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RESUMO

Pacientes diagnosticados com cancer, por muito tempo, recebiam propostas restritas
em relacdo aos tratamentos, como a quimioterapia, radioterapia e em alguns casos
cirurgia. O sistema imunolégico consiste varias células responsaveis por proteger o
corpo contra patégenos, mas os linfocitos T sdo os responsaveis por guiar toda a
resposta. Com o avanco da tecnologia laboratorial, principalmente nas técnicas de
Biologia Molecular, a imunoterapia foi ganhando mais espaco para o tratamento de
malignidades. Uma das principais terapias imunoldgicas é o uso de receptores de
antigenos quiméricos (CAR) em linfocitos T do paciente. O objetivo desse trabalho foi
analisar o desenvolvimento dessa terapia imunoldgica, suas alteracfes, eficacia e
efeitos colaterais para os pacientes. Foi realizado por meio de uma revisao narrativa da
literatura. E concluiu que a terapia com células CAR-T ndo esta amplamente
esclarecida, mas que possui um alto potencial de futuramente se tornar uma terapia
convencional.

Palavras Chave: Imunoterapia, célula CAR-T, receptor antigeno quimeérico.

CAR-T cells therapy: na advance in immuno-oncology.

ABSTRACT

Patients diagnosticated with cancer, for a long time received restricted offers for
treatment, sush as chemotherapy, radiation therapy and in some cases surgery. The
imune system consists of several cells responsible for protecting the body against
pathogens, but T lymphocytes are the responsible for guiding the entire response. With
the advanced of laboratory technology, especially in Molecular Biology techniques, the
immunotherapy has been gaining more room for treatment of malignities. One of teh
major immunological therapies is use of chimeric antigens receptors (CAR) on the
patient’s T lymphocytes. The objective of this study was to analyze the development of
this immunological therapy, its alterations, efficacy and side effects for the patiens. It was
carried out through a narrative review of the literature. Had as conclusion that therapy
with CAR-T cells is not widely understood but has a high potential for future conventional
therapy.
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1. INTRODUCAO

Por muitas décadas, pacientes diagnosticados com céancer tinham uma
guantidade restrita de tratamentos disponiveis como quimioterapia, radioterapia e
cirurgias. Ha alguns anos, houve o surgimento de drogas direcionadas, que atacam as
células cancerigenas e com elas, a imunoterapia. Com o avango da biotecnologia
direcionada a imunologia, a imunoterapia vem sendo aplicada para diversos tipos de
tumores uma vez que ela consiste em fortalecer o sistema imunolégico do individuo para
gue ele consiga atacar o tumor (NIH, 2017).

A imunoterapia possui diversas vertentes, e uma delas € a transferéncia de
células adotivas (ACT) que consiste na retirada das células imunoldgicas do paciente
para torna-las capacitadas para combater o cancer. O sistema imunoldgico é composto
por diversas células preparadas para combater microrganismos ou agentes que possam
causar danos ao individuo, porém as células T sdo consideradas as principais, uma vez
gue sao responsaveis por conduzir toda a resposta imune. Sendo assim, para obtencao
da terapia, inicialmente, € coletado sangue do paciente que € tratado em laboratério a
fim de separar as células T. Em seguida, essas células sdo modificadas geneticamente,
com o auxilio de um virus chamado Lentivirus, que é modificado seu RNA e sdo usados
como vetores que liberam os genes do CAR para os linfocitos T, para assim produzir
receptores de superficie especificos para antigenos das células cancerosas (OLIVEIRA,
2016). Esse receptor € chamado de Receptor de Antigeno Quimérico (CAR) e o linfécito
modificado de CAR-T (NIH, 2018a).

A “Food and Drug Administration” (FDA), em agosto de 2017 aprovou a primeira
terapia CAR-T, chamada Kymriah (tisagenlecleucel) que comecou a ser utilizada em
pacientes criancas e adultos com casos de Leucemia Linfoide Aguda (LLA) e avaliada
pela clinica dos pacientes. Mais tarde, foi aprovada outra terapia, chamada Yescarta
(axicabtagene ciloleucel), uma geragdo mais avangada do tratamento. As principais
indicacdes sé@o pacientes com Leucemia Linfocitica Aguda de células B refrataria, e com
Linfoma Nao-Hodgkin (NIH, 2018b).

A LLA é um resultado de um descontrole na producédo de blastos, originalmente
linfoides, e a produgcdo normal de globulos vermelhos e brancos, e plaquetas €&
bloqueado. O desenvolvimento dessa leucemia, se da a partir de linfécitos primitivos,
encontrados em diversos estagios de seu desenvolvimento. Pode apresentar como
sinais e sintomas a fadiga, falta de ar, infec¢des, sinais de sangramento e febre. E em
alguns casos, leva a vomitos, inflamacdo de ganglios e dor de cabeca, sugerindo o
envolvimento no sistema nervoso (HAMERSCHLAK, 2008).



O Linfoma n&o-Hodgkin (NHL), também resulta de um crescimento
descontrolado de células, onde nesse caso, inicia nos linfocitos que séo células que
participam ativamente do sistema imunoldgico do individuo. O NHL, & um termo utilizado
para diversos tipos de linfomas, que apresentam caracteristicas semelhantes, e
comumente atinge mais adultos. Esse tipo de linfoma, pode se iniciar em qualquer lugar
gue tenha tecido linfocitario, como os linfonodos, timo, baco, amigdalas, medula 6éssea
e trato digestivo. Sendo assim, seu tipo de tratamento depende do tipo de linfoma para
saber qual tipo de linfdcito foi afetado (B ou T), e qual o grau de maturidade essa célula
tinha quando se tornou cancerigena (BALDISSERA, et al., 2010).

Visando o avanco na tecnologia laboratorial, e as pesquisas ja desenvolvidas, a
terapia com a CAR-T trouxe algo inovador para pacientes que sofrem com cancer. Sua
estratégia em utilizar células do préprio individuo, fazer uma manipulacdo em
laboratério, e devolver para o paciente, foi um método revolucionario e na maioria dos
casos eficaz para a remisséo da doenca.

Sendo assim, o presente estudo pretende analisar o desenvolvimento dessa
terapia, assim como sua eficicia na terapia de neoplasias, e também como seus efeitos

e comparacfes em relacdo as terapias convencionais.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado por meio de uma reviséo narrativa da literatura,
gue consiste em uma busca da literatura sem medidas sistematica, a fim de descrever
0 determinado assunto com analise teédrico e interpretacdo complementar do autor
(MENDES, et al. 2008). As buscas foram realizadas nas bases de dados PubMed,
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Google Académico, em relac¢do a terapia com células
CAR-T, priorizando o0 avan¢o na imuno-oncologia, adotando o periodo de busca de 2008
até 2018. A busca foi feita por meio de termos como células CAR-T, imunoterapia,

receptor de antigeno quimérico, nas linguas portugués e inglés.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1 Imunopatogénese do tumor

Quando um organismo é afetado por algum tipo de célula cancerigena, o corpo
comeca a produzir anticorpos na tentativa de elimind-los, mas enquanto isso, as células
imunoldgicas fornecem um papel na rejeicdo tumoral (GHAFFAR, 2016). A vigilancia
imunoldgica consiste em uma fase de eliminacdo do tumor, onde ha o reconhecimento

da célula tumoral pelo sistema imune, até levar a sua destruicdo. Segundo Kenneth



(2010), essa eliminagcédo se da pela acédo das células dendriticas que englobam essa
célula danificada, ativam as células T CD8+ para realizar a a¢éo de toxicidade por meio
de antigenos na superficie.

A evasao tumoral consiste em diversos mecanismos orquestrados pelas proprias
células tumorais com a finalidade de desviar o mecanismo do sistema imunol6gico. Um
dos principais mecanismos de evasédo € a baixa expressao do complexo principal de
histocompatibilidade | (MHC I), pelas células afetadas, uma vez que a auséncia deste
mecanismo ndo permite o reconhecimento através do seu receptor (TCR) com a células
T CD8+, e consequentemente ndo consegue liberar citocinas. Outro método utilizado
por estas células, é a baixa expressdo de receptores B7-1 e B7-2, que sdo moléculas
coestimulatérias que ativam os linfécitos T CD8+ e T CDA4+, distribuido na superficie das
células apresentadoras de antigenos (APCs) (RODRIGUES, 2013).

3.2 Desenvolvimento das células CAR-T

A imunoterapia com células T especificas para tumores € possivel devido as
respostas imunes anti-tumorais naturais. As células responsaveis pela deteccdo e
destruicdo de células tumorais sdo as células Natural Killer (NK) e as Células T
Citotéxicas (CTL ou T CD8+). As CTL’s sdo capazes de reconhecer por meio do seu
receptor (TCR) e destruir células tumorais que apresentam peptideos derivados de
antigeno associado ao tumor (TAA) ligados a MHC | (Figura 1) (HALLE, et al. 2016).

Figura 1 — Funcéo efetora do linfécito T CD8+ contra a célula tumoral.
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Fonte: Adaptado de ABBAS, 2017.

Além das células T CD8+, as células T CD4+ também desempenham uma
importante funcéo da resposta anti-tumoral, atuando de forma colaborativa com outros
tipos celulares, inclusive com as proprias CTL’s (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). Contudo,



embora o sistema imunolégico seja constituido de células capazes de desenvolver uma
resposta especifica contra as células tumorais, diversos tipos de tumores conseguem
evadir destas respostas, inclusive, diminuindo a imunogenicidade dos peptideos que
sdo apresentados via MHC | (GOLDBERG,; RIZZO0, 2015). No intuito de criar estratégias
para vencer a evasao tumoral, as células CAR-T foram desenvolvidas. Este
desenvolvimento s6 foi possivel devido a presenca de células T especificas para TAA e
reativas a tumor em sangue periférico de paciente com diversos tipos de céancer,
surgindo entdo o conceito de terapia celular adotiva (ACT), sendo uma abordagem
promissora mas desafiadora para terapia de tumores (CARTELLIERI, 2010).

De forma geral, as células CAR-T sdo linfécitos T CD8+ retirados do proprio
paciente e modificados geneticamente para serem capazes de reconhecer antigenos de
superficie tumoral. O receptor originado desta modificacdo foi nomeado de receptor de
antigeno quimérico (CAR) (Figura 2). Os receptores das CAR-T, provam que a
engenharia de células do sistema imune serve como uma poderosa terapia contra o
cancer. Contudo, ainda deve ser utilizada com cautela, por causa dos poucos estudos
sobre sua toxicidade em células ndo-alvo, no desenvolvimento de resisténcia e na real

comprovacao e clareza de sua eficacia em tumores sélidos (LIM; JUNE, 2017).

Figura 2: Producéo das CAR-T.
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3.3 Geragdes das células CAR-T

As células T séo capazes de reconhecer e erradicar células através da deteccao
de antigenos especificos para os TCR, na forma de pequenos aminoacidos presentes
no complexo de histocompatibilidade (MHC). Essa deteccdo, gera uma ligacao entre a
TCR e a MHC que inicia uma cascata de sinalizacdo intracelular que comeca com a
fosforilagdo da ativacdo do imunoreceptor baseado em tirosina (ITAM) dentro de
proteinas acessorias, e por fim, ha a ativacdo das células T e consequentemente a
morte da célula alvo (ABATE-DAGA; DAVILA, 2016).

No intuito de manter a capacidade de ativacéo das células T e direciona-las para
alvos especificos foi desenvolvida a primeira geracdo das CAR-T. Essa geragéo
consistiu na juncdo de 3 elementos: um fragmento variavel de cadeia simples (scFv),
um dominio transmembranico e por fim, uma unidade de sinalizac¢éo intracelular como
a cadeia CD3 zeta. O receptor quimérico formado pela combinacao do fragmento de um
anticorpo monoclonal com um dominio de sinalizacdo, possibilitou o reconhecimento do
epitopo tumoral e a ativacdo das células T sem depender das principais moléculas do
complexo de histocompatibilidade (MHC) (WILKINS; KEELER; FLOTTE, 2017).

A eficacia da terapia com as primeiras geracdes da CAR-T se baseou em
ensaios clinicos, que obtiveram resultados que variam em relacdo a sua eficacia em
seus testes. Por exemplo, um estudo que visou um receptor para tratamento de cancer
no ovario mostrou uma transferéncia bem sucedida mas com pouca eficacia. Ja outro
ensaio clinico, para o tratamento de carcinoma metastatico de células renais mostraram
resultados satisfatérios nos niveis de citocinas plasmaticas como Interleucina (IL) - 5.
Entretanto, esses estudos exp0de a efetividade da terapia, mas com algumas alteracdes
em sua construgdo para atingir maiores resultados (SAVOLDO, et al. 2011).

A segunda geracédo da célula CAR-T consiste no aprimoramento da primeira
geracdo através da integracdo de uma molécula coestimulatéria necessaria para
transducéo de sinal. O receptor coestimulatorio mais utilizado é o CD28, uma vez que
ele age como uma segunda ativagéo, levando ao aumento da proliferacdo de células T,
maior persisténcia comparada com a cadeia zeta sozinha, e consequentemente um
aumento acentuado na expresséo de citocinas. Essa geragéo também teve como base,
para verificacdo de sua eficacia, alguns ensaios clinicos para células de carcinomas
protaticos utilizando CAR para antigeno de membrana especifico da préstata (PSMA)
resultando em reducdes significativas. Entretanto, em outro ensaio realizado para
estudar a LLA humana em camundongos, utilizando um receptor contra um antigeno de
célula B, CD19, constatou uma maior persisténcia das células T. Portanto, de acordo

com as respostas clinicas dessa geracao, foi possivel observar um avangco em relagéo



a primeira geracéo, no entanto foram implementadas algumas alteracdes a fim de torna-
la mais eficiente (MAUDE, et al. 2016).

A geracdo mais recente da CAR, a terceira geragao, consistiu na adicdo de mais
uma molécula coestimulatéria para real¢car sua funcionalidade. A combinacdo da CD3
zeta, CD28 e CD134 mostrou maior resultado, uma vez que o aumento da atividade do
fator nuclear Kappa B (NFkB) que € um fator de transcricdo no controle da expressao
de genes ligados a resposta inflamatoria, aumento da secrec¢do da IL-2 e o0 mantimento
da proliferacdo. Resumindo, essa geracdo de CAR inclui um fragmento de cadeia
simples (scFv), uma cadeia CD3 zeta e mais dois dominios coestimulatérios como CD28
e CD134 (WILKINS; KEELER; FLOTTE, 2017).

Figura 2: Geragbes das CAR-T.
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Fonte: Adaptado de CARTELLIERI (2010).

3.4 Terapias aprovadas pela FDA

A imunoterapia no tratamento oncolégico, teve sua primeira terapia com CAR-T
aprovada em 2017 pela FDA com o Kymriah. Sua aplicac&o se deu basicamente pelos
resultados de tentativas clinicas, que consistiam em 83% dos testemunhos dos

pacientes uma remissdo completa, ou a remissdo completa com recuperagdo



incompleta nos exames laboratorias (hemograma). J& a segunda terapia aprovada,
onde teve sua aprovacao poucos meses depois da primeira, o Yescarta, foi designada
principalmente para pacientes com linfomas refratarios e pacientes com alguns subtipos
de Linfoma ndo-Hodgkin. Essa terapia € usada pelo menos apds duas terapias
sistémicas, e também teve como base as tentativas clinicas e seus resultados efetivos
(RACHANA, 2018).

3.5 Utilizac&o das CAR-T para tratamento de leucemias (eficiéncia, efeito colateral,

vantagem sobre as terapias convencionais.

A quimioterapia e a radioterapia s&o tratamentos utilizados com intuito de
combater as neoplasias, e sua utilizacao pode ser feita isoladamente ou por combinacgéo
de ambas. A quimioterapia resume-se principalmente na administracdo combinada de
drogas citotéxicas, com a finalidade de operarem em diferentes fases da divisao celular,
e assim destruindo células que apresentam disfuncéo no seu crescimento (MATOSO;
ROSARIO, 2014). Ja a radioterapia consiste no tratamento de tumores através da
radiacdo ionizante, promovendo ao meio em que incide uma instabilidade elétrica. Essa
instabilidade colabora para que os atomos livres se liguem a &tomos proximos e
consequentemente elevam suas cargas negativa, danificando o DNA da célula
neoplasica impossibilitando sua replicacdo (SALAZAR, 2008).

Ambos os tratamentos, 0 Kymriah e o Yescarta, podem ocasionar no paciente
algumas reacdes adversas, que a depender do estado imunoldgico do paciente, podem
também gerar alguns riscos. Essas terapias, fornecem um aviso apontando a Sindrome
de Liberagao de Citocinas (CRS ‘inglés’), onde ha uma ativacdo das células CAR T, e
sua proliferagdo € capaz de provocar efeitos colaterais como febre e sintomas
semelhantes ao da gripe. Além disso, podem causar um efeito adverso neurolégico. Os
dois efeitos, tanto os colaterais quanto o adverso podem ser fatais para o paciente
devido as condi¢Bes imunoldgicas que a doencga tras. E também, além desses, outros
sintomas podem ser considerados graves como hipotenséo, infecgdo, doenca renal
aguda e hipoéxia, ou ainda, essas células T modificadas podem levar a apoptose de
células B do paciente gerando maior risco de infecgdo devido a baixa quantidade de
anticorpos. Entretanto, por mais que a imunoterapia tenha a possibilidade de trazer ao
paciente algumas reacfes severas, a sua porcentagem de complicacdes a esses
pacientes em relacdo as terapias convencionais € bem menor, e além disso, a
especificidade da terapia com as células CAR-T colaboram para com que sua eficacia
atinja apenas as células danificadas e ndo afetar células saudaveis.(D’ALOIA, et al.
2018).
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3.6 Perspectivas Futuras

A técnica desenvolvida para producdo das CAR-T pode ser utilizada para
diversas outras indicacbes, ndo apenas as neoplasias, incluindo controle de
autoimunidades (ESPANOL-REGO, et al., 2017). As doencas autoimunes s&o resultado
de uma desordem imunoldgica derivada da atuacao do sistema imune, combatendo
células do préprio organismo (SANTOS; STURARO, 2014). Atualmente, as terapias
para as auto-imunidades baseiam-se na utilizacdo de imunossupressores e anticorpos
monoclonais. Contudo, um estudo com a técnica de modificacdo de linfocito T foi
utilizada para tratar Pénfigo Vulgar (PV). A PV é uma doenca autoimune com potencial
de morte causada por autoanticorpos contra a proteina de adesdo de queratinécitos
Desmogleina 3 (Dsg3). O estudo de ELLEBRECHT e colaboradores (2016), obtiveram
remissao da doenca de 95% dos pacientes tratados em um curto periodo. Eles
utilizaram a modificacao de linfécitos T CD8+ para expressarem o auto-antigeno Dsg3.
Estes linfécitos receberam o nome de CAAR-T, por causa da expressado do Receptor
Quimérico de Auto-Antigeno (CAAR). No estudo, os linfécitos B auto-reativos a Dsg3
ligavam-se a CAAR-T, que em resposta secretavam moléculas citotdéxicas que
destruiam, seletivamente, apenas os linfocitos B auto-reativos, fornecendo uma terapia

direcionada para PV sem uma imunossupressao generalizada.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Com a elaboracao desse trabalho, pode ser observado que o tratamento para
diversos tipos de cancer, principalmente leucemia e malignidades do sangue, tem sido
exploradas com intuito de trazer uma especificidade, a fim de atingir apenas as células
tumorais. Uma vez que, o tratamento convencional como quimioterapia, radioterapia ou
em alguns casos a cirurgia, trazem diversos efeitos colaterais para o paciente, o que
consequentemente causam fortes efeitos para pacientes que passaram por
imunossupressao.

A imunoterapia com células CAR-T mostra um avang¢o na engenharia de Biologia
Molecular, pois sua capacidade de manipular os linfécitos T do préprio paciente
acrescentando um receptor especifico para atingir a célula tumoral, e administrar essa
célula modificada para o proprio paciente, reduzem os efeitos colaterais que as terapias
convencionais causariam, devido sua especificidade.

Entretanto, ao realizar o levantamento bibliografico do tema, é evidente que essa

terapia com celular CAR-T ainda nédo estd devidamente esclarecida, tanto em relagéo
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aos seus efeitos colaterais, quanto na sua total eficiéncia. Sendo assim, ainda é
necessaria uma maior exploracéo da sua efetividade em diversos tipos de malignidades,

mas como também no tratamento de doengas autoimunes.
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