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RESUMO

A imunoterapia baseada em células emergiu nas ultimas décadas como um novo tratamento
para doengas malignas hematoldgicas como as Leucemias e os Linfomas resistentes a
terapias convencionais. Conhecida como células CAR (Receptor Quimérico de Antigenos)
essa tecnologia utiliza linfécitos T, células do sistema imune responsaveis por combater
agentes patogénicos e matar células infectadas. Os linfécitos T retirados do paciente através
da leucoaferese, sdo isolados e reprogramados especificamente para conseguirem
identificar as células do céncer e destrui-las. Os CARs sdo proteinas produzidas
artificialmente em laboratério e consistem no fragmento variavel de cadeia Unica de um
anticorpo (ScFv) que reconhece o antigeno tumoral e o dominio de ativacéo de células T.
Dessa forma, as células de defesa modificadas voltam com mais forga para eliminar as
células tumorais. Os CARs foram evoluindo para conseguir ser mais eficientes, com isso
surgiram 4 geracoes CAR, cada um com sua especificidade. Assim como as demais terapia,
a terapia com CAR também possui efeitos colaterais e um deles € a sindrome da liberacao
de citocina (SLC) que pode levar a 6bito o paciente. Por ser uma terapia nova, seu custo é
elevado e por essa razdo seu uso é limitado em ultimo caso quando os protocolos de
tratamento ndo sdo mais efetivos no paciente. Em parceria, o Instituto Butantan junto com a
USP e o Hemocentro de Ribeirdo estdo montando centros para trazer a terapia para o Brasil
e torna-la mais acessivel.
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ABSTRACT

Cell-based immunotherapy has emerged in recent decades as a new treatment for
hematological malignancies such as Leukemias and Lymphomas resistant to conventional
therapies such as chemotherapy. Known as CAR (Chimeric Antigen Receptor) cells, this
technology uses T Ilymphocytes, cells of the immune system responsible for fighting
pathogenic agents and killing infected cells. T lymphocytes taken from the patient are
removed through leukoapheresis, isolated and specifically reprogrammed to be able to



identify cancer cells and destroy them. CARs are proteins artificially produced in the
laboratory and consisting of a single-chain variable fragment of an antibody (ScFv) that
recognizes the tumor antigen and the T cell activation domain. eliminate tumor cells. CARs
have evolved to be more efficient, with that 4 CAR generations have emerged, each with its
own specificity to attack the tumor. As with other therapies, therapy with CAR also has side
effects and one of them is the cytokine release syndrome (CLS) which, if left untreated, can
lead to the patient's death. Because it is a new therapy, its cost is high and for this reason its
use is limited in the last case when the treatment protocols are no longer effective in the
patient. In partnership, the Butantan Institute together with USP and the Blood Center of
Ribeirao are setting up centers to bring the therapy to Brazil and make it more accessible.

keywords: CAR-T, t-lymphocytes, Immunotherapy.

1. INTRODUCAO

O papel do sistema imunologico é defender o organismo de ameacas que
desequilibram a homeostase e por conseguinte ocorre uma resposta mediada por
células e moleculas que compoem este sistema complexo. Na medula ossea o
progenitor Linfoide é o precursor dos linfocitos que sao células que pertencem ao
sistema imunitario de modo que, sédo classificados em linfocitos T e B cuja as
caracteristicas sdo especificidade, memoria e reconhecimento. )

Os linfocitos T possuem receptores de células T (TCR) e co-receptores
conhecidos como CD4+ (auxiliares) e CD8+ (citotoxico) tendo como funcgéo liberacao
de citocinas com interleucinas (IL) e Interferon-gama (IFN-y) para proliferacéo,
diferenciacdo e ativagdo de outras células do sistema imune e reconhecimento de
antigeno para sua posterior destruicdo rescpectivamente. Ja os linfocitos B se
diferenciam em plasmocitos que sintetizam imunoglobulinas também conhecidos
como anticorpos, possuindo papel fundamental na neutralizacdo de antigenos
criando assim uma memoria especifica para aquele patogeno, alem disso, Assim
como os Linfocitos T, os linfocitos B também possuem um receptor especifico em
sua membrana conhecido como BCR (receptor de antigeno da celula B) que passa a
ser produzido a partir da diferenciagdo e ativagdao das células plasmaticas. Diante
disso, 0 reconhecimento de um antigeno pelo sistema imune ocorre primeiramente
com o estimulo de patogenos que ao serem fagocitados pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs) expoem fragmento desse patogeno em sua
membrana para apresentar aos linfocitos TCD4+ por intermedio da interagdo do
TCR do linfocito e MHC 1l (complexo principal de histocompatibilidade classe 1) que
sdo moleculas expressas na membra das APCs, inicia-se assim uma cascata de

reagdes, contudo a sinalizagdo bioquimica para ativar outras células do sistema é



proveniente do CD3. Havendo o reconhecimento do antigeno aos linfocitos TCD4+
ocorre liberacdo de diversas citocinas que vao induzir a proliferacdo dos proprios
linfocitos TCD4+, ativacdo de outras células do sitema imune e sintese de
anticorpos, pois alem do linfocitos B se diferenciar em plasmocitos que secretarara
anticorpos, ele também € uma das celulas apresentadora de antigeno junto do
macrofago e células dentriticas. Ja a funcdo dos linfocitos TCD8+ esta ligado ao
reconhecimento de antigenos e sua destruigdo por de células nucleadas que foram
parasitadas por virus ou células tumorais que expressam em sua superficie celular o
MHC 1. ()

O cancer € uma mutagdes no material genético que atingem genes
responsaveis pelo controle do ciclo celular, € um processo que acontece em etapas
e € mediado por fatores intrinsecos e extrinsecos. Nao se trata apenas de um unico
fator responsavel por causar uma mutagdo no DNA, mas sim de varias injurias
causadas ao material genético que ndo tem sucesso no reparo € continua o ciclo
celular levando a sua formacao. O processo de formacdo do cancer também
chamado de carcinogénese acontece em etapas, sendo elas: iniciacdo, promogao e
progressao tumoral. A iniciacdo é a etapa em que o material genético sofre uma
injuria externa ou interna, ndo é devidamente reparado devido a mutacdes nos
genes responsaveis pelo reparo e continua o ciclo celular , a promocao € a etapa em
que essa célula mutada se prolifera , entrando na etapa de progressdo tumoral em
que essa célula ao se proliferar adquire mais mutacées e consequentemente mais
habilidades de malignidade. Devido as mutacées nos genes responsaveis pelo ciclo
celular a célula se prolifera descontroladamente formando um tumor que pode ser
benigno ou maligno dependendo das caracteristicas que apresentar, e que pode se
tratar de um tumor solido ou néo soélido, os tumores néo solidos sao aqueles que
acometem o sangue, ou seja, sdo neoplasias hematolégicas ®. O sistema
imunologico tem acdo anti-tumoral, porem ha diversos fatores que fazem os
leucocoitos ndo destruirem células cancerigenas, uma delas é a falta de estimulo,
pois alguns tumores ndo expressam antigenos imunogenicos para que haja ativacao
do sistema imunitario e como consequencia ganham capacidade proliferativa. Outro
fator que contribui para evasdo tumoral sdo as MDSC (células supressoras
mieloides), sdo células jovem ndo especializadas que saem da medula e por

estimulo tumoral se diferenciam em células que suprime a resposta dos linfocitos T.
(2.3)



As terapias modernas contra o cancer dependem cada vez mais de
abordagens imunoterapéuticas. Em particular, os inibidores do ponto de controle
imunoldgico e a terapia celular adotiva (TCA), incluindo linfécitos infiltrantes de tumor
(LITs), células T modificadas por receptores de células T (RCT) e células T de
receptores de antigenos quiméricos (CAR) representam marcos em estratégias
inovadoras para o tratamento de cancer. As células CARs combinam a dinamica das
células T com a especificidade do antigeno de um anticorpo. Elas podem se ligar ao
antigeno tumoral sem processamento de antigeno e independente da apresentacao
de antigeno mediada por HLA. A terapia com células CAR-T especificas para CD19
(considerada um alvo ideal, pois € expressa na maioria dos tumores de linfocitos B)
mostrou resultados muito promissores em malignidades de células B, incluindo
leucemia Linfoblastica aguda (LLA), leucemia linfocitica cronica (LLC) e linfoma néo-
Hodgkin (LNH).“*>

Entre as exposicoes identificadas como fatores de risco para leucemia estao:
radiacao (terapéutica, ocupacional e relacionada a guerra), quimioterapia, historia
familiar, sindromes e anormalidades genéticas, exposicdes quimicas.®

A LLA geralmente surge de anormalidades genéticas nao hereditarias. O
cromossomo Filadélfia, ou t (9;22), é a translocacdo cromossémica mais comum na
LLA adulta (presente em 25% dos casos) e, ao contrario das criangas, €
caracterizado por um curso clinico altamente agressivo.®

A historia familiar de malignidade hematoldgica é o fator de risco mais forte e
consistente para Leucemia Linfocitica Crénica ((LLC) (mesmo que o risco absoluto
entre parentes de primeiro grau seja baixo)), implicando vias genéticas hereditarias
comuns na patogénese da LLC. A linfocitose monoclonal de células B (LMB), que é
mais frequente em familias de LLC de alto risco do que na populacdo em geral, pode
ser um fator genético precoce indicativo de predisposicao hereditaria.¥

Ja os linfomas sao neoplasias de linfécitos B e T bem diferenciados, que
tipicamente se apresentam como massas malignas no tecido linfatico. As neoplasias
linfoides maduras sdo amplamente classificadas em trés grupos: neoplasias de
células B maduras, neoplasias de células T maduras ou natural killer (NK) e linfoma
de Hodgkin (LH). Coletivamente, as neoplasias de células B e T/NK compreendem
os linfomas nao-Hodgkin (LNHs), um grupo heterogéneo de mais de 60 subtipos.®”

Por outro lado, a terapia com células CARs pode desencadear reacdes
adversas, como sindrome de liberacdo de citocinas (SLC), sindrome de



neurotoxicidade associada a células efetoras imunes, efeitos fora do alvo, anafilaxia,
infecgbes associadas a infusdo de células CAR-T, tumor sindrome de lise, displasia
de células B, linfo-histiocitose hemofagocitica, sindrome de ativagdo de macréfagos
e distlrbios de coagulacdo. Essas reagdes se nio tratadas pode levar ao ébito®

Dentre todas as reagdes adversas a sindrome de liberacdo de citocinas
também conhecida como “tempestade de citocinas” € a mais frequente quando
realizada terapia com células CAR-T. As manifestacdes clinicas leves incluem febre
(principalmente o primeiro sintoma), fadiga, cefaleia, dor articular e mialgia. Ja nos
casos graves sao caracterizados por hipotensdo e febre alta podendo causar
choque, vazamento vascular, coagulagao intravascular disseminada e sindrome de
disfuncao de multiplos 6rgéos. &

Atualmente, o diagndstico da SLC depende principalmente das manifestacoes
clinicas dos pacientes. As citocinas ou outros biomarcadores relacionados a
ocorréncia e desenvolvimento da SLC sao rastreados, e a intervencdo e o
tratamento direcionados sdo administrados no tempo com base nas alteragdes nos
niveis desses biomarcadores, para prevenir, bloquear e tratar efetivamente a SLC.®

As células CAR-T sao um importante marco para a ciéncia no
tratamento de patologias hematopoiética devido a sua especificidade, trazendo
assim esperanca para pacientes que nao estdo respondendo aos tratamentos
convencionais, sendo essa uma das restricdes da terapia para ser administrada aos
pacientes, ou seja, ultima opcéo terapéutica quando o paciente ja se utilizou de
todas as demais terapias. Além disso, desde que os estudos sobre a CAR-T se
iniciaram surgiram modificacdes em sua estrutura primaria que permitiram evoluir
para modelos de CAR mais assertivos e eficientes no combate ao tumor, inclusive
levantando a expectativa de se usar essa terapia futuramente para tumores sélidos
que encontra barreiras devido ao ambiente tumoral que dificulta a chegada da CAR-
T ao local."?

2.JUSTIFICATIVA

Os tratamentos convencionais utilizados para combater o cancer (como a
quimioterapia) ndo sao seletivos ou especificos, pois afetam tanto células normais
como tumorais e por isso sdo em muitos casos tratamentos paliativas. Por outro
lado, utilizando-se da engenharia genética a terapia celular com células CAR tem-se

mostrado ser uma terapia eficaz e a0 mesmo tempo segura para uma grande



quantidade de neoplasias principalmente linfoma e leucemias. Essas células
reconhecem de maneira especifica moléculas presentes na superficie das células do
tumor o que promove uma resposta antitumoral mais precisa. Por esse motivo trata-

se de um assunto extremamente relevante no contexto do tratamento de neoplasias.

3.METODOS

Com o intuito de expor o assunto escolhido elucidando questdes sobre terapia
celular utilizando a tecnologia de células CAR-T, foi realizada uma revisdo
bibliografica de artigos cientificos buscados nas seguintes plataformas: PubMed,
Scielo, Google Scholar para tal, utilizou-se os termos: Imunoterapia, Receptor
quimérico de antigeno, CAR-T, CD19, Reacgbes adversas e seus correspondentes
em lingua inglesa. Os critérios de inclusdo definidos para a selegdo dos artigos
foram: artigos publicados nas linguas portuguesa e inglesa; artigos de livre acesso,
que retratassem a tematica referente a revisao integrativa e artigos publicados e
indexados nos referidos bancos de dados. Foram excluidas as publicacées que néo
tinham relagdo com o tema proposto.

4. DESENVOLVIMENTO

4.1 ESTRUTURA DAS CELULAS CAR-T

Atualmente existem quatro geragdes de receptores CAR-T que se diferencia
quanto especificidade de ativar os linfocitos T. As células T reconhecem e erradicam
as células infectadas pela detec¢cdo mediada por TCR de antigenos microbianos, na
forma de aminoacidos curtos apresentados pelas principais proteinas do complexo
de histocompatibilidade. A ligagdo ao TCR de um complexo principal especifico de
histocompatibilidade e combinacdo de peptideos que comec¢a uma cascata de
sinalizagdo que inicia com a fosforilacdo dos dominios de motivo de ativagao
baseado em tirosina imunorreceptor (ITAM) nas proteinas acessorias do TCR CD3(,
CD3y, CD35 e CD3¢ (1%

A estrutura basica de um CAR possui trés dominios comuns em suas quatros
geragbes que sao: dominio extracelular onde ocorre a ligagdo da célula T com o
antigeno tumoral que possui fragmento variavel da cadeia Unica (scFv)
correspondendo as regidbes da cadeia pesada e cadeia leve de um anticorpo
monoclonal que é modificado pra ser tornar uma Unica cadeia , portanto esse

dominio é responsavel pela especificidade com antigeno tumoral. Seguindo para o



segundo dominio, temos a regiao transmembranar que contém CD8. O terceiro
dominio é a sinalizacao intracelular que corresponde a cadeia zeta da molécula
CDs3. (10-12)

A CAR-T de primeira geracédo utiliza fragmento variavel da cadeia unica
(scFv) proveniente de variavel leve e pesada de anticorpo monoclonal com
especificidade para molécula de célula tumoral. Além disso, as CAR-T de primeira
geracao possui CD3 zeta como dominio de sinalizagdo que com isso é possivel
ativar os linfécitos T sem a necessidade do MHC '®. O problema maior desta
geracao € a capacidade proliferativa que ndo se mantém a longo prazo e outro fator
importantissimo sdo os niveis insuficientes de citotoxicidade para destruir a célula
alvo (4.

A Segunda geracdo CAR-T obteve uma evolugcdo, uma modificacdo através
de moléculas coestimulatérias tal como CD 28, este por sua vez corrige a
ineficiéncia que a primeira geracao CAR-T possuia em relacdo a sua capacidade
proliferativa de se manter ao longo prazo, além disso aumento da citotoxicidade para
atacar a célula alvo, outro beneficio que esta geragéo trouxe foi a possibilidade de
atacar tumores de célula B que expressam o antigeno CD 19.Quanto a terceira
geracao CAR-T, Diferentemente da segunda que utiliza apenas uma molécula
coestimuladora, essa geracao faz uso de mais de uma molécula coestimuladora com
por exemplo CD28 e o CD137. E por fim a quarta geracdo de CAR-T, esta por sua
vez também chamada de TRUNKs  (T-cells redirected for universal cytokine-
mediated killing) é proveniente da combinacao da segunda geracado da CAR-T com
liberagdo de citocina para que haja uma atividade antitumoral que possibilite acesso
a superficie de tumores, essa caracteristica da quarta geracdo age diminuindo a
atividade imunossupressora dos tumores através da interleucina-12 (IL-12), permite
assim a esperanca de usar a terapia CAR-T para tumores sélidos que até entdo nao
houve grandes avancos devido a dificuldade imposta pelo microambiente tumoral
dos tumores sélidos 7).

A CAR-T atualmente no Brasil é direcionada para o tratamento Leucemia
linfoblastica aguda de células B, linfoma ndo Hodgkin de células B e mieloma
multiplo. Todos os produtos que temos atualmente para uso da terapia foram
liberados pela ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) que aprovou em
23 de fevereiro de 2022 o registro no Brasil para produto Kymriah da empresa

Novartis Biociéncias para Leucemia Linfoblastica Aguda refrataria ou recidiva e para



Linfoma Difuso de Grandes Células B, segundo o site da ANVISA o tratamento é
indicado para jovens de até 25 anos. No mesmo ano, 01 de Abril e 26 de Outubro a
ANVISA também autorizou Carvykti da Janssen-Cilag Farmacéutica para Mieloma
Multiplo e Yescarte do laboratério Kite para Linfoma de grandes Células B
respectivamente com indicagdo para pacientes refratarios ou recindivados. (1829,

Em relagdo ao tratamento restrito a linhagem de células B direcionada
especificamente a proteina CD-19, ha quatro diferentes produtos de células CAR T
que foram desenvolvidos - tisagenlecleucel (Kymriah; Novartis, Basel, Suica),
axicabtagene ciloleucel (Yescarta; Kite, Santa Monica, CA, EUA), brexucabtagene
autoleucel (Tecartus; Kite, Santa Monica, CA, EUA) e lisocabtagene maraleucel
(Breyanzi; Juno Therapeutics, Seattle, WA, EUA) - todos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) para tratar leucemia linfoblastica aguda de células B ou

linfoma nao-Hodgkin.#"

Figura 1: Gerag¢des quiméricas de receptores de antigenos

N\ [/

o3 coxg ‘Q

C€D3¢

Fonte: International Journal of Molecular Sciences, Optimizing Manufacturing
Protocols of Chimeric Antigen Receptor T Cells for Improved Anticancer

Immunotherapy, 2019. Imagem adaptada.

4.2. MANUFATURA DA CAR-T

O processo de producdo da CAR-T se inicia com a coleta dos linfocitos
através do procedimento chamado aférese que é a coleta de leucécitos
(leucaferese) por meio de puncao venosa em bolsa plastico feita por uma maquina,

0 processo é similar a doagéo de sangue convencional. Nesta etapa o paciente tem



restricoes antes de realizar o procedimento, pois em se tratar de pacientes
submetidos a varios tipos de tratamentos inclusive quimioterapia 0 acesso venoso
fica comprometido, pois para realizagdo da aférese necessita de veias que aguenta
0 processo sem estourar, ademais, pacientes que fez sessées de quimioterapia
recente possuem populagdes de linfécitos diminuidas o que reforca a necessidade
de quantificacdo do CD3+ que esta presente nos linfocitos TCD4+ e TCD8+ como
marcador de membrana. Posteriormente, a bolsa obtida na aférese passa por
purificagbes e avaliagcdo imunofenotipica, pois na bolsa além da obtengcdo de
linfécitos, outras células como mondcitos, neutréfilos, NK, plaquetas sdo coletadas
no processo. E feito lavagem com salina para retirada de plasma e plaquetas e
depois outra etapa para retirar células que podem interferir nas etapas seguintes.®

O préximo passo é ativagdo dos linfécitos e transdugéo, esses processos
implicam na adicdo de anticorpo anti CD3 e CD8 para ativacdo dos linfécitos e um
vetor que pode ser viral como lentivirus ou retrovirus ou nao viral como transposon
que hospede o CAR. A construgédo do CAR Apdés a transdugéo ocorre 0 processo de
expansacao e criopreservagdo com a finalidade de aumentar a quantidade de
células T modificadas e conservacdao em caso de transporte de um lugar para outro
respectivamente. Em contra partida, a criopreservagéo diminui o numero de células,
mas nao a qualidade das que restaram na bolsa que sera infundida, além disso é
utilizado agentes preservantes de celulas como o0 DMSO (dimetilsulféxido).O ultimo
passo do processo é o descongelamento e infusdo do produto no paciente, sendo
que, o descongelamento precisa ser rapido.#?

Umas das desvantagem dessa terapia é seu alto custo e para diminuir valores
e pode incluir no SUS a terapia CAR-T o Instituto Butantan, a USP e Hemocentro de
Ribeirdao Preto, vem desenvolvendo pesquisas para disponibilizar centros de
aplicacdo da terapia aqui no Brasil ®®. Um outra desvantagem da terapia além do
alto custo, ela sé pode ser utilizada em pacientes que ndo respondem mais aos
protocolos de tratamentos convencionais e a terapia pode desencadear a sindrome
da liberacao de citocinas (SLC) que se ndo monitorada devidamente pode levar a
Obito, pois excesso de citocinas pelas células do sistema imune que desencadeiam
uma série de reacdes imunologicas e manifestacées clinicas que podem ser
autolimitada ou expandir para outros érgaos e se nao for tratada prontamente pode
evoluir para disfuncao de multiplos érgaos levando o paciente a ébito 0 que causa

um alarme para cuidados intensivos para sintomas mais intensos e persistentes %)



5. CONSIDERAGOES FINAIS

Nas ultimas décadas a imunoterapia foi alvo de muitas pesquisas,
principalmente com foco em doencas oncoldgicas. A terapia em foco que usa células
T modificadas em laboratério com receptor de antigeno quimérico (CAR-T) é a
terapia que esta em alvo no momento sendo considerado como novo instrumento
para o tratamento de neoplasias hematoldgicas. O sistema imunitario tem a
capacidade de reconhecer moléculas seja um microrganismo ou células anormais
através de células efetoras que sofreram estimulos e passam a gerar resposta ao
que esta causando um desequilibrio. Assim, partindo deste conhecimento sabemos
que as células do sistema imunitario tem acéo antitumoral, porem por causa dos
diversos mecanismos tumorais que driblam os mecanismos de eliminagdo, o tumor
se instala e se desenvolve. A terapia CAR-T € uma alternativa que aumenta a
resposta das células T para serem efetivas na eliminagdo do tumor e por esse
motivo a terapia € alvo de varios cientistas que em seus ensaios clinicos aprimoram
a terapia para ser eficiente, especifica e com menos efeitos colaterais para o
paciente, pois ao ser infundida libera uma quantidade grande de citocinas para
atacar as células tumorais e por essa razao ocorrem inumeras reacdes imunolégicas
no organismo que se ndo controlada pode levar a oObito.

Assim sendo, em virtude dos fatos mencionados, a terapia CAR-T é uma
terapia promissora para neoplasias hematolégicas surgindo como alternativa para
casos em que os protocolos convencionais nao respondem mais, entretanto é uma
terapia restrita sendo aplicado por enquanto para leucemia linfocitica crénica,
linfoma ndo-Hodgkin e mieloma multiplo, no que diz respeito aos demais tumores ha
varias pesquisas em desenvolvimento com o intuito de também alcangar efetividade

em sua remissao.
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