”‘“Trrft;ZAgAQ_DAs CELULAS CAR T NO TRATAMENTO DE T ORES
HEMATOLOGICOS™

RESUMO

Introducdo: 0Os Tinfécitos T desempenham um papel fundamental na imunidade
mediada por células, e as estratégias para modificar geneticamente os 1infocitos
T na terapia com receptor de antigeno quimérico (CAR) alcancou avangos
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imunoterapia com os linfécitos T com o receptor antigénico quimérico (CAR) tem
se mostrado eficiente e relativamente segura no tratamento de diferentes tumores
hematol6gicos. Conclusdo: As imunoterapias mediadas pelos Tlinfécitos T
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ABSTRACT

Introduction: T Tlymphocytes play a key role in cell-mediated immunity, and
strategies to genetically modify T Tymphocytes in chimeric antigen receptor
(CAR) therapy have achieved significant advances in the clinical treatment of
different types of hematologic malignancies. Method: The review was performed
by bibliographic database obtained through the research in LILACS, MEDLINE and
PubMed. Results: Immunotherapy with T Tymphocytes with the chimeric antigen
receptor (CAR) has been shown to be efficient and relatively safe in the
treatment of different hematological tumors. Conclusion: Immunotherapies
mediated by genetically modified T Tymphocytes are a new hope in the treatment
of patients with hematologic tumors.

Keywords: genetic modification; modified t Tymphocytes; car t; chimeric antigen
receptor; immunotherapy; hematologic malignancies.
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v Nos Gltimos anos, houve um grande progresso no tratamento do cancer. A

o imunoterapia com Tinfécitos T com o receptor de antigeno quimérico (CAR) concentrou-se
inicialmente na molécula CD19 em Tinfomas. Terapias de células CAR T direcionadas contra
CD19 aprovadas pela FDA, como tisagenlecleucel (Kymriah, Novartis, East Hanover, NJ,
EUA) e axicabtagene ciloleucel (Yescarta, Kite Pharma, Santa Monica, CA, EUA) mostraram
beneficios a longo prazo no tratamento da lTeucemia Tinfoblastica aguda de células B (B-
ALL), e Tinfoma difuso de grandes células B (DLCCL).A terapia utilizando células CAR T
anti-CD19 é uma opcdo promissora para pacientes com leucemia linfobldstica aguda de
células B refrataria e recidivante (MA et al., 2019).

CAR T

0 CAR é um receptor recombinante com funcbes de ligacdo ao antigeno tumoral
e ativacdo dos linfocitos T, estando atualmente na sua quinta geracdo (CUI et al., 2021)
(Figura 1).

Figura 1. Estrutura do CAR.
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0 CAR de primeira geracdo é formado por uma regido extracelular constituida
pelo dominio da regido varidvel de um anticorpo, uma regido transmembrana contendo uma
dobradica e um dominio intracitoplasmatico constituido pela cadeia { do complexo CD3.
No CAR de segunda geracdo foi adicionada na regido intracitoplasmdtica uma molécula
coestimuladora (CD28, 4-1BB). No CAR de terceira geracdo foi adicionada uma nova molécula
coestimuladora. No CAR de quarta geracdo ocorre a ativacdo de fatores de transcricao a
jusante que Teva a producdo de citocinas ap6s o reconhecimento do antigeno alvo pela
célula CAR T. No CAR de quinta geracdo ocorre a edicdo de genes para a inativacdo do T
Cell Receptor Alpha Constant (TRAC), que leva ao remodelamento das cadeias a« e B do
receptor de linfécitos T (TCR). Fonte: ZHAO, CAQ, 2019.

0 CAR é o componente central capaz de conferir aos linfécitos T a capacidade
de reconhecer antigenos tumorais de maneira independente do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) (Figura 2) (YE et al., 2017). 0 CAR possui um dominio
extracelular semelhante ao dominio varidvel de um anticorpo de cadeia simples (scFv),
que pode reconhecer antigenos especificos de tumores, uma regido de dobradica
extracelular, um dominio transmembrana e um dominio intracelular de sinalizacdo
(SADELAIN et al., 2017). A regido varidvel de cadeia pesada (VH) e a regido variavel de
cadeia leve (VL) de anticorpos estdo ligadas por um pequeno segmento polipeptidico.
Através do dominio scFv, as células CAR T podem reconhecer e se ligar diretamente a
antigenos especificos dos tumores (KENDERINAN et al., 2017). P
Na regido extracetular existe um dominio que possui uma regido de dobradica composto -
por mem/fOS"dé"superfam111a dé'imuaoglggy11nas, como CD8, CD28 ou IgG que desempenhar ~
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~papel na transducdo de sinal. A regido cansducdo de sinal intracelular-é composta
principalmente pela cadeia CD3¢ do receptor de Tinfécitos—T—TCR)(SADELAIN et al.,
2017). Além dos dominios de sinalizacdo intracelular, a presenca de moléculas
coestimuladoras como CD28 ou 4-1BB (CD137) melhoram a capacidade de proliferacdo
celular, tempo de sobrevivéncia in vivo e atividade antitumoral das células CAR T (TANG
et al., 2016).

Figura 2. Reconhecimento das células tumorais pelas células CAR T.
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A insercdo do DNA exdgeno que codifica o CAR e a edicdo de genes da célula T
permite a expressdao na molécula CAR e o reconhecimento de antigenos tumorais sem a
participacdo do MHC. A presenca de moléculas co-estimulatérias e a cadeia { do complexo
CD3 na regido intracitoplasmdtica leva a traducdo de sinais que ativam as células CAR
T promoverem a lise das células tumorais. Fonte: YE et al., 2017.

As células CAR T reconhecem diretamente os antigenos de superficie do tumor
e ndo sdo restritas pelas moléculas do MHC. Quando as células CAR T se ligam ao antigeno
de superficie do tumor, elas destroem as células tumorais através da liberacdo de
perforinas e granzimas, sintetizam e secretam citocinas pro-inflamatorias (IL-2, TNF-
a, IFN-g) e passam a expressar na sua superficie as moléculas tumor necrosis factor
(TNF)-related apoptosis-inducing Tigand (TRAIL) e Fas L (CD95L), importantes no processo
de apoptose (MA et al., 2019).

A via extrinseca da apoptose pode ser ativada por receptores de morte da
familia do fator de necrose tumoral (TNF), como os receptores TRAIL R1/DR4, TRAIL
R2/DR5, e Fas sdo estimulados pelos seus agonistas TRAIL e FaslL respectivamente. A
ligacdo leva a trimerizacdo do receptor e recrutamento de proteinas adaptadoras com o
dominio de morte (DD) e o dominio efetor de morte (DED), recrutando caspases iniciadoras,
promovendo a formacdo da estrutura death-inducing Signaling complex (DISC), ativacdo de
caspases executoras e apoptose da célula tumoral (PISTRITTO et al., 2016).

A ativacdo dos lTinfoécitos T mediada pelo CAR de primeira geracdo é realizada
através do motivo de ativacdo da tirosina localizados na cadeia { do complexo CD3 que
fornece 0s sinais necessarios para a ativacdo, regulacdo da secrecdo de IL-Z2 e atividade
antitumoral in vivo. No entanto, a atividade antitumoral dos Tlinfécitos T modificados
pelo CAR de primeira geracdo é limitada in vivo, assim como a baixa proliferacdo dos
linfocitos T acarreta a apoptose destas células (ZHANG et al., 2017).

As células CAR de segunda geracdo incorporam um sinal co-estimulatério
adicional (CDZ28 ou CD137/4-1BB) que amplifica o primeiro sinal derivado do dominio scFv,
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g agmggt@-a capacidade pr011ferafTVH“éesnllgfocwtos T, além da secrecdo de c1tgc’nas e
—~sTntese de proteinas anti-apoptéticas (LEE et a¥s5-2015).

Para melhorar ainda mais o desempenho destas células, o CAR de terceira
geracao inclui a cadeia ¢ do complexo CD3 e um dominio co-estimulatério adicional (TANG
et al., 2016).

As células CAR T de quarta geracdo expressam genes para a sintese de citocinas
(IL-12, 1IL-15 e IL-7) expressdao de ligantes coestimuladores ou genes suicidas que
aumentam a capacidade de expansdo dos linfécitos T (REN et al., 2017). No CAR de gquinta
geracao foi nocauteado o gene que codifica o antigeno leucocitdrio humano (HLA) e os
genes que codificam o receptor de linfocitos T (TCR) para evitar a rejeicdo imune do
hospedeiro ou a doenca do enxerto contra o hospedeiro contra as células CAR T
transplantadas, facilitando o tratamento de multiplos pacientes (ZHAO et al., 2018).

GERAGAO DAS CELULAS CAR T

Na geracdo de células CAR T é necessdria a modificacdo das células T do
paciente fora do corpo e a retransfusdo dessas células de volta ao corpo humano para
reconhecer e destruir as células alvo tumorais. O processo de producdo de células CAR
T é dividido em cinco etapas (YE et al., 2017).

0 primeiro passo consiste no isolamento dos Tinfécitos T autdlogos dos
pacientes com cancer utilizando por exemplo esferas magnéticas revestidas com anticorpos
anti-CD3/CD8, seguido da ativacdo destas células in vitro. 0 segundo passo corresponde
a modificacdo dos linfécitos T com a introducdo de um vetor viral contendo o gene que
codifica o CAR para que os linfocitos T possam reconhecer células tumorais e sofrer
ativacdo (CHICAYBAM et al., 2019).

Os vetores virais sdo utilizados para codificar o CAR em funcdo dos seu
potencial de transcricdo reversa, que convertem o RNA em DNA permanentemente integrado
no genoma das células T. Estes vetores incluem retrovirus, lentivirus, adenovirus e
adenovirus associados. 0Os mais populares sdao os retrovirus geneticamente modificados,
sendo mais utilizados que os vetores retrovirais gama (ZHANG et al., 2017). Em funcdo
do risco de seguranca que envolve tumorigénese e toxicidade causada pela insercao
utilizada para gerar a célula CAR T, além da capacidade limitada de transporte, outros
métodos como a transfeccdo de RNA mensageiro e uso de vetores ndo virais (transposons)
podem ser utilizados (CHICAYBAM et al., 2019).

Na terceira etapa, as células CAR T sdo cultivadas ex vivo, estimuladas a
proliferar pela acdo de citocinas e expandidas em um biorreator. Parte das células é
congelada para futuras administracdes. O paciente recebe tratamento quimioterdpico para
a diminuicdo da contagem de células no hemograma (ALNEFAIE et al., 2022).

0 quarto passo ocorre ap6s 48-96 horas onde o paciente recebe as células CAR
T expandidas em uma dose apropriada segundo a carga tumoral. Os pacientes precisam ser
monitorados para o surgimento de reacdes que possam ocorrer nos dias seguintes. Todo
este processo dura aproximadamente 3 semanas, e a preparacdao das células CAR T requer
aproximadamente 2 semanas, tornando a etapa de preparacdao das células a mais demorada
(YE et al., 2017; ZHANG et al., 2017; ALNEFAIE et al., 2022) (Figura 3).
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Células mononucleares obtidas de sangue periférico (PBMC) sdo coletadas dos
pacientes com cancer para a producdo de células CAR T. As células sdo ativadas e
expandidas ex-vivo e modificadas por transfeccdo de vetor viral (lentivirus ou
retrovirus) para a expressdo do CAR especifico. Depois as células CAR T sdo expandidas
e reintroduzidas na circulacdo sanguinea do paciente com cancer. Fonte: YE et al., 2017.

Para estabelecer uma base para a aplicacdo da terapia com células CAR T, os
ensaios clinicos devem recrutar pacientes adequados e que obedecam aos critérios
especificos de inclusdao e exclusdao. O principal objetivo dos ensaios é avaliar a
seguranca, eficacia e viabilidade da imunoterapia com células CAR T (DI ROCCO et al.,
2021). 0s pacientes recrutados sdo recidivantes ou refratarios, apresentaram falha na
quimioterapia, falha no transplante de medula ¢ssea, falha no transplante autdlogo de
células-tronco hematopoiéticas alogénicas, ou foram incapazes de encontrar um tratamento
eficaz para o cancer (ALNEFAIE et al., 2022). Sdo excluidos pacientes com doenca
cardiovascular clinicamente significativa, grdvidas ou lactantes, que participaram de
outros ensaios clinicos nos Gltimos 30 dias e com qualquer tipo de imunodeficiéncia
primdria. Pacientes com idade superior a 75 anos ou inferior a 1 ano sdo contraindicados
(JAGGERS et al., 2021).

PRE TRATAMENTO DOS PACIENTES

Antes de se iniciar o tratamento com células CAR T, é indicada a aplicacdo
de quimioterapia para remover linfocitos existentes no tecido linféide ou medula 6ssea,
estabelecendo um espaco de implantacdo para células imunes antitumorais recém infundidas
e induzir a producdo de citocinas da medula Ossea, promovendo a recuperacao e
proliferacdo de células imunes (MAROFI et al., 2021).

Além de destruir as células cancerosas, alguns quimioterdpicos como
fludarabina (FA) e ciclofosfamida (CTX) utilizados durante o regime de pré-tratamento
podem produzir efeitos imunobiolégicos sinérgicos, potencializando os efeitos da
imunoterapia antitumoral, em especial em casos de tumores solidos (NGA et al., 2021).

A CTX é o fdrmaco mais usado para pré-tratamento na imunoterapia do cancer.
Outros medicamentos comumente usados incluem FA, gencitabina (GEM), Tenalidomida e
docetaxel (DTX). Particularmente quando células CAR T FRa (receptor de folato a) sdo
utilizadas para tratar pacientes com cancer de ovario em estagio terminal, o regime de
pré-tratamento com CTX na dose de 300 mg/m2/dia por trés dias consecutivos e FA 30
mg/m2/dia durante trés dias consecutivos é utilizado. Para pacientes com melanoma, um
regime de 60 mg/kg/dia de CTX por 2 dias e 25 mg/m2/dia de FA por 5 dias é indicado
(NGA et al., 2021).

e
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7 No tratamento clinico, as células CAR T sdo injetadas_em uma gama ampla de

' doses, as vezes com regimes de aumento de dose. Alguns relatos sugerem que existe uma
correlacdo entre a dose de células CAR T injetadas e a incidéncia e gravidade das
tempestades de liberacdo de citocinas (CUI et al., 2021). O numero total de células CAR
T varia de 1X105/kg a 1x1010/kg de peso vivo do paciente. Para se investigar a tolerancia
do paciente, o numero total de células é injetado em trés cursos, sendo administrados
10% do ndmero total no primeiro dia, 30% no segundo dia e 60% no terceiro dia (RAJE et
al., 2019).

ALVOS CLINICOS HEMATOLOGICOS

A imunoterapia com células CAR T provou ser um avango no tratamento de tumores
hematoldgicos, mostrando bom direcionamento, baixa letalidade e persisténcia dos seus
efeitos. Dois farmacos produzidos pela tecnologia de células CAR T aprovados pela
Novartis e Kite Pharma sdo utilizados no tratamento da leucemia linfoblastica aguda e
Tinfoma de células B, respectivamente (ALI et al., 2020; ALDALLAL, 2020). A FDA anunciou
em 2017, baseado em estudo multicéntrico a aprovacdo da terapia com células CAR-T da
Kite Pharma (Yescarta®) para pacientes adultos com tipos especificos de Tinfoma de
grandes células B. Esta é a primeira terapia com células CAR T especifica para linfoma
ndo Hodgkin aprovada pelo FDA (NEELAPSU et al., 2017) e a segunda terapia com células
CAR T aprovada (ABRAMSON et al., 2020).

Varios estudos clinicos usando a molécula CD19 como alvo de células CAR T
foram registrados. 0s ensaios clinicos atuais de terapias com células CAR T concentram-
se principalmente nas moléculas CD19, CD20, CD22, GPC3 (Glypican-3), e BCMA (MA et al.,
2019). A molécula CD19 é o alvo mais amplamente relatado em estudos clinicos de fase I,
IT e IIT (LOCKE et al., 2019; SLATER, 2020; SCHUSTER et al., 2021; FAN et al., 2022;
ELSAWY et al., 2022; GAUTHIER et al., 2022; JACOBSON et al., 2022; KATO et al., 2022;
NEELAPU et al., 2022).

Os atuais alvos se concentram na molécula CD138 no mieloma mdltiplo; CD19 na
leucemia/Tinfoma recorrente ou refratdrio; CD19 na leucemia Tlinfobldstica aguda
pedidtrica e adulta; BCMA no mieloma miltiplo recorrente ou refratdrio; CD123 na leucemia
mieldide aguda recorrente ou refratdrio; CD123 na neoplasia de células dendriticas
plasmocitéides blasticas recidivantes ou refratdrias; CD22 na leucemia linfobladstica
aguda de células B; CS1 em pacientes com mieloma miltiplo recidivante/refratario;
CD19/CD20 ou CD19/CD22 na leucemia e linfoma recidivante ou refratdrio; CD5 em neoplasias
hematopoiéticas CDb+ recidivantes/refratarias (HAOLONG et al., 2021).

EFEITOS ADVERSOS DA TERAPIA CAR T
SINDROME DA TEMPESTADE DE CITOCINAS

A Sindrome da tempestade de citocinas é a reacdo adversa mais frequentemente
mencionada no tratamento com células CAR T, causada pela producdo macica de citocinas
inflamatérias pelas células CAR T e Teuc6citos (monécitos, macrofagos e células
dendriticas) do paciente, causando febre, hipotensdo, dispneia e lesdo em diferentes
6rgdos, podendo Tevar ao risco de vida. Esta sindrome exige cuidados médicos intensivos,
uso de ventiladores, medicamentos para aumentar a pressdo arterial e antiepilépticos
(FREYER, PORTER, 2020).

A Sindrome da tempestade de citocinas geralmente ocorre dentro de 2 dias apos
a infusdo de células CAR T, e piora dentro de 1-2 semanas ap6s a infusdao deste tipo
celular (XIAO et al., 2021). Pacientes com alta carga tumoral, com complicacBes e com _
a Sindrome da tempestade—de citocinas apdés 3 dias de infusdo de células CAR T séoﬁ,,f/
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Jpﬁebéﬁgos a forma grave da déggggﬁ??ﬁFYER;mEORTER, 2020). A FDA aproyouya/injegao
" intravenosa do tocilizumab (Actemra®), um inibidor do receptor-de-IL-6,"para o tratamento
da Sindrome da tempestade de citocinas grave ou com risco de vida induzida por células

CAR T em pacientes acima de 2 anos de idade (KOTCH, BARRET, TEACHEY, 2019).

NEUROTOXICIDADE

A incidéncia de neurotoxicidade na terapia com células CAR T ¢é de
aproximadamente 40%, e os sintomas mais comuns descritos sdo diminui¢do da consciéncia,
confusdo, convulsdes e edema cerebral. A neurotoxicidade pode ocorrer isoladamente ou
simultaneamente a Sindrome da tempestade de citocinas (XIAO et al., 2021).

Sinais clinicos leves podem regredir espontaneamente em poucos dias, ao passo
que 0s sintomas graves podem exigir tratamento com agentes Unicos ou combinacao com
dexametasona (GUST et al., 2020). As estratégias para reduzir a Sindrome da tempestade
de citocinas e a neurotoxicidade dividem-se em estratégias preventivas destinadas a
reduzir a ocorréncia de toxicidade grave e estratégias de remediacdo destinadas a
minimizar a toxicidade quando ocorre toxicidade letal (XIAO et al., 2021).

As estratégias preventivas incluem reduzir a carga de células tumorais por
quimioterapia e reduzir a dose de infusdo de células CAR T em pacientes com alta carga
tumoral. Sem afetar o tratamento com as células CAR T, a intervencdo precoce com
tocilizumab e dexametasona reduz a incidéncia grave de Sindrome da tempestade de
citocinas (MOHN et al., 2022).

CUSTO DA TERAPIA CAR T

A terapia com células CAR T da Novartis, utilizando o Kymriah®, custa em média
510.963,00 dolares, e Yescarta® custa em média 402.647,00 d6lares (HERNADEZ et al.,
2018; WHITTINGTON et al., 2018). Se o paciente ndo apresentar nenhum efeito apds o
tratamento CAR-T por 1 més, as despesas médicas podem ser dispensadas. A producdo de
células CART-T especificas leva aproximadamente meio més a 1 més para uso em pacientes
com cancer (HAOLONG et al., 2021).

Como o custo da imunoterapia com células CAR T é muito alto, indmeros pacientes
com neoplasias hematoldgicas ndao podem arcar com essas terapias, sendo excluidos do
tratamento. Com o desenvolvimento de novas estratégias de producdo e a implementacdo de
uma série de politicas médicas nacionais, acredita-se que um numero crescente de
pacientes se beneficiard desta terapia. Assim, diferentes empresas estudam estratégias
de producdo mais eficientes e estaveis na producdo de células CAR T. A ThermoGenesis,
uma empresa de equipamentos de automacdo dos EUA, desenvolveu uma plataforma chamada
CAR-TXpress™, especializada na producdo de células CAR-T (CALMES, MFARREJ, CHABANNON,
2018).

CONSIDERAGOES FINAIS

Nos ultimos anos, diferentes estratégias tém sido aplicadas para melhorar a
eficdcia e seguranca dos tratamentos imunoterdpicos. A terapia de neoplasias
hematoldgicas com as células CAR T é um grande avanco no combate aos tumores, porém o
seu alto custo de producdo e a sua limitacdo de utilizacdo em pacientes especificos
continua sendo um grande obstdculo.
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