR2) devido a capacidade
de aprimorar a migracdo das células através dos tumores, mantendo a sua sobrevivéncia
(TANAKA, 2023).

Também houveram esfor¢os para remodelar o microambiente tumoral, tornando-o
mais receptivo e com capacidade de sustentar um maior nimero de células CAR-T. Esse
remodelamento pode ser alcangado através da terapia associada a métodos fisicos, quimicos
e biolégicos, como terapia fototérmica, irradiacdo e quimioterapia, que reduzem a densidade
tumoral, o que proporciona uma alteragdo na expressao de quimiocinas no tumor, facilitando
o recrutamento de células CAR-T e promovendo a libera¢do de antigenos tumor-especificos,
criando um ambiente ideal para a acdo dessas células (TANAKA, 2023). Outra estratégia
consiste na introdugao das células CAR-T diretamente no local do tumor a fim de superar as
barreiras que impactam na eficacia contra tumores sdélidos (MA et al., 2023).

Dentro do TME ha células tumorais e mieloides que expressam a indoleamina-2,3-
dioxigenase (IDO), que é uma molécula responsdvel pela conversdo do triptofano em
metabdlitos que inibem as células T, agindo como fator de imunossupressao. A terapia de pré
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condicionamento com agentes quimioterdpicos como ciclofosfamida e fludarabina
demonstrou significativa redugao de IDO e aumento da eficacia das células CAR-T infundidas
posteriormente (Figura 5-A.D) (ZHYLKO et al., 2020).

Depois de chegar ao local do tumor, o proximo desafio que se apresenta é penetrar na
matriz extracelular (ECM) do tumor, cuja composicdo é de variadas proteinas fibrosas,
glicoproteinas e proteoglicanos. O desenvolvimento de CAR-Ts contra a proteina de ativagao
de fibroblastos (FAP), proteinase com papel importante na remodelacdo da ECM em tumores
epiteliais, demonstrou que as células estromais associadas ao cancer (CASCs) foram
eliminadas, o que auxilia a inibir o crescimento do tumor e aumenta a infiltragao de células
imunes do hospedeiro. Em outro estudo, mostrou-se que na expansao ex vivo as células CAR-
Ts perdem a expressdo de heparanase (HSPE), que é a enzima responsavel por degradar a
ECM, entdo células projetadas com uma maior expressao de HSPE provaram capacidade de
infiltracdo e eficacia antitumoral (Figura 5-A.B) (ZHYLKO et al., 2020).

Além da co-expressdo de fatores estimuladores, reguladores negativos da fungdo das
células T estdo sendo retirados das células CAR-T através da tecnologia CRISPR/Cas9 para
aprimorar a atividade anticancer, como por exemplo PD-1, Tet2, NR4A e regnase-1. Outra
opcao diz respeito ao blogueio dos checkpoints imunes que pode reduzir potencialmente a
exaustdo da célula CAR-T, por meio da administracdo conjunta com bloqueadores (farmacos
como Pembrolizumab e Nivolumab) que consistem em anticorpos monoclonais inibidores da
proteina PD-L1 (Figura 5-A.C). Outros checkpoints também podem ser o alvo, como o proprio
PD-1 e o CTLA-4. Mais uma alternativa para aprimorar o mecanismo das células CAR-T é o
bloqueio das vias mediadas pelo receptor FAS, responsdavel pela morte celular programada,
gue pode ser essencial para a sobrevida das CAR-Ts (Figura 5-A.E) (MA et al., 2023; TANAKA,
2023).

De forma semelhante, células CAR-TEAM foram desenvolvidas. As CAR-TEAM s3o
células CAR-T capazes de atingir antigenos tumorais distintos através da secre¢dao de uma
molécula de anticorpo de envolvimento de células T (TEAM). Esse modelo obteve resultado
animador ao promover regressao drdstica de glioblastoma, evidenciada por radiografia (CHOI
et al., 2024).

Ainda com intuito de remodelar o TME, os CARs blindados, conhecidos como TRUCKs
foram criados (Figura 5-A.F). Como parte da quarta geracdo de CARs, os TRUCKs sao
desenvolvidos para secretar citocinas como IL-12, IL-15, 1L-18, 1L-33 e IL-36 que sdo
responsaveis por aumentar a resposta anticancer das CAR-Ts e também a ativacdo e a
infiltracdo da massa tumoral pelas células imunes do hospedeiro (ZHYLKO et al., 2020).

A efetividade da ativacdo das CAR-Ts também pode ser regulada pelo comprimento da
regido de dobradica, que é a parte extracelular que liga os dominios de reconhecimento e
transmembrana. E uma regido fundamental no acesso ao antigeno, sinaliza¢do e persisténcia
das células modificadas. Foi demonstrado que ajustes no comprimento da dobradica devem
ser inseridos a depender da localizacdao espacial do antigeno. Epitopos localizados muito
préximos a membrana da célula alvo requerem dobradicas mais longas e flexiveis (Figura 5-
B.A) (ZHYLKO et al., 2020).

No entanto, um fator crucial que deve ser levado em considerag¢ao é que o equilibrio
delicado entre os sinais positivos e negativos nas células T é vital para a manutencdo da
homeostase imunolégica e prevenir reacdes de autoimunidade e inflamac¢do. Alteracdes
permanentes em reguladores negativos ou a amplificagdo continua de sinais positivos podem
desequilibrar o sistema e causar efeitos adversos (MITRA et al., 2023).
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Em estudo, Andreu-Saumell et al. (2024), investigou como a afinidade do antigeno CAR
influencia a suscetibilidade das células T a inibicdo mediada por PD-L1, comparando células
CAR-T com afinidade baixa (LA - Low Affinity) e alta (HA - High Affinity) em modelos pré-
clinicos, e os resultados mostraram que as CAR-Ts LA sdao mais sensiveis a inibigdo por PD-L1
do que as HA, assim como que a exclusdo via CRISPR/Cas9 aumenta a atividade das LA,
melhorando sua resposta antitumoral e diminuindo a exaustdo celular, enquanto que as
células HA ndo apresentaram mudancas significativas apds a exclusdo do PD-1. Outro
beneficio das LA é a possibilidade de erradicar células cancerosas e poupar células ndo
transformadas, uma vez que os TAAs sdo, geralmente, expressos em nivel significativamente
maior em células tumorais em comparacdo com tecidos ndo malignos. Logo, ao reduzir a
afinidade do scFv, se torna possivel eliminar células tumorais e poupar as saudaveis com baixa
expressao do antigeno-alvo (Figura 5-B.F) (ZHYLKO et al., 2020).

Em alguns casos, ligantes como o dominio extracelular PD-L1, sdo preferiveis como
dominios de ligacdo em comparacdo aos scFvs em funcao do seu perfil de afinidade mais baixo
e melhor identificacdo correta de células malignas (Figura 5-B.C). Foi demonstrado que a partir
da substituicdo do scFv anti-PD-1 pelo PD-L1 se torna viavel a discriminacdo de alvos PD-1high
e PD-1/ow (ZHYLKO et al., 2020).

A terapia com células CAR-T combinadas é uma alternativa que envolve o uso
simultaneo ou sequencial de multiplos tipos de células CAR-T, cada uma projetada para um
antigeno especifico. Essa abordagem resulta no aumento da capacidade das CAR-Ts de
identificar e se ligar as células tumorais, reduzindo a resisténcia tumoral. A combinacdo de
células CAR-T direcionadas ao EGFR e ao CD133, por exemplo, mostrou aumentar a eficacia
no tratamento de colangiocarcinoma. Além disso, estudos com aplicacao conjunta de CAR-Ts
direcionadas aos antigenos PSCA e MUC1 demonstraram sucesso na elimina¢do das células
cancerosas em pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas (NSCLC) PSCA+ e
MUC1+ (CHEN et al., 2024).

Outra proposta, que vem recebendo destaque, é a ideia de criar um receptor CAR
universal, que seja possivel de se utilizar em diferentes malignidades (Figura 5-B.B). Nesta
forma universal, uma das estratégias é o redirecionamento da citotoxicidade do CAR que
depende de anticorpos marcados ou de pequenos adaptadores de fluoresceina que
reconhecem vdrios epitopos tumorais. Entao as células CAR-T, nesse contexto, sao projetadas
para reconhecer a etiqueta de fluoresceina e, sendo assim, sua atividade citotdxica limita-se
as células revestidas com os anticorpos/adaptadores. Essa estratégia permite o uso do mesmo
CAR para diferentes malignidades e o direcionamento de muitos antigenos tumorais
simultaneamente (ZHYLKO et al., 2020).

Além disso, para resolver o problema do reconhecimento limitado aos antigenos de
superficie, anticorpos semelhantes ao TCR foram criados e integrados como dominio de
reconhecimento na molécula do CAR, com intuito de formar o CAR semelhante ao TCR. Dessa
forma, o CAR se torna capaz de reconhecer antigenos intracelulares apresentados por
complexos de MHC (Figura 5-B.D) (ZHYLKO et al., 2020).

Estratégias booleanas de “logic-gates” — “AND”, “NOT” e “OR” — permitem que as
células CAR-Ts se ativem apenas na presenca de combinac¢Ges de antigenos especificos (AND),
minimizam a ativacao fora do alvo (NOT) ou respondam a multiplas moléculas (OR) (WITTLING
et al.,, 2024). A célula CAR-T controlada pela légica “AND” possui dois ou mais alvos
antigénicos, cada um com seu sitio de estimulo, e sé pode ser ativada totalmente e exercer o
seu efeito antitumoral quando ambos os sitios de estimulo sdo ativados, ou seja, quando os
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antigenos alvo coexistem na célula tumoral, reduzindo a segmentacdo inespecifica e
toxicidade fora do tumor. Os CARs de ldgica “OR” também envolvem multiplos antigenos, mas
precisa apenas da ligacdo a um dos antigenos para a ativacdo da célula, podendo auxiliar na
reducdo do escape tumoral pela perda de antigenos. A logica “NOT” geralmente inclui dois
tipos de antigenos de reconhecimento, um deles com sinal de ativagdo de células T e o outro
com sinal inibitdrio que bloqueia essa ativacdo. Portanto, se as células tumorais expressarem
o antigeno ativador irdo ativar as células T, ao passo que, se expressarem o antigeno inibitério
ao mesmo tempo ou isoladamente, as células T ndo serdo ativadas porque o sinal inibitério é
dominante, podendo reduzir as toxicidades associadas a terapia (WANG et al., 2024a).

Baseando-se na logica “AND”, células CAR-T com receptor Notch sintético (synNotch)
foram projetadas (Figura 5-B.1) (WANG et al., 2024a). O receptor Notch vem sendo estudado
como possivel ferramenta adicional para as CAR-Ts. A via de sinalizacdo Notch natural ocorre
em varias etapas: 1. Proteina ligante de uma célula se liga ao dominio extracelular do receptor
Notch (NECD) presente na célula vizinha; 2. Indugao de clivagem do receptor, resultando na
liberacdo do dominio intracelular do Notch (NICD); 3. O NICD adentra o nucleo da célula e
regula a expressdo de genes alvo que controlam processos como proliferacdo celular,
diferenciacdo e apoptose. O receptor Notch sintético (SynNotch) contém o dominio de
regulacdo central do Notch com dominios extracelulares e intracelulares sintéticos. Uma vez
gue o NECD se liga ao antigeno, o receptor é ativado, libera o NICD que entra no nucleo e
inicia a transcricao de genes especificos que permitem a expressdo do CAR na superficie das
células T. Em suma, o receptor synNocth direcionado ao primeiro TAA, quando ativado, induz
a expressao do CAR efetor especifico para o outro TAA. Assim, a ativacao das células somente
ocorre quando as células tumorais expressam dois antigenos especificos, reduzindo a
toxicidade fora do alvo. Um exemplo foi a modificacdo de células CAR-T ROR1 para incluir
receptores synNotch especificos para EpCAM ou B7-H3, que resultou em regressdo tumoral
com menor toxicidade (CHEN et al., 2024; ZHYLKO et al., 2020).

Como alternativa, uma estratégia de légica “AND-NOT” surgiu propondo cotransduzir
uma unica célula T com um segundo CAR que possui propriedades inibitérias (iCARs), (Figura
5-B.H). Sdo utilizados dois receptores, um CAR ativador que possui dominios de ativacao de
células T e um iCAR que contém dominios de sinalizagdo inibitéria de células T. O CAR
reconhece o antigeno do tumor enquanto o iCAR reconhece tecidos saudaveis e inibe a
atividade da célula T. Essa inibicao é baseada pela liberagao de sinais inibitérios decorrentes
dos dominios intracelulares de proteinas como a proteina 4 do linfécito citotéxico (CTLA-4) ou
PD-1 (BANGAYAN et al., 2023; ZHYLKO et al., 2020).

Outra estratégia, desta vez baseada na ldégica “OR”, diz respeito as CAR-Ts bi-
especificas (dual CAR-T cells), que sao células CAR-T que expressam, em sua membrana, dois
CARs distintos e demonstram maior eficacia antitumoral em comparagdo a utilizacdo de
células CAR-Ts combinadas. Em um modelo de glioblastoma, por exemplo, células CAR-T com
moléculas CAR para IL13Ra2 e HER2 exibiram capacidade antitumoral mais robusta e menor
taxa de escape tumoral. De forma semelhante, um estudo in vitro para cancer de mama
investigou o uso de células biCAR-T ErbB2 e MUCI, e os resultados demonstraram uma
potente atividade antitumoral (CHEN et al., 2024). Atualmente, as células CAR-T duplas com
especificidade para CD19 e CD22 estdao apresentando taxas de resposta mais alta em
comparagdo com o uso de CAR-Ts classicas para malignidades hematolégicas de células B
(WANG et al., 2024b).

Ainda baseando-se na ldgica “OR”, os pesquisadores modificaram a estrutura do CAR
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para que as células possam direcionar multiplos antigenos simultaneamente. Esse
direcionamento se da pela presenca de constru¢cdes de CAR duplo, ou tandem, conectando
dois scFvs no mesmo receptor CAR (TanCAR), ou adicionando diretamente diferentes células
CAR-Ts no tratamento (Figura 5-B.E). Essa estratégia pode alcancar uma terapia multi-alvo
simultdnea e inibir o escape tumoral causado pela perda ou expressdao enfraquecida do
antigeno (WANG et al., 2024a).

O direcionamento simultaneo de antigenos distintos é usado ndo somente para
aumentar a eficacia anti-cancer, mas também para aumentar a seguranca da terapia. Por
exemplo, uma célula CAR-T com dois CARs, que diferem na especificidade do antigeno, em
gue o primeiro contém apenas o dominio CD3z e outro contém apenas o CD28 (Figura 5-B.G).
Nesse contexto, a citotoxicidade se torna restrita a células-alvo com ambos os antigenos
cognatos. No entanto, abre-se uma janela de escape para o cancer, que pode perder um dos
epitopos alvo e ndo ser mais capaz de ativar as CAR-Ts (ZHYLKO et al., 2020).

Em mais uma tentativa de resolver o problema dos efeitos colaterais que podem
aparecer apos a infusdo com CAR-Ts foram criados “controles de seguranca” ou
“interruptores” que podem eliminar as CAR-Ts sempre que necessario (Figura 5-B.J). Esses
interruptores podem ser produzidos pela modificacdo da membrana das células CAR-Ts com
antigenos de superficie, que podem ser alvos terapéuticos para anticorpos como rituximabe
(anti-CD20) e cetuximabe (anti-EGFR), por exemplo. No entanto, a toxicidade relacionada a
terapia pode apresentar manifestacdo fulminante, e, nesse caso, a modificacdo das células
CAR-T com caspase 9 induzivel (iCasp9) é mais eficiente, uma vez que na presenca de uma
molécula inerte (rimiducid/AP1903), que pode ser administrada se preciso, dimeriza e induz a
apoptose rapida de células T, agindo mais rapido que a mediacdo via anticorpos (MITRA et al.,
2023; ZHYLKO et al., 2020).

No que diz respeito a popularizacdo da terapia, obstaculos como o elevado tempo de
producgado e alto custo da terapia podem ser enfrentados por meio das terapias com células
CAR-T alogénicas ou células CAR-T “off-the-shelf’. Baseia-se na utilizacao de células advindas
de um doador saudavel, que significa custo reduzido e menor tempo de produgao devido ao
processo de manufatura industrializada e escaldvel. Além disso, a partir de um doador é
possivel produzir um grande numero de células CAR-T. A possibilidade de o produto ja ter sido
preparado previamente e estar pronto para administrar quando necessario, permite o
tratamento imediato do paciente, evitando progressdo da doenga. No entanto, essa
abordagem possui um efeito adverso complexo que é a doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH), que consiste na rejeicdo das células alogénicas. Para solucionar esse
problema, a criagdo de um banco de células CAR-Ts vem sendo discutido, no qual haverd dados
sobre compatibilidade entre doador e receptor (SIMOES, 2021).
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Figura 5. Estratégias para as células CAR-T superarem os desafios impostos pelos tumores sdlidos.
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Estratégias para aprimorar a terapia com CAR-T. 5.A.A - Modificacdo da CAR-T com receptor de
guimiocina (CCR); 5.A.B - Aumento de heparanase (HSPE) e alvo na proteina de fibroblastos (FAP);
5.A.C - Bloqueio de PD-L1 com anticorpos; 5.A.D - Terapia pré-condicional com ciclofosfamida e
fludarabina (Cly/Flu) reduz IDO; 5.A.E - Receptores para FasL; 5.A.F - CAR-Ts armadas (TRUCKs),
liberam citocinas para ativar linfdcitos infiltrantes de tumor (TILs); 5.B.A - Hastes maiores para epitopos
proximos a membrana; 5.B.B - CARs universais direcionadas a epitopos ligados a anticorpos; 5.B.C -
Ligantes moleculares para maior especificidade; 5.B.D - CARs tipo TCR para antigenos intracelulares via
MHC; 5.B.E - TanCARs para multiplos antigenos; 5.B.F - Afinidade reduzida; 5.B.G - Ativacao dividida
entre dois CARs; 5.B.H - iCARs evitam toxicidade em células ndo malignas; 5.B.I - Receptores synNotch
para modular a expressdao do CAR; 5.B.) — “Interruptores” como iCasp9 e anticorpos para eliminar CAR-
Ts seletivamente.

Fonte: Adaptado de ZHYLKO et al., 2020.
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3.6 Testes clinicos para CAR-T em tumores sélidos

Os antigenos mais direcionados na terapia com células CAR-T para os diferentes tipos de
tumores soélidos estdo listados no Quadro 2. Assim como alguns dos ensaios clinicos
atualmente registrados para o tratamento de tumores sdlidos em Clinicaltrials.gov estdo

listados no Quadro 3.

Quadro 2. Antigenos marcados utilizados na terapia com células CAR-T para tumores soélidos.

Tipo de Cancer

Antigenos Marcados

Glioma

HER2, IL13Ra2, EGFR, GD2, MUC1, EphA2, CD276, CD147,
NKG2DL, MMP2

Neuroblastoma

CD2, GPC2,CD171

Cancer de Pulmao

PD-L1, CD276, HER2, MSLN, EGFR, FAP, CEA, PSMA, MUC1, ROR1,
DLL3, NY-ESO-1, GPC3

Mesotelioma

MSLN, FAP

Cancer de Mama

c¢-MET, MSLN, HER2, GD2, CD44v6, MUC1, EpCAM, EGFR, CD276,
CD70, CD133, ROR1, CEA

Cancer Gastrico

CEA, CLDN18.2, MUC1, HER2, MSLN, CD276, NKG2DL, EGFR,
EpCAM, CD44v6, ROR2

Carcinoma Hepatocelular

c-MET, GPC3, CEA, CD276, CD147, CD133, AFP, EGFRv, PD-L1,
NKG2DL, EpCAM, DR5, MG7, TGFb, HER2, MSLN

Cancer de Pancreas

CD276, MUC1, ROR1, EpCAM, MSLN, EGFR, CEA, HER2, PSCA,
CLDN18.2, CD133

Carcinoma de células renais

CD70, B7H7, VEGFR-2, GPC3, CAIX, AXL, ROR2, EGFR, MSLN,
MUC1

Cancer Colorretal

EpCAM, EGFR, CD133, CD276, GCC, TAG72, CEA, NK2GDL,
GUCY2C, DCLK1, CEA, MUC1, MSLN

Cancer de Ovario

FRa, MSLN, MUC1, NKG2D, HER2, CD276, TAG72, MUC16, 5T4,
CD70, ALPPL2, CLDN6, GD2, PSMA, PD-L1, CD133

Cancer de Prdstata

PSMA, PSCA, F77

Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2024; MA et al., 2023; SILVA et al., 2024.

Quadro 3. Ensaios clinicos com CAR-Ts para tumores sélidos

Titulo do estudo NCT Condigoes Intervengoes
CLDN18.2 e PD-L1| NCTO60 e Tumor sdlido avancado e CAR-T de alvo
CART de | 84286 CLDN18.2+ e PD-L1 duplo  anti

N ° 2+ e PD-L1+

glrelclonamento. CLDN18.2 o

uplo para paa:er\tes PD-L1

com tumores solidos

avangados positivos

para CLDN18.2

HER2 e_ PI?'Ll CAR-T | NCTO46 e Carcinoma peritoneal e CAR-T de alvo

:e | direcionamento | 84459 metastasico duplo anti

uplo para tumores

sSlidos e HER2+e PD-L1+ HER2 e PD-L1

e Infusdo em

cavidade
peritoneal
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Terapia cc.)m ce’II.JIas NCTO>4 Tumores solidos CAR-T bi-
CAR-T  biespecificas | 37315 -
avanc¢ados especificas
GD2/PSMA (tandem) para
GD2+ e PSMA+ P
GD2 e PSMA
EFFR/B7H3 CAR'I no | NCT053 Cancer de pulmio CAR-T bi-
cancer de pulmiao e | 41492 n -
- avancado, Cancer de especificas
cancer de mama
triplo negativo mama para EGFR e
EGFR+ e B7H3+ B7H3 (CD276)
Um. estudo clinico de | NCT063 Tumores sélidos CAR-T
anti-CD70 UCAR-T em | 83507 . . . .
L avancados, Carcinoma universais anti-
tumores sélidos , .
L de células renais, CD70
recidivantes ou R L.
A Cancer de ovario, . ~
refratarios R ] Linfodeplecdo
Cancer Nasofaringeo, com
Carcinoma de cabeca e .

A q Fludarabina e
pescogo,, ancer de Ciclofosfamida
colo de Utero
CD70+

Estudf) exploratério | NCT062 Tumores sélidos CAR-T anti

de células T MSLN-| 48697 avancados MSLN

CAR secretando secretando

nanoanticorpo MSLN+e PD-L1+ )

PD1/CTLA-4 para o nanoanticorpo
de PD1/CTLA-4

tratamento de

tumores solidos

avangados

Celulats ALPP Fﬁ:'T NSCGECC))ZS Tumores sélidos CAR-T anti

para tumores s?', 0s avancgados ALPP

avangados positivos

para ALPP ALPP+ Linfodeplecao
com
Fludarabina e
Ciclofosfamida

Clelulhas. b MSQI:-CT N3g23532 Cancer de mama, CAR-T anti

alogenicas - i Cancer de ovdrio, MUC1

ALLO1 no tratamento A o A .

oo Cancer de pulmao de alogénicas
de individuos com , o
. células n3ao pequenas, C
tumores solidos . Rimiducid
Cancer colorretal, .
avancados ou (ativador  de

metastaticos

Cancer pancreatico,
Carcinoma de células
renais, Cancer
Nasofaringeo,

Carcinoma de cabeca e
pescoco, Cancer

interruptor de
seguranca)
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gastrico
e MUC1+
E§tUd: cll.lnflfo.tde 'I(':ZA Nzgl%%l e Cancer gastrico, Cancer CAR-T anti CEA
visando linfoct o'f' ° de célon, Cancer retal, . o
receptor de antigeno Cancer de mama Linfodeplecao
quimérico (CAR-T) com
para tumores sélidos e CEA+ Fludarabina e
malignos avanc¢ados Ciclofosfamida
positivos para CEA
Células T CAR anti- | NCT061 e Glioblastoma CAR-T E-SYNC
EphA2/IL-13Ralpha2 86401 (synNotch)
(E-SYNC)  induzidas e EGFRvIIl+
pelo receptor Linfodeplecdo
synNotch anti- com
EGFRvIII Fludarabina e
Ciclofosfamida
::r‘:\l:a::e:f::r para d: Ii?g%? e Tumores sdlidos CAR-T
semelhante ao
tumores sélidos ® NY-ESO-1+
TCR (TCR-T
avancados NY-ESO-1- ( )
positivos Linfodeplecdo
com
Fludarabina e
Ciclofosfamida
::::::SE T CARv3- NG%-;%SQG e Glioblastoma, Glioma e CARv3-TEAM-E
- em
Glioblastoma e EGFRvIlI+

Fonte: Elaboragdo prépria a partir de informacgdes coletadas no site Clinicaltrials.gov acessado em 20
de setembro de 2024.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

As células CAR-T possuem caracteristicas Unicas que podem gerar uma eficacia superior
em comparagao aos tratamentos convencionais contra o cancer. Essas células possuem uma
capacidade natural de migrar para o tecido tumoral e de se proliferar de forma continua, o
gue as torna uma "medicagado viva" e uma solu¢ao com potencial duradouro para os pacientes.
Contudo, até o momento, seu sucesso tem sido restrito as malignidades hematoldgicas, em
especial as anormalidades de células B, e a aplicacdo da terapia CAR-T para tumores sdlidos
ainda apresenta alguns desafios consideraveis. Sendo assim, a medida que as necessidades
dos pacientes crescem, é crucial aproveitar as licdes aprendidas com o sucesso da terapia em
tumores hematoldgicos e aplicar esses conhecimentos para superar as dificuldades especificas
associadas aos tumores solidos.

Os principais desafios no uso da terapia CAR-T para tumores sélidos incluem a escassez
de antigenos tumorais especificos, a acdo inibitdria do microambiente tumoral, os sinais
imunossupressores das células T enddgenas e a incerteza quanto a capacidade das células T
modificadas de alcancar os tumores. Avancos nas técnicas de manipulacdao genética tém o
potencial de criar novas geracdes de células CAR-T, dotadas de diferentes moléculas que
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podem ajudar a superar esses obstaculos e promover o sucesso terapéutico.

A contribuicdo do profissional biomédico é essencial nesse cenario, pois ele
desempenha um papel fundamental em diversas fases da pesquisa e aplicacdo clinica da
terapia CAR-T. Desde a identificacdo de biomarcadores até o desenvolvimento e controle de
gualidade das células CAR-T, o biomédico atua no monitoramento dos processos de
fabricacdo, na andlise dos resultados dos ensaios clinicos e na gestdo dos riscos biolégicos e
imunoldgicos. Sua expertise é crucial para garantir que as terapias desenvolvidas sejam
seguras e eficazes para os pacientes, além de atuar na personalizacdo do tratamento com base
nas caracteristicas individuais do tumor. Dessa forma, a integragao do conhecimento
biomédico nas pesquisas e na aplicacdo clinica sera determinante para o avanco da terapia
CAR-T, especialmente no tratamento de tumores sdlidos.
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5T4 — Antigeno trofoblastico 5T4

AFP — Alfa-fetoproteina

ALPPL2 — Fosfatase alcalina, semelhante a placenta 2
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CD133 — Cluster de diferencia¢do 133 ou prominin-1 (PROM1)

CD147 — Cluster de diferenciacdo 147 ou indutor de metaloproteinase de matriz extracelular
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CD2 - Cluster de diferenciagao 2

CD276 — Cluster de diferenciacdo 276 ou homoélogo B7 3 (B7H3)

CD44v6 — Isoforma variante de CD44 que contém peptideo v6

CD70 — Cluster de diferenciacao 70
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EFGR — Receptor do fator de crescimento epidérmico
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ROR1 — Receptor 1 transmembrana de tirosina-proteina quinase
ROR2 — Receptor 2 transmembrana de tirosina-proteina quinase
TAG72 — Glicoproteina 72 associada ao tumor

TFGb — Fator de crescimento transformador beta

TME — Microambiente Tumoral
VEGFR-2 — Receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular.
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