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RESUMO

DA SILVA, F,B. Mecanismos de resisténcia a imunomoduladores em terapia
celular com CAR-T anti-BCMA em pacientes com mieloma muiltiplo refratario
e/ou recidivante (MM R/R). 2024. no. f. Trabalho de Conclusdo de Curso de
Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2024.

Palavras-chave: Mieloma multiplo, mecanismos de resisténcia, CAR-T,
recidiva, refratario, BCMA, TNFRSF17.

INTRODUGAO: Apesar do avango substancial no desenvolvimento de novas
farmacoterapias para o tratamento do mieloma multiplo nas duas ultimas décadas,
incluindo inibidores de proteassoma, imunomoduladores e anticorpos monoclonais
anti-CD38, o mieloma multiplo permanece incuravel e com multiplas recidivas. O
BCMA se tornou um dos antigenos-alvo mais promissores no prognostico de
pacientes com mieloma multiplo recidivante e/ou refratario, com desfechos sem
precedentes em ensaios clinicos que visam analisar a seguranga e eficacia da
terapia CAR-T anti-BCMA. Entretanto, a maioria dos pacientes apresenta novas
recidivas em menos de 12 meses a partir da infusdo. OBJETIVO: Compreender, por
meio de uma vis&o geral, 0s mecanismos celulares e microambientais de resisténcia
a terapia CAR-T anti-BCMA atualmente discutidos na literatura cientifica.
MATERIAL E METODOS: Revis&o bibliografica de artigos de revisdo nas bases de
dados entre 2018 e 2024 utilizando as palavras-chave e/ou termos de busca
combinados ou isolados “multiple myeloma”, “resistance”, “CAR-T”, “refractory”,
"relapsed” e “BCMA” sobre temas como o atual panorama terapéutico do mieloma
multiplo, mecanismos de resisténcia a terapia CAR-T em mieloma multiplo em
recidiva e/ou refratario com foco no alvo terapéutico BCMA e estratégias atualmente
estudadas e adotadas como tratamento de resgate complementar. RESULTADOS:
Ainda n&o ha um consenso acerca dos mecanismos de resisténcia desenvolvidos
contra a imunoterapia, apesar de estarem relacionados a fatores intrinsecos as
células CAR-T, ao microambiente tumoral e as células tumorais. CONCLUSOES:

Apesar de desafiadora, a compreensao dos atuais mecanismos de resisténcia que



permeiam a terapia sdo fundamentais para o planejamento e desenvolvimento de

estratégias adotadas como tratamento de resgate complementar.



1. INTRODUGAO
1.1 Mieloma Multiplo
1.1.1 Cenario epidemiolégico

O mieloma multiplo (MM, CID-11: C90.0) € uma neoplasia maligna de
plasmdcitos provenientes da medula éssea que, de acordo com dados da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer da OMS, foi responsavel por 187.952 novos
casos e 121.388 obitos de pacientes de ambos os sexos em 2022. A incidéncia
mundial, neste mesmo ano, foi de 1,8 casos/100 mil habitantes com taxa de
mortalidade mundial de 1,1 6bitos/100 mil habitantes (WHO, 2022). Por nao ter
notificacdo compulsodria e, portanto, ndo compor as estimativas anuais do INCA, ha
poucas informagdes epidemiolégicas de base populacional brasileira sobre o
mieloma multiplo e as neoplasias plasmocitarias, o que dificulta a analise da
magnitude da doenga no pais e impacta na construgdo de politicas publicas
direcionadas. Entretanto, dados do Painel Oncologia Brasil demonstram que, entre
2013 e 2022, foram diagnosticados cerca de 3.000 casos de MM anualmente, em
ambos o0s sexos, estimando-se 1,48 casos/100 mil habitantes, dado que a
populagao brasileira em 2022 foi de 203.080.756 (BRASIL, 2024; BRASIL, 2022).

Grafico 1 — Casos de mieloma multiplo e neoplasias malignas de plasmécitos por
ano (2013-2022)

5.000

4.552

4.500

4.000 3.840
3.463 3.399

m2013
m2014

3.500

3.000 W 2015

2564 2.647

2.453 2.454 2.484 2016

'
& 2.500
12017

2.000 2018

1.500 -+ w2019

1.000 - 2020
2021
500 -
2022

C90 - Mieloma muiltiplo e neoplasias malignas de plasmdcitos

Anos

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2024.



7

Atualmente ndo foram definidos riscos etioldgicos. Algumas condigdes
clinicas estao associadas ao maior risco de desenvolvimento do MM, tais como a
GMSI, o plasmocitoma solitario e o MM latente. Entretanto, idade, sexo,
ascendéncia negra, obesidade, fatores ambientais e ocupacionais (exposi¢do a
radiagdo, pesticidas e benzenos), localizagdo geografica e histérico familiar de
MGUS estao associados a maior prevaléncia da doenca. Observa-se disparidade na
incidéncia de MM entre homens e mulheres, sendo 47% maior para os primeiros;
incidéncia 2 vezes maior em pessoas negras do que em caucasianas, sendo mais
de 3 vezes maior em idades mais jovens, demonstrando inicio precoce do
desenvolvimento da doenca para este grupo; € menor incidéncia em pessoas
asiaticas e nascidas nas ilhas do Pacifico Sul. Também existe forte associacao de
risco entre parentes de primeiro grau, especialmente em homens negros. A
localizagdo geografica com maior IDH esta associada a taxa de mortalidade
padronizada para a idade cerca de 3 vezes maior em relagdo as localidades
estudadas com menor IDH (PADALA et al., 2021; HUANG et al., 2022). No Brasil,
ha poucos dados de base populacional sobre a epidemiologia do MM, mas dados do
Observatorio de Oncologia apontam uma mediana de idade destes pacientes de 63
anos (variacao de 18 a 100 anos) (MELO, s.d.).

1.1.2 Fisiopatologia e diagnéstico da neoplasia

A fisiopatologia se baseia na produgdo excessiva de cadeias leves livres
séricas (K ou A) e de cadeias pesadas de imunoglobulinas monoclonais, bem como
proteinas M, por células secretoras de anticorpos (plasmacitos), diferenciadas e
proliferadas a partir de linfécitos B maduros presentes na medula éssea. Dessa
maneira, as manifestagdes clinicas do MM decorrem, em geral, da infiltracdo de
células plasmaticas na medula 6ssea ou de imunoglobulinas em 6érgéos,
apresentando-se com base no acrénimo “CRAB”: hipercalcemia (calcium elevation),
com concentragdes corrigidas de calcio sérico iguais ou superiores a 11 mg/dL de
origem na destruicdo Ossea, 0 que pode causar alteragcdo do estado mental,
fraqueza muscular, sede e constipagdo; insuficiéncia renal (renal failure) com
creatinina elevada, causada pela hipercalcemia e deposi¢ao de cristais de fosfato de
calcio nos tubulos renais e nefropatia de cadeias leves, o que pode sobrecarregar o

orgao com proteinas que nao podem ser filtradas ou reabsorvidas; anemia (anemia),
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geralmente associada a fadiga no momento do diagndstico, devido a diversos
fatores: substituicdo da medula dssea por células plasmaticas imaturas, reducao do
numero de precursores eritroides e deficiéncia de eritropoetina devido aos danos
renais; e doenga 6ssea (bone disease), pois a produgao de interleucina-1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a) gera destruicdo Ossea e
inibe a atividade de osteoblastos, resultando em dores osteomusculares e fraturas
patolégicas e comprometendo a mobilidade. Outras manifestagdes clinicas
observadas sédo perda de peso, parestesia e dor de cabeca, que, juntamente ao
acronimo CRAB, destacam a carga da doenga capaz de comprometer a qualidade
de vida do paciente desde o estagio inicial da doenga e levar a queixas relacionadas
a saude mental, como depressdo e ansiedade (SHAH, 2024; BRASIL, 2023;
RAJKUMAR, 2022).

Segundo as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas do Mieloma Multiplo
(BRASIL, 2023), o diagndstico clinico do paciente com suspeita inclui o histérico
clinico completo com investigagcédo dos sintomas iniciais, dependentes das lesbes de
orgaos-alvo como a dor Ossea, anemia, infecgdes (disfungédo leucocitaria) e
alteragdo da funcao renal e avaliagdo da histéria familiar (antecedentes como
infeccao, doenca crdnica, exposi¢ao a substancias carcinogénicas como solventes,
inseticidas e herbicidas, imunossupressao e historico familiar de MM). Os achados
de exame fisico sdo inespecificos e se relacionam a lesdo do érgao-alvo, como a
palidez cutdnea e taquicardia possivelmente resultantes de um quadro anémico,
hepatomegalia, esplenomegalia e linfonodomegalia.

O diagndstico laboratorial avalia na triagem inicial o hemograma completo
(contagem celular e esfregaco), niveis séricos de ureia e creatinina, calcio,
eletroforese e imunofixacdo de proteinas séricas e urinarias, dosagem sérica de
imunoglobulinas (IgA, IgM, IgG e IgE), dosagem de cadeias leves (kappa e lambda)
livres, albumina e desidrogenase lactica (DHL), apoiado por exames de sangue,
urina, aspirado de medula 6ssea e de imagem objetivando identificar lesdes de
orgao-alvo (hipercalcemia, anemia, insuficiéncia renal e lesbes 6sseas), presenca
de proteina monoclonal tumoral (sérica e urinaria) e infiltragdo plasmocitaria na
medula-6ssea (BRASIL, 2023).

A avaliagdo citogenética € obrigatoria para o diagnéstico. A técnica FISH é

utilizada para avaliagao de alteragdes moleculares e avaliagdo do progndstico de
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pacientes recem-diagndsticos, e o painel minimo de investigacdo visa avaliar a
presenca de alteragbes moleculares de importancia progndstica como t(4;14),
del17p13, t(14;16) (BRASIL, 2023).

Na confirmagdo do diagnodstico do MM, exames adicionais devem ser
realizados para apoiar o planejamento terapéutico. Estes exames incluem tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), fibrinogénio,
d-dimero, bilirrubina total (BT) e fragcoes, fosfatase alcalina,
aminotransferases/transaminases, gama-glutamil transferase, acido urico e glicemia
(BRASIL, 2023).

1.1.3 Critério diagndstico, prognéstico e estratificacao do risco

De acordo com a classificagao publicada em 2014 pela IMWG, o diagndstico
do MM sera confirmado com a presencga de lesdo de 6rgao-alvo conforme critérios
CRAB ou pela presenca de, pelo menos, um evento definidor de doenga. Com a
classificagdo apresentada, que contempla trés biomarcadores de malignidade
(aspirado de medula 6ssea, cadeias leves livres e lesbes focais a ressonancia
magnética) avaliados a partir da bidpsia de medula 6ssea, dosagem de cadeias
kappa/lambda leves livres séricas e lesdes focais, € previsto um aumento da
sensibilidade do diagndstico, que possibilita a identificacdo precoce e o inicio
oportuno do tratamento antes que lesdes de 6rgao-alvo potencialmente graves se
estabelecam. Cada um dos novos biomarcadores esta associado a um risco de
aproximadamente 80% de progressao para danos sintomaticos em 6rgaos-alvo em
dois ou mais estudos independentes. Os critérios atualizados representam uma
mudanga de paradigma, uma vez que permitem o diagndstico precoce e o inicio da
terapia antes da les&o do 6rgéo-alvo (BRASIL, 2023; RAJKUMAR, 2023).

Tabela 1 — Critérios diagnésticos de mieloma multiplo

CRAB Parametro diagnéstico

Hipercalcemia Nivel de calcio sérico 1 mg/dL ou acima do limite superior

de normalidade ou superior a 2,75 mg/dL

Insuficiéncia renal Clearance de creatinina inferior a 40 mL/min ou creatinina
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sérica superior a 2 mg/dL

Anemia

Nivel de hemoglobina 2g/dL ou abaixo do limite de

normalidade ou hemoglobina inferior a 10 g/dL

Lesbes 6sseas

Pelo menos 1 lesdo osteolitica a radiografia 6ssea, CT ou
PET/CT.

Biomarcadores

Parametro diagnéstico

Aspirado de medula

Presenca de 60% ou mais células clonais

livres séricas

o0ssea
Cadeias Razao entre niveis séricos de cadeias leves envolvidas e
kappa/lambda leves | nao envolvidas igual ou superior a 100, desde que o nivel

sérico de cadeias leves envolvidas seja de, pelo menos,
100 mg/L

Lesées focais a
ressonancia

magneética

Mais de uma lesado focal a RMN de, pelo menos, 5 mm de

tamanho.

Fonte: Adaptado das Diretrizes Diagnoésticas e Terapéuticas do Mieloma Multiplo

(BRASIL, 2023)

Nesse sentido, € urgente a identificagdo precoce para maior sobrevida do

paciente, mediante cuidados que previnem maior lesédo nos érgaos-alvos.

1.2 Opc¢oes terapéuticas existentes

1.2.1 Mieloma multiplo recém-diagnosticado

A sobrevida durante o tratamento do mieloma multiplo aumentou
significativamente nos ultimos 15 anos, com melhora do progndstico e mediana de
sobrevivéncia estendida para cerca de 6 anos (RAJKUMAR, 2023). Inicialmente
1997,

progressivamente novas opgoes terapéuticas responsaveis pela maior sobrevida de

com a talidomida, no ano de posteriormente foram introduzidas

pacientes com MM, como imunomoduladores (lenalidomida, derivado da talidomida
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introduzido em 2004, e pomalidomida), inibidores de proteassoma de primeira
geracao (bortezomibe), inibidores de proteassoma de segunda geragéo
(carfilzomibe e ixazomibe), anticorpos monoclonais (elotuzumab, daratumumabe,
isatuximab, belantamabe-mafodotina) e a terapia celular CAR-T (BRASIL, 2023).

O TCTH autélogo é o padrao-ouro no tratamento do paciente com MM,
proporcionando um aumento significativo da sobrevida global, sobrevida livre de
doencga e da qualidade de vida. O procedimento consiste em fornecer ao paciente
células progenitoras que podem ser retiradas dele proprio (transplante autélogo,
com células coletadas previamente ao transplante), de um doador (transplante
alogénico) ou até mesmo de células do corddo umbilical. As células-tronco se
alojam na medula éssea, para que ela volte a produzir células sanguineas normais.
A avaliagdo da sua indicagdo deve ser considerada antecipadamente no
planejamento terapéutico considerado o perfil clinico do paciente, com segundo
TCTH autélogo considerado para pacientes que ndo alcangaram, no minimo,
resposta parcial satisfatéria apds o primeiro transplante, para pacientes com alto
risco citogenético ou para pacientes que recairam 18 meses apos o primeiro TCTH
(BRASIL, 2023).

Pacientes nao elegiveis ao TCTH podem iniciar esquema de indugao, que
deve consiste em terapia tripla que deve incluir inibidor de proteassoma e corticoide.
O bortezomibe pode ser utilizado, uma vez que foi incorporado no ambito do SUS
para uso em combinagdo com outros medicamentos no tratamento de pacientes
com MM recém-diagnosticado inelegiveis ao transplante de células-tronco
hematopoiéticas, de acordo com a Portaria SCTIE/MS n° 45/2020 (BRASIL, 2023;
DURIE, 2020), e de pacientes com MM recidivado ou refratario, conforme a Portaria
SCTIE/MS n° 44/2020.

Ndo ha um consenso sobre qual € a melhor sequéncia e combinagédo de
medicamentos a ser utilizada por pacientes com MM recidivado e/ou refratario, mas
os diferentes tipos de tratamentos do MM recidivado ou refratario incluem novo
TCTH autdlogo, repeticdo do uso de medicamentos anti-mieloma ja utilizados
anteriormente ou uso de outros medicamentos nao utilizados na primeira-linha
(BRASIL, 2023; RAJKUMAR, 2022).
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1.2.2 Mieloma muiltiplo refratario ou recidivado

Pacientes com MM R/R podem apresentar trés padrdes: recidivante, mas nao
refratario; recidivante e refratario; e de refratariedade primaria (RAJKUMAR, 2011;
BHATT, 2023).

a. O mieloma multiplo recidivante é definido como progressao da doenca
mesmo apos remissao parcial ou total, com necessidade de terapia de
resgate, e que niao atende aos critérios para categorias de doenca
‘refrataria primaria” ou “recidivante e refrataria”. Em parametros
bioquimicos laboratoriais, a progressédo da doenga é definida como
aumento de 25% em relagdo ao menor valor de resposta confirmada
da proteina M no soro ou aumento absoluto de 2200 mg/dl na urina;
aumento de =225% da menor resposta confirmada entre cadeias leves
livres de soro envolvidas e nao envolvidas (aumento absoluto, >10
mg/dL); ou aumento de 210% da porcentagem absoluta de células
plasmaticas da medula 6ssea. Clinicamente, pode ser definida como a
intensificacdo de sinais e sintomas CRAB em decorréncia da

proliferagao clonal de células plasmaticas subjacentes.

b. O mieloma multiplo refratario é definido como doenca que néo
responde durante a terapia primaria ou de resgate, ou que progride
dentro de 60 dias da ultima terapia. A doenca nao responsiva é
definida como falha na obtencdo de resposta minima ou
desenvolvimento de doenga progressiva (DP) durante a terapia.

i. O mieloma multiplo recidivante e refratario € definido como o
quadro clinico n&o responsivo durante a terapia de resgate ou
que progride dentro de 60 dias da ultima terapia em pacientes
que alcangaram pelo menos a resposta minima (RM)
anteriormente, antes de progredir no curso da doenga.

i. O mieloma multiplo refratario primario é definido como doenca
ndo-responsiva em pacientes que nunca alcangaram resposta

minima em terapia.
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A progressao da doenga pode ser intrinseca ou adquirida, sendo a primeira
relacionada a fatores de resisténcia que envolvem as células neoplasicas
associadas ao microambiente tumoral, e a segunda relacionada a mutagbes nas
células neoplasicas em contexto de tratamento com sensibilidade ao farmaco, com
proliferagcdo clonal de células plasmaticas (D'AGOSTINO & RAJE, 2020;
SCHELLER, 2024; WANG, 2021;).

Apesar do avango observado na terapia nos ultimos anos, a doenga é
incuravel e quase todos os pacientes recidivam ou se tornam refratarios apos
semanas a anos ao tratamento de primeira linha, principalmente aqueles que
apresentam maior risco de anormalidades citogenéticas (s t4;14, t(14;16), 1(14;20),
gain (1q), del (17p), e mutagcdo TP53) ou doenga extramedular, sendo necessarias
estratégias adicionais. Dessa maneira, o objetivo terapéutico para este perfil de
paciente atualmente € o melhor manejo da progressdo da doenga, com eventos
adversos aceitaveis e manutencdo da qualidade de vida do paciente pelo maior
tempo possivel, restabelecendo a remissdo de forma a minimizar a toxicidade
associada as linhas de tratamento anteriores (YANG, 2020; ZHANG, 2023).

O desenvolvimento da resisténcia a quimioterapia, seja intrinseca ou
adquirida, € um componente altamente relevante para o fracasso terapéutico,
sendo, portanto, necessario o surgimento de novas abordagens terapéuticas para
aumento de sobrevida e manutencdo da qualidade de vida de pacientes com
recidiva e/ou refratariedade — o0 que ocorre na maioria dos casos mesmo apoés
remissdo completa, principalmente a recidiva primaria. Trata-se de uma populagao
altamente heterogénea, com uma doenga sem consenso de conduta para a linha de
tratamento em recidiva/refratariedade ainda que seja preferivel alterar a classe
terapéutica na nova terapia. Assim, torna-se essencial a investigacdo e
compreensao do mecanismo de resisténcia desenvolvido perante o quadro clinico,
dado que mesmo com a oferta atual de imunomoduladores, inibidores de
proteassoma e anticorpos monoclonais os pacientes apresentam recidivas cada vez

mais curtas apoés a terapia (BRASIL, 2023).
1.3 Terapia CAR-T

A terapia CAR-T impactou o cenario do tratamento de doengas malignas de

células B, fornecendo uma opcgao potencialmente curativa ao tratamento-padrao ao
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combinar a especificidade de anticorpos monoclonais com a citotoxicidade de
células T. A primeira geracdo de moléculas CAR foi planejada no final dos anos
1980 e envolveu um dominio variavel derivado de imunoglobulinas e dominios
constantes derivados de receptor da célula T com o objetivo de aumentar a poténcia
antitumoral e a especificidade de células T, dispensando a necessidade da ligagao
TCR-complexo MHC:antigeno e da apresentacdo de antigeno na superficie de
células tumorais. Os linfocitos T atuam como mediadores da imunidade celular e
reconhecem antigenos intracelulares, destruindo-os ou destruindo as células
infectadas. Eles s& conseguem reconhecer peptideos antigénicos ligados a
proteinas do hospedeiro que sao codificadas pelos genes do MHC - logo, sé
reconhece antigenos associados a superficies celular (ABBAS, LICHTMAN &
PILLAI, 2008).

A identificacdo de antigenos-alvos associados ao tumor é essencial para o
sucesso da terapia CAR-T. No geral, trés pré-requisitos sdo necessarios para
permitir efetividade e seguranga (RODRIGUEZ-LOBATO, 2020):

1) Antigeno homogeneamente expresso na superficie celular do tumor,
importante para a proliferacdo e sobrevida celular de células tumorais;

2) Ligacao do CAR independente a expressdao do MHC, minimizando o
risco do mecanismo de escape do sistema imune devido a
downregulation do HLA; e

3) Antigeno ndo deve ser expresso em tecidos saudaveis para minimizar
efeitos on-target/off-tumor.

Nos ultimos anos, a terapia CAR-T recebeu destaque como uma alternativa
de imunoterapia altamente promissora para pacientes com mieloma multiplo
recidivado e/ou refratario. A terapia se inicia na leucaférese do paciente, com as
células T coletadas modificadas geneticamente a partir de retrovirus nao
oncogénicos (lentivirus) em laboratorio para fusdo das moléculas recombinantes
CAR, que consistem em um dominio de reconhecimento de antigeno derivado de
um anticorpo monoclonal e sinalizagao intracelular de células T e dominios
coestimulatérios contendo um ectodominio, um dominio transmembranar (TMD) e
um endodominio (CHOI & KANG, 2022). A apresentac&do de antigeno associada ao
MHC |, receptores presentes em todas as células nucleadas, € reduzida em células

tumorais malignas como parte do mecanismo de evasao da resposta imune. O MHC
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| se liga a receptores de células T CD8+ e, dado que as CAR-Ts possuem esse
receptor modificado, a ativacdo nao ocorre. Apés multiplicagao in vitro, a dose é
administrada via infusdo com o objetivo de reconhecimento e lise das células
neoplasicas (RODRIGUEZ-LOBATO, 2020).

Figura 1 — Processo de producéo de células CAR-T
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] 0

. P & : g
Y o — | «—— Aférese
 hidh §o
’ ‘ Ativacao e expansao
Modificacdo genética de de células T

células T a partir do lentivirus

Fonte: Autoria propria, via BioRender.

A estrutura CAR-T possui um dominio de ligacdo extracelular composto de
cadeias leves e pesadas de um anticorpo monoclonal conectado a um spacer, um
peptideo flexivel, para formar um fragmento scFv. Projetado para fornecer
especificidade e afinidade ao antigeno-alvo, esse fragmento visa epitopos do
antigeno-alvo, permitindo a ativagcao de células T independente do MHC. Além
disso, o dominio transmembrana e o dominio intracelular CD3( ligam o dominio de
ligacdo extracelular do CAR aos dominios intracelulares, mas também podem
influenciar na estabilidade, sinalizagdo e preferéncia do CAR para ligagado proximal
ou distal. O dominio transmembrana e o dominio intracelular promovem a primeira
sinalizacao downstream, estimulando a ativagao da célula T no nivel celular a partir
da ligagdao ao antigeno. Embora o dominio de ativagao seja tipicamente um motif
baseado em CD3(, este dominio de ativagdo por si s6 ndo produz ativacédo e

persisténcia suficientes de células T, necessitando de uma segunda sinalizagcao
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intracelular, funcdo preenchida pelo dominio coestimulatério na 22 geragao de
células CAR-T, como os CD28 ou CD137 (ou 4-1BB) (GAHVARI, 2024;
SCHELLER, 2024; YANG, 2023). Isso minimiza a resposta fisioldgica de células T,
melhorando a citotoxicidade, proliferacédo e persisténcia (D'AGOSTINO & RAJE,
2020). Apos a estratégia de transferéncia de gene in vitro, as células T do paciente
sdo capazes de reconhecer os antigenos tumorais nas células plasmaticas do MM,
promover a liberagao de citocinas proé-inflamatdrias como IFN-y, TNF-a e ativagao
do ligante Fas/Fas (Fas/FaslL), mediar a morte da célula tumoral por meio da
secregdo de granulos citotoxicos contendo perforinas e granzimas e sofrer
proliferagdo (NIH, s.d.; ZHANG, 2023).
Figura 2 — Estrutura da célula CAR-T anti-BCMA (22 geracéo)
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Fonte: Autoria propria, via BioRender.

A maioria dos ensaios clinicos que visam testar as células CAR-T em
humanos pertencem a 22 geragao (D'AGOSTINO & RAJE, 2020). A 32 geracgao de
células CAR-T inclui dois ou mais dominios coestimulatorios e a 4% geracdo é
conhecida como “células CAR-T blindadas”, coexpressando “genes suicidas” ou

citocinas-chave com o mesmo vetor de construcgao.
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Um dos fatores decisivos para o sucesso da terapia CAR-T é a escolha do
antigeno-alvo, pois células CAR-T podem induzir respostas imunoldgicas
promissoras contra células através da expressao do alvo, portanto, este antigeno
deve ser 0 mais especifico possivel ao tumor para minimizar o risco de toxicidade.
Células plasmaticas do MM sao estritamente dependentes do ambiente da medula
Ossea, e expressam diferentes moléculas na superficie celular como receptores ou
moléculas de adesdo que exploram a funcdo de crosstalk e adesdo. Algumas
dessas moléculas sao o cluster de diferenciacao 38 (CD38), a SLAMF7 e o BCMA,
altamente expressos nessas células, o que os caracteriza como bons alvos para

novas estratégias terapéuticas como anticorpos monoclonais (ROMANO, 2021).
1.4 BCMA

O BCMA é uma glicoproteina transmembrana tipo Ill de 20,2 kDa, também
chamado de CD269 ou membro 17 da superfamilia de TNFRSF-17 codificado pelo
gene de 2,92 kb TNFRSF-17, localizado no brago curto do cromossomo 16
(16p13.13) e composto por 3 exons separados por 2 introns, contendo 184
aminoacidos e uma por¢cao N-terminal com motif conservado de 6 cisteinas. Ha
quatro variantes naturais de splice do BCMA humano que apresentam diferentes
afinidades de ligacédo ao receptor, capacidade de ancoragem a membrana e
sinalizagao de dominio intracelular (YU, JIANG & LIU 2020).

O BCMA ¢ indetectavel em células B naive, células-tronco hematopoiéticas,
ou em tecidos n&o-hematolégicos normais, exceto em alguns 6rgdos como
testiculos, traqueia e algumas por¢des do ducto gastrointestinal devido a presenca
de células plasmaticas. Nesse caso, a regulagao positiva é induzida pela proteina-1
de maturacéo induzida por linfocitos do fator B de transcricdo (Blimp-1), um fator de
transcricdo envolvido no desenvolvimento e sobrevida de células plasmaticas. O
BCMA, o BAFF-R e TACI regulam a maturacao, proliferacdo e sobrevivéncia da
proliferacdo de células B, bem como a diferenciagdo em células plasmaticas. Logo,
sua atuagao € importante na sobrevivéncia a longo prazo de células plasmaticas e
na diferenciacéo de células B em células plasmaticas. Entretanto, ao contrario dos
outros dois receptores — TACI € expresso em niveis muito baixos e BAFF-R é
praticamente indetectavel —, o BCMA é uma glicoproteina transmembrana altamente

expressa em quase todas as linhas de plasmdcitos neoplasicos em comparagao
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com células saudaveis, sendo um alvo terapéutico amplamente testado entre as
novas estratégias da imunoterapia do MM (ROMANO, 2021; YANG, 2023; YU,
JIANG & LIU 2020).

O BCMA possui como ligantes agonistas o APRIL e o fator de ativagdo de
células (BAFF), que sdo secretados principalmente pelas células estromais da
medula éssea, osteoclastos e macrofagos de forma paracrina e sdo responsaveis
pela homeostase e manutengdo do desenvolvimento e sobrevida de células B
através da transmissao de sinais relacionados a sobrevivéncia. O ligante APRIL
apresenta afinidade muito superior ao BCMA do que o BAFF e também é agonista
do TACI, enquanto o BAFF tem seletividade restrita ao BAFF-R. Dessa forma,
APRIL também €& mais especifico a células plasmaticas e se apresenta em niveis
séricos 5x maiores em pacientes com MM em comparagdo com controles
saudaveis, sendo cada vez maior conforme o avango do estagio do MM. Alguns
estudos demonstram que células MM podem estimular osteoclastos a produzir mais
APRIL, o que contribui para um microambiente imunossupressor na medula 6ssea e
sugere que adicionar anticorpos monoclonais anti-APRIL em imunoterapias
direcionadas ao BCMA poderia superar esse microambiente induzido por células
MM e, assim, aumentar a ADCC contra células MM (RODRIGUEZ-LOBATO, 2020;
ROMANO, 2021).

Apo6s a ligacdo dos agonistas ao BCMA, multiplas cascatas de sinalizacao de
crescimento e sobrevivéncia sdo ativadas em células MM, principalmente o factor
nuclear kappa B da cadeia leve de células B ativadas (NF-kB), mas também
incluindo a via proteina-quinase ativada por mitégeno por gene virus de sarcoma de
rato (RAS/MAPK) e Fosfadidilinositol 3-quinase e proteina quinase B/AKT
(PIBK/AKT). Essas vias resultam em estimulagdo da proliferacdo, aumento da
sobrevivéncia através da regulagcdo positiva de proteinas antiapoptéticas (por
exemplo, MCL-1, BCL-2, BCL-XL) e produgédo de moléculas de adesio celular (por
exemplo, ICAM-I), fatores de angiogénese (por exemplo, VEGF, IL-8) e moléculas
imunossupressoras (por exemplo, IL-10, PD-L1, TGF-B) (YU, JIANG & LIU 2020).

Como nova proposta de abordagem terapéutica, o CAR-T anti-BCMA tem
apresentado sucesso terapéutico para pacientes com MM R/R (ZHANG, 2023),
incluindo pacientes com EMD, apesar de apresentarem menor sobrevida geral e

sobrevida livre de progressdo em comparagao ao grupo de pacientes que ndo a tem
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(QUE, 2021). Os anticorpos anti-BCMA sao capazes de induzir resposta clinica por
meio de multiplos mecanismos: induzindo apoptose direta e também através de
respostas imunes que levam a morte celular de plasmodcitos neoplasicos que
expressem o BCMA (ABHH, 2021).

2. OBJETIVOS

O presente trabalho objetiva apresentar uma revisao bibliografica e
apresentagcao de mecanismos microambientais e macroambientais de resisténcia a
terapia CAR-T, com foco na terapia anti-BCMA, em pacientes que apresentam

mieloma multiplo em recidiva e/ou refratario.

3. MATERIAIS E METODOS

A metodologia do presente trabalho consistira em uma revisdo bibliografica
de artigos de revisdo sobre o atual panorama terapéutico do mieloma multiplo,
mecanismos de resisténcia a terapia CAR-T em mieloma multiplo em recidiva e/ou
refratario com foco no alvo terapéutico BCMA e estratégias atualmente estudadas e
adotadas como tratamento de resgate complementar.

As bases de dados utilizadas foram Web of Science e PubMed. As
palavras-chave e/ou termos de busca usados na coleta dos artigos, combinadas ou
isoladamente, serdo “multiple myeloma”, “resistance”, “CAR-T”, “refractory”,
"relapsed”, “BCMA”.

3.1 Critérios de inclusao

Em relagdo a artigos com atualizagdes recentes sobre a farmacoterapia do
mieloma multiplo e aos mecanismos de resisténcia a terapia celular CAR-T, foram
usados somente artigos de revisdo publicados entre os anos de 2018 e 2024 com o
objetivo de obtencdo de informacgdes atualizadas sobre o tema. No ultimo caso,
foram usados como critérios de inclusdo os termos “mechanism of resistance”,

” 113

“‘multiple myeloma”, “relapsed”, “refractory” e “CAR-T”.
3.2 Critérios de exclusao

Serédo desconsiderados artigos anteriores ao ano de 2018 e que abordem
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estudos clinicos de outras opgdes terapéuticas que nao a terapia celular CAR-T

limitadas as fases 1 e 2 para maior assertividade da discussao.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Cenario da terapia CAR-T anti-BCMA

Atualmente, ha duas terapias CAR-T anti-BCMA aprovadas pela FDA,
agéncia regulatoria dos Estados Unidos, para o tratamento de pacientes com MM
R/R: ABECMA (idecabtagene vicleucel, ide-cel, bb2121), aprovada em mar¢o de
2021 para o tratamento de pacientes com MM R/R com histérico minimo de 4 linhas
de tratamento a partir do ensaio clinico KarMMa, e aprovada em abril de 2024 para
pacientes com MM R/R apds 2 ou mais linhas de tratamento incluindo agentes
imunomoduladores, um inibidor de proteassoma e um anticorpo monoclonal
anti-CD38; e CARVYKTI (ciltacabtagene autoleucel, cilta-cel, LCAR-B38M),
aprovada em 2022 para pacientes com histérico minimo de 1 linha de tratamento,
incluindo inibidores de proteassoma e agentes imunomoduladores, e que seja
refratario a lenalidomida, a partir do ensaio clinico CARTITUDE-1 (JOHNSONS &
JOHNSONS, 2024; ABEBE, 2022). No Brasil, o tratamento com CARVYKTI &
aprovado pela ANVISA para pacientes com MM R/R com histérico de pelo menos
trés classes de medicamentos indicados para esse tipo de cancer (agentes
imunomoduladores, inibidores de proteassoma e anticorpos monoclonais) (ANVISA,
2022).

A seguranca e eficacia do ide-cel foi avaliada através do ensaio clinico
KarMMa (open-label, multicéntrico, fase Il, n=127), que objetivou avaliar a
seguranca e eficacia do ide-cel em pacientes com MM R/R apés no minimo 4 linhas
terapéuticas (IMiD, PI, e anti-CD38). Entre todos os grupos, a taxa de resposta
objetiva (do inglés objective response rate, ou ORR), que busca parametrizar a
proporcao de pacientes com redugao do tumor através da duracdo da resposta
entre a resposta inicial e a progressao do tumor, foi de 73%, com 33% dos pacientes
obtendo resposta completa (RC) ou superior em uma média de 13,3 meses. A
sobrevida livre de progressao mediana (do inglés progression-free survival, ou PFS),
que busca informagdes de sobrevida global ao corresponder ao tempo desde a

randomizacado até a progressao objetiva do tumor ou morte, foi de 8,8 meses. Os
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resultados atualizados foram apresentados na ASCO 2021, com resultado
secundario de sobrevida geral mediana de 24,8 meses. A segurancga e eficacia de
cilta-cel foi avaliada através do ensaio clinico CARTITUDE-1 (open-label, fase 1b/1l),
que demonstrou que cilta-cel induz respostas profundas e duraveis em pacientes
MM R/R com histérico de 3 linhas terapéuticas. Entre todos os grupos, ORR foi de
98%, RC foi de 80% e VGPR (very good partial response, do inglés), foi de 94,8%. A
PFS mediana nao foi alcancada e o cilta-cel demonstrou um perfil de seguranca
favoravel. Os dados recentes de acompanhamento de 2 anos para CARTITUDE-1
foram apresentados na ASCO 2022 e mostraram uma taxa de RC de 82,5% e PFS
de 2 anos em 60,5% (TANENBAUM, MIETT & PATEL, 2023). No entanto, como os
dois estudos foram realizados em coortes distintas, pode haver viés de confusdo na
comparagao prognostica. Cilta-cel apresentou PFS notavel, entretanto, a maior
eficacia foi associada a mais eventos adversos, com maiores taxas de STC,
neurotoxicidade e citopenias. Apesar do STC de taxa de grau 3 ou superior fosse
comparavel a de ide-cel, cilta-cel apresentou taxas mais altas de neurotoxicidade de
grau 3 ou superior, incluindo sintomas semelhantes ao parkinsonismo.
Estruturalmente, cilta-cel e ide-cel sao agentes autélogos CAR-T de segunda
geracao geneticamente modificados com anticorpos anti-BCMA no ectodominio com
direcionamento contra antigenos BCMA, bem como um transmissor de sinal
primario (CDz). Ambos incorporam o CDz-4-1BB como molécula coestimulatéria
(CDz-4-1BB) no dominio endo. No entanto, ide-cel contém um unico scFv murino, e
cilta-cel tem um design exclusivo que expressa duas cadeias pesadas de
camelideos (VH), que se ligam a dois epitopos diferentes do antigeno BCMA, o que
resulta em maior avidez de ligagcao as células-alvo e imunogenicidade reduzida em
comparagao com ide-cel. Nao esta claro, no entanto, se isto esta relacionado com a

melhor profundidade e remissao observada no caso do cilta-cel (SCHELLER, 2024).
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Figura 3 — Comparacao estrutural entre lde-cel e Cilta-cel, duas terapias CAR-T

anti-BCMA aprovadas.

A) Ide-cel (ABECMA®) B) Cilta-cel (CARVYKTI®)

camelid

VHH

murine

scFV

CDBa Spacer —— CDBa Spacer ——,

CcD8aTM — COHGTM:=—

DS EEEILERINIREIIITOLODIRNLSDE FREBIEIESELPTIDEATIDITIEDD FEOSSLIILEROIESIILILVITIEDODT L LT T R e T T e

CBEE30000850008R0005080005008008

B80088005008008008000000008808088

ITAM

7 ITAM [

Fonte: Retirado de SCHELLER, 2024

Os principais eventos adversos relacionados a terapia CAR-T sdo a STC e a
ICANS. A STC ocorre ap6és migragao do CAR-T até o local do tumor, onde ocorre
reconhecimento do antigeno-alvo expresso nas células tumorais. Posteriormente, as
células CAR-T ativadas proliferam, levando a secre¢cdo de IFN-y, TNF-a e
catecolaminas, o que ativa tanto as células imunes (macréfagos) quanto ndo-imunes
(endoteliais). A produgdo de citocinas como IL-6, IL-1, éxido nitrico e TNF-a leva a
morte da célula tumoral e ao inicio da STC, que causa vazamento capilar e danos
aos orgaos-alvo com hipotensdao. Mediante o favorecimento por uma barreira
hematoencefalica alterada, na fase quatro o ICANS pode evoluir pela infiltracao de
citocinas, CAR-T e células imunoldgicas no sistema nervoso central. No final, as
células T sofrem morte celular induzida pela ativacdo apds a erradicagao do tumor,
levando a resolugdo da STC/ICANS (HUGHES, TEACHEY & DIORIO, 2024).

Os eventos adversos capturados no ensaio clinico KarMMa-2 (n=128), foram
capturados eventos adversos como neutropenia (91%), STC (84%, sendo grau 3 ou

superior em 5%), anemia (70%) e trombocitopenia (63%). J& o ensaio clinico
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CARTITUDE-1 (n=97) incluiu eventos adversos como STC (94,8%), neutropenia
(96%), anemia (81%), e trombocitopenia (79%). Além disso, os eventos adversos de
natureza hematoldgica de grau 3 ou superior foram neutropenia (95%), anemia
(68%), leucopenia (61%), trombocitopenia (60%), e linfopenia (49%), sendo o STC o
principal deles entre os que exigiram monitoramento e manejo terapéutico, em geral
no grau 1 ou 2 (SCHELLER, 2024).

Com base em seus respectivos ensaios clinicos, tanto o cilta-cel quanto o
ide-cel apresentam taxas de resposta geral (ORR) e resultados de sobrevida (PFS)
elevados em pacientes com MM R/R, o que é maior eficacia do que as linhas de
terapia (LOTs, do inglés lines of therapy) convencionais de MM. Ambas as terapias
apresentam outcomes de eficacia significativamente melhores em pacientes com
histérico de trés linhas terapéuticas em comparagdo com terapias de combinacao
recentemente aprovadas (slinexor em comparacdo com dexametasona,
belantamabe mafodotin e melfalan fluenamida). Essas terapias de combinacgao
atingiram baixo ORR, com faixa entre 26-34%, e um PFS limitado de menos de 5
meses (60-62) (ABEBE, 2022)

4.2 Mecanismos de resisténcia contra a terapia CAR-T anti-BCMA

Apesar de todos os beneficios apresentados pela terapia, com possivel
producdo nacional para politica de incorporagédo pelo SUS e estudos clinicos
conduzidos para outros tratamentos oncoldgicos e de mieloma, mais de 50% dos
pacientes apresentam nova recidiva em periodo inferior a 12 meses em relagéo ao
inicio da terapia com CAR-T anti-BCMA. Os mecanismos de resisténcia a
imunoterapia podem levar a progressdao da doenga, incluindo evolugdo clonal e
subclonal, e a compreensdo dos mecanismos subjacentes sdo essenciais para
promover estratégias de prevengcdo e aumentar a eficacia da terapia CAR-T.
Entretanto, o exato mecanismo de resisténcia pos terapia CAR-T permanece
indefinido. Os mecanismos de resisténcia estao intimamente relacionados a fatores
intrinsecos as células CAR-T (exaustdo de células T e baixa persisténcia), ao
microambiente tumoral (ligantes imunossupressores) e as préprias células tumorais
(anticorpos anti-CAR e escape do antigeno) (SCHELLER, 2024).
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4.2.1 Baixa persisténcia da CAR-T e senescéncia celular

De acordo com os dados do ensaio clinico NCT02658929 (n=33), as células
CAR-T foram detectaveis até 3 meses pds-infusdo, chegando a taxa de deteccéao
em somente 20% dos pacientes em 12 meses (RAJE, 2019). Por isso, acredita-se
que a perda do manejo sobre o mieloma ocorra devido a ndo persisténcia de células
CAR-T apdés os primeiros 3-6 meses. Nesse sentido, o imunofendtipo da
subpopulacao de células T usada na producédo de CAR-T e a qualidade dela pode
ser um fator relacionado a sua atividade antitumoral: as subpopulacdes de células T
sdo heterogéneas e cada subpopulacdo pode ter capacidade diferente de
proliferagcdo e longevidade quando usada para fabricar ceélulas CAR-T. Mais
especificamente, células T naives e células T de memoaria central (TMC) mostraram
melhor proliferagcdo e processos de senescéncia e de exaustdo mais lentos. Um
estudo mostrou que uma percentagem mais elevada de células T CD8" com
caracteristicas de células T naives ou de memoria estaminal no produto de aférese
estava associada a melhores resultados, uma vez que os investigadores
observaram uma expans&o in vivo mais robusta e uma persisténcia mais longa.
Além disso, os investigadores do estudo demonstraram que a composigdo de
células T é alterada ao longo do tempo conforme a administragdo de diferentes
linhas de quimioterapia, e a frequéncia de células T de memdria precoces em
pacientes que receberam mais linhas de tratamento € menor (D'AGOSTINO &
RAJE, 2020).

Além disso, uma possibilidade de risco para a baixa persisténcia é a
imunogenicidade de células CAR-T. Até recentemente, a maioria das células CAR-T
anti-BCMA avaliadas na clinica derivavam o fragmento scFv de espécies
nao-humanas (murino para ide-cel e camelideo para cilta-cel). A utilizagdo de scFv
nao-humano pode induzir imunogenicidade resultante de uma resposta imunitaria
adaptativa apds a infusdo de células CAR-T, o que pode desempenhar um papel na
limitacao da persisténcia das CARs. O estudo LEGEND-2 com LCAR-B38M (scFv
derivado de camelideo com dois diferentes epitopos de BCMA nas células-alvo)
mostrou que 6 pacientes (n=17 pacientes com MM refratario e/ou em recidiva)
apresentaram altos niveis de anticorpos anti-CAR, com progressao ou nova recidiva

em 6 meses. Esta incidéncia de recidiva foi significativamente maior do que a de
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pacientes sem imunogenicidade humoral detectavel. Portanto, os anticorpos
anti-CAR constituem um alto risco de recidiva apds a terapia CAR-T. Neste estudo,
8 pacientes receberam ciclofosfamida e fludarabina como linfodepleg¢ao, enquanto 9
pacientes receberam apenas ciclofosfamida. Os 6 pacientes que apresentavam
novo episodio de recidiva receberam apenas ciclofosfamida, sugerindo que o regime
de linfodeplecdo tem um impacto essencial na incidéncia desta imunogenicidade
(MANIER, 2022). Nesse sentido, ha preocupagdes em relagao ao uso de fragmentos
scFv nao-humanos na produgdo de CAR-T, o que poderia induzir uma reagao
imunoldgica com produgdo de anticorpos anti-CAR, possivel clearance das células T
e maior risco de recidiva apés a terapia (CHOI & KANG, 2022).

Por fim, possiveis causas da baixa persisténcia sido altos niveis de
concentracdo de CAR, com tendéncia de agregacao de scFv, levando ao
desemparelhamento V-V, a partir da interacao hidrofébica intrinseca, comprimento
do spacer extracelular e composicao, que podem ser agonistas do receptor Fc em
células que o expressam, levando a ativagao/sinalizagao off-target, resultando na
crescente sinalizagdo tonica independente do antigeno-alvo, exaustdo de células T
e induzindo a morte da célula CAR-T (D'AGOSTINO & RAJE, 2020; WANG, 2022).

4.2.2 Exaustao de células T

Mecanismo potencial para a ocorréncia de recidiva em terapias anti-BCMA, a
diferenciacao de células T CD8" pode ser subvertida para um estado de exaustao
caracterizado pela perda da fungao efetora e diminuicédo da capacidade proliferativa
apos estimulacao antigénica crénica. Células T hiporresponsivas levam a redugao
da expressdo de citocinas efetoras e a regulacdo positiva de receptores de
checkpoint  imunoldgico inibitérios, como morte programada-1 (PD-1),
imunoglobulina de células T e mucina 3 (TIM-3), gene-3 de ativagao de linfocitos
(LAG-3) e imunoreceptor de células T com dominios imunoglobulina e ITIM (TIGIT)
(REJESKI, 2023). No contexto de células CAR-T ou anticorpos biespecificos, as
respostas terapéuticas tém sido associadas a maior ratio CD4:CD8 e uma maior
frequéncia de células T CD45RO™ CD27°CD8" em pacientes com MM nos estagios
iniciais; no geral, fenotipos enriquecidos de células T com exaustdo ou senescente
sdo observados em pacientes no estagio mais avangado, o que indica que a

qualidade da terapia pode ser significativamente maior nos estagios iniciais da
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doenca, quando o microambiente € menos imunossuprimido. Entretanto, ainda séo
necessarias mais evidéncias para entendimento desse mecanismo de resisténcia
(MANIER, 2022). Além disso, as células CAR-T nao tém atuacgao independente in
vivo, e dependem de crosstalk constante mediado por citocinas com o TME (via

IFN-g e IL-12) para sustentar a sua acgéo efetora a longo prazo (REJESKI, 2023).
4.2.3 Escape do sistema imune

Imunoterapias direcionadas a um Uunico antigeno na superficie da célula
tumoral podem induzir o mecanismo de downregulation de proteinas enoveladas
presentes na superficie celular de células tumorais, reconhecidas pelo fragmento
scFv presente na estrutura CAR, evitando o reconhecimento por células do sistema
imunologico (CHOI & KANG, 2022). No entanto, o escape do antigeno nao parece
ser tdo frequente no contexto de terapias anti-BCMA, provavelmente devido ao seu
papel na proliferacdo e sobrevida de células plasmaticas. No estudo KarMMa, o
mecanismo de perda de antigeno na recidiva foi observado em apenas um paciente
entre 16 pacientes com recidiva por avaliagdo imuno-histoquimica. Através da
mensuracao de sBCMA no soro, somente 3 pacientes (n=71) apresentaram niveis
baixos ou indetectaveis no momento da progressao da doenga, sugerindo perda do
antigeno em aproximadamente 4% dos casos (MANIER, 2022). Ainda, a correlagao
entre o nivel de densidade da expressao de BCMA com a resposta a terapia CAR-T
anti-BCMA permanece controversa e ainda € discutida: no ensaio bb2121 (ide-cel),
o nivel de expressdao de BCMA em células plasmaticas n&o se correlacionou com a
resposta ao tratamento com BCMA CAR-T (CHOI & KANG, 2022). Entretanto,
recentemente foi relatado que a perda de expressdo de BCMA pode ser causada
por alteragcado genética, como perda bialélica de BCMA, que pode conferir resisténcia
ao tratamento de resgate com terapia semelhante ou outra terapia direcionada ao
BCMA (CHOI & KANG, 2022). A delecado de 16p, incluindo o locus BCMA, esta
presente em aproximadamente 6% a 7% dos pacientes recém-diagnosticados ou
recidivantes/refratarios, frequentemente junto com a dele¢cdo do 17p, com delegao
de cépia e segunda mutagao de perda de funcédo de cédpia. No momento, ndo se
sabe se esses pacientes apresentam maior risco de apresentacido do mecanismo de
perda do antigeno apds a imunoterapia. Paradoxalmente, a perda da expressao de

BCMA também foi associada a niveis baixos de sBCMA, produzido
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predominantemente por células MM, no momento da progressédo com aumento da
carga de MM (REJESKI, 2023; SAMUR, 2021). Por fim, células tumorais no
mieloma multiplo possuem subclones heterogéneos que coexistem, com expressao
superficial de BCMA variavel, bem como sao heterogéneas entre diferentes
pacientes, o que pode resultar em um cenario em que terapias com um Unico
antigeno-alvo podem ser insuficientes para o manejo a longo prazo da doenga, bem
como pode induzir a perda do antigeno ou a downregulation, levando a um
mecanismo de resisténcia de escape tumoral do sistema imune gerando subclones
BCMA negativos (BCMA~) (SCHELLER, 2024; YANG, 2023).

Foram descritos casos de recidivas de BCMA apds terapia com células T
CAR anti-BCMA. No ensaio NCI, um paciente apresentou uma populacio
persistente de células BCMA™ na medula éssea 56 semanas apds o tratamento. No
momento da progressao do mieloma (68 semanas apds o tratamento), a populacao
BCMA~ ainda estava presente, mas também foi observada uma populacéo
reemergente de células BCMA®. No ensaio de Cohen et al., 12/18 (67%) pacientes
apresentaram uma reducdo na intensidade do BCMA em pelo menos um momento
pos-infusao, principalmente apds o periodo de 1 més. Este efeito foi mais frequente
em células residuais de MM de pacientes que responderam a terapia em
comparagao com aqueles que nao responderam. No estudo FCARH143, um
paciente teve uma recidiva com a evidéncia de uma populacdo de células
plasmaticas MM BCMA~ e uma reducao geral de 70% na expressdo de BCMA entre
as células MM BCMA" restantes (D'AGOSTINO & RAJE, 2020).

4.2.4 Microambiente tumoral imunossupressor

Alguns pacientes ainda apresentam recidiva com células MM BCMA"™ mesmo
tendo niveis detectaveis de células CAR-T anti-BCMA, sugerindo que somente a
persisténcia da célula CAR-T e a expressao do antigeno nas células-alvo podem né&o
ser suficientes em relagdo a imunidade antitumoral a longo prazo (D'AGOSTINO &
RAJE, 2020). Os fatores que contribuem para o mecanismo de resisténcia
relacionado ao microambiente tumoral imunossupressor (TME) incluem a
inacessibilidade das células do mieloma pelas células CAR-T, dado que as células do
mieloma residem no microambiente da medula éssea, consistindo em um amplo

espectro de tipos de células e proteinas da matriz extracelular, incluindo fibronectina,
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colageno, laminina e osteopontina. Um fenbmeno semelhante foi recentemente
ilustrado por imagens intravital que rastreiam células CAR-T CD19 em camundongos
portadores de linfoma de células B, que demonstram que células CAR-T ficaram
retidas na forma de agregados celulares nos pulmdes e n&o interagiram com o
antigeno-alvo. As células do mieloma, em particular, desenvolveram capacidades
especificas para escapar a deteccao imunitaria e evitar a morte pelas células CAR-T
(CHOI & KANG, 2022). Citocinas-chave e metabdlitos produzidos, como IL-10, IL-6,
arginase-1 e TGF-B, bem como células com capacidade imunossupressora, como
células T reguladoras (Treg), células B reguladoras (Breg), células supressoras
derivadas de mieloide (MDSCs), macrofagos associados a tumores (TAMs) que
podem expressar moléculas soluveis ou ligadas a membrana influenciam o
prognostico dos pacientes com MM, protegendo as células tumorais. Uma vez que as
citocinas proé-inflamatérias sdo reguladas positivamente apdés o tratamento com
células CAR-T, esta resposta inflamatéria pode, contraditoriamente, apoiar a
sobrevivéncia das células do mieloma. Avancos recentes na tecnologia de analise
unicelular permitirdo descobrir a composi¢cao heterogénea do TME e os principais
perfis moleculares associados a imunossupressao. Além disso, existe a possibilidade
de que as células CAR-T produzem e secretam moléculas de quimiocinas para ajudar
outros tipos de células imunes a trafegar para o tumor (CHOI & KANG, 2022;
GAHVARI, 2024).

Figura 3 — Principais mecanismos de resisténcia a terapia CAR-T anti-BCMA
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Fonte: Autoria propria, via BioRender.



29

4.3 Estratégias de aprimoramento da terapia CAR-T anti-BCMA

Diversas estratégias podem ser utilizadas para demarcar multiplos antigenos
através da terapia CAR-T, incluindo a administragdo de inibidores de
gama-secretase; a coadministracdo de varios produtos CAR-T; o uso de CARs
bicistronicos, que expressam dois CARs distintos e simultaneamente a partir de um
vetor unico através de motifs extracelulares separados; em tandem, que possuem
mais de um site ligante ao antigeno simultaneamente em um unico dominio
extracelular; cotransducao com diferentes construgbes de CAR em um produto
heterogéneo com subconjuntos, abrigando uma de cada construgdo CAR individual,
além de um terceiro subconjunto abrigando ambos os CARs; combinagdo com
medicamentos, como IMiDs e anticorpos anti-CD38, que podem melhorar as
funcdes das células T e esgotar células imunes inibitérias, como células Treg,
células mieloides e células Breg; e regimes de linfodeple¢ao, que podem causar a
deplecédo de células imunossupressoras (SCHELLER, 2024; YANG, 2023).
Estratégias de otimizacdo da construgcdo CAR para reduzir a sinalizagdo ténica
independente do antigeno, que geralmente resulta na exaustao das células CAR-T,
podem prevenir a senescéncia precoce e promover a persisténcia
(RODRIGUEZ-LOBATO, 2020).

4.3.1 Inibidores de gama-secretase

A expressao de BCMA na superficie celular é variavel, e um grande numero
de pacientes apresentam menor expressao do ligante apds a terapia com CAR-T. O
BCMA é eliminado da superficie das células MM pela y-secretase, localizada na
membrana do BCMA, liberando uma forma soluvel de BCMA (sBCMA), que
possivelmente serviria como um biomarcador da carga tumoral de MM e resposta ao
tratamento — permitindo estratégias de gerenciamento da resisténcia a terapia — e
sequestrando células BAFF, impedindo a sinalizagao de desenvolvimento normal de
células B e células plasmaticas e resultando em niveis reduzidos de anticorpos
policlonais (ROMANO, 2021). Além disso, acredita-se que altos niveis de sBCMA
possam competir pela ligagdo ao fragmento scFv, interferindo no reconhecimento de
células MM pela CAR-T. Os niveis de sBCMA tém sido relacionados a infiltragao de

células plasmaticas na medula 6ssea e podem prever o desfecho dos pacientes
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com MM, e altos niveis tém sido associados ao alto risco de progressao de MGUS e
MM. Além disso, altos niveis de sBCMA podem limitar a eficacia terapéutica ao
revestir o scFv anti-BCMA e, assim, funcionar como um mecanismo de
mascaramento de antigeno. No entanto, at¢é o momento, ndo existe nenhuma
evidéncia clinica sugerindo que os niveis de sBCMA possam impactar
negativamente as células CAR-T dirigidas por BCMA (MANIER, 2022). Assim, uma
estratégia adotada é a utilizagao de inibidores de gama-secretase (y-secretase), que
visa elevar a densidade da expressao de BCMA na superficie da célula tumoral do
MM a fim de melhorar a eficacia e reduzir o mecanismo de escape do sistema
imune. Estudos preliminares demonstraram resultados satisfatérios em relagdo ao
uso da terapia. Estruturas CAR que compreendem dominios de ligacdo de alta
afinidade a glicoproteina BCMA podem permitir a ativacao de células CAR-T,
mesmo em pacientes com baixa densidade de BCMA na superficie celular.

O direcionamento simultdneo de outros antigenos relacionados ao mieloma,
como SLAMF7, receptor acoplado a proteina G, classe C, grupo 5, membro D
(GPRC5D), TACI, CD19 e CD38 esta atualmente sob investigagdo (YANG, 2023).

4.3.2 Fragmento scFv humano

Os CARs quiméricos (murinos para ide-cel e camelideos para cilta-cel)
possuem potencial imunogenicidade por terem sequéncias nao-humanas, o que
constitui um fator limitante da terapia com células CAR-T e eliminacdo de células
CAR-T do sistema imune do paciente. A aplicagdo de scFv humanizado ou
totalmente humano e a simplificacdo do dominio de ligagdo ao alvo usando um
dominio de ligacdo apenas de cadeia pesada podem prevenir a rejeicao de células
CAR-T imunomediada, aumentar a eficacia e promover a persisténcia de células
CAR-T (MANIER, 2022).

Orva-cel € uma tecnologia CAR-T anti-BCMA com ligante scFv totalmente
humanizado com o objetivo de reduzir a imunogenicidade. O estudo clinico
EVOLVE, fase 1b/2 (n=44, com histérico com média de 7 linhas de tratamento
anteriores, 86% deles penta-expostos) apresentou ORR de 82%, com 48% dos
pacientes obtendo pelo menos um VGPR. O acompanhamento foi muito curto para
avaliar a duracdo da resposta, mas a companhia patrocinadora descontinuou o
tratamento (RODRIGUEZ-LOBATO, 2020).
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A CTO053 é outra tecnologia CAR-T anti-BCMA com um scFv humano e
4-1BB como dominio coestimulatério. No estudo clinico LUMMICAR-2 (n=20), a
ORR foi de 100% em 14 participantes do estudo, com 11 respostas completas
rigorosas (sCR, 78,6%), 2 VGPR e 1 resposta parcial, com taxa = VGPR de 92,9%
(CHEN, 2021).

4.3.3 Antigeno-alvo duplo

A terapia CAR-T direcionada a um unico antigeno aplica pressao seletiva
contra células tumorais que expressam o antigeno-alvo, o que pode levar ao
processo de downregulation apds exposicdo e ao escape das células tumorais
devido a limitacdo da potencial heterogeneidade da expressao do antigeno em
células tumorais. Ha diferentes estratégias para alcancar o objetivo, como:

1) Infusdo sequencial de duas células CAR-T diferentes, que possuem
diferentes alvos;

2) CARs bicistrénicos (em que duas moléculas CAR independentes s&o
codificadas no mesmo vetor);

3) CARs tandem bivalentes, que reconhecem dois diferentes antigenos
(CHOI & KANG, 2022).

Alguns ensaios clinicos de fase inicial analisaram terapias CAR-T
direcionadas a antigeno duplo foram avaliadas com o objetivo de melhorar a taxa de
resposta e reduzir recidivas. Muitos alvos tém sido estudados, como ligantes
CD138, CD38, CD19, GPRC5D, SLAMF7(CS1), APRIL, TACI, CD229, CD56,
MUC1, NKG2D, integrina b7, FcRH5, CCR10, e CD44v6, mas a maioria ainda esta
na fase pré-clinica, e somente alguns deles sdo explorados em ensaios clinicos,
como CD138, CD38, CD19, GPRC5D, SLAMF7, e integrina b7 (24-27)
(NCTO03778346) (ZHANG, 2021).

A GCO12F é uma tecnologia CAR-T anti-BCMA/CD19, e resultados
preliminares (n=16) de pacientes com MM R/R apresentou ORR de 93,8%, com
todos eles recebendo VGPR ou superior, € em nivel de dose 3, 100% dos pacientes
alcangaram resposta completa e doenga residual mensuravel (DRM) negativo por
citometria de fluxo. Como eventos adversos, STC foi observada em 87,5% dos
pacientes, com grau de 1 a 2, e 12,5% em pacientes com grau 3; nenhuma

neurotoxicidade foi observada. Entretanto, a mediana da duracédo da resposta no
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periodo de acompanhamento foi de apenas de 7,3 meses no cut-off dos dados
(MANIER, 2022; CHOI & KANG, 2022).

O CAR-T de alvo duplo CD138/CD38 ou CAR-T de alvo duplo
BCMA/GPRCSD esta sob investigagdo em um estudo de fase 1 sobre MM CAR-T
(AUTO2) e visa a incorporagéo do receptor APRIL para atingir tanto BCMA quanto
TACI (CHOI & KANG, 2022).

4.3.4 CAR “blindado”

As citocinas, incluindo IL-2, IL-15, IL-21, controlam a expansao in vivo, a
persisténcia e a funcao das células CAR-T. Os atuais produtos CAR-T aprovados
incluiam dominios de sinalizagdo TCR e coestimulatérios, e atualmente ha planos
visando o aumento da eficacia terapéutica do CAR-T via modulagao de citocinas. As
CARs de quarta geracao (4G) sao projetadas para secretar citocinas transgénicas
na sinalizagdo da CAR. Um exemplo € o uso de IL-12 em TRUCKSs de 'células T
redirecionadas para morte universal mediada por citocinas'. As células CAR-T
modificadas ativaram células efetoras no local do tumor, secretando IL-12 apods a
ativacao. Notavelmente, a IL-12 € uma citocina inflamatdria potente com eficacia
anticancerigena comprovada. No entanto, a administragao sistémica de toxicidades
letais limitantes da dose associadas a IL-12 limita a sua utilizagdo terapéutica.
Portanto, as células CAR-T secretoras de IL-12 ndo sO poderiam superar a
imunossupressao pelo microambiente tumoral imunossupressor, mas também tém o
potencial de entregar IL-12 com segurancga aos locais alvo, reduzindo sua toxicidade
sistémica. Devido a sua capacidade de induzir células efetoras da imunidade
adaptativa e inata, os TRUCKs secretores de IL-12 podem aumentar a resposta
imune enddégena contra o cancer. Outras citocinas sado capazes de promover as
funcodes das células CAR-T, como IL-18 e IL-15.

Outro exemplo é a coexpressao de IL-15 e IL-21, que induz tanto a ativagéo
de células T quanto a estimulagdo da imunidade inata. IL-23, outro membro da
familia IL-12, que secreta células CAR-T, também demonstrou mediar melhora na
eficacia terapéutica em modelos de camundongos. No contexto do MM, os sinais
pré-inflamatérios no microambiente da medula 6ssea sdo propensos ao crescimento

tumoral, implicando que as estratégias TRUCK desenvolvidas em MM precisarao
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ajustar as citocinas para reduzir os sinais pro-inflamatoérios, mantendo respostas
antitumorais duraveis (MANIER, 2022)

4.3.5 CAR-NK

As células natural killer (NK) tém a capacidade de mediar respostas
antitumorais rapidas e, assim, oferecer uma alternativa as células T nas terapias
CAR, dado que elas retém a expressao dos seus receptores ativadores e inibidores
e nao sao limitadas pela expressao de MHC pela célula-alvo como as células T.
Assim, ao contrario das células CAR-T, as células CAR-NK ainda podem exercer o
seu efeito anti-leucemia “natural” se o antigeno-alvo sofrer downregulation. Além
disso, dadas as suas diferentes propriedades, as células CAR-NK podem ser mais
seguras em relagao a complicagdes clinicas, incluindo STC e neurotoxicidade. Um
estudo pré-clinico adicional demonstrou que as células NKG2D-CAR NK e as
células BCMA CAR-NK erradicam eficientemente as células MM.

Recentemente, células BCMA CAR NK-92, desenvolvidas pela Asclepius
Technology Company Group (Suzhou) Co., Ltd., foram utilizadas para um ensaio de
20 pacientes com MM recidivante/refratario com expressdao de BCMA na China em
2019 (NCT03940833). Os nichos da medula 6ssea sdao um dos mecanismos
sugeridos de recidiva do MM. Resultados promissores derivam de um estudo
pré-clinico recente que mostra a eficacia das células NK que co-expressam um CAR
anti-BCMA e o receptor de quimiocina CXCR4 para alcancgar os locais do tumor e
controlar a progressdo do MM. Além disso, a maioria dos anticorpos monoclonais
atuais aprovados para o tratamento de MM s&o baseados no ADCC conduzido por
células NK, estabelecendo a loégica para o tratamento combinado em MM
recidivante/refratario. Assim, a terapia CAR-NK pode representar uma estratégia

complementar para tratar pacientes com MM refratarios (MANIER, 2022).
4.3.6 Modificagao do processo de fabricagao

Células CAR-T comegam a desaparecer apés 3 a 6 meses em relagdo a
primeira infusdo e ha uma possivel relacdo com a perda do manejo da doenca, cuja
persisténcia pode ser melhorada por meio do enriquecimento de células T de
memoria durante a fabricagdo do CAR-T. Com esse propésito, a modificacdo do

processo ex vivo do produto CAR-T bb2121 esta em periodo de testes no estudo
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bb21217, que adicionou o inibidor de fosfoinositideo 3 quinase (PI3K) “bb007” ao
processo de fabricagdo do bb2121. Entretanto, ainda s&o necessarios dados
adicionais para avaliacao da diferenca da persisténcia apos a modificagdo ex vivo
(CHOI & KANG, 2022).

Além disso, para transduzir a construgdo CAR em células T durante a
fabricacdo de CAR-T, vetores virais como lentivirus ou retrovirus sdo os mais
comumente usados. No entanto, o tamanho da sequéncia transduzida por vetores
virais pode ser limitado e os vetores virais podem causar oncogénese ou
mutagénese, além de encarecer a fabricacdo. O vetor nido-viral P-BCMA-101 esta
sendo desenvolvimento para producdo de CAR-T por meio do sistema transposon
“piggy-Bac” (CHOI & KANG, 2022).

5. CONCLUSAO

Apesar do avango observado no desenvolvimento de novas terapias para o
mieloma multiplo recidivado e/ou refratario nos ultimos anos, ainda ha multiplas
barreiras relevantes para o sucesso individual do tratamento. Ainda que seja uma
terapia promissora, pacientes com MM R/R que utilizam a terapia CAR-T
direcionada ao BCMA apresentam nova recidiva em menos de 12 meses em
relacdo ao inicio da terapia devido a mecanismos ainda ndo totalmente
compreendidos, como baixa persisténcia da CAR-T, escape do sistema imune,
microambiente tumoral e exaustdo de células T. A literatura bibliografica disponivel
sobre o assunto possibilitou a discussdo de mecanismos possivelmente
relacionados, mas ainda nao ha consenso na comunidade cientifica em relagdo ao
entendimento racional dos mecanismos de resisténcia que permeiam
especificamente essa terapia, especialmente em relagdo ao mecanismo de escape
do sistema imune. Por se tratar de uma neoplasia maligna complexa e rara, com
diagnodstico comumente tardio e sobrevida curta, o entendimento dos mecanismos
celulares e microambientais de resisténcia a terapia CAR-T anti-BCMA é um grande
aliado para a construgdo e promocao de estratégias de prevencao e sucesso do

tratamento.
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