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Resumo

Introducdo: Uma atual abordagem da imunoterapia do cancer baseia-se na modificacdo genética de linfdcitos T, através da expressao de
uma molécula de superficie capaz de atuar como um receptor especifico. Tal molécula foi intitulada Receptor Antigénico Quimérico (CAR)
e tem a fungdo de reconhecer antigenos presentes em células tumorais para redirecionar o ataque linfocitario. Desenvolvido como um
tratamento para a Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) do tipo B, o receptor CAR expresso pela célula modificada atua especificamente no
reconhecimento do CD19, principal cluster de diferenciacdao da linhagem linfoide B. Ao reconhecer o antigeno, o sitio interno da molécula
transmite um sinal de ativagdo do ataque citolitico, o qual atinge apenas a célula-alvo e promove sua eliminagdo com baixa toxicidade.
Objetivo: Descrever a manipulagdo e funcionamento da imunoterapia com Células T-CAR no tratamento da LLA do tipo B e destacar os
beneficios desta técnica para os pacientes. Método: Estudo de revisdo bibliografica a partir de artigos de bases de dados online PubMed
e do Portal Capes, no periodo de 2011 a 2017 e livros académicos correlacionados. Conclusdo: Com as técnicas de engenharia genética,
a imunoterapia com Células T-CAR proporcionou melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes de ensaios clinicos devido a
baixa agressividade do tratamento e alta especificidade contra a célula tumoral, atingindo taxas proximas de 95% de remissdo completa
da doenga. Os resultados indicam novas oportunidades de avango no tratamento da LLA e outras neoplasias.

Palavras-chave: Biotecnologia. Terapia genética. Receptor antigénico quimérico. Hematologia. Oncologia.

Abstract

Introduction: A current approach to cancer immunotherapy is based on the genetic modification of T-lymphocytes by the expression of
a cell surface molecule able to act as a specific receptor. Such molecule has been called Chimeric Antigen Receptor (CAR) and has the
function of recognizing antigens in tumor cells to redirect the lymphocyte attack. Developed as a treatment for Acute Lymphoblastic
Leukemia (ALL) type B, the CAR-receptor expressed by the modified cell acts specifically on the recognition of CD19, the major
differentiation cluster of lymphoid B lineage. After antigen recognition, the molecule internal site transmits a signal of cytolytic attack
activation, which reaches only the target cell, therefore promoting its elimination with low toxicity. Objective: To describe manipulation
and functioning of immunotherapy with CAR-T cells on the treatment of type B ALL and to highlight the benefits of this technique for
the patients. Method: Bibliographic review study based on articles from online databases PubMed and Capes Portal from 2011 through
2017 and correlated academic books. Conclusion: With genetic engineering techniques, CAR-T Cells immunotherapy provided significant
improvement in life quality of clinical trials patients, due to low treatment aggressiveness, as well as high specificity against tumor cells,
with disease complete remission rates near to 95%. The results point out new opportunities for advancement in the treatment of ALL
and other neoplasms.

Keywords: Biotechnology. Genetic therapy. Chimeric Antigen Receptor. Hematology. Oncology.

Resumen

Introduccion: Actualmente, uno de los enfoques en inmunoterapia para cancer es la modificacion genética de linfocitos T a través de
la expresion de moléculas de superficie capaces de actuar como receptor especifico. Estas moléculas se llaman Receptor Antigénico
Quimérico (CAR) y su funcion es reconocer antigenos presentes en las células tumorales direccionando el ataque linfocitario. El receptor
CAR fue desarrollado para el tratamiento de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) tipo B y se expresa en la célula modificada para acttar
especificamente en el reconocimiento de CD19, principal marcador de diferenciacion del linaje de linfocitos B. Cuando es reconocido el
antigeno, el sitio interno de la molécula trasmite una sefial de activacion para iniciar el ataque citolitico, atacando de forma especifica a
las células cancerigenas y promoviendo la eliminacion de éstas con baja toxicidad. Objetivo: Describir la manipulacion y funcionamiento
de la inmunoterapia con células T-CAR en el tratamiento de LLA tipo B y mostrar los beneficios de la técnica en los pacientes. Método:
Estudio de revision bibliografica de articulos cientificos de los afios 2011-2017 en bases de datos on-line y libros académicos relacionados.
Conclusion: Gracias a las técnicas de ingenieria genética, la inmunoterapia con células T-CAR proporciond una mejora significativa en la
calidad de vida de los pacientes participantes de ensayos clinicos, debido a la baja agresividad del tratamiento y a la alta especificad del
mismo contra las células tumorales. Siendo la tasa de remisién completa de la enfermedad de aproximadamente un 95%. Los resultados
muestran nuevas oportunidades de avances en el tratamiento de la LLA y en otras neoplasias.

Palabras clave: Biotecnologia. Terapia genética. Receptor antigénico quimérico. Hematologia. Oncologia.
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INTRODUGAO

Os avangos em imunologia, engenharia genética
e processamento de células sdo fatores estimulantes
para o desenvolvimento de novas técnicas de tratamento
contra 0 cancer, como a imunoterapia com Células
T-CAR. Trata-se de uma terapia celular adotiva capaz de
redirecionar o combate as células cancerigenas através
do reconhecimento antigénico, dispensando a restricdo
do complexo principal de histocompatibilidade (MHC).
Atualmente, o método é uma poderosa ferramenta contra
tumores e leucemias'?.

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é um tipo
de cancer altamente incidente em criancas de 3 a 7 anos
de idade?, ocorrendo, anualmente, trés novos casos a
cada 100 mil individuos*. Dentre estes, cerca de 15%
ndo alcancam a cura da doenca e 25% dos pacientes
apresentam recidiva apds o tratamento de primeira linha3“.
Em adultos, a incidéncia de LLA consiste em apenas 15%
de todas as leucemias agudas, atingindo especialmente
pacientes acima dos 70 anos de idade. Porém, a taxa de
cura constitui somente 5% dos casos®®.

Atualmente, a quimioterapia € considerada o
principal tratamento contra a LLA. Apesar de convencional,
o método é altamente inespecifico, o que afeta tanto
células tumorais quanto células saudaveis do organismo.
Desta forma, pode levar ao desenvolvimento de diversos
efeitos colaterais e deixar sequelas permanentes3®.

Com base no atual cenario terapéutico do cancer
e nos indices alarmantes da LLA, foi intensificada a busca
por novas opgOes de tratamentos. A terapia com Células
T-CAR tende a substituir ou reduzir o uso dos tratamentos
convencionais, uma vez que os efeitos colaterais da
tecnologia T-CAR podem ser revertidos, proporcionando
uma melhor qualidade de vida aos pacientes. Além disso,
o tratamento se mostrou altamente eficaz nos ensaios
clinicos, com taxas de até 94% de remissdo completa da
doenga'’s8.

Esta revisdo tem o proposito de descrever
o processamento de células T-CAR in vitro e seu
funcionamento apods infusdo em circulacdo sistémica de
pacientes com LLA de linhagem B, bem como destacar
os beneficios da técnica em comparagao aos métodos de

tratamentos convencionais.

METODO

Foi realizado o levantamento da literatura
disponivel sobre imunoterapia com Células T-CAR aplicadas
no tratamento da LLA de linhagem B, através do PubMed
e do Portal Capes no periodo de 2011 a 2017, bem como
livros e periddicos de base cientifica ou académica.
Cenario terapéutico atual contra a leucemia
linfoblastica aguda

A LLA é um tipo de cancer que acomete células
hematoldgicas, levando a disfungdo de precursores
linfoides e consequente proliferacdo clonal desordenada®*°.
A doenca pode acometer linhagens linfocitarias distintas,
sendo elas do tipo T ou B, e sdo diferenciadas com base
em marcadores especificos expressos nas membranas
celulares, conhecidos como Clusters de diferenciacao
(CD). Apenas 15% dos casos de LLA correspondem a
linhagem dos linfocitos T, enquanto que a maioria acomete
a linhagem B, equivalendo a 85% dos casos. Devido a
grande incidéncia, marcadores especificos de linhagem
B constituem grandes alvos de estudos para abordagens
terapéuticas. Um exemplo de marcador de linhagem B é
0 CD19, expresso durante todo o processo de maturagao
celulart12,

Os tratamentos contra as leucemias visam reduzir
a quantidade de células tumorais, podendo ter objetivo
curativo ou paliativo®. O método mais utilizado atualmente
€ a quimioterapia, que consiste na administragdo de
farmacos com acdo toxica ao ciclo celular, inibindo a
sintese de DNA®. Todavia, além de agir sobre células
tumorais, os quimioterdpicos também atingem tecidos
normais com alto indice de renovacao por divisao mitética,
como medula 6ssea, foliculos pilosos, mucosa do sistema
digestivo e células germinativas!>4,

Em associacdo com a quimioterapia, pode ser
utilizada a radioterapia, visando a eliminacao de células
leucémicas na medula 6ssea ou em odrgdos infiltrados.
O método consiste na aplicagdo de raios X e raios Gama
sobre a regido afetada, danificando a estrutura do DNA, o
que leva a morte celular. Contudo, a radiacdo pode atingir
células saudaveis presentes nas proximidades da regido
irradiada®.

Ao atingir células normais, os métodos se
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caracterizam por serem altamente inespecificos e
acarretam diversos efeitos colaterais indesejados ao
paciente, desde imediatos, como pancitopenia, nauseas,
queda de cabelos e mal-estar, até efeitos tardios como
infertilidade, sequelas no sistema nervoso central e
mutagénese’ 3,

Os tratamentos com quimioterapicos também
podem incluir depressao de funcdo e hipoplasia da
medula dssea, o que resulta em leucopenia e debilidade
imunoldgica, tornando o paciente severamente susceptivel
a infeccdes. Além disso, podem afetar a capacidade
do organismo de eliminar células neoplasicas, o que
facilita a disseminacdo do cancer. Ainda, as lesdes
no DNA causadas pelos tratamentos podem levar ao

desenvolvimento de uma neoplasia secundaria®.

A imunoterapia com células T-CAR

Com base no cenario atual do tratamento contra
0 cancer, pesquisas foram desenvolvidas em busca de
novas abordagens terapéuticas significativamente efetivas
e com reacOes de menor agressividade ao paciente.
Dentre elas, a imunoterapia foi escolhida por muitos
grupos de pesquisadores, em decorréncia da descoberta
de que o sistema imune pode ser ativado por estimulos
externos para destruir células tumorais de forma eficaz.
A metodologia se embasa na modificacdo da resposta
imunoldgica natural para combater a patologia®®s.

A imunoterapia tem sido considerada uma forma
de tratamento promissora contra o cancer, apresentando
alta seletividade, alto potencial curativo e baixa toxicidade.
Em 2013, a técnica ganhou o prémio Breakthrough of
the Year pela revista Science!® destacando, entre outras
técnicas, a imunoterapia celular através da modificagdo
genética de células T com receptores antigénicos
quiméricos, conhecidas como células T-CAR, do inglés
Chimeric Antigen Receptor T Cells, método que tem
apresentado resultados significativos.

Receptores antigénicos quiméricos (CAR) sao
composicOes sintéticas capazes de captar sinais para
otimizar a capacidade destrutiva dos linfécitos utilizando
os mecanismos do Receptor de Célula T (TCR)%2.
Desta forma, a molécula é capaz de atuar como um
TCR especifico, reconhecendo antigenos de superficie
presentes em células neoplasicas. O CAR é manipulado in

vitro e, posteriormente, expresso na superficie de linfocitos

T CD8+ autdlogos. Com o reconhecimento do antigeno-
alvo, a cascata de ataque celular é ativada e redirecionada
exclusivamente contra a célula leucémica, o que garante
grande especificidade no tratamento independentemente
da restricao do MHC?1-24,

0 alvo ideal para o ataque das células T-CAR seria
um antigeno produzido por células tumorais e ausente
em células saudaveis. Estes marcadores sdo altamente
raros, mas existem alternativas viaveis, como a utilizacdo
de um antigeno que, além de ser expresso pela célula
cancerigena, seja expresso por uma linhagem de células
com funcdo dispensavel, como é o caso das Células B’.
Desta forma, a terapia T-CAR contra LLA visa antigenos
presentes em células de linhagem B, considerando que a
maioria dos casos corresponde a este grupo. As pesquisas
desenvolvidas incluem como o principal alvo o CD19, que
€ encontrado em quase todas as patologias de células B,
tais como a LLA, a leucemia linfoide cronica e linfomas

ndo-Hodgkin’?225,

Bioengenharia na manipulacdao do CAR

As moléculas CAR sdo receptores membranares
hibridos formados por diferentes sitios responsaveis por
fungGes especificas no tratamento, sendo eles um dominio
citoplasmatico, um transmembranario e um extracelular. A
complexidade estrutural da molécula manipulada confere
ao linfocito o sistema de sinalizagdo necessario para a
reprogramagao do ataque citolitico.

O dominio extracelular € proveniente de
uma cadeia simples do fragmento varidvel (scFv) de
anticorpos monoclonais especificos e tem como fungao
o reconhecimento do antigeno-alvo. Neste contexto,
o dominio corresponde ao anti-CD19. A variacdo de
dominios extracelulares é responsavel pela especificidade
do tratamento, modificando a afinidade dos Linfécitos
T para o reconhecimento de um antigeno especifico na
superficie de uma célula?t?2%, O dominio intracelular
provém de cadeias de CD3 constituintes do TCR natural
com a funcdo de receber sinais de ativacao, o que o
caracteriza como dominio de sinalizacdo ou ativagao do
ataque. As duas regides estdo interligadas por um dominio
transmembranar intermedidrio composto por CDS8,
responsavel por transduzir os sinais do anticorpo externo
para o CD3C no interior da célula®t?>?5,

Durante as pesquisas no desenvolvimento do
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CAR, a molécula foi reestruturada por trés geracdes de
acordo com a presenca de dominios de coestimulagao
(DCE) na regido intracelular. A adicdo de DCE amplia a
capacidade replicativa da célula T-CAR e intensifica a
acdo de regressao tumoral. Os CARs construidos na
primeira geragdo ndo incluem DCE, apresentando a cadeia
CD3C como Unica sinalizacdo. Na segunda geracao foi
incorporado um DCE derivado de moléculas como CD28 ou
CD137. A combinacdo de dois ou mais DCE constitui o CAR
de terceira geracdo’?>23?7, A composigao da molécula em

suas diferentes geracoes esta representada na Figura 1.

Figura 1 - Representagdo da molécula CAR na superficie celular em dife-
rentes geragoes. Os CARs apresentam um dominio extracelular de reconhe-
cimento, um transmembranar de transdugdo e um intracelular de ativagdo.
Na primeira geragdo, a molécula ndo dispde de sitios de coestimulagdo; na
segunda geragdo, apresenta apenas um sitio coestimulatdrio, enquanto na
terceira pode apresentar dois ou mais. Adaptado de Maude et al.’.
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Para a produgdo do CAR, sdo utilizados métodos
de manipulacdo genética in vitro. Os componentes
moleculares sdo obtidos a partir de esplendcitos
previamente imunizados contra o antigeno-alvo, dos
quais sdo isoladas as regides do mRNA que codificam as
proteinas de interesse para a engenharia da molécula,
como o CD3{, o CD8 e o CD28. O dominio extracelular
do CAR ¢é obtido através da criacdo de um hibridoma, do
qual sdo isoladas as regides que codificam o fragmento de
anticorpo contra o cluster-alvo. Em seguida, s3o realizadas
sucessivas reacoes de PCR, a fim de amplificar e fundir os
mRNAs, formando a sequéncia codificante de interesse!.

A construcao genética é, entdo, incorporada
a vetores virais do tipo lentivirus, responsaveis pela
tecnologia de transferéncia génica. Os vetores sdo
produzidos em células de empacotamento, onde
incorporam a sequéncia de interesse que, posteriormente,
podem ser inseridas através de transdugdo viral em
linfocitos T CD8+ obtidos por aférese do paciente. O RNA
é transcrito na forma de DNA devido a atividade da enzima
viral transcriptase reversa, integrando-se no genoma da

célula hospedeira de maneira estavel, o que permite que

os efeitos terapéuticos perdurem por longo prazo’?:2, A
Figura 2 esquematiza o processo de bioengenharia da
molécula CAR, sua incorporagdo no linfocito T ex vivo e 0

processo de reinfusdo da célula modificada.

Figura 2 - Processo de manipulagdo do Receptor Antigénico Quimérico.
A) Obtengdo da sequéncia génica de interesse: A partir de esplendcitos
imunizados contra o CD19, sdo obtidas as regiGes codificantes dos compo-
nentes moleculares do CAR. Ainda, esplendcitos e células de mieloma sdo
utilizados na formagdo de um hibridoma, do qual é isolada a regido codifi-
cante do anticorpo contra o CD19. Os fragmentos obtidos sdo amplificados
e fundidos através de PCR, formando um RNA de interesse. B) O RNA de
interesse é incorporado a um vetor lentiviral. C) Linfécitos T CD8+ s&o co-
letados do paciente via aférese. In vitro, o lentivirus entra em contato com
a célula, transduzindo sua sequéncia génica. Com a agdo da transcriptase
reversa, 0 RNA é transcrito em DNA, integrando-se ao genoma da célula
hospedeira, que passa a produzir o receptor sobre sua membrana, poden-
do ser chamado agora Linfécito T-CAR. O Linfécito T-CAR é reinfundido na
circulagdo sistémica do paciente
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Efeitos adversos da terapia com células T-CAR

Ocasionalmente, pacientes tratados com células
T-CAR podem apresentar sintomas adversos que, todavia,
sao reversiveis e mais brandos quando comparados com
os efeitos das terapias convencionais. Os principais efeitos
constatados foram aplasia de células B, sindrome de
liberacdo de citocinas e toxicidade neuroldgica.

A Aplasia de Células B (ACB) consiste na auséncia
ou diminuicio no nlmero de células B circulantes. E
um processo decorrente do ataque dos linfocitos T-CAR
contra células normais que também expressam o CD19.
Todavia, uma pequena populacdo de células progenitoras
de linhagem B é encontrada na medula 6ssea apds
o tratamento, garantindo que as células B normais
possam ser renovadas apds a morte das células T-CAR
no organismol. Ainda, o paciente pode receber infusdes
de imunoglobulinas isoladas por via intravenosa, evitando
assim o comprometimento imunoldgico®.

A sindrome da liberacdo de citocinas (SLC) é um
efeito decorrente da ativagdo de linfécitos T caracterizado
pela producdo excessiva de citocinas, como interferon-y e
interleucina-6, que podem levar a ativacdo de macrofagos,

causando quadros inflamatodrios e febris. Por outro lado,
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a SLC pode ser um marcador de qualidade do tratamento,
indicando que o linfécito T foi ativado corretamente.
Além disso, este efeito pode ser controlado através de
imunossupressao com corticoides como Tocilizumab,
sem que haja prejuizo na expansdo das células T-CAR ou
reducdo de sua a¢do no organismo3°-.,

Por sua vez, a toxicidade neuroldgica € um efeito
relatado em cerca de 40% dos pacientes nas primeiras
semanas apds o tratamento, com manifestacGes através
de afasia, alucinagbes e delirios. O mecanismo de
desenvolvimento dos sintomas ainda nao foi claramente
definido e carece de pesquisas aprofundadas, a fim de
determinar meios de prevencao e contengdo do quadro.
No entanto, apds a reducdo dos sintomas, os pacientes
analisados

ndo apresentaram prejuizo neuroldgico

permanente3>3,

Ensaios clinicos: eficacia e perspectivas

A tecnologia de Células T-CAR contra a LLA se
mostrou eficaz nos estudos publicados. As pesquisas
tiveram inicio com testes pré-clinicos in vitro e em modelos
animais e, posteriormente, foram registradas as primeiras
fases dos ensaios clinicos com humanos voluntarios.

A eficacia do tratamento com células T-CAR
contra a LLA em humanos vem se mostrando positiva nos
ensaios clinicos, com taxas de quase 95% de remissao
completa (RC) da doenca. De acordo com Wei et al.??,
a transferéncia celular adotiva com T-CAR apresentou
taxas de 94,7% de RC em pacientes tratados por um més
nos ensaios clinicos de fase II. Maude et al.” registraram
taxas de 90% de RC em pacientes adultos e pediatricos,
com respostas duradouras que dispensam a necessidade
de terapias adicionais. Ainda, outros autores relatam
consideravel incidéncia de RC em ensaios clinicos, como
Davila et al.*® com uma taxa de 88% em um grupo de
16 adultos com LLA, bem como Lee et al.® que obtiveram
70% de RC em um grupo de 20 criangas e jovens adultos
com a doenga.

A terapia contra o CD19 também apresentou
efeitos benéficos quando aplicada em outros fenétipos
leucémicos, como a leucemia linfoide crénica (LLC), na
qual foram registradas taxas de 45% de RC por pelo
menos quatro anos”,

As terapias celulares adotivas através do CAR

ainda estdo em processo de pesquisa, tanto para avaliar

sua eficacia quanto analisar a possibilidade de efeitos
inesperados tardios. E preciso estabelecer um protocolo
padrao para o acondicionamento e a infusdo celular, bem

como métodos de controle de toxicidade®.

CONCLUSAO

As complicagcbes decorrentes dos tratamentos
convencionais e a incidéncia da leucemia linfoblastica
aguda, especialmente em criancas, constituiram
influéncias importantes para as pesquisas de novas
abordagens terapéuticas antitumorais, dentre as quais
a imunoterapia com Células T-CAR apresentou grande
destaque nos Ultimos anos. A atuacdo do método sobre
as células leucémicas mostrou resultados significativos
nos ensaios clinicos abordados neste estudo, com altas
taxas de remissdao completa da doenca, o que indica uma
oportunidade de avanco no tratamento desta e de varias
outras neoplasias.

Os avangos na engenharia genética foram bastante
trabalhados para a manipulacdo do CAR, levando em
consideracao que diversos ramos de pesquisa atualmente
visam a engenharia de células como forma de expandir
as perspectivas na area da saude. O desenvolvimento
de terapias que possibilitam um tratamento mais efetivo
contra células cancerigenas € um assunto inovador, que
visa substituir ou reduzir o uso de quimioterapicos e
radiacOes. Os estudos estdo em andamento até o presente
momento.

Apesar dos efeitos colaterais constatados, a
Tecnologia de Células T-CAR apresenta maior beneficio
quando comparada com os métodos de tratamento
convencionais, uma vez que os efeitos relatados sao
reversiveis. A qualidade de vida dos voluntarios dos
ensaios clinicos teve melhora significativa decorrente da
baixa agressividade do tratamento e da alta especificidade
contra a célula tumoral, o que torna o assunto instigante
para pesquisadores das areas de imunologia, oncologia e
biotecnologia. Acredita-se que, em alguns anos, a terapia
celular adotiva com Células T-CAR poderd favorecer um
grande nimero de pacientes em decorréncia de seu alto

potencial curativo.
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