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LISTA DE ABREVIATURAS
4-1BB: Receptor de glicoproteina transmembranar tipo 2 pertencente a familia TNF

ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APCs: Antigen presenting cells (células apresentadoras de antigenos profissionais)
BRCA: Breast cancer (gene supressor de tumor de mama)

CAR: Chimeric antigen receptor (receptor de antigenos quiméricos)

CAR-T: T-Chimeric antigen receptor (linfoécito T com receptor de antigenos
quiméricos)

Cas9: CRISPR associated protein 9

CD137: Cluster of Differentiation 137 (membro da familia de receptores TNF)
CD19: Cluster of Differentiation 19 (antigeno de superficie de linfocitos B)

CD3¢: Cadeia zeta da glicoproteina de superficie de célula T CD3

CPH: Células progenitoras hematopoéticas

CRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (repeticdes
Palindrémicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas)

CRS: Cytokine release syndrome (sindrome de liberagao de citocinas)

DLBCL: Diffuse large B-cell lymphoma (linfoma difuso de grandes células B)

DMR: Doenca minima residual

FDA: Food and Drug Administration (EUA)

HSCT: Hematopoietic stem cell transplantation (transplante de medula 6ssea)

IL: Interleucina

LLA: Leucemia Linféide Aguda

LLC: Leucemia Linféide Crénica

LMA: Leucemia Miel6ide Aguda

LMC: Leucemia Mieldide Cronica

MO: Medula 6ssea

RC: Remissao completa

RCi: Remissdo completa com recuperagado hematologica incompleta

RG: Resposta global

TALENS: Transcription Activator-Like Effector Nucleases

TCR - T-cell receptor (receptor de células T)

TILs - Tumor-infiltrating lymphocytes (linfocitos cultivados a partir de fragmentos de
tumores ressecados)

ZFNs: Zinc Finger Nucleases



RESUMO
VASCONCELOS, JS. Edigao de células endégenas na terapéutica - Utilizagao e
perspectivas das células CAR-T na terapia contra o cancer. 2020 no. f. 29.
Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2020.

Palavras-chave: CAR T-cell therapy, Engineering CAR-T; CAR Tcell immunotherapy;

Human cancer

INTRODUCAO: Com as terapias convencionais para tratamento de cancer busca-se
alterar a dindmica dos clones cancerigenos, introduzindo uma selegao de potentes
drogas ou radiagcdo. Essas terapias geralmente causam morte celular massiva e
pouco especifica, sem contar a selecdo de variantes celulares resistentes ao
tratamento (JEMAL, SIEGEL e WARD et al., 2008). Por sua vez, a terapia CAR-T é
uma terapia imunocelular autéloga que envolve a reprogramacao das células T do
préprio paciente para identificar e eliminar células neoplasicas, e tem demonstrado
resultados clinicos promissores em hematologias malignas (JUNG e LEE, 2018).
OBJETIVO: O trabalho busca apresentar a recente terapia que utiliza edigcao de
células T enddgenas para tratamento de cancer (CAR-T). Através desse levantamento
espera-se entender quais tipos de cancer estdo sendo mais pesquisados, assim
contribuindo para o entendimento da nova terapia.

METODOLOGIA: A metodologia deste trabalho consistiu em pesquisa descritiva, por
meio da busca ativa de artigos cientificos em inglés e portugués publicados nos
ultimos 10 anos, nas diversas bases de dados cientificas.

RESULTADOS: Durante a pesquisa foram localizadas 21 referéncias sobre a terapia
CAR-T, todas em inglés ou portugués e somente um dos artigos encontrados foi
publicado fora do periodo pré-determinado.

DISCUSSAO: Conforme estudo realizado em 2018, a maioria dos pacientes tratados
com CAR-T alcangou e manteve a remissdo. Os pacientes participantes tinham LLA
de células B recidiva ou refrataria, com idade média de 11 anos (faixa de 3 a 23 anos),
com contagem maior do que 5% de linfoblastos na medula 6ssea. Ambos end points,
primario e secundario foram alcangados e a taxa de resposta global (RC/RCi) foi de
81% durante o acompanhamento médio de 13,1 meses (MAUDE, LAETSCH,
BUECHNER et al., 2018).



O “ELIANA ftrial” € um estudo que compila e atualiza os resultados realizados em 25
centros internacionais. Na andlise de 75 pacientes pediatricos e jovens adultos com
leucemia linfoblastica aguda de células B recidiva ou refrataria infundidos com CAR-
T, 60% dos pacientes atingiram RC e 21% dos pacientes atingiram RCi; Todos os
pacientes infundidos com a melhor resposta global de RC/RCi foram negativos para
DRM e as células T modificadas foram detectadas em pacientes por até 20 meses
(ELIANA trial, 2018).

CONCLUSAO: Através dos estudos levantados, pode-se concluir que estdo sendo
realizados mais estudos com CAR-T para tratamento das neoplasias hematoldgicas,
e dentre eles, os estudos com pacientes com LLA s&o os mais comuns. Por outro lado,
o desenvolvimento da préxima geragdo de células CAR-T usando tecnologias de
edicdo genética ira aumentar o potencial terapéutico do tratamento com células CAR-
T para ambos tumores, hematoldgicos e solidos (JUNG e LEE, 2018).

Atualmente no Brasil, a implementacao da terapia CAR-T esta em estagios iniciais.
Em margo de 2020, a ANVISA disponibilizou a RDC 338, que regulamenta os
requisitos minimos para o pedido de registro de produtos de terapia avangada. Apos
o recebimento da documentagcdo a ANVISA tem 365 dias para avalicdo dos
requerimentos enquadrados na categoria ordinaria e 120 dias para avaliagdo dos

requerimentos enquadrados na categoria prioritaria.



1. INTRODUGAO

O céancer é uma doenga genética, com o crescimento de células tumorais
iniciadas por mutagbes que ativam oncogenes. Este processo € combinado com a
ativagao genética ou ndo genética de genes que promovem a proliferagdo de tumores
ou inativagdo de genes que as suprimem. Em muitos tipos de cancer, a oncogénese
€ acompanhada pelo acumulo de mutagdes, que podem fornecer uma vantagem
seletiva as populagdes de células cancerigenas, aumentando seu grau de diversidade
genética e acelerando sua capacidade evolutiva (CHEN e MELLMAN, 2017).

No entanto, a diversidade mutacional das células neoplasicas nado é
necessariamente uma vantagem, pois quanto mais uma célula cancerigena diverge
de uma célula normal, maior a probabilidade de ser reconhecida como estranha pelo
sistema imunoldgico. Isso porque a resposta imune ao cancer depende de células T
especificas para antigenos associados ao cancer, ou seja, quanto maior for a
mutag¢ao, mais facil € o reconhecimento de novos epitopos. Atualmente considera-se,
inclusive, que a carga mutacional dos tumores contribui para o reconhecimento
imunologico do cancer e pode, pelo menos em parte, determinar a resposta de uma
pessoa a imunoterapia (CHEN e MELLMAN, 2017).

As células hospedeiras também sao determinantes criticos do crescimento do
cancer e as consequéncias da influéncia reciproca dele em seu organismo hospedeiro
sao profundas. Os efeitos sistémicos de tumores em seu organismo hospedeiro, como
anemia, febre, inflamacgédo, coagulopatias, secrecdo de hormoénios ectépicos e
neuropatias alteram o metabolismo do hospedeiro e diminuem por consequéncia a
sua imunidade antitumoral (FLINT, FEARON e JANOWITZ, 2017).

A elevada mortalidade das neoplasias € consequéncia de seu processo de
reproducgao clonal repetitivo com diversificagdo genética e selegéo clonal. Apesar de
grandes investimentos em pesquisa a sua erradicagao, ou até mesmo seu controle
em estagios avangados ainda nado foram alcangados. Além disso, o grande
entendimento da biologia e genética envolvida no céncer, bem como a sua
complexidade celular e caracteristicas evolutivas € de dificil tradugcédo para a pratica
clinica (JEMAL, SIEGEL e WARD et al., 2008).

A leucemia é uma neoplasia maligna dos leucécitos, geralmente de origem
desconhecida. Sua principal caracteristica € o acumulo de células neoplasicas na
medula Ossea, substituindo as células sanguineas normais. Como as células

neoplasicas nao funcionam de maneira adequada, o organismo fica mais sujeito a
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infeccbes, além de ocasionar fadiga, falta de ar, dor de cabeg¢a e sangramentos,
provenientes da produgado prejudicada da série vermelha e plaquetaria. A leucemia
possui uma estimativa de 10.810 novos casos e 6.837 mortes por ano (INCA, 2020).

Com as terapias convencionais busca-se alterar a dindmica dos clones
cancerigenos, introduzindo uma selegcdo de potentes drogas (quimioterapia) ou
radiacdo (radioterapia), que geralmente causam morte celular massiva e pouco
especifica, sem contar a selecdo de variantes celulares resistentes ao tratamento
(JEMAL, SIEGEL e WARD et al., 2008). Porém, as baixas taxas de sucesso com
quimioterapia para doengas hematoldgicas refratarias exigiram novas abordagens
terapéuticas com maior toxicidade para tumores e menor toxicidade para alvos
saldaveis.

As primeiras abordagens imunoterapicas foram baseadas no transplante de
células tronco hematopoéticas associadas a infusao de linfocitos cultivados a partir de
fragmentos de tumores ressecados (TILs). Os linfocitos TILs sdo gerados pelo
processamento estéril de uma amostra de tumor ressecado. Embora as técnicas
variem, geralmente pequenos fragmentos do tumor (~2-3mm) sao colocados em
cultura com alta concentrag&o de IL-2 durante cerca de 3 semanas, gerando linfocitos
que reconhecem especificamente células tumorais e as eliminam in vivo (OTT, DOTTI
e YEE. et al., 2019).

Por sua vez, a introdugao de tecnologias de engenharia envolvendo o receptor
de células T (TCR) tornou possivel a produgéo in vitro de linfocitos especificos para
um antigeno. As células T com receptores TCR alterados sdo uma das opgdes
utilizadas no tratamento de diversas formas avangadas de cancer. O processo para
essa terapia se inicia com o isolamento das células T do paciente (provenientes do
tecido tumoral ou do sangue). Posteriormente, as cadeias isoladas a e § do TCR séo
inseridas em um vetor de lentivirus ou retrovirus, de forma a codificar as sequéncias
desejadas de TCRap. Apds a modificagao, as células T sdo multiplicadas in vitro para
entdo serem infusionadas no paciente (PING, LIU e ZHANG, 2018).

A terapia com receptor de antigenos quiméricos (CAR) localizados nas células
T é uma imunoterapia emergente, pois tem demonstrado resultados clinicos
promissores em neoplasias hematolégicas malignas, inclusive aquelas que envolvem
as células B (JUNG e LEE, 2018). Se trata de uma terapia de cancer imunocelular
autéloga que envolve a reprogramacgao das células T do proprio paciente com um
transgene que codifica um receptor de antigeno quimérico (CAR) para identificar e
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eliminar células que expressam CD19 (Kymriah® - Summary of product
characteristics, 2018). Desse modo, o desenvolvimento de tecnologias envolvidas na
producdo de terapias como TILs e TCRs apresentaram resultados de grande
importancia para a evolugao da terapia CAR- T.

O histdrico desse tipo de terapia iniciou-se em 2010, quando uma crianga de 5
anos foi diagnosticada com leucemia linfoblastica aguda (LLA) de curso atipico. Apos
alguns meses de tratamento a crianga teve uma recaida, para a qual um transplante
de medula 6ssea foi recomendado. Entretanto, preocupados com os efeitos toxicos
do transplante, seu pais procuraram uma segunda opinido no Hospital Infantil da
Pensilvania. La eles souberam de uma nova terapia que envolvia a engenharia
genética das proprias células T do paciente para matar células tumorais (CART-19),
porém, ainda sem um ensaio clinico definido pela Food and Drug Administration (FDA)
(ROSENBAUM, 2017).

Com mais semanas de quimioterapia, seus pais optaram por matricula-la no
estudo e ela se tornou a primeira crianga a receber o CART-19. A terapia funcionou e
a sobrevivéncia da crianga ajudou a reavivar uma linha inteira de pesquisa. Em agosto
de 2017, o FDA aprovou o tisagenlecleucel da Novartis, a primeira terapia de célula T
de receptor de antigeno quimérico (CAR-T). Essa terapia possui duas indicagoes:
linfoma difuso de grandes células B ndo-Hodgkin (DLBCL) e LLA reincidente ou
refrataria. Embora a indicagao seja limitada, os resultados s&o impressionantes em
uma populacédo de pacientes com poucas opgoes: 83% das 63 criangas avaliaveis
que receberam tisagenlecleucel no estudo de fase 2 da Novartis tiveram completa

eliminac&o de células malignas em 3 meses (ROSENBAUM, 2017).

2. OBJETIVOS

Esse trabalho busca apresentar a recente terapia que utiliza edicao de células T
enddgenas para tratamento de cancer (CAR-T). Através desse levantamento espera-
se entender quais tipos de cancer estdo sendo mais pesquisados, assim contribuindo

para o entendimento da nova terapia.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Estratégias de pesquisa
A metodologia deste trabalho consistiu em pesquisa descritiva, por meio da busca

ativa de artigos cientificos dos ultimos 10 anos nas bases de dados PubMed,
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SciFinder, Web of Science e outras bases que apresentaram dados relevantes. Para
isso foram utilizadas as seguintes palavras chaves e suas associagées em inglés e
portugués: CAR-T cell therapy, Engineering CAR-T, CAR-T cell immunotherapy;
Human cancer, T cells, chimeric antigen receptor, tisagenlecleucel.

3.2. Critérios de inclusao
A literatura selecionada obedeceu aos seguintes critérios:
e Publicagdes em portugués e inglés;
e Publicagbes cujo conteudo esteja em conformidade aos objetivos deste
trabalho;
e Artigos e demais materiais publicados nos ultimos 10 anos, ou anteriores caso
sejam de grande relevancia ao trabalho, com tratamento das informagdes de

forma qualitativa.

3.3. Critérios de exclusao
Foram excluidas da literatura selecionada:
e Publicagbes em outras linguas sem tradugao para o inglés.

e Publicacdes fora do periodo determinado, sem relevancia ao trabalho.

4. RESULTADOS

Durante a pesquisa foram localizadas 21 referéncias, (19 artigos) sobre a terapia
CAR-T, dos quais 15 artigos falavam sobre resultados de eficacia da e foram utilizados
para a discussao desse trabalho. Um dos artigos abordou de forma mais profunda a
historia do CAR-T, trazendo informagdes sobre a primeira paciente que recebeu a
terapia.

Trés dos artigos encontrados abordam o processo de produgdo das células T
quiméricas com mais profundidade e outros trés artigos trouxeram assuntos
relacionados aos eventos adversos da terapia CAR-T. Duas referéncias com
informacdes de prescricdo da terapia aprovada também foram encontradas e
utilizadas para a discussao. Por fim, trés artigos abordaram a utilizagdo da terapia
CAR-T além das aplicagbes ja aprovadas.

Todos os artigos encontrados estdo em inglés ou portugués e somente um dos
artigos encontrados foi publicado fora do periodo pré-determinado nos métodos.



Assunto

Quantidade
de artigos

Autor(es)/ano

Histéria do CAR-T

1

ROSENBAUM, 2017

Resultados de eficacia da

terapia com o CAR-T

15

MILONE, FISH e CARPENITO et al.,
2009*

ATACA e ARSLAN, 2015
SRIVASTAVA e RIDDELL, 2015
KAWALEKAR, O'CONNOR e
FRAIETTA et al., 2016

RODGERS, MAZAGOVA e
HAMPTONA et al., 2016

FLINT, FEARON e JANOWITZ, 2017
LEVINE, MISKIN e WONNACOTT et
al., 2017

ROSENBAUM, 2017

ELIANA trial, 2018

JUNE, O'CONNOR e KAWALEKAR et
al., 2018

JUNG e LEE, 2018

MAUDE, LAETSCH e BUECHNER et
al., 2018

PANG, HOU e YANG et al.,2018
PING, LIU e ZHANG, 2018

WEI, HAN e BO et al., 2019

Processo de producéo das

células T quiméricas

JUNG e LEE, 2018

LEVINE, MISKIN e WONNACOTT et
al., 2017

WEI, HAN e BO et al., 2019

Eventos Adversos da
terapia CAR-T

BONIFANT, JACKSON e
BRENTJENS et al., 2016
RODGERS, MAZAGOVA e
HAMPTONA et al., 2016
YU, Yl e QIN et al., 2019




GRIGOR, FERGUSSON e HAGGAR

QOutras aplicagoes para a 3 et al., 2017
terapia CAR-T (além das PANG, HOU e YANG et al.,2018
aprovagdes atuais) OTT, DOTTI e YEE. et al., 2019

Kymriah® [prescribing information].
Novartis, 2018

Kymriah® - Summary of product
Informacgdes de prescrigao characteristics. Novartis, 2018

Total de referéncias 21 -

Tabela 1: Lista dos artigos e demais resultados localizados durante a pesquisa. Foram localizadas 21
referéncias para os assuntos descritos acima (um mesmo artigo pode constar em mais de uma
categoria).

*artigo fora do periodo pré-determinado nos métodos.

5. DISCUSSAO

5.1 Doengas onco-hematolégicas

A leucemia é uma neoplasia maligna clonal com origem na medula 6ssea (MO).
Os linfomas sao os tumores que ocorrem em orgaos hematopoiéticos secundarios
(baco, ganglios, linfonodos), podendo invadir a medula 6ssea dar origem a uma
leucemia.

A leucemia apresenta sinais caracteristicos:

1 — Medula 6ssea hiperplasica: devido a proliferagdo desregulada com ou sem
escalonamento.

2 — Displasia medular: apresenta diversas alteragées morfoldgicas.

3 — Anaplasia: parada no processo de maturagéo celular, com surgimento dos
blastos leucémicos (RODAK, FRITSMA e KEOHANE, 2012; LEE, BITHEL e
FOERSTER et al., 2007).

Nas leucemias agudas (LLA e LMA), ha presenca de 20% ou mais de blastos
(células indiferenciadas) na medula éssea e sangue periférico, e as manifestagbes
clinicas s&o: anemia, neutropenia, linfocitopenia, plaquetopenia, alteracbes
metabdlicas e superpopulacao celular. Ja as leucemias crdnicas se caracterizam pela

presenca de células morfologicamente diferenciadas no sangue periférico e na medula



ossea (RODAK, FRITSMA e KEOHANE, 2012; LEE, BITHEL e FOERSTER et al.,
2007).

A Leucemia Mieldide Crénica (LMC) é caracterizada pela proliferagdo de
células mieldides granulociticas que mantém sua capacidade de diferenciagdo. O
clone anédmalo se expande e infiltra o parénquima medular de modo lento, progressivo,
em detrimento da proliferagcao das células normais. O diagndstico é realizado através
de hemograma com analise morfolégica da extensdo sanguinea, mielograma, bidpsia
da medula, avaliagao citogenética, coloragao para fibras de reticulina e marcadores
genéticos (BCR/ABL1, JAK2, MPL). A LMC BCR-ABL1 negativa cursa em fases: fase
cronica com blastos <5% (evolugédo por 3 a 5 anos) e fase acelerada, com blastos
entre 10% a 19%. Nessa ultima fase, € comum que a doenca torne-se refrataria a
terapéutica, com hepatomegalia e esplenomegalia. Também é a fase na qual a
agudizacado da doenca € mais comum (blastos > 20%, chamada de crise blastica)
(RODAK, FRITSMA e KEOHANE, 2012; LEE, BITHEL e FOERSTER et al., 2007).

A Leucemia Linfoide Crénica (LLC) é caracterizada pela infiltragdo de células
linfoides maduras na medula 6ssea e sangue periférico, além dos 6érgéos linfoides
(ganglios linfaticos e baco). Os linfocitos tém pequeno indice de proliferagao e param
na fase GO do ciclo celular. Como ha aumento de sobrevida e defeito no mecanismo
de apoptose, ha aumento progressivo de linfécitos na circulagao porque as células se
acumulam. A LLC pode ser classificada quanto a morfologia das células,
imunofenotipagem, citogenética, alteracbes moleculares e quanto a origem (células B
ou T). As leucemias com origem em células B possuem melhor prognéstico e as de
células T sao raras. O diagnéstico é realizado através de hemograma com linfocitos >
5000 e mielograma com >30% de linfécitos maduros (RODAK, FRITSMA e
KEOHANE, 2012; LEE, BITHEL e FOERSTER et al., 2007).

5.1.1 Fisiopatologia das doen¢as onco-hematolégicas
O Cancer € uma doenga genética causada por mutagbes que ativam
oncogenes e levam ao crescimento de tumores celulares. Esse processo € combinado
com a ativagao de genes que promovem a proliferagdo de tumores ou a desativagéao
de genes que a suprimem. O acumulo de mutagdes em muitos tipos de cancer gera
uma vantagem seletiva as populagbes de células, pois aumenta seu grau de

diversidade. Por outro lado, esse aumento de diversidade tem um custo: quanto mais
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uma célula cancerigena diverge de uma célula normal, mais faciimente ela é
reconhecida pelo sistema imune (CHEN e MELLMAN, 2017).

Em sintese, a carcinogénese pode ser provocada pela agdo de agentes
carcinogénicos (quimicos, fisicos ou biolégicos) ou iniciar-se de forma esponténea,
por meio de mutagdes pontuais, rearranjo génico, amplificagdo génica, ou outras
alteracdes epigenéticas. Dentre os carcinogénicos fisicos, a energia solar e ionizante
(raios X, raios gama) sao os mais frequentes, e podem ter agbes mutacionais diretas
ou indiretas (intermediadas pela produc&o de radicais livres a partir da agua ou do
oxigénio) (Ministério da saude, 2008).

Ja os carcinogénicos bioldgicos sao representados por diversos virus de DNA
(papiloma humano - HPV, de Epstein-Barr e o da hepatite B) e de RNA retrovirus
(HTLV 1), este ultimo, responsavel pelo linfoma de células T. O mecanismo de
infeccado do virus ocorre pela incorporagao do seu DNA (ou, no caso dos retrovirus,
do DNA transcrito de seu RNA pela enzima transcriptase reversa) ao da célula
hospedeira, que passa a ser utilizada para a produg¢ao de novos virus (Ministério da
saude, 2008).

Por fim, os carcinbgenos quimicos (particularmente aqueles presentes no
tabaco e resultantes de sua combustao e metabolismo), assim como os azocorantes,
aflatoxinas e benzeno, foram caracterizados como agentes de indugdo cangerigena
quimica no homem e em animais (Ministério da saude, 2008).

A carcinogénese ocorre através de etapas que se iniciam com a alteragéo no
DNA, com uma mutagao herdavel em genes supressores de tumores (como 0s genes
BRCA 1 e 2), protoncogenes (controle de vias de proliferagéo, diferenciagao, migragao
e apoptose) ou genes de reparo. Apds a etapa de iniciagdo, as ceélulas alteradas
sofrem o efeito de agentes que promovem a expansao da populacdo celular que
carrega a mutacao inicial. A essa etapa se da o nome de promogéao. Sequencialmente
ocorre a etapa de manutencdo, na qual as células alteradas sdo mantidas na
populacdo. Nessa etapa as mutacdes estdo mais associadas ao aumento de
capacidade proliferativa, de forma a dificultar a morte celular. Por fim, as células
mutadas replicam-se indefinidamente, podendo adquirir capacidade de
metastatizacdo e formagado de vasos sanguineos/linfaticos. A metastase consiste na
capacidade de invasdo tecidual, etapa essa que consiste na progressao tumoral
(Ministério da saude, 2008).
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5.1.2 Terapias convencionais vs terapias que envolvem edigao de
células enddégenas

Uma das causas da leucemia é a presenca do cromossomo Filadélfia. Este é
um cromossomo anormal formado pela troca de material entre os cromossomos 9 e
22, formando um novo gene denominado BCR-ABL. As células com o gene BCR-ABL
produzem uma proteina anormal que ajuda as células a crescerem. Os inibidores da
tirosina quinase (TKIs) foram desenvolvidos para inibir a agdo dessa proteina, sao
exemplos: Imatinibe, Dasatinibe e Nilotinibe (HAMERSCHLAK, 2008). Para os casos
BCR-ABL negativos, outras alternativas terapéuticas sao utilizadas, como
Blinatumomabe e Inotuzumabe ozogamicina (PROSKOROVSKY, SU e FAHRBACH
et al.,, 2019). Porém, por serem tratamentos sistémicos pouco seletivos, essas
quimioterapias atingem nao somente as células cancerigenas, mas também as
demais células sadias do organismo.

Por outro lado, o CAR-T se trata de uma terapia de cancer imunocelular
autéloga que envolve a reprogramacgao das células T do proprio paciente com um
transgene que codifica um receptor de antigeno quimérico (CAR) para identificar e
eliminar células especificas que expressam CD19 (Kymriah® - Summary of product
characteristics, 2018). Como a eliminagado das células depende do reconhecimento
da proteina de membrana CD19 (antigeno de superficie de linfécitos B mais comum),
esta atua como biomarcador das células alvo (células neoplasicas), configurando a

melhor seletividade desse mecanismo de acao.

5.2 CAR-T

O CAR-T (linfécitos T com receptor de antigenos quiméricos) é uma terapia
celular que utiliza células T autdlogas reprogramadas. A terapia consiste na edi¢céo
das células T do préprio paciente, de forma a expressar um CAR (receptor de
antigenos quiméricos) direcionado para eliminar células neoplasicas (Kymriah® -
Summary of product characteristics, 2018).

A terapia aprovada nos Estados Unidos ganhou o nome de tisagenlecleucel, e
seu CAR é composto por um fragmento de anticorpo de cadeia unica murina que
reconhece CD19 acoplado a dominios de sinalizagao intracelular de 4-1BB (CD137)
e CD3¢ (Kymriah® - Summary of product characteristics, 2018). Tisagenlecleucel
possui indicacdo terapéutica para duas doencas. A primeira indicagdo € para

tratamento de pacientes com linfoma difuso de grandes células B nao-Hodgkin
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(DLBCL) refratario, apés duas ou mais linhas de terapia sistémica. A segunda
indicacao é para tratamento de pacientes com idade superior a 25 anos com precursor
de LLA refrataria ou com recaida. Também é considerado na terapia de LLA para
adultos jovens e uso pediatrico nos casos em que os pacientes:
¢ N&o tiveram remiss&o seguindo o tratamento de primeira linha (refratario 1°).
e Tiveram recaida seguindo a segunda linha ou subsequente remissao completa
(RC) pbs quimioterapia.
e Tiveram recaida seguindo transplante de medula éssea (HSCT).
e Tem doenga refrataria ou recaida secundaria/tardia e sao elegiveis ou ndo para
HSCT (Kymriah® [prescribing information], 2018).

A terapia tisagenlecleucel € um processo dindmico de tratamento, que envolve
tanto os médicos hematologistas, oncologistas e demais profissionais de saude,
quanto o centro de tratamento e a instalacéo laboratorial. Além disso, a producao de
células CAR-T requer varios cuidados durante as etapas e testes de controle de
qualidade, que sao executados ao longo de todo o protocolo.

A terapia se inicia com o deslocamento do paciente devidamente diagnosticado
ao centro de tratamento para realizagdo da coleta das células T do proprio paciente.
Primeiro, o processo de leucoferese é realizado separando os leucdcitos e retornando
o restante do sangue para a circulagdo. Depois que um numero suficiente de
leucécitos foi colhido, o produto de leucoferese é enriquecido para células T. Esse
processo envolve a lavagem das células do tampéo de leucoferese, que contém
anticoagulantes. O enriquecimento dos linfocitos pode ser realizado
subsequentemente por centrifugacao, que separa as células por tamanho e densidade
mantendo a viabilidade celular. Nessa etapa pode-se incluir a separagao de
subconjuntos de células T (contendo CD4/CD8), usando conjugados ou marcadores
especificos de anticorpos (LEVINE, MISKIN e WONNACOTT et al., 2017).

Uma vez coletado e devidamente crioconservado, o material pode seguir para
a instalagao de fabricagcado aprovada pelo laboratério, onde as células do paciente sao
geneticamente reprogramadas em células CAR-T (Kymriah® [prescribing information],
2018).

A reprogramacao das células T do paciente ocorre com um receptor de

antigeno quimérico contendo um dominio ligagao ao antigeno (fragmento variavel de
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cadeia unica) e dominios coestimulatérios adicionais de receptores tais como CD28,
0OX40 e CD137 e 4-1BB. Esse dominio é responsavel por aumentar a expansao e
persisténcia da terapia. Alguns dominios intracelulares sinalizadores, como o CD3¢,
Sao0 necessarios para a ativacao e inicializagao da célula T e atividade antitumoral
(Kymriah® [prescribing information], 2018; JUNE, O'CONNOR e KAWALEKAR et al.,
2018) Assim, a terapia CAR-T é projetada especificamente para melhorar a expansao
precoce das células T e a resisténcia a longo prazo das células CAR-T (MILONE,
FISH e CARPENITO et al., 2009).

A ativagcao padronizada de células T ocorre através de beads revestidas com
anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD28. As beads podem ser removidas da
cultura através de separagdo magnética. Na presenca de interleucina-2 e APCs, as
células T podem crescer logaritmicamente em um biorreator de perfusdo durante
varias semanas. Durante o processo de ativacao, as células T sao incubadas com o
vetor viral codificando o CAR e, apds varios dias, o vetor é lavado da cultura. O vetor
viral usa maquinaria viral para se conectar as células do paciente, e, ao entrar nas
células, o vetor introduz material genético na forma de RNA. No caso da terapia com
células CAR-T, esse material genético codifica o0 CAR. O RNA ¢ transcrito de forma
reversa para DNA e integra-se permanentemente no genoma das células do paciente.
Assim, a expressdao do CAR é mantida a durante a divisdo celular das células no
biorreator (LEVINE, MISKIN e WONNACOTT et al., 2017). Ao final do processo, cada
bolsa de infusdo contém um total de 1,2 x 10% a 6 x 108 células T viaveis positivas para
CAR (Kymriah® - Summary of product characteristics, 2018).

Em paralelo, o paciente recebe quimioterapia com linfodeple¢cdo de forma a
preparar o corpo para receber as células CAR-T durante uma unica infusao, que pode
ocorrer em ambiente hospitalar ou ambulatorial. A concentragdo de células T viaveis
positivas para CAR utilizada na infusdo depende da indicacido e do peso corporal do
paciente: para LLA, a indicagdo é de 0,2 a 5 x 10° células T viaveis positivas para CAR
/ kg de peso corporal para pacientes com menos de 50 kg e 0,1 a 2,5 x 108 células T
viaveis positivas para CAR (ndo baseado no peso); para DLBCL, a indicagao é de 0,6
a 6 x 108 células T viaveis positivas para CAR (ndo baseado no peso) (Kymriah® -
Summary of product characteristics, 2018).

Apoés a infusdo, o paciente deve ser monitorado de 2 a 3 vezes durante a
primeira semana, permanecendo proximo ao Centro de Tratamento por pelo menos 4

semanas para monitoramento e manejo de possiveis eventos adversos. Além disso,
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os pacientes também devem ser monitorados rotineiramente a longo prazo (Kymriah®
[prescribing information], 2018). Abaixo um infografico com as etapas da terapia CAR-
T:

i *Coletae *A amostra
armazenamento congelada é
das células do enviada para um
paciente. centro de
producao
autorizado.

Coleta Producao

Monitora-

mento Infusao

+O paciente é
monitorado por
pelo menos 4
semanas.

*Apbs
linfodeplegao, o
paciente recebe
as células CAR-T

J

.

Figura 1: Fluxo com os processos realizados na terapia CAR-T. Adaptado de Kymriah® - Summary of
product characteristics, 2018.

A independéncia do reconhecimento do CAR via MHC traz a célula CAR-T uma
vantagem antitumoral fundamental, porque um grande mecanismo de evasao do
cancer € perda da apresentacdo do antigeno associado ao CPH pelas células
tumorais. Alguns elementos diferenciam as geragcdes de CARs que foram
desenvolvidos. CARs de primeira geragao contém CD3(¢, enquanto CARs de segunda
geragao possuem um endodominio co-estimulatério (por exemplo, CD28 ou 4-1BB)
fundido com CD3C. Por fim, CARs de terceira geragao consistem em dois dominios
co-estimulatorios ligados a CD3C (JUNE, O'CONNOR e KAWALEKAR et al., 2018;
ATACA e ARSLAN, 2015).

Além disso, diferencgas significativas foram evidenciadas na diferenciagéao e
perfis metabdlicos das células CAR usando CD28 ou 4-1BB como dominios de
sinalizacdo, sendo a glicélise aerdbica mais presente nas células com CD28 e a
decomposicdo oxidativa de acidos graxos mais presente nas células com 4-1BB
(KAWALEKAR, O'CONNOR e FRAIETTA et al., 2016).
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5.2.1 Resultados em estudo clinico

Em um estudo de coorte fase 2, com participacado de 25 centros, realizado em
2018, a maioria dos pacientes tratados com CAR-T alcangou e manteve a remisséo
completa. Nesse estudo, 75 pacientes entre criangas e adultos jovens com leucemia
linfoblastica aguda de células B recidiva ou refrataria receberam infusdo de
tisagenlecleucel, obtendo-se uma taxa de resposta global em 3 meses de 81%, com
61 pacientes que tiveram uma resposta ao tratamento e doenca residual minima
negativa. Além disso, a persisténcia do tisagenlecleucel no sangue foi observada por
até 20 meses (MAUDE, LAETSCH, BUECHNER et al., 2018).

A Duration of Remission
1.0+

0.9
0.8
0.7
0.6
0.54
0.4+
0.3+

0.2

Probability of Continued Remission

No. of patients, 61
0.14 No. of events, 17
Median duration of remission, not reached

O'-Clllfllllllll
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Months since Onset of Remission

No. at Risk 61 54 43 33 23 18 38 7 3 1 0

Figura 2: O grafico demonstra a duragéo da remissdo, nos 61 pacientes que tiveram remissao completa
(RC) ou remissdo completa com recuperagcado hematoldgica incompleta (RCi) (MAUDE, LAETSCH,
BUECHNER et al., 2018).

A taxa de sobrevida livre de eventos nesse estudo € definida como o tempo

entre a infusdo de tisagenlecleucel e o primeiro dos seguintes eventos: auséncia de
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resposta, recaida antes da resposta ser mantida por pelo menos 28 dias, recaida apos

ter remissdo completa ou remissdao completa com recuperagdo hematoldgica

incompleta. 32 pacientes n&o tiveram eventos no momento do corte de dados. A taxa

de sobrevida livre de eventos foi de 73% em 6 meses e 50% em 12 meses. Ja a

sobrevida global foi de 90% em 6 meses 76% em 12 meses. A sobrevida global entre

os 75 pacientes que receberam uma infusao é considerada desde a data da infusao

de tisagenlecleucel até a data da morte por qualquer causa, sendo que dezenove

pacientes morreram apos a infusao de tisagenlecleucel. A sindrome de liberagcéo de

citocinas ocorreu em 77% dos pacientes, dos quais, 48% receberam tocilizumabe.

Eventos neurolégicos ocorreram em 40% dos pacientes, que foram tratados com

cuidados de suporte, sem nenhum edema cerebral relatado (MAUDE, LAETSCH,
BUECHNER et al., 2018).

B Event-free and Overall Survival
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0.9+

0.8

0.7+

0.6
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Probability

0.4+
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0.2-
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Overall survival

Event-free survival

No.of No.of Median
Patients Events Survival Rateat6 Mo

mo % (95% Cl)

Overall Survival 75 19 19.1 90 (81-95)
Event-free 75 27 not 73 (60-82)
Survival reached

0.0
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Months since Tisagenlecleucel Infusion

Figura 3: O grafico demonstra a sobrevida livre de eventos e a sobrevida global dos 75 pacientes que
receberam a infusao de tisagenlecleucel (MAUDE, LAETSCH, BUECHNER et al., 2018).

O “ELIANA trial” € o estudo que compila os resultados realizados em 25

centros. Na analise atualizada de 75 pacientes pediatricos e jovens adultos com
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leucemia linfoblastica aguda de células B recidiva ou refrataria infundidos com
tisagenlecleucel com acompanhamento médio de 13,1 meses, 60% dos pacientes
atingiram RC e 21% dos pacientes atingiram RCi; Todos os pacientes infundidos com
a melhor resposta global de RC/RCi foram negativos para DRM e as células T

modificadas foram detectadas em pacientes por até 20 meses (ELIANA trial, 2018).

Taxa de resposta global

nRC =RCi - Outros

Figura 4: O grafico representa as taxas de resposta global, definida como a soma das taxas de remisséo
completa (RC) e a taxa de remissdo com recuperagao incompleta do hemograma (RCi) dos pacientes
durante 13,1 meses de tratamento. Adaptado de ELIANA trial, 2018.

Ao comparar 3 estudos, o Eliana trial traz como resultados 82% de resposta
global (RG) em 50 pacientes em 3 meses de tratamento, 83% de resposta global em
63 pacientes em 6 meses de tratamento e 81% de resposta global em 75 pacientes

em 3 meses ou mais de tratamento.
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Figura 5: Taxa de remiss&o dos pacientes de acordo com o tempo de tratamento.

Por fim, o estudo traz a probabilidade de sobrevida apds 12 meses de
tratamento, sendo o resultado de sobrevida livre de eventos em 75 pacientes de 50%,

a sobrevida livre de recaida em 51 pacientes de 59% e a sobrevida global de 76%.

Probabilidade de sobrevida ap6s 12 meses

Sobrevida livre de eventos % (n=75) 50%

Sobrevida livre de recaida % (n =51) 59%

Sobrevida global % 76%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figura 6: Probabilidade de sobrevida apds 12 meses de tratamento sub-classificada em sobrevida

livre de eventos, sobrevida livre de recaida e sobrevida global.
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5.2.2 Eventos adversos

Os eventos adversos apods as terapias baseadas em células T podem ter
intensidades variadas ou até mesmo persistir durante a vida util da célula T
geneticamente modificada. Um exemplo seria o reconhecimento celular n&o
neoplasico, pois a maioria dos alvos das células CAR-T possui expressao
compartilhada em tecidos normais e algum grau de toxicidade (BONIFANT, JACKSON
e BRENTJENS et al., 2016). Buscando diminuir os eventos adversos ou prevenir sua
ocorréncia, uma série de estratégias de seguranga foram desenvolvidas, incluindo
genes suicidas, receptor Notch sintético, CAR em contato, reconhecimento
combinatério de antigeno-alvo, CAR inibitério, entre outros (YU, Yl e QIN et al., 2019).

Em quase todos os casos, o desenvolvimento de sindrome de liberagao de
citocinas ocorreu entre 1 e 10 dias ap0s a infusdo do tisagenlecleucel (inicio mediano
em 3 dias), com tempo médio para resolugdo de 7 dias. Hipogamaglobulinemia e
agamaglobulinemia sdo possiveis eventos adversos em pacientes com RC apds a
infus&o de tisagenlecleucel. Devido aos eventos adversos relacionados aos niveis de
imunoglobulina, o monitoramento deve ser realizado, junto as precaugdes de infecgao,
profilaxia com antibiéticos e reposigcdo de imunoglobulina por idade e diretrizes
padrdo. A maioria dos eventos neuroldgicos ocorreu dentro de 8 semanas apos a
infusdo de tisagenlecleucel e foi transitoria (Kymriah® - Summary of product
characteristics, 2018).

No ELIANA trial, 40% dos pacientes apresentaram eventos neuroldgicos, dos
quais 13% de grau 3 e nenhum de grau 4; 95% dos pacientes apresentaram eventos
hematoldgicos, dos quais: 77% apresentaram sindrome de liberagdo de citocinas
(CRS), 40% pirexia, 39% apetite diminuido, 36% neutropenia febril e 36% dor de
cabeca (ELIANA trial, 2018).

5.2.3 Perspectivas e regulamentacao

Mesmo nos paises onde foi aprovado, o acesso a terapia CAR-T ainda €&
limitado, devido ao complexo processo de produc¢do, com opgdes de alvos limitada e
respostas anti-tumores insuficientes contra tumores sélidos. Avangos nas tecnologias
de edigao genética, como aquelas desenvolvidas por Zinc Finger Nucleases (ZFNs),
Transcription Activator-Like Effector Nucleases (TALENs) e Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR/Cas9) permitem outras estratégias
para combate dessas limitagdes (JUNG e LEE, 2018).
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Uma segunda limitacdo das terapias envolvendo células CAR-T é que elas
exigem superficie extracelular alvo nas células tumorais (JUNE, O'CONNOR e
KAWALEKAR et al., 2018) e os antigenos s&o frequentemente expressos a baixos
niveis. O nivel mais baixo de densidade de antigeno alvo necessario para induzir a
ativagao efetiva de células T varia para diferentes antigenos-alvo e construgdes de
CAR, dependendo da expressado de CAR, afinidade de ligagao, restrigdes espaciais,
expressao de células tumorais de ades&o e ligantes co-estimulatorios (SRIVASTAVA
e RIDDELL,2015).

Também existem limitagdes relacionadas a falta de controle sobre sua ativagao
€ expansao in vivo. Isso porque as células CAR-T sofrem uma rapida proliferagao
(expansado de até 104 vezes) ao encontrar células positivas para o antigeno no
paciente, o que resultou em casos graves de sindrome de lise tumoral (SLT) e
sindrome de liberacgao de citocinas (CRS)(RODGERS, MAZAGOVA e HAMPTONA et
al., 2016). Por isso, a especificidade dos alvos selecionados deve ser boa o suficiente
para evitar que as células CAR-T causem danos sérios aos orgaos, sem deixar de
lado a estabilidade da express&o de antigenos, que também é fundamental (WEI, HAN
e BO et al., 2019).

O primeiro pais a aprovar a utilizagdo de CAR-T na terapia contra o cancer foi
os Estados Unidos em 2017, onde a terapia ja € utilizada no tratamento de criangas e
jovens com leucemia linfoide aguda e adultos com linfoma difuso de células B
(Novartis, 2017). No Brasil, um homem de 62 anos foi o primeiro paciente a receber
um tratamento totalmente individualizado contra cancer, mas no momento, nédo existe
aprovacao para a terapia CAR-T no pais.

Em margo de 2020, a ANVISA disponibilizou a RDC 338, que regulamenta os
requisitos minimos para o pedido de registro de produtos de terapia avancada. Para
issO, € necessario a apresentacao de documentos como o certificado de autorizacao
de funcionamento (AFE) das empresas envolvidas na fabricagcdo do produto,
certificacdo de boas praticas de fabricagdo, modelo de bula a ser empregada no Brasil,
modelos de embalagens primaria e secundaria, dados de monitoramento pés-registro
obtidos de estudos clinicos e nao clinicos, plano de gerenciamento de riscos e relatério
técnico (RDC N° 338, 2020).

Por ser uma terapia celular que envolve produto de terapia génica,
tisagenlecleucel é classificado como produto de terapia avangada classe Il. Sendo

assim, além dos requisitos minimos citados anteriormente, para o registro do produto
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deve-se apresentar documentos relacionados a qualidade e estudos clinicos € nao
clinicos realizados, informacdes sobre todas as etapas de producdo e
armazenamento, estudos de estabilidade e biodisponibilidade além de estudos
relacionados a potenciais efeitos imunogénicos e teratogénicos (RDC N° 338, 2020).

Apds o recebimento da documentagcdo que instrui o pedido de registro
simplificado de produto de terapia avangada classe I, a ANVISA tem o prazo de 365
dias para avaliagdo dos requerimentos enquadrados na categoria ordinaria e 120 dias
para avaliagdo dos requerimentos enquadrados na categoria prioritaria. O registro de
produto de terapia avancada classe Il tem validade de cinco anos, podendo ser
renovado mediante avaliagdo de beneficio-risco e demais exigéncias sanitarias
vigentes. Apds a segunda renovacéo, o registro concedido tem validade de dez anos
(RDC N° 338, 2020).

6. CONCLUSAO

A partir desse trabalho foi realizada a apresentacdo de uma das terapias que
utilizam edicao de células enddgenas para tratamento de céncer. O CAR-T, é uma
terapia de cancer imunocelular autéloga que envolve a reprogramacao das células T
do préprio paciente para identificar e eliminar células que expressam uma proteina de
membrana especifica. Através dos estudos levantados, pode-se concluir que estéao
sendo realizados mais estudos com CAR-T para tratamento das neoplasias
hematoldgicas, e dentre eles, os estudos com pacientes com LLA sdo os mais
comuns.

Conforme estudo realizado em 2018, a maioria dos pacientes tratados com
tisagenlecleucel alcangou e manteve a remissdo, mostrando a terapia CAR-T como
um tratamento potencialmente definitivo. Os pacientes no estudo tinham LLA de
células B recidiva ou refrataria tinham idade média de 11 anos (faixa de 3 a 23 anos),
com mais de 5% de linfoblastos na medula 6ssea. Ambos end points, primario e
secundario foram alcangados e a taxa de resposta global (RC/RCi) foi de 81% (1C95%:
71% -89%; p <0,001) durante o acompanhamento médio de 13,1 meses (MAUDE,
LAETSCH, BUECHNER et al., 2018).

O desenvolvimento da proxima geragao de células CAR-T usando tecnologias
de edigdo genética ira aumentar o potencial terapéutico do tratamento com células
CAR-T para ambos tumores, hematoldgicos e sdélidos (JUNG e LEE, 2018). Porém,

devido a variabilidade e ao pequeno tamanho dos ensaios clinicos que investigam a
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terapia CAR-T, existe a necessidade de uma revisdo sistematica para avaliar sua
eficacia e seguranca (GRIGOR, FERGUSSON e HAGGAR et al., 2017). Além disso,
a capacidade de identificar neoantigenos através da tecnologia CAR-T é considerada
atualmente em estudos de possiveis vacinas contra o cancer (OTT, DOTTI e YEE. et
al., 2019).

Em margo de 2020, a ANVISA disponibilizou a RDC 338, que regulamenta os
requisitos minimos para o pedido de registro de produtos de terapia avangada e os
requisitos adicionais para registro de produtos de terapia avangada classe Il, no qual
o tisagenlecleucel se enquadra (RDC N° 338, 2020).

A terapia tisagenlecleucel é um processo dindmico de tratamento, que envolve
diversos profissionais de saude, centro de tratamento e a instalagdo laboratorial,
requerendo varios cuidados durante as etapas e testes de controle de qualidade. Ao
expandir esse complexo processo de fabricagao para tratar mais pacientes em um
numero maior de centros clinicos, deve-se considerar uma avaliacao cuidadosa, de
forma a garantir a eficiéncia da produ¢cdo sem comprometer a integridade e a poténcia
do produto. Como as células CAR-T podem ser usadas para atingir varios tipos de
cancer, a escala de producao do vetor e das células CAR-T também dependera da
incidéncia de cada indicagao (LEVINE, MISKIN e WONNACOTT et al., 2017).

A utilizagao da terapia celular CAR-T em neoplasias hematoldgicas estimulou
a expansao dessa tecnologia para os tumores solidos. No entanto, algumas
dificuldades de aplicagao foram encontradas, como: falta de alvos eficazes e elegiveis;
microambiente imunossupressor que afetam as células T e heterogeneidade dos
tumores solidos. Embora a exploracdo do tratamento com células CAR-T em tumores
sélidos ndo seja tdo definitiva quanto na pesquisa de malignidades hematoldgicas,
alguns estudos tém alcangado resultados promissores (PANG, HOU e YANG et
al.,2018).
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