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RESUMO

CAMPOS, T. G. V. Avangos e Desafios da Terapia Celular CAR-T para o
Tratamento do Cancer de Mama Triplo-Negativo. 2024. no. 91. Trabalho de
Conclusédo de Curso de Farmacia — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.

Palavras-chave: CAR-T; Cancer de Mama; Céancer de Mama Triplo Negativo; Terapia
Celular.

INTRODUGAO: O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais diagnosticado
no mundo e a principal causa de morte por cancer entre mulheres. O cancer de mama
triplo-negativo (CMTN), responsavel por 10 a 20% dos casos, € o subtipo mais
agressivo e de dificil tratamento, caracterizado pela auséncia de HER2 e dos
receptores de estrogénio e progesterona. O tratamento atual envolve, principalmente,
quimioterapia, radioterapia e cirurgia, mas o seu prognostico é desfavoravel na
maioria dos casos. Neste contexto, a imunoterapia surge como alternativa, com
destaque para os anticorpos monoclonais, como o pembrolizumabe, e a terapia celular
CAR-T, a ultima ainda em fases de investigagdo pré-clinicas e clinicas. No entanto,
desafios como a escolha de antigenos alvo, a supressao imune do TME e a toxicidade
restringem o potencial das células CAR-T em tumores sélidos. OBJETIVOS: Revisar
a literatura sobre a aplicacéo de células CAR-T no tratamento do CMTN, respondendo
a pergunta norteadora: "a terapia celular CAR-T pode se tornar uma alternativa
terapéutica para o CMTN?". METODOLOGIA: Trata-se de uma reviséo integrativa
qualitativa da literatura, compilando os estudos pré-clinicos (in vitro, in vivo ou ex vivo)
e clinicos de células CAR-T no tratamento do CMTN. A coleta de dados contemplou
as bases Web of Science e PubMed (busca por “CAR-T”, “Chimeric antigen receptor”
ou “Adoptive immunotherapy” e “Triple-negative breast cancer’ ou “TNBC”, nos
campos de titulo e de resumo) e o ClinicalTrials.gov (“Triple negative breast cancer”
no campo Condi¢gdo/Doenga e “CAR-T” em Intervengao/Tratamento). RESULTADOS:
Foram identificados 45 estudos pré-clinicos e 14 clinicos, investigando 27 antigenos
alvo, como EGFR, MSLN, MUC1, ROR1, B7-H3, cMET, NKG2DLs, FRa, PD-L1, entre
outros. No entanto, a maioria dos estudos clinicos ainda estdo em andamento ou néo
possuem resultados publicados, refletindo o estagio inicial de desenvolvimento da
terapia CAR-T para o CMTN. Mesmo assim, os resultados observados nos modelos
pré-clinicos foram promissores, especialmente com o uso de estratégias de
otimizagao, como combinagdes terapéuticas, células CAR-T universais e geragoes
avancadas de CARs (next-generation) com modulagédo de receptores e secreg¢ao de
citocinas e de anticorpos. Tecnologias adicionais, como o uso de exossomas
derivados de ceélulas CAR-T, virus oncoliticos, secre¢cado de BiTEs e a integragédo da
expressdo do CAR via SynNotch, também contribuiram para melhorar a resposta
antitumoral, aumentando a seguranca e a eficacia da terapia. CONCLUSAO: A terapia
celular CAR-T no contexto do CMTN constitui um campo emergente e, apesar de
avangos promissores, ainda enfrenta desafios clinicos, praticos e econdmicos
significativos para se consolidar como opgéo terapéutica. Por outro lado, com a
otimizagao e o desenvolvimento continuo dessa abordagem, a terapia CAR-T podera
se tornar uma alternativa viavel para o tratamento do CMTN no futuro, expandindo o
arsenal terapéutico e melhorando os desfechos clinicos relacionados a doenca.



ABSTRACT

Advances and Challenges of CAR-T Cell Therapy for the Treatment of Triple-
Negative Breast Cancer

Keywords: CAR-T; Breast Cancer; Triple-Negative Breast Cancer; Cell Therapy.

INTRODUCTION: Breast cancer is the second most diagnosed type of cancer
worldwide and the leading cause of cancer death among women. Triple-negative
breast cancer (TNBC), responsible for 10 to 20% of cases, is the most aggressive and
difficult-to-treat subtype, characterized by the absence of HER2 and estrogen and
progesterone receptors. Current treatment mainly involves chemotherapy,
radiotherapy, and surgery, but the prognosis remains unfavorable in most cases. In
this context, immunotherapy emerges as an alternative, with emphasis on monoclonal
antibodies, such as pembrolizumab, and CAR-T cell therapy, the latter still in preclinical
and clinical investigative phases. However, challenges such as target antigen
selection, immune suppression in the TME, and toxicity limit the potential of CAR-T
cells in solid tumors. OBJECTIVES: To review the literature on the application of CAR-
T cells in the treatment of TNBC, addressing the question: "Can CAR-T cell therapy
become a therapeutic alternative for TNBC?". METHODOLOGY: This is a qualitative
integrative literature review, compiling preclinical (in vitro, in vivo, or ex vivo) and
clinical studies on CAR-T cells in the treatment of TNBC. Data collection covered the
Web of Science and PubMed databases (searching for “CAR-T,” “Chimeric antigen
receptor,” or “Adoptive immunotherapy” and “Triple-negative breast cancer” or “TNBC”
in the title and abstract fields) and ClinicalTrials.gov (“Triple-negative breast cancer” in
the Condition/Disease field and “CAR-T” in Intervention/Treatment). RESULTS: A total
of 45 preclinical and 14 clinical studies were identified, investigating 27 target antigens,
such as EGFR, MSLN, MUC1, ROR1, B7-H3, cMET, NKG2DLs, FRa, PD-L1, among
others. However, most clinical studies are still ongoing or have not published results,
reflecting the early development stage of CAR-T therapy for TNBC. Even so, the
results observed in preclinical models were promising, especially with the use of
optimization strategies, such as therapeutic combinations, universal CAR-T cells, and
next-generation CARs with receptor modulation and cytokine and antibody secretion.
Additional technologies, such as the use of CAR-T cell-derived exosomes, oncolytic
viruses, BIiTE secretion, and CAR expression integration via SynNotch, also
contributed to improving the antitumor response, increasing the safety and efficacy of
the therapy. CONCLUSION: CAR-T cell therapy in the context of TNBC is an emerging
field, and despite promising advances, it still faces significant clinical, practical, and
economic challenges to become a consolidated therapeutic option. On the other hand,
with the optimization and continued development of this approach, CAR-T therapy
could become a viable alternative for the treatment of TNBC in the future, expanding
the therapeutic arsenal and improving clinical outcomes related to the disease.



1. INTRODUGAO

1.1. Céncer de mama triplo negativo (CMTN)

De acordo com as estimativas globais de 2022 da base de dados GLOBOCAN
(Global Cancer Observatory), disponibilizada pela Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer (sigla IARC, em inglés) e que abrange 36 tipos de cancer em 185 paises,
o cancer de pulmao foi o mais diagnosticado (12,4% dos canceres), seguido pelo
cancer de mama, que ocupou a segunda posigao com 2,3 milhdes de novos casos,
representando 11,6% de todos os canceres registrados (IARC, c2022; Bray et al.,
2024). Entre as mulheres, o cancer de mama corresponde a 30% dos casos, sendo a
principal causa de morte por cancer nesse grupo, com uma taxa de mortalidade em
relacdo a incidéncia de 15% (Karim et al., 2023).

Trata-se de uma sindrome heterogénea que se manifesta em diferentes
subtipos moleculares com caracteristicas clinicas, patolégicas e progndsticas
especificas. A expressao dos receptores hormonais de estrogénio (RE) e de
progesterona (RP) e do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2)
atribui assinaturas moleculares distintas para os canceres de mama, que sao
utilizadas como uma das bases de classificagdo desses tumores (Nasiri et al., 2022).

Ao associar essas caracteristicas moleculares com o indice de proliferagao
tumoral (avaliado pelo nivel de expresséo da proteina nuclear Ki-67), quatro subtipos
de cancer de mama sao definidos: Luminal A, com RE e RP positivos, HER2 nao
amplificado e baixa proliferagao; Luminal B, com RE positivo, RP negativo ou baixo
positivo, HER2 positivo ou negativo e alta proliferacdo; HER2 superexpresso, com
amplificagdo de HERZ2, receptores hormonais negativos e alta proliferagao; e triplo
negativo, com auséncia dos trés biomarcadores e elevada proliferagcao (Rossoni et al.,
2020; Karim et al., 2023).

Dentre esses subtipos, destaca-se o cancer de mama triplo-negativo (CMTN),
que apresenta um perfil clinico especialmente complexo. O CMTN é uma forma
particularmente agressiva, responsavel por 10 a 20% das neoplasias mamarias e
descrito como o mais desafiador em termos de tratamento e de recorréncia quando
comparado aos demais canceres de mamas. Este subtipo esta associado a um
prognostico desfavoravel na maioria dos casos, além de um elevado indice de recidiva

nos primeiros cinco anos apos o diagnostico, alta propensédo para metastizar,
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sobretudo para pulmdes, sistema nervoso central e figado, menor sobrevida global
em casos metastaticos e frequente resisténcia terapéutica (Karim et al., 2023; Rossoni
et al., 2020; Vasconcelos et al. 2023; Xie et al., 2020; Xia et al., 2021).

Do ponto de vista epidemiolégico, o CMTN é mais frequente em mulheres
jovens (abaixo dos 50 anos) e de descendéncia hispénica e afro-americana, junto a
forte associacdo com mutagdes na linha germinativa dos genes BRCA1 e BRCAZ2.
Além disso, a taxa de sobrevida média para a doencga é de aproximadamente 10,2
meses com a terapia disponivel atualmente, enquanto a taxa de sobrevida em cinco
anos para casos de tumores primarios e metastaticos € de, respectivamente, 65% e
11% (Rossoni et al., 2020; Almansour, 2022; Karim et al., 2023).

1.2. Tratamento atual do CMTN e o potencial da imunoterapia

A auséncia da tipica expressao proteica e o seu carater heterogéneo sao
caracteristicas do CMTN que limitam significativamente as opg¢des terapéuticas
disponiveis. Como resultado, o tratamento atual se baseia principalmente na remogao
cirargica do tumor primario, complementada por radioterapia e quimioterapia, que
pode ser administrada de forma neoadjuvante (antes da cirurgia, também chamada
de citorredutora) ou adjuvante (apés a remogao cirurgica). Devido a inelegibilidade
dos pacientes com CMTN para terapias hormonais ou anti-HER2, os quimioterapicos,
como os antraciclicos (doxorrubicina ou epirrubicina) e taxanos (paclitaxel e
docetaxel), permanecem como as principais alternativas terapéuticas sistémicas
(Karim et al., 2023; Zheng et al., 2023; Brasil, 2019; Brasil, 2024).

No entanto, mesmo que o CMTN seja sensivel a quimioterapia, os desfechos
gerais séo inferiores quando comparados aos outros canceres de mama, sendo que,
na maioria dos casos, nao se obtém uma resposta patolégica completa (Kalimutho et
al, 2015; Li et al.,, 2018). Diante deste desafio, novas abordagens tém sido
investigadas, como as terapias alvo com inibidores da enzima poli(ADP-ribose)
polimerase (PARP), exemplificados pelos farmacos olaparibe e talazoparibe. Esses
inibidores demonstraram respostas positivas quando comparados a quimioterapia,
apesar de suas limitagdes quanto a resisténcia terapéutica (Vasconcelos et al., 2023;
Xie et al., 2020; Brasil, 2024).

A principio, o CMTN nao era considerado receptivo a imunoterapia. Porém,

estudos recentes consolidaram este subtipo como altamente imunogénico, com maior
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expressdo de PD-L1 (ligante da proteina de morte celular programada 1), um
importante checkpoint imune inibitério, e muitos linfécitos infiltrantes tumorais (TILs)
(Li et al., 2018). Neste sentido, estratégias imunoterapicas se tornaram alvos de
pesquisa para este cancer, com destaque para os inibidores de checkpoint imune.

O anticorpo monoclonal pembrolizumabe, com alvo no receptor PD-1, é um
exemplo de inibidor de checkpoint imune e sua associagdo com a quimioterapia
demonstrou melhoria significativa da sobrevivéncia livre de progressdo da doenca,
sendo aprovado em 2021 com esta indicagdo nos Estados Unidos pela FDA (Food
and Drug Administration) (Vasconcelos et al., 2023; Karim et al., 2023; Li et al., 2018).
No Brasil, o pembrolizumabe foi registrado pela Anvisa com a mesma indicagéo, mas
ainda n&o foi incorporado ao Sistema Unico de Saude (SUS), onde a quimioterapia
convencional é a opgao terapéutica para o CMTN (Brasil, 2024).

Neste cenario, o potencial da imunoterapia no tratamento do CMTN também
estd sendo avaliado por meio da terapia celular CAR-T (do inglés, Chimeric Antigen
Receptor T cells ou receptor quimérico de células T) em estudos pré-clinicos e
clinicos. O uso de células CAR-T é considerado um grande avango no tratamento de
tumores hematoldgicos, mas, como sera discutido adiante, ainda apresenta muitos
desafios a serem superados para se tornar uma opcao terapéutica para tumores
sélidos (Yang et al., 2022; Zhang et al., 2023).

1.3. Células CAR-T

As células CAR-T séao linfocitos T geneticamente modificados para expressar
um receptor quimérico de antigeno (CAR), que permite o reconhecimento direto de
antigenos  tumorais, independentemente do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Esse processo se inicia com a coleta e o isolamento de
células T préprias do paciente (terapia autéloga) ou de um doador saudavel (terapia
alogénica). Essas células sado, entdo, modificadas geneticamente em laboratorio para
expressar o CAR, como através de vetores virais, e expandidas até quantidades
clinicamente relevantes. Por fim, as células CAR-T geradas sado introduzidas no
paciente, geralmente apés um regime de linfodeplegado para otimizar sua eficacia, e
se direcionam especificamente para o tumor, onde exercem sua acgao antitumoral
(Urbanowicz; Bil-lula, 2022; Nasiri et al., 2022; Chen; Abila; Kamel, 2023).
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A atividade antitumoral exercida pelas células CAR-T decorre, principalmente,
da secrecgao de granulos citotdxicos contendo granzimas e perforinas, da produgao de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias, como IL-2, INF-y e TNF-a, e da indugao de
apoptose nas células tumorais pela expressdo de ligantes da familia do fator de
necrose tumoral (TNF), como o eixo Fas e seu ligante (FasL) (Figura 1) (Benmebarek
et al., 2019).

Figura 1 — Mecanismo de agao das células CAR-T.
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Fonte: Adaptado de Benmebarek et al., 2019. Mecanismo de agao das células CAR-T. Sua atividade
antitumoral envolve a secregdo de granzimas, perforinas, citocinas e outros mediadores imunes, além
da indugao de apoptose promovida pela expressao de ligantes da familia do fator de necrose tumoral
(TNF), como o eixo Fas/FasL, afetando também as células antigeno-negativas.

A construgdto do CAR contém trés principais dominios: extracelular,
transmembranar e intracelular (Figura 2). O dominio extracelular é a regido de ligagéo
entre o antigeno e o CAR, geralmente derivada do fragmento scFv (fragmento variavel
de cadeia unica) de um anticorpo monoclonal especifico. Devido aos problemas
estruturais e de agregacao associados aos scFvs, mais recentemente alguns CARs
foram desenhados com nanocorpos derivados de camelos, VNars (dominio variavel
de novos receptores de antigenos) de tubardes e outros ligantes naturais ou artificiais,
ainda restritos a pesquisa (Benmebarek et al., 2019; Larson; Maus, 2021; Nasiri et al.,
2022).

O dominio extracelular é conectado a regido transmembranar por meio de um

espacante flexivel, que pode influenciar tanto a eficiéncia do transporte dos CARs até
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a membrana celular quanto a forma como s&o expressos na superficie. O componente
transmembranar mais comum e estavel é a proteina CD28, que desempenha um
papel crucial no controle da extensdao do sinal do CAR e na formacdo de
heterodimeros com a mesma proteina endogena das células T humanas, resultando
em uma transdug¢do de sinal mais robusta. Finalmente, o dominio intracelular é o
responsavel por ativar a célula CAR-T apés interagdo com o antigeno tumoral, sendo
geralmente representado pelo dominio de sinalizagdo CD3(, que faz parte do
complexo CD3 do receptor de células T (TCR) (Figura 2) (Benmebarek et al., 2019;
Nasiri et al., 2022).

A construgcdo de um CAR contendo apenas o dominio CD3( para sinalizagao
intracelular constitui a forma mais simples do receptor, denominada de primeira
geracdo (Figura 3). Os CARs de segunda e terceira geragao, por outro lado,
incorporam um e dois dominios coestimulatérios intracelulares, respectivamente,
como CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40 e ICOS, simulando a coestimulagéao
fornecida durante o reconhecimento do TCR pelas células apresentadoras de
antigeno (APCs). A inclusao desses dominios coestimulatorios melhora expanséo das
células CAR-T apo6s a infusdo, aumenta sua persisténcia no organismo e,
consequentemente, eleva a eficacia clinica, permitindo uma resposta antitumoral mais
duradoura e efetiva (Benmebarek et al., 2019; Hong; Clubb; Chen, 2020; Urbanowicz;
Bil-lula, 2022; Nasiri et al., 2022).

Recentemente, novas geragbes de CARs foram desenvolvidas (Next-
Generation), marcando avangos significativos na eficacia e na funcionalidade das
células CAR-T. As células de quarta geragao, conhecidas como TRUCKSs (do inglés
T-cells Redirected for Universal Cytokine-mediated Killing), sdo um grupo diversificado
de células “armadas” com a capacidade de secretar quimiocinas ou citocinas, como
IL-12 e IL-18, diretamente no sitio tumoral. Ja as células de quinta geragao expressam
um dominio intracelular de um receptor de citocina, como a subunidade beta do
receptor de IL-2 (IL-2Rp), ativando sua via de sinalizagdo apds a interagdo com o
antigeno alvo. Componentes adicionais, como controles on-off switches, sistemas
para ligar ou desligar a atividade de células CAR-T de forma controlada, e genes
suicidas também podem estar presentes nestas geragdes de receptores,
proporcionando maior seguranga ao tratamento (Zhao et al., 2018; Nasiri et al., 2022).
A seguir, a Figura 2 ilustra os componentes do CAR, enquanto a Figura 3 destaca as
diferentes geracdes de células e seus respectivos constituintes.
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Figura 2 — Componentes do CAR.
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Fonte: Adaptado de Benmebarek et al., 2019. O CAR contém trés principais dominios: extracelular
(ligagdo antigeno-CAR, conectado a regido transmembranar por um espacante flexivel),
transmembranar (geralmente, derivado do CD28) e intracelular (sinalizagdo). Além disso, novos
componentes, como dominio intracelular de um receptor de citocina (IL-2R[3, por exemplo), constituem
células CAR-T de geracao avancgada (next-generation), com funcionalidade superior.

Figura 3 — As diferentes geragdes de células CAR-T.
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Fonte: Adaptado de Peng et al., 2024. Representacao das cinco geragdes de CARs. A primeira geragao
contém apenas o dominio CD3( para sinalizagdo intracelular; a segunda e a terceira possuem,
respectivamente, um e dois dominios coestimulatérios (como CD28 e 4-1BB); a quarta geragéo é
caracterizada como TRUCK (T-cells Redirected for Universal Cytokine-mediated Killing), por serem
capazes de secretar quimiocinas ou citocinas, como IL-12 e IL-18; as células de quinta geragao, por
fim, possuem um dominio intracelular de um receptor de citocina, como IL-2R(, ativando sua via de

sinalizagao apods a interagdo com o antigeno alvo.
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1.4. Células CAR-T e tumores soélidos

Atualmente, as células CAR-T comercialmente disponiveis sdo direcionadas
para o tratamento de tumores hematoldgicos. Desde 2017, seis terapias CAR-T foram
aprovadas pela FDA, com as principais indicagdes sendo leucemia linfoblastica aguda
de células B, linfoma difuso de grandes células B e mieloma multiplo refratarios ou
recidivantes. Exemplos incluem as terapias Kymriah® e Yescarta®, as primeiras
células CAR-T aprovadas e com alvo no antigeno CD19 (Chen; Abila; Kamel, 2023).
No Brasil, quatro produtos de terapia avangada do tipo CAR-T foram registrados pela
Anvisa (Carvykti®, Kymriah®, Yescarta® e Tecartus®) para o tratamento de leucemias,
linfomas e mielomas (Brasil, 2020).

A alta taxa de resposta atingida para tumores hematoldgicos representou um
sucesso consideravel da terapia celular CAR-T. Porém, o elevado indice de recidiva
apos remissao e os possiveis efeitos toxicos potencialmente letais, como a sindrome
de liberagdo de citocinas (CRS) e a toxicidade neuroldgica, sdo grandes
preocupagdes (Chen; Abila; Kamel, 2023). O custo elevado e o longo tempo de
producdo das ceélulas T modificadas, geralmente de trés semanas, também sao
consideragdes que devem ser avaliadas para a disseminagao desta terapia (Lin et al.,
2021; Chen; Abila; Kamel, 2023).

A partir dos resultados descritos para tumores hematoldgicos, direcionaram-se
investigagbes pré-clinicas e clinicas quanto a aplicagdo das células CAR-T no
tratamento de tumores solidos. No entanto, obstaculos consideraveis foram
observados, limitando a eficacia clinica desta abordagem (Peng et al., 2024).

Uma das principais barreiras envolve a escolha do antigeno ideal, visto que a
maioria dos potenciais alvos em tumores sélidos sdo co-expressos em tecidos nao
malignos, o que aumenta as chances de efeitos on-target/off-tumor, isto €, quando a
célula CAR-T reconhece o antigeno alvo fora do tecido tumoral. O alvo €, entao,
determinante tanto para a seguranga quanto para a eficacia da terapia celular. Ainda,
devido a heterogeneidade do tumor, a expressado dos antigenos é dinamicamente
regulada, o que pode promover o escape e a resisténcia terapéutica (Zhang et al.,
2023; Flugel et al., 2023; Peng et al., 2024).

Além disso, diferentemente de tumores hematoldgicos, as células de um tumor
solido se encontram em um microambiente tumoral (TME, do inglés Tumor

Microenvironment), composto por células imunossupressoras, como ceélulas T
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regulatorias, macrofagos associados ao tumor (TAMs), células supressoras mieloide-
derivadas (MDSCs) e fibroblastos cancer-associados (CAFs), que, junto com as
células tumorais, produzem citocinas que facilitam a progressao do tumor, como TGF-
B, IL-10 e IL-4 (Zhang et al., 2023; Peng et al., 2024). Este microambiente hostil &
capaz de inibir a atividade das células CAR-T, além de restringir a infiltracdo do tumor
e de promover a exaustao prematura de células T, como pela interagao de checkpoints
imunes PD-L1/PD-1 e CTLA-4 (proteina 4 associada ao linfocito T citotoxico) (Zhang
et al., 2023; Peng et al., 2024). Ainda, a propria matriz extracelular dos tumores
sélidos, formada principalmente pela acdo dos CAFs, atua como uma importante
barreira fisica entre as células tumorais e as células CAR-T (Nasiri et al., 2022)

Por fim, a toxicidade inerente das células CAR-T, como ja descrito para o
tratamento de tumores hematoldgicos, € um dos principais limitantes. Essa toxicidade
€ principalmente atribuida a ativagdo massiva das células CAR-T, a secrecao
exacerbada de citocinas e a interagcédo on-target/off-tumor. Um dos efeitos adversos
mais significativos associado ao tratamento € a CRS, que ocorre devido a ativagao
intensa das células T, resultando na liberagcao de altos niveis de citocinas, como IL-6,
IL-10 e INF-y. Os sintomas dessa sindrome podem variar desde febre, dores de
cabeca e mal-estar até outras complicagcbes mais graves, como a coagulagéo
intravascular disseminada (CID) (Lin et al., 2021; Chen; Abila; Kamel, 2023).

A Figura 4 exemplifica alguns destes obstaculos e, como sera discutido no
decorrer do trabalho, diversas estratégias podem ser aplicadas para transpor as
barreiras citadas. Alguns exemplos incluem a construcao de CARs biespecificos que
reconhegam antigenos distintos, o bloqueio da expressao de PD-1 pela célula CAR-
T, a administragcao de anticorpos monoclonais direcionados aos checkpoints imunes,
a construgao de células “armadas” com a secrecdo de citocinas e a expressao de
controles on-off switches para regular a ativagao das células terapéuticas in vivo (Peng
et al., 2024).
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Figura 4 — Exemplos de obstaculos que limitam a eficacia das células CAR-T no tratamento de
tumores solidos.
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Fonte: Adaptado de Nasiri et al., 2022. A. Heterogeneidade tumoral, refletindo na dificuldade da escolha
do antigeno alvo ideal; B. Supresséo imune do TME; C. Matriz extracelular como barreira fisica para a
infiltragdo tumoral. Outros obstaculos incluem os efeitos on-target/off-tumor e a toxicidade inerente da
terapia, como a secre¢éo exacerbada de citocinas que pode levar a CRS, que prejudicam a seguranga
do tratamento.

O uso de células CAR-T para tumores sélidos €, entdo, um campo de pesquisa
emergente. Atualmente, a avaliacdo desta abordagem para o CMTN abrange desde
pesquisas basicas até ensaios clinicos e envolve diferentes alvos potenciais, descritos
como antigenos tumorais. No entanto, muito estudo ainda € necessario para aprimorar
a terapia CAR-T em termos de especificidade, de seguranga e de eficacia, com o
objetivo de torna-la uma alternativa viavel para o tratamento do CMTN no futuro. Neste

contexto, este trabalho explora os avangos mais recentes em estudos pré-clinicos e
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clinicos com células CAR-T, focando nos principais desafios e oportunidades para a

aplicacao dessa terapia no tratamento do CMTN.

2. OBJETIVOS

21. Objetivos gerais

Este trabalho objetiva revisar a literatura no que se refere a aplicagao da terapia
CAR-T para o tratamento CMTN, respondendo a pergunta norteadora: “a terapia
celular CAR-T pode se tornar uma alternativa terapéutica para o tratamento do cancer

de mama triplo-negativo?”.

2.2. Objetivos especificos

Fornecer o estado da arte da terapia celular CAR-T aplicada para o tratamento
do CMTN, determinando quais os estudos em andamento (in vitro, in vivo, ex vivo e
ensaios clinicos), as limitagdes da terapia, as estratégias existentes e as perspectivas.
Objetiva-se, também, contextualizar tanto a terapia de células CAR-T quanto a doencga

CMTN, fundamentando o estudo, a aplicabilidade e a relevancia do tema.

3. METODOLOGIA

3.1. Estratégias de pesquisa

O trabalho se trata de uma revisdo integrativa qualitativa da literatura sobre
estudos pré-clinicos e clinicos que aplicam a terapia celular CAR-T no CMTN. Esta
abordagem permite evidenciar o conhecimento atual sobre o tdépico em questéo,
caracterizando-a como uma ferramenta capaz de sintetizar os estudos sobre o tema
e direcionar a pratica clinica fundamentada no conhecimento cientifico (Souza; Silva;
Carvalho, 2010). Sua elaboracgao é feita através das seguintes etapas: elaboracéo da
pergunta norteadora; amostragem na literatura; coleta de dados; analise dos artigos
incluidos; discussao dos resultados obtidos; e apresentagdo da revisao integrativa

(Souza; Silva; Carvalho, 2010). O levantamento, entdo, considerou a pergunta
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norteadora: “a terapia celular CAR-T pode se tornar uma alternativa terapéutica para

o tratamento do cancer de mama triplo-negativo?”.

3.2. Critérios de inclusao e de exclusao

Quanto aos critérios de inclusdo, tém-se: (1) artigos disponiveis na integra e na
lingua portuguesa ou inglesa; (2) presenga dos termos de busca no titulo, no resumo
e/ou nas palavras-chave; (3) ndo ser um texto de revisdo; e (4) apresentar um estudo
de aplicagéo da terapia CAR-T no CMTN, seja por modelos in vitro, in vivo e ex vivo,
ou por ensaios clinicos. Os estudos foram triados em duas etapas principais: 1) leitura
dos titulos e dos resumos e 2) leitura dos artigos cientificos na integra; apos esta
triagem, aqueles que atenderam aos critérios de inclusdo foram analisados
detalhadamente. Ademais, foram excluidos os trabalhos duplicados entre as bases de
dados e os artigos de revisao, além de ndo serem incluidos aqueles disponibilizados

nas bases de dados apds o periodo de busca (entre margo e junho de 2024).

3.3. Coleta e analise de dados

As buscas para coleta de dados contemplaram as bases de dados Web of
Science e PubMed, sendo os termos pesquisados combinagdes de: “CAR-T,
“Chimeric antigen receptor’ ou “Adoptive immunotherapy” e “Triple negative breast
cancer’ ou “TNBC”, nos campos de titulo e de resumo (Figura 5). A base
ClinicalTrials.gov também foi explorada por meio da busca por “Triple negative breast
cancer’ no campo Condicao ou Doenca e “CAR-T’ em Intervencao/Tratamento para
avaliagao dos estudos clinicos.

Os materiais considerados pertinentes apoés as etapas de triagem foram
detalhadamente analisados por meio do fichamento de seus conteudos, considerando
o(s) tipo(s) de estudo(s) realizado(s) pelos autores, o(s) antigeno(s) alvo e a
justificativa para a sua escolha como modelo no CMTN, as caracteristicas das células
CAR-T desenvolvidas, os resultados obtidos e os possiveis desafios encontrados.
Apds, as informacdes e as consideragdes observadas foram discutidas e exploradas
no decorrer do trabalho.

A Figura 5 apresenta o diagrama de fluxo de selecao de artigos que resume as

buscas realizadas e os artigos incluidos no levantamento.
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Figura 5 - Diagrama de fluxo de sele¢cdo dos materiais cientificos para o levantamento.
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, diferentes abordagens utilizando células CAR-T estdo sendo
investigadas e tratadas como opgdes terapéuticas promissoras para o CMTN,
considerando o aumento do numero de potenciais alvos terapéuticos altamente
expressos neste tipo de tumor, comparativamente com outros tumores (Li et al, 2018).
Conforme identificado na Figura 6, um crescente numero de estudos esta sendo

produzido nesta area ao longo dos anos.
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Figura 6 — Publicacdes e citagdes ao longo dos anos considerando a busca por “CAR-T” e “Triple-

Negative Breast Cancer’” em todos os campos na plataforma Web Of Science.
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Fonte: Web Of Science, 2024.

Dentre os alvos em estudo, tém-se: o receptor de fator de crescimento
epidermal (EGFR), mesotelina (MSLN), mucina 1 (MUC1), receptor de tirosina
quinase ¢orfao 1 (ROR1), proteina B7-H3, receptor cMET, ligantes de NKG2D
(NKG2DLs), receptor de folato alfa (FRa), PD-L1, entre outros. Cada um destes
antigenos possui um papel importante na fisiopatologia da doenca e na tumorigénese,
podendo sua superexpressao estar relacionada com a agressividade do tumor e com
0 consequente progndstico desfavoravel.

Seguindo a metodologia estabelecida, 45 estudos pré-clinicos foram
identificados na literatura, conforme mostra a Tabela 1. Quanto aos estudos clinicos,
14 foram descritos, evidenciados na Tabela 2. No total, 27 antigenos foram avaliados
como alvos da terapia celular CAR-T para o CMTN. Serao detalhados, nos proximos
subtopicos, os antigenos alvo estudados para o CMTN por estudos pré-clinicos e
clinicos de terapia celular CAR-T, destacando seus resultados e suas respectivas

estratégias para tornar a aplicagédo desta terapia celular possivel para tumores sélidos.



Tabela 1 — Estudos pré-clinicos com células CAR-T em modelos de CMTN.

22

Antigeno Abordagem Design do CAR Modelo Principais resultados observados Referéncia
2% Geragao Citotoxicidade potente e especifica, similar para os dois CARs (mas
. scFv | CD28 | CD3¢ , maior expansao para a 32 gerag&o); ,
Células CAR-T In vitro . . . L Xia et al.,
isoladas 32 Geragéo ' Diminuigéo do crescimento tumoral no modelo animal (2 de 6 animais 2020
> scFv|CD28[4-18B| | 'O curados); '
CD3¢ Minima toxicidade on-target/off-tumor.
i 32 Geragao . Elevada secrecao de citocinas apos cocultura com células de CMTN .
- In vitro . .
gi::';":SCAR T ScFv | CD28 | 4-1BB | , EGFR positivas; '2"51? al.
CD3¢ In vivo Reduc&o dos tumores xenogénicos tratados. :
Combinacgéao entre 32 Geracio Resisténcia terapéutica em 5 dos tumores xenogénicos apés 30 dias
células CAR-T e o scFv | CD28 tl;4 188 | In vitro de tratamento; Xia et al.,
inibidor de CDK7 CD3¢ In vivo Com THZ1, aumento da eficacia e ressensibilizagé&o das células 2021.
(THZ1) tumorais, mas exibiu pequena citotoxicidade sobre as células CAR-T.
Células CAR-T 2 G . Expressao de EGFR em 6 das 13 MCs derivadas de CMTN;
EGFR traet:ntnto d(; MnCc:)s AT (s;;?/(;‘?i 1BB | In vitro Administragao intracraniana promoveu a erradicagéo das MCs em Subham et
. In vivo modelo animal; al., 2023.
MTN D o . r ~ .
derivadas de C D3¢ Uma limitagao € a presenca de EGFR citoplasmatico, nao acessivel.
Combinagé&o entre Combinadas aos microrreatores de coloidossomas com catalase e Dona et al
células CAR-T e a N/I In vivo carbonato de calcio, as células CAR-T apresentaram aumento da 2824? etal,
modulagao do TME eficacia antitumoral, com maior infiltracdo e secregéo de citocinas. ’
inaca . Al to da eficacia da atividad it | e infiltragéo d 3lul
Cf)mbmagao entre 22 Geragso In vitro umento da eficacia : a ativida e.an [ umora e infiltracéo das .ce ulas Zhou et al.,
células CAR-T e Fv | CD28 | CD3 ' CAR-T quando combinadas a radioterapia, elevando a sobrevida dos 2022
radioterapia e | | ¢ In vivo animais, sem maiores riscos de CRS. :
Tumores com maior expressdo de checkpoints imunes tiveram menor
Uso de PET/CT para 2% Geragdo In vitro retencgéo das células CAR-T, observada através da expressao do Volpe et al
monitoramento das scFv | CD28 | OD3Z | NIS | Invivo e gene reporter NIS; 2020. ’
células CAR-T ex vivo As células se mostraram ativas, mas nao infiltram na massa tumoral

adjacente e ndo houve reducdo dos tumores.
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In vitro Comparado com o CAR de 22 Geragao, as células ESMA
EGFR Células ESMA CAR- ESMA ' apresentaram agéo antitumoral mais lenta e sustentada, com menor | Epbinghaus
T scFv | 4-1BB In VIVOLE) expressdo de marcadores de exaustdo, menor secregao de citocinas, |et al., 2024.
exvivo infiltrag&o robusta e redug&o do crescimento tumoral.
. Via CRISPR/Cas9, a disrupg¢ao de PD-1, comparado ao CAR de 22
. - Next-Generation . ~ L . - .
Disrupgéo de PD-1 In vitro geragao, gerou maior citotoxicidade e secregéo de citocinas, melhor Hu et al.,
. scFv | 4-1BB | CD3C com ] ~ . N
em células CAR-T : ~ In vivo controle tumoral e prevengéo de recorréncia no modelo animal; 2019.
disrupg¢ao de PD-1 . L . ~ . .
Foi superior a combinag&o com anticorpos anti-PD-1.
MSLN
Uso d Topologia membranar similar as células, com a expressao do CAR
q sc.> Zexzssowals 22 Geracéo In vitro nas vesiculas, e carreamento de moléculas efetoras; Yang et al.,
CeArgaT 0s de celulas scFv | 4-1BB | CD3¢ In vivo Inibicdo do crescimento tumoral e reducdo do volume e do peso dos | 2021.
tumores, sem sinais de toxicidade.
Next-Generation
MSLN scFv* | 4-1BB | CD3¢ Células FAP UCAR-T reduziram significativamente o crescimento
. Células CAR-T In vitro tumoral e sensibilizaram o tumor a agao das células MSLN UCAR-T, Das et al.,
FAP universais *Duas células CAR-T: hF1 | | vivo permitindo a infiltragéo tumoral; 2023.
ou mF3 para FAP e MN-1 Os animais sucumbiram a doenca por metastases secundarias.
para MSLN
2 G - Citotoxicidade alvo-especifica, minima agao off-target, elevada
Células CAR-T eragao In vitro producao de citocinas e redug¢do do crescimento do tumor; Zhou et al.,
. TABOO4 (scFv) | CD28 | ~ o < -
isoladas CD3¢ In vivo Expresséo de PD-1 indica exaustdo celular e houve progresséo 2019.
acelerada do tumor apds 60 dias da administracao.
MUC1
Células CAR-T . MDSCs reduziram a citotoxicidade das células CAR-T em 25%;
Next-Generation . ~ . ~
capazes de scFv | CD28 | CD3Z com In vitro Com a expressao de TR2.4-1BB, houve indugdo de apoptose das Nalawade
promover a apoptose ~ In vivo MDSCs e aumento da atividade, resultando em redug&o do tumor, etal., 2021.
expressao de TR2.4-1BB . . ~ o ~ .
de MDSCs maior proliferagdo e persisténcia e prevengdo de metastases.
Células CAR-T 2 G ~ Efeitos antitumorais potentes e dose-dependentes; Wallstab
élulas - eragao ; i ~ oo - i allstabe
ROR1 . In vitro Infiltrac&o e eliminacdo de multiplas camadas em modelos 3D;
0 isoladas scFv | 4-1BB | CD3C c © e etal., 2019.

Exaustao celular observada e células residuais no final da cultura.
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Antigeno Abordagem Design do CAR Modelo Principais resultados observados Referéncia
Cf)mblnagao de - Exposi¢do a TGF-B reduz a atividade das células CAR-T e prejudica .
células CAR-T com 22 Geragao In vitro sua viabilidade: Stiber et
inibidor de TGF-( | R12 (scFv) | 4-1BB | CD3¢ . ' , . ~ al., 2020.
A terapia combinada protegeu as células, prevenindo a exaustao.
(SD-208)
ROR1 . Maior eficiéncia das células CAR-T "armadas", comparado com as de
Células CAR-T Next-Generation 22 geracio:
elutas ~LCOM Ry | 4-1BB | CD3C | com | In vitro SlEEtEe . . Harrasser
secregao localizada expressio induzida de ) Reduc¢ao do crescimento tumoral e aumento da sobrevida para 71 otal 2022
de scFv anti-PD-1 pscFv anti-PD-1 In vivo dias (49 dias para 22 geragdo), ainda superior ao uso de anticorpos v
anti-PD-1 sistémicos (57 dias).
Next-G i ' Proliferagcao elevada, infiltragdo tumoral e marcadores de menores
Células CAR-T scFve|X4-1§rI736|r?nglgB | In vitro niveis de diferenciagéo; Zhang et
pluripotentes CD37 | YRHQ In vivo Controle efetivo do CMTN em baixas doses, superior ao CAR de 22 al., 2023.
geracédo sem os dominios de ativacao.
B7-H3 Células CAR-T a %G - Citotoxicidade antigeno-dependente e maior liberagao de citocinas Li et al
- artir de nanocorpos (Eiziezlo In vitro quando comparado ao uso de scFv, mas pode ser mais imunogénico; 'etal,
/ICD276 P P Nanocorpo | 4-1BB | CD3¢ 2023
derivados de camelo Resultados promissores para outros tumores in vivo. ’
Combinacéo de 3% Geracio In vitro Aumento da atividade antitumoral das células CAR-T;
células CAR-T com 8HO (scF CQJDZS 4 . Inibigao significativa do crescimento tumoral, maior sobrevida, maior |Lei et al.,
terapia epigenética (?CBBV|) l’)DSC 14-1n vivo e infiltragéo e auséncia de toxicidade aos animais; 2021.
(SAHA) ex vivo Erradicagéo nao foi completa.
B7-H3 ) 22 Geracéo O protocolo de estresse com dissulfiram/cobre e radiacio ionizante,
/C[;276 R’eprogramagao das scFv* | CD28 | CD3¢ In vitro favoreceu a atividade citotoxica de ambos os CARSs; Wana et al
cglulas CAR-T.por ; Para as células B7-H3 CAR-T, houve forte citotoxicidade tempo- 9 s
© celulas tumorais ‘Duas células CAR-T: | axiro® dependente, com aumento de IFN-y, 100% de regress&o em modelo | 202>
CSPG4/NG2 | estressadas uas células -T: ex vivo ependente, co ento de -Y, o de regresséo e odelo

anti-B7-H3 e anti-CSPG4.

animal, sobrevida duradoura, menor exaustio celular, etc.
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Antigeno Abordagem Design do CAR Modelo Principais resultados observados Referéncia
Liberacao de IFN-y em coculturas com células de CMTN CSPG4
Células CAR-T %G - positivas e fungao citolitica; Beard et al
CSPG4/NG2 |. euias ) eragao In vitro Risco de toxicidade on-target/off-tumor pela detecgcao de baixos niveis sard et al.,
isoladas scFv | CD28 | CD3¢ . . . . . . |2014.
do antigeno em 2 de 94 tecidos normais, ambos de intestino delgado;
Estudos mais detalhados para melanoma e glioblastoma.
12 Geragéo Auto-enriquecimento in vitro através de IL-2;
NKG2D | CD3¢ Células de 12 geragéo com maior exaustdo do que as de 22 geragéo;
NKG2DLs Células CAR-T auto- ~ In vitro Atividade citotéxica e antitumoral superior para o CAR de 22 geragdo, |Hanetal.,
enriquecidas 2% Geragéo In vivo impactando na persisténcia, sobrevida e redugéo do crescimento 2018.
NKG2D | 4-1BB ou CD27 tumoral;
| CD3¢ N&o se observou erradicagao do tumor nos animais.
Maiores efeitos quando a linhagem de CMTN possuia superexpresséo
22 3 ; induzida do antigeno, com redugéo do tamanho do tumor no
Células CAR-T Geragdo In vitro o ¢ Song et al.,
isoladas Mov19 (scFv) | CD27 | In vivo camundongo; 2016
CD3¢ Linhagem parental com expressao moderada sofreu aumento do '
tumor.
) ] A exposicao das células tumorais ao meio de CAFs, com alta
Células CAR-T Next-Generation In vit concentragéo de IL-6, induziu resisténcia tanto a terapia CAR-T Chuangchot
FRa isoladas e o efeito scFv | CD28 | 4-1BB | nviro quanto a doxorrubicina, promovendo aumento de PD-L1 nas células et al., 2023.
dos CAFs CD27 | CD3¢ ; ’
tumorais.
Maior migracao de células T, dendriticas e células B e maior secregao
Células CAR-ydT . de IFN-y do que as células convencionais, mas citotoxicidade
N Next-Generation In vitro )
com secregéo de IL- Mov19 (scFv) | CD28 | semelhante; Ye et al.,
7eCCL19 (7 x19 In vivo Apenas a combinagédo de 7 x 19 CAR-y8T com células mononucleares | 2022.

CAR-y3T)

CD3Z | IL-7 | CCL19

derivadas de sangue periférico proporcionou redugao efetiva do
crescimento tumoral do CMTN de expressao moderada do antigeno.
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Especificidade, atividade antitumoral robusta, inibicdo do crescimento
' do tumor e sobrevida prolongada do animal;
Células CAR-T auto- 22 Geragao In vitro Efeito de auto-amplificagéo (estimulo & expresséo de PD-L1 apés a Bajor et al.,
amplificadas scFv | CD28 | CD3¢ In vivo exposicao as células CAR-T); 2022.
Citotoxicidade potente contra células ndo malignas que expressam
PD-L1.
Lise e secregao de citocinas eficientes;
Reducgao dos tumores, sem perda de peso corporal no animal e
PD-L1 Células CAR-T a . In vitro auséncia de metastase, mas recorréncia modesta observada apos 5 )
partir de V 22 Geragao semanas: Li et al.,
NAR . In vivo e ’
derivados de tubardo B2 (Vi) | 4-1BB | CD3¢ ex vivo Alta persisténcia no bago dos animas, com atividade citotoxica 2022.
mantida;
Uma limitagcao é a imunogenicidade.
Especificidade da agéo das células CAR-T, sem auto-toxicidade
Células CAR-T a 3* Gerago n vitro > o >~ . .
) quando acopladas ao SynNotch (direcionada via transdugdo de CD19 | Zhu et al.,
partir de monocorpos | PDbody | CD28 | 4-1BB | . . : Lo
In vivo nas células tumorais), 0 que promoveu segurancga e significativa 2024.
e controle SynNotch CD3¢ =
supressao tumoral.
3G . Especificidade e lise direta e eficiente das células tumorais;
Células CAR-T eragao In vitro Maior secregao de citocinas, associado positivamente com os niveis Wei et al.,
. scFv | CD28 | 4-1BB | , o o .
isoladas CD3¢ In vivo de antigeno, e inibi¢&o significativa do crescimento do tumor, sem 2018.
afetar o peso do animal.
Expressao de CR7 aumentou a ativagdo e a expansao das células
Xt Células CAR-T S
élulas -T com ~ . ~
q Reducéo efetiva do tamanho dos tumores, sem alteragdes
receptor de IL-7 Next-Generation In vitro signifigcativas no peso corporal do animal: ¢ Zhao et al.,
constitutivamente scFv | 4-1BB | CD3C | C7R| In vivo ' 2020.

expresso (CR7)

Maiores concentragdes de citocinas séricas e infiltracdo tumoral
comparado com células CAR-T de 22 geragéo, porém os efeitos
terapéuticos foram comparaveis.
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Antigeno Abordagem Design do CAR Modelo Principais resultados observados Referéncia
- . Diferentes espacgantes foram testados e apenas a construgao com o
. 22 Geragao In vitro . . .
Células CAR-T REA101 Ev) | 4-1BB espacante classificado como pequeno gerou certo decréscimo no Pfeifer et
SSEA4 isoladas (2%3\/) | 4- || in vivo e crescimento tumoral; al., 2023.
¢ ex vivo Toxicidade severa por reconhecimento on-target/off-tumor.
Superexpressao detectada em canceres de mama, sobretudo no
Células CAR-T 22 Geragé In vitro il Y t al
CD24 . elulas : eragao Reducéo dos tumores xenogénicos, sem sinais de toxicidade; ang etal.,
isoladas scFv | 4-1BB | CD3C In vivo . A , ~ 2023.
Maior persisténcia do que as células controle, mas exaustao
identificada.
2 5 i Ativagao especifica frente ao antigeno e redugao significativa do
Células CAR-T 3 Geragao In vitro §40 esp geno e reduicac sig a g Chaetal.,
EphA10 . scFv | CD28 | 4-1BB | In vi crescimento tumoral, mas houve diminuigdo do peso dos animais
isoladas nvivoe . 2022.
CD3¢ ex Vvivo comparado ao controle, sem mudangas patolégicas observadas.
Reducgéo significativa do tumor, mas progrediu gradualmente apos 1
inac3 . més;
Cf)mblnagao de 22 Geragao In vitro . o ] Baetal.,
tmTNF-a células CAR-T com ScFv | 4-1BB | CD3( ] Aumento da sobrevida dos animais com tumor; 2023
mAb anti-PD-1 In vivo Maior citotoxicidade das células CAR-T quando combinadas com mAb |
anti-PD-1, inclusive no controle do modelo metastatico.
22 Geragéo Ambos os CARs com citotoxicidade in vitro similar, mas 3% geragéo
L2 (scFv) | CD28 | CD3( ) com maior liberagdo de citocinas e superior in vivo, com maior
TEMS/ Células CAR-T In vitro persisténcia, regresséo tumoral e melhora significativa da sobrevida; | Byrd et al.,
ANTXR1 isoladas 32 Geragao In vivo Recorréncia dos tumores, mas de menor volume e vascularizagao; 2018.
L2 (scFv) | CD28 | 4-1BB | Sem efeitos toxicos;
CD3¢ Isoformas citoplasmaticas de TEM8 podem n&o ser acessiveis.
3G . Citotoxicidade potente e especifica;
Células CAR-T eragao In vitro Reduc¢ao do tamanho dos tumores xenogénico e aumento da Wei et al.,
ICAM1 isoladas mG2 (scFv) | CD28 | 4- ] sobrevida: 2020
1BB | CD3 In vivo ’ -

Decréscimo de ICAM1 e infiltrados de células T na andlise histologica.




28

Antigeno Abordagem Design do CAR Modelo Principais resultados observados Referéncia
a a In vit Elevada lise celular alvo-especifica; )
Células CAR-T 2" Geragao 1 viro . . P - . Seitz et al.,
GD2 . ch14.18 (scFv) | 4-1BB | | 1, vi Reducéo do crescimento tumoral, sem sinais de toxicidade e de
isoladas nvivo e . . 2020.
CD3¢ ex vivo formagéo de metastases como no controle.
22 Geragao As células StxB CAR-T apresentaram maior atividade antitumoral,
Gb3 Células CAR-T a Lectina* | 4-1BB | CD3C i i com potente e especifica citotoxicidade; Meléndez
partir de lectinas Atividade de 60% contra as células de CMTN em cultura; et al., 2022.
*StxB, LecA ou Mitsuba. Em geral, citoxicidade proporcional a abundancia de Gb3.
Efeito comparado com células TCR-T, que liberou 10 vezes mais IFN-
Y:
Complexo | cgjylas CAR-T 22 Geragao In vitro Sobrevida prolongada dos animais e tnica dose reduziu Liu et al.,
e, |isoladas 2D2 (scFv) | 4-1BB | CD3Z| In vivo significativamente o tumor, com infiltragdo robusta de células T. 2022.
Sem toxicidade evidente e menor atividade citolitica associada com
menor densidade antigénica.
In vitro Citotoxicidade significativa com espacante intermediario;
Células CAR-T 22 Geragao Acumulo das células CAR-T preferencialmente nos tumores, com Bandara et
nfP2X7 . In vivo e T T . . . .
isoladas scFv | 4-1BB | CD3¢ ) inibicéo significativa do crescimento tumoral nos animais; al., 2023.
exvivo Associacao da eficacia do modelo pela perda de antigeno.
Variou-se o grau de afinidade do scFv e o tamanho do espacgante,
] . 22 Geracao sendo que o CAR de maior afinidade e menor espagante foi mais
iegtina |62 RT | b sy coza | v | st
CD3C Reconhecimento e eliminagéo especificos; v '
Estudos mais detalhados para melanoma.
Citotoxicidade especifica com secrecao de citocinas;
Células CAR-T com Co-expressao de’CXCR (1<2) ieruziu a migracao eficiente para IL-8
. . expressa pelas células de CMTN; o
Integrina coexpressao do 2% Geragao In vitro Estudos mais detalhados para outros tipos de tumores, como de Whilding et
avp6 receptor de IL-8 scFv | CD28 | CD3C P P ’ al., 2019.

(CXCR1 ou CXCR2)

ovario e pancreatico, com aumento da eficacia terapéutica e
direcionamento das células CAR-T pela inclusédo do receptor, sem
toxicidade evidente.
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Next-Generation Promocao da interacéo entre as células efetoras e alvo via BiTE, o
. Nanocorpo* | 4-1BB | que aumentou a resposta citotoxica;
Células CAR-ydT ~ In vitro ~ . . . o .
HLA-G secretoras de PD- CD3( | com secregéo Acéo efetiva contra as células tumorais, superior as células parentais | Huang et
. induzida de BiTE In vivo (sem o CAR e sem secregéo de BiTE); al., 2023.
L1/CD3 BiTE e . . .
Supressao significativa dos tumores e maior sobrevida, além de
*Bi-epitdpico. redirecionamento, infiltragdo tumoral e auséncia de efeitos téxicos.
Todos os CARs gerados apresentaram citotoxicidade eficiente;
i No geral, células CAR-T com CD27 performaram melhor em termos
Células CAR-T com A N o : )
. . 22 Geragao . de producdo de moléculas efetoras;
variagdes dos In vitro . . Chen et al.,
Trop2 dominios scFv | CD28 ou CD27 ou ) In vivo, com CD28 e CD27 os efeitos contra os tumores foram 2021
. ICOS ou 4-1BB | CD3¢ | mvivo similares; '
Associacao do receptor de IL-7 alfa e da menor expressao de PD-1
com a maior efetividade das células com CD27.
Com a infecgéo das células tumorais e expressédo de CD19, houve
maior atividade das células CAR-T, com consistente perda de células
CAR-T combinado tumorais;
ao uso de virus . . A combinagao gerou infiltragdo celular e regressdo tumoral marcante;
Y 22 Geragao In vitro . ] . - B Park et al.,
CD19 oncoliticos para Morte celular mediada pelas células CAR-T induziu liberagao de
scFv | CD28 | CD3< In vivo P ree N . ~ 2020.
entrega de alvos nas particulas oncoliticas virais, possivelmente propagando a expressao
células tumorais de CD19 no tumor;
Riscos incluem a infecgéo de células saudaveis, expressao de CD19
em células B (mas aplasia possivel) e imunogenicidade do virus.

Obs.: todos os estudos in vivo foram realizados com camundongos/ratos, utilizando modelos de linhagens celulares de CMTN ou xenoenxertos derivados de
pacientes para inoculagado nos animais.

N/I: ndo identificado; Next-Generation: inclusdo de melhorias genéticas na constru¢ao das células CAR-T, além dos dominios de interagao, coestimulatérios e
de sinalizagao.
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Identificador

Antigeno .. i Descrigao do estudo Fase | Participantes | Periodo Status Resultados
ClinicalTrials.gov
Resultados preliminares indicaram
que as células ROR1 CAR-T
podem ser desenvolvidas e
Phase | Study of Adoptive expandidas em pacientes com
Imrr?unothgrapy for Ad\(anced ROR1+ 16/03/2016 Interrgmpido CMTN e cancer de pulmao de
NCT02706392 Malignancies With Defmed Subsets of 21 a por baixa taxa células ndo pequenas. Porém,
Autologous T Cells Eng/peergd to. 17/05/2021 de alguns efeitos adversos foram
Express a ROR1-Specific Chimeric recrutamento g )
Antigen Receptor observados, assim como a falta de
infiltragéo apropriada no tecido
tumoral e a consequente auséncia
ROR1 de regresséo do quadro.
A Phase 1/1b Dose Escalation/Dose
Expansion Study of PRGN-3007 25/01/2023
NCT05694364 UltraCAR-T Cells in Patients With 88 2 01/2026 Recrutando Nao publicados até o momento.
Advanced Hematologic and Solid
Tumor Malignancies
A Phase 1 Study to Assess the Safety
NCT05274451 Targeting CAR T Cells, in Adults With 54 2 09/2026 Recrutando N&o publicados até o momento.
Relapsed and/or Refractory Solid-
Tumor Malignancies
A Single-arm, Open, Exploratory
Clinical Study Evaluating the Safety 01/05/2022
EBG7|f§3e NCT05341492 g’;ﬁg{fW;ﬁ,’;—ggﬁ%@%ﬁi@g&g M inicial 30 01/056;2035 Recrutando N3ao publicados até o momento.

Advanced Solid Tumors (Lung and
Triple-negative Breast Cancer)
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Identificador

Antigeno .. i Descrigao do estudo Fase | Participantes | Periodo Status Resultados
ClinicalTrials.gov
Study of Administration of T Cells
Expressing B7-H3 Specific Chimeric
_ Antigen Receptors and Containing the 42 07/06/2024 ~ , 3
B7-H3 NCT06347068 Inducible Caspase 9 Safety Switch in 2 05/2028 Recrutando N&o publicados até o momento.
Subjects With Triple Negative Breast
Cancer
Phase I/l Study of Anti-MUC1 CAR T 10/2015 a
NCT02587689 Cells for Patients With MUC1+ lell 20 Desconhecido | N&o publicados até o momento.
; 10/2018
Advanced Refractory Solid Tumor
A Phase 1 Open-Label, Multi-Center
First in Human Study of TnMUC1- Foi determinado que a razao
Targeted Genetically-Modified , 1071072019 , risco/beneficio era desfavoravel
NCT04025216 Chimeric Antigen Receptor T Cells in 16 a Interrompido ara a continuidade do estudo
Patients With Advanced TnMUC1- 02/12/2022 P . . !
MUC1 Positive Solid Tumors and Multiple sendo interrompido.
Myeloma
Adoptive Immunotherapy for Advanced
MUCT* Positive Breast Cancer With
Autologous T Cells Engineered to 15/01/2020
NCTO04020575 Express a Chimeric Antigen Receptor, 69 a Recrutando Nao publicados até o momento.
huMNC2-CAR44 or huMNC2-CAR22, 15/01/2035
Specific for a Cleaved Form of MUC1
(MUCT¥)
Clinical Trial of Autologous cMet N&o foram observados efeitos
Redirected T Cells Administered 04/2013 a adversos acima de grau 1, porém
NCT01837602 Intratumorally in Patients With Breast Oel 6 13/08/2018 Completo nenhuma resposta clinica
Cancer mensuravel foi detectada.
cMET N ' Terapia demonstrada como
Clinical Trial of Autologous cMET 21/12/2016 segura, ainda que sem evidéncias
NCT03060356 ﬁv?rdalcztf;vfgs;- %egﬁgxén@ﬁ:ed | inicial 77 a Interrompido | de efetividade clinica. O estudo foi
Y 27/03/2020 cancelado devido a interrupgao do

Melanoma & Breast Carcinoma

financiamento.
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Identificador

Antigeno .. i Descrigao do estudo Fase | Participantes | Periodo Status Resultados
ClinicalTrials.gov
A Phase | Clinical Trial to Evaluate the
Safety and Tolerability of Mesothelin- ] B
Specific Chimeric Antigen Receptor- 186 06/2016 a Ativo, ndo . . ,
NCT02792114 | positive T Cells in Patients With 06/2025 | recrutando | \ao Publicados até o momento.
Metastatic Mesothelin-Expressing
Breast Cancer
Clinical Study of Chimeric Mesothelin ;
Antigen Receptor-modified T Cells in 20 10/2015 a . i . .
NCT02580747 Relapsed and/or Chemotherapy 11/2018 Desconhecido | N&ao publicados até o momento.
MSLN Refractory Malignancies
Resultados publicados
Phase | Study to Evaluate Treatment dgr_nonstr_argm auséncia de
of CRISPR-Cas9 Mediated PD-1 and 19/03/2018 toxicidade limitante de dose ou
TCR Gene-knocked Out Chimeric . efeitos adversos ndo esperados. A
NCT03545815 ) ; 10 a Desconhecido . o
Antigen Receptor (CAR) T Cells in 30/12/2020 melhor resposta foi a estabilizagéo
Patients With Mesothelin Positive da doenga em 2 pacientes, mas
Multiple Solid Tumors. observou-se uma baixa
persisténcia das células in vivo.
A Phase | Dose-escalation Trial to
Evaluate Haploidentical / Allogeneic
Natural Killer Group 2D Ligand 01/12/2019
NKG2DL NCT04107142 | (NKG2DL)-Targeting Chimeric Antigen 10 a Desconhecido | N&o publicados até o momento.
Receptor-grafted Gamma Delta (yd) T 01/03/2021

Cells (CTM-N2D) in Subjects With
Relapsed or Refractory Solid Tumour

Obs.: numero de participantes e periodos reais ou estimados, a depender do status do estudo.
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4.1. Receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR)

O EGFR, também conhecido como HER1 (do inglés, Human Epidermal growth
factor Receptor 1), faz parte da familia de receptores tirosina quinase ErbB, sendo
considerado um dos principais alvos da terapia do cancer e um dos principais
marcadores em termos de distingdo entre o0 CMTN e outros subtipos de cancer de
mama (Xia et al., 2020; Zhou et al., 2022; Nakai; Hung; Yamaguchi, 2016). Sua
superexpressao envolve 45 a 70% dos casos de CMTN e esta relacionado a um pior
prognostico da doenga, além de ser altamente expresso em outros tumores epiteliais.
Seu papel na progressao do CMTN e de outros tumores estd envolvido com a
proliferagdo e a sobrevivéncia das células tumorais, angiogénese, invasédo e
quimiorresisténcia (Liu et al., 2019; Nakai; Hung; Yamaguchi, 2016).

Ainda que antagonistas de EGFR estejam em uso na clinica para diferentes
tipos canceres, como os inibidores gefitinibe e erlotinibe e os anticorpos monoclonais
cetuximabe e panitumumabe, sua efetividade é reduzida devido a mecanismos de
resisténcia ou baixa resposta pelo paciente, gerando falha terapéutica (Nakai; Hung;
Yamaguchi, 2016). Portanto, investigar a eficacia e aplicabilidade deste alvo a partir
de células CAR-T pode estabelecer novas estratégias para tratar CMTN com alta
expressao de EGFR.

Além dos estudos pré-clinicos descritos a seguir, € importante destacar que um
estudo clinico de fase | inicial estd em andamento e na etapa de recrutamento para
CMTN e cancer de pulmao, cuja intervencéao se trata de células EGFR/B7-H3 CAR-T
(NCT05341492) (Tabela 2).

41.1. Avaliagao pré-clinica de células EGFR CAR-T no CMTN

Xia et al. (2020) apresentaram, baseando-se na elevada expressdo de EGFR
observada em linhagens de CMTN (dentre elas MDA-MB-231, MDA-MB-468, HS578T
e HCC1860) comparado com outros subtipos de cancer de mama, a construgédo de
células EGFR CAR-T de terceira geracdo. Como resultados, observou-se
citotoxicidade potente, especifica e dose e tempo dependentes das células
terapéuticas contra as células de CMTN in vitro, tanto em termos de marcadores de

ativagdo (como CD69 e CD25) quanto secrecao de citocinas (como TNF-a, IL-2 e IFN-

Y):
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Trés principais vias estavam envolvidas na atividade antitumoral das células
EGFR CAR-T contra as células MDA-MB-231, segundo Xia e colaboradores (2020):
granzima-perforina-PARP (perforina gera poros na membrana que permitem a difuséo
de granzimas e a consequente clivagem de substratos, como PARP e caspases,
ativando as vias de dano mitocondrial e ao DNA), Fas-FADD-caspase (inducao de
morte celular via ligagdo FasL ao receptor Fas - complexo que se liga ao FADD - e
ativacdo de caspases) e IFN-y (altos niveis secretados pelas células T efetoras,
amplificando a ag¢do antitumoral). In vivo, os modelos xenograficos de CMTN em
camundongos tratados com as células CAR-T apresentaram diminuicdo da taxa de
crescimento tumoral, com citotoxicidade off-tumor minima, nao apresentaram
metastases como o grupo controle e dois dos seis animais tratados foram curados,
sem sinais do tumor até mesmo apos quatro meses (Xia et al., 2020).

Em estudo anterior a este, Liu e colaboradores (2019) demonstraram
resultados semelhantes, no qual a efetividade e a seletividade de dois tipos de EGFR
CARs (variagdes no dominio scFv) foram determinadas in vitro e in vivo, reforgando a

possibilidade de aplicagdo desta abordagem para o CMTN.

4.1.2. Combinagao de células EGFR CAR-T com inibidor de CDK7

Assim como outras imunoterapias, atingir taxas de respostas duraveis por meio
da terapia celular CAR-T é dificil, devido a mecanismos de evasao imune do tumor e
a resisténcia adquirida (Saleh; Elkord, 2020). Por exemplo, a resposta através da
ativagcao das células CAR-T, sobretudo pela liberagao de IFN-y, induz a expressao de
genes imunossupressores na célula alvo, como PD-L1. E proposto que as células
tumorais em encontro com as células T efetoras ativadas e, consequentemente, na
presencga de IFN-y, induzem a expressao de PD-L1 como forma de preparagao para
o ataque imune eminente, sendo este um mecanismo de escape (Mandai et al., 2016).

Como observado por Xia et al. (2021), um tergo das linhagens celulares de
CTMN em modelos xenograficos tratados com EGFR CAR-T apresentaram
resisténcia a terapia apds cerca de 30 dias e a via de sinalizagcdo mais enriquecida
estava relacionada com a agao do IFN-y; neste caso, outros genes
imunossupressores também estavam envolvidos além do PD-L1, como IL-6, PD-L2,
HVEM, CXCL2, etc.
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Uma grande dependéncia de CDK7 (Quinase Dependente de Ciclina 7) ja foi
estabelecida para o CMTN, sendo um componente critico para a transcricao de genes
importantes para a sobrevivéncia e proliferagao celular neste tipo de cancer (inclusive
a expresséo do proprio EGFR) (Wang et al., 2015). Xia e colaboradores (2021), neste
contexto, estudaram a combinagdo das células EGFR CAR-T com o inibidor covalente
de CDK7, o THZ1, identificando sua capacidade de suprimir os genes induzidos por
IFN-y em 47%, inclusive genes imunossupressores, e de ressensibilizar células
resistentes a terapia CAR-T. In vivo, esta combinagdo aumentou a eficacia terapéutica
das células CAR-T, observada por meio da redugdo do crescimento tumoral e de
metastases, além de suprimir a resisténcia imune e gerar sobrevida prolongada para
animais re-desafiados com células tumorais apds a erradicacdo com a combinacao

terapéutica (Xia et al., 2021).

4.1.3. Combinagao de células EGFR CAR-T com radioterapia

Combinacgdes de imunoterapias com radioterapias também sao interessantes,
inclusive para a abordagem de células CAR-T, uma vez que a radioterapia traz
algumas vantagens: promove a expansao das células CAR-T e aumenta sua
citotoxicidade contra as células alvo; modula o TME e a expressao de integrinas nas
células endoteliais, promovendo o homing (direcionamento para o tumor) das células
CAR-T e facilitando a migrag&o até o tumor; e aumenta a eficacia da terapia celular
por também agir diretamente na morte das células tumorais (Zhong et al., 2023).

Para o CMTN, células EGFR CAR-T ja foram estudadas em combinagéo com
a radiacéo ionizante (IR) por Zhou e colaboradores (2022) e, de fato, houve um
aumento da eficacia da atividade antitumoral tanto in vitro quanto in vivo
independentemente da radiossensibilidade dos modelos, elevando a sobrevida dos
animais (inclusive curando trés dos sete animais de cada grupo, com administragéo
de CAR-T antes ou ap6s a IR) e gerando resisténcia completa contra re-desafios com
a inoculagao de novas células tumorais. Também foi demonstrado o papel da IR no
aumento da infiltracdo das células CAR-T, por meio do aumento da expressao de
ICAM1, e o fato de que esta combinagéo n&o gerou maior risco para CRS (Zhou et al.,
2022).
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41.4. Combinacao de células EGFR CAR-T com estratégias que

modulam o TME imunossupressor

O TME afeta a sobrevivéncia, a proliferacdo e as funcdes efetoras das células
imunes, inclusive das células CAR-T quando adentram o tumor, estabelecendo um
microambiente imunossupressor através da hipodxia, acidez e acumulo de lactato,
além de outros fatores proporcionados pelas disfun¢des das células tumorais (Tuccitto
et al., 2018).

Estratégias que modulem o TME se fazem necessarias para favorecer a
atuacao das células CAR-T e das proprias células imunes enddégenas. Neste sentido,
Dong et al. (2024) combinaram microrreatores de coloidossomas (catalase
encapsulada em nanoparticulas de carbonato de calcio) com células EGFR CAR-T
em um modelo animal de CMTN. A literatura traz aplicagcbes destes compostos para
modificar o TME imunossupressor, ja que a catalase atua na quebra do peréxido de
hidrogénio gerado pelas células tumorais e, consequentemente, oxigena o tecido,
enquanto o carbonato de calcio atua na modulacdo do pH desse microambiente
(Najafi et al., 2022; Lin et al., 2024).

Conforme descrito pelos autores, as fungdes destes microrreatores em
neutralizar a acidez do tumor, reduzir a hipdxia e suprimir a producao de lactato sao
capazes de favorecer a acdo das imunoterapias, o que foi visto pelo aumento da
eficacia antitumoral das células CAR-T, estabelecida principalmente pela maior
infiltracdo das células no tumor e pela maior secrecao de citocinas (como IFN-y e TNF-
a) (Dong et al., 2024).

4.1.5. Células EGFR CAR-T no tratamento de MC-CMTN

Sabe-se que, devido a sua agressividade, o CMTN possui alta capacidade de
metastizar e a propensdo de desenvolvimento de metastases cerebrais (MCs) em
casos de CMTN metastatico é de 30 a 46%, sem tratamentos especificos para seu
manejo (Jin et al., 2018; Martins et al., 2016). Além disso, a expressdo de EGFR em
tecidos de CMTN aumenta o risco de desenvolvimento de MCs (Bryan et al., 2021).

Subham e colaboradores (2022) aplicaram o EGFR806 CAR-T (baseado no
anticorpo mAb806, que é restrito ao EGFR do tumor pela amplificagdo oncogénica)
em modelos de MC-CMTN. Esta célula CAR-T esta em estudo clinico para tumores
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pediatricos cerebrais via intratumoral (NCT03638167) sem toxicidade limitante de
dose observada (Subham et al., 2022). Além de verificarem a expressdo de EGFR em
MC-CMTN (seis de treze metastases cerebrais apresentaram EGFR membranoso e
citoplasmatico) e em linhagens primarias de CMTN, avaliou-se a atividade antitumoral
in vitro e in vivo do EGFR806 CAR-T contra linhagens de CMTN. A partir de modelos
xenograficos ortotopicos em camundongos, houve erradicagdo das metastases
cerebrais, fato acompanhado por 124 dias, evidenciando a regressao (Subham et al.,
2022).

Como nédo ha, até o momento, nenhuma terapia consolidada que promova o
controle ou remissao do MC-CMTN (Jin et al., 2018), estes resultados colocam as
células EGFR CAR-T como uma futura alternativa terapéutica. Porém, certas
limitagdes, como a presenga de EGFR citoplasmatico (ou seja, n&o acessivel a agéo
das células T modificadas), estao envolvidas, necessitando de mais estudos.

4.1.6. Monitoramento da terapia celular pan-ErbB CAR-T via
PET/CT

Com as grandes evolugdes geradas através do CAR-T, fazem-se necessarias
associagdes entre achados de imagem e a apresentagao clinica para um melhor
entendimento dos efeitos terapéuticos e adversos da terapia, além de maneiras de
monitorar a atividade dessas células no organismo de forma nao invasiva (Yoon et al.,
2021).

Volpe e colaboradores (2020) desenvolveram o pan-ErbB TIE28z CAR, cujos
alvos sdo a maioria dos homo e heterodimeros membros da familia ErbB, muitas
vezes com expressao desregulada em tumores solidos, como € o caso do CMTN. Um
dos objetivos principais foi o de rastrear e quantificar a retengédo das células CAR-T
no organismo de forma n&o invasiva via tomografia computadorizada por emissao de
positrons (PET/CT). Para isso, foi inserido o gene reporter de NIS (simportador de
iodeto de sd6dio humano) nas células CAR-T, o que ndo comprometeu a funcionalidade
e viabilidade das células. Neste estudo, duas linhagens de CMTN (MDA-MB-231 e
MDA-MB-436) foram utilizadas em modelos in vitro e in vivo (Volpe et al., 2020).

No modelo in vivo de xendégrafos ortotépicos em camundongos, houve uma
correlacdo inversa entre a presenca de checkpoints imunes e a retencao das células
CAR-T no tumor: a linhagem MDA-MB-231, que possui maior expressdo de



38

checkpoints inibitérios, como PD-L1, n&o reteve as células CAR-T. Entao,
combinagdes com inibidores de checkpoints imunes podem ser interessantes (Volpe
et al., 2020).

As células pan-ErbB TIE28z CAR-T se mostraram ativas pela redugao das
células tumorais no local da administragao (via intratumoral), mesmo que ndo tenham
infiltrado na massa tumoral adjacente. Esse fato pode ser justificado pelo TME hostil
e pelas adaptacdes celulares. Ainda, nao houve reducao do tamanho dos tumores,
corroborando com a perda de células terapéuticas ao longo do tempo (Volpe et al.,
2020).

Os autores concluiram que o0 uso da imagem como biomarcador da terapia
pode fornecer informacdes preditivas para o sucesso terapéutico, inclusive
informagdes de seguranga, como acumulo em diferentes localizagbes off-ftumor. Além
disso, o TIE28z CAR foi aplicado em estudo clinico (NCT01818323) para canceres de
cabeca e pescog¢o, demonstrando seguranga e persisténcia intratumoral, sendo
descrita estabilizagcdo da doenga em 60% dos participantes (9 de 15) apds seis

semanas de administragcédo (Papa et al., 2023).

41.7. Células ESMA EGFR CAR-T e a maior persisténcia da terapia

Ebbinghaus et al. (2024) desenvolveram as células ESMA (do inglés,
Endogenous Signaling Molecule Activating) EGFR CAR-T, cujo principal objetivo foi o
de aumentar a persisténcia das células CAR-T no tratamento do CMTN. Esta
abordagem gera CARs sem o dominio interno CD3(, utilizando dominios
transmembranares para interagdo com as moléculas de sinalizagdo enddgenas.

Como resultado deste estudo, observou-se que, comparado ao CAR de
segunda geragao, as células EGFR ESMA CAR-T foram capazes de atuar contra as
células de CMTN de forma mais lenta e sustentada, com menor expressdo de
marcadores de exaustdo e menor secre¢ao de citocinas. Ademais, em modelos
xenograficos in vivo, atestou-se a eficacia antitumoral das células, junto a um fenétipo
de memoria das células T aumentado e a uma infiltragdo tumoral robusta (Ebbinghaus
et al., 2024).

As caracteristicas do ESMA, entdo, podem fornecer os recursos necessarios

para evitar a exaustao das células T no foco do tumor (Niu et al., 2024).
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4.2. Mesotelina (MSLN)

A mesotelina (MSLN) & um antigeno de superficie ligado ao glicosil-fosfatidil-
inositol, de elevada imunogenicidade, cuja expressédo ocorre em células mesoteliais
normais (pleura, peritbnio e pericardio) e em diferentes tipos de malignidades,
incluindo o cancer de ovario, de pancreas e o CMTN (Parinyanitikul et al., 2013; Li et
al., 2014; Tozbikian et al., 2014). O entendimento de suas funcdes biolégicas é
limitado, mas diferentes dados na literatura indicam seu papel na adesao celular,
sobrevivéncia, proliferagdo, migracdo, invasdo, progressdo tumoral e
quimiorresisténcia. Os mecanismos incluem inibicdo das vias apoptdticas e maior
progressao do ciclo celular (Parinyanitikul et al., 2013; Tang; Qian; Ho, 2013; Tozbikian
et al., 2014; Bayoglu et al., 2015).

Em principio, a expressdo de MSLN no cancer de mama era desconhecida.
Porém, em 2012, Tchou et al. identificaram que a expressao deste antigeno ocorria
em maior proporgao para amostras de CMTN (67%) comparado com os subtipos de
cancer de mama HER2 ou RE positivos (menor que 5%).

Dois estudos mostraram que o prognéstico do CMTN independe da expressao
de MSLN (Parinyanitikul et al., 2013; Bayoglu et al., 2015). Por outro lado, Li et al.
(2014), considerando as limitagdes para a correlagcdo com o desfecho clinico em
termos de amostragem inadequada, por exemplo, projetaram um estudo com duas
coortes independentes, uma considerando 141 pacientes tratados na instituicdo e
outra (coorte de validagao) com 844 pacientes por dados do The Cancer Genome
Atlas (TCGA). De fato, este estudo constatou que a MSLN é um marcador prognéstico,
cuja maior expressao ocorre no CMTN, indicando desfechos clinicos desfavoraveis
assim como visto por Tozbikian et al. (2014).

Por sua expressdo em tecidos normais ser restrita, além de sua elevada
imunogenicidade e a associagao com um prognostico desfavoravel do CMTN, a MSLN
demonstra ser um alvo atrativo para imunoterapia deste tipo de cancer e vem sendo
estudada em diferentes abordagens, como anticorpos biespecificos (Bano et al., 2019)
e imunotoxinas (Alewine et al, 2014).

A seguir, serdo descritos os estudos ja realizados e em andamento com a
aplicagao de células CAR-T anti-MSLN para o CMTN. Além destes, mais dois estudos
clinicos investigam a terapia celular com este antigeno para o CMTN e outros tumores
sélidos, NCT02792114 e NCT02580747, sendo que o primeiro se encontra em
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andamento e o segundo com status desconhecido no ClinicalTrials.Gov, ambos sem

resultados publicados até o momento (Tabela 2).

4.21. Disrupgao do gene PD-1 em células MSLN CAR-T: estudos
pré-clinicos e clinicos para o CMTN

Um dos mecanismos de evasdo imune das células tumorais envolve a
upregulation do checkpoint imune inibitério PD-L1 e sua ligagc&o ao receptor PD-1 das
células imune, sendo que a maior expressao de PD-L1/PD-1 € um indicador para um
prognastico ruim em varios tipos de tumores, inclusive em canceres de mama (Hu et
al., 2018). A via PD-1/PD-L1 controla a tolerancia das células imunes ao tumor no
TME, uma vez que reduz a ativacdo, proliferacdo, secrecdo de citocinas e
sobrevivéncia das células T (Han; Liu; Li, 2020).

As células MSLN CAR-T, no geral, apresentam perda de fungéo associada com
o aumento da expressdo de PD-1, comprometendo sua atividade citotoxica e a
secrecao de citocinas (Hu et al., 2018). Estes dados sugerem que maneiras de inibigdo
deste eixo s&o interessantes para elevar a eficacia da terapia celular CAR-T.

Hu e colaboradores (2019), por meio da tecnologia de edicdo génica
CRISPR/Cas9, promoveram a disrup¢ao do gene de PD-1 em células MSLN CAR-T.
Comparativamente com células MSLN CAR-T de segunda geragao, a disrupcéo de
PD-1 nas ceélulas CAR-T gerou maior citotoxicidade e secrec¢ao de citocinas contra a
linhagem de CMTN BT-549, além de maior eficacia em termos de controle tumoral e
de prevencao de recorréncia em modelos in vivo de CMTN. Esses efeitos foram vistos
tanto comparado com as células de segunda geragdo sozinhas quanto em
combinagao com anticorpos anti-PD-1, mostrando o maior efeito da eliminagao génica
na atividade antitumoral das células terapéuticas.

Neste mesmo contexto, um estudo clinico de fase | (NCT03545815; Tabela 2)
avaliou os efeitos da administragado sistémica de células MSLN CAR-T deficientes de
PD-1 e de TCR (receptor de célula T) através da tecnologia CRISPR/Cas9 em
diferentes tumores MSLN positivos (Wang et al., 2021). Uma das pacientes
participantes do estudo possuia CMTN com lesdo mestastatica recorrente na parede
toracica e, apds duas infusdes das células CAR-T, atingiu os critérios de doenga
estavel, havendo um encolhimento de 20% do tumor 77 dias apos a primeira infuséo.
Nenhuma toxicidade limitante de dose ou efeitos adversos ndo esperados foram
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detectados. Por outro lado, observou-se baixa persisténcia das células in vivo, o que

foi correlacionado com a auséncia de TCR nestas células (Wang et al., 2021).

42.2. Células MSLN CAR-T universais (UCAR-T) aplicadas ao
CMTN

Sabe-se que todos os produtos de células CAR-T disponiveis atualmente séo
autdlogos, ou seja, as células T derivam do préprio paciente (personalizadas), com
objetivo de evitar rejeicdo por interagdes dos diferentes MHCs entre o doador e o
receptor. Através de tecnologias que contornem o risco da doenga do enxerto vs
hospedeiro (GvHD) e da rejeicdo do enxerto (doenca do hospedeiro vs enxerto -
HvGD), como disrupgao génica de TCR e de B2M, células CAR-T alogénicas (células
T derivadas de doadores saudaveis) sao geradas, caracterizando-as como células
CAR-T universais (UCAR-T) (Lin et al., 2021).

Assim, a producdo em massa dessas células terapéuticas se torna possivel,
com menores custos e tempo de fabricagcdo por bateladas, além do aumento da
aplicabilidade, eficacia e seguranga do tratamento (Lin et al., 2021; Muthuvel et al.,
2022). Outras caracteristicas incluem a menor amplificagéo e persisténcia in vivo das
células UCAR-T comparado as células CAR-T autdlogas (Lin et al., 2021).

Com o objetivo de obter células CAR-T ndo-aloreativas para um melhor perfil
de seguranga, além das vantagens ja citadas, Das e colaboradores (2023)
desenvolveram duas células UCAR-T, cada uma delas direcionada para um antigeno:
proteina de ativacao de fibroblastos alfa (FAP) e a MSLN. Cabe destacar que este foi
o primeiro modelo pré-clinico de células CAR-T nao-aloreativas para o CMTN.

A construgdo dessas células envolveu a tecnologia de engenharia genética
TALEN (Nucleases Efetoras Semelhantes a Ativadores de Transcrigdo) para
disrupcédo de TRAC (regiao constante da cadeia a do receptor de célula T), visando
prevenir a GvHD, e de B2M, ja que sua delegao afeta a expressdo de HLA-ABC,
gerando resisténcia para a rejeigao e, assim, aumentando a persisténcia das células
(Das et al., 2023).

Como resultados deste estudo, observou-se que a adicdo de fibroblastos
cancer-associados (CAFs) aos modelos in vitro e in vivo de CMTN estudados, para
simular o TME, reduziu a citoxicidade das células MSLN UCAR-T. Apds a
sensibilizagdo do tumor com as células FAP UCAR-T, foi validado que as células
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MSLN UCAR-T foram capazes de infiltrar no tecido tumoral e de exercer sua agao
antitumoral de forma eficiente. Porém, ndo foi discutida a auséncia de efeitos de
rejeicdo ou GvHD para os animais tratados com as células terapéuticas universais.
Como desfecho, os animais sucumbiram a doenca por metastases secundarias,
sobretudo no pulmao, destacando que o protocolo de tratamento deve ser otimizado
(Das et al., 2023).

4.2.3. Uso de exossomas derivados de células MSLN CAR-T

Mesmo que a terapia celular CAR-T seja uma das abordagens
imunoterapéuticas mais promissoras, um de seus desafios inclui o risco de efeitos
adversos graves, como a CRS, na qual ha uma liberagcdo exacerbada de citocinas
inflamatdérias na circulacdo sistémica, que ocasiona a hiperativagdo imune e o
consequente ataque a diferentes érgéos vitais. Além disso, problemas quanto ao
escape imune do tumor, exaustdo das células e a dificil infiltragdo no tecido tumoral
também s&o limitagbes consideraveis da terapia (Sani et al., 2024).

Como alternativa, a literatura mostra que o uso de exossomas derivados de
células CAR-T pode promover uma agao antitumoral mais segura e, ainda assim,
efetiva para a terapia do cancer (Sani et al., 2024; Fu et al., 2019; Tang et al., 2015).
Os exossomas s&o um subgrupo de vesiculas extracelulares, capazes de carregar
diferentes compostos, como acidos nucleicos e proteinas (Sani et al., 2024; Tang et
al., 2015). Além da possibilidade de combinacdo entre células CAR-T e seus
exossomas para aumentar a eficacia terapéutica das terapias isoladas (Sani et al.,
2024), alguns trabalhos trazem esta abordagem como possivel substituicdo do uso de
células, ja que os exossomas retém a maior parte das caracteristicas da célula que o
secretou e dos meios para comunicagao intercelular com as células alvo (Tang et al.,
2015).

Yang et al. (2021) investigaram a utilizagdo de exossomas derivados de células
MSLN CAR-T in vitro e in vivo, através de modelos de CMTN (linhagens BT-549 e
MDA-MB-231). Os autores consideraram o tratamento com exossomas uma possivel
abordagem complementar a terapia CAR-T, sem comparar os efeitos entre ambas as
terapias. Os resultados in vitro indicaram que 0os exossomas apresentaram a mesma
topologia membranar que as células MSLN CAR-T desenvolvidas, como a propria
expressdo do CAR nestas vesiculas (cerca de 92%), além do carreamento de
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moléculas efetoras capazes de lesar diretamente as células tumorais (perforina e
granzima B) (Yang et al., 2021).

Exceto para a linhagem MDA-MB-231, que possui menor expressao de MSLN,
0s exossomas atuaram eficientemente contra as células de CMTN. Com a
administragdo intravenosa dos exossomas em modelos in vivo, observou-se um
crescimento tumoral inibido, junto a redu¢ao do volume e do peso dos tumores de
forma dose-dependente e sem sinais de toxicidade (Yang et al., 2021). Assim, ainda
que mais investigacbes sejam necessarias, este estudo exibe o potencial de
exossomas de células CAR-T para o CMTN.

4.3. Mucina1 (MUC1)

A mucina 1 (MUC1) é uma proteina altamente glicosilada presente na
membrana de diferentes células epiteliais glandulares e que possui um importante
papel na protecao celular em tecidos normais, estabelecendo uma barreira fisica para
as células. Além disso, essa proteina atua na adeséo, sinalizacdo, imunomodulacao,
lubrificagdo e hidratagdo da superficie celular, entre outras fungdes. Em tecidos
tumorais, a MUC1 pode passar a ser superexpressa de forma aberrante, com
glicosilagdo anormal, participando da carcinogénese. Algumas das caracteristicas que
integram a MUC1 ao desenvolvimento do tumor incluem a promogao da quimio e
radiorresisténcia, contribuicdo para invasdo e metastase, indugdo da angiogénese,
imunomodulagao, entre outras (Li et al., 2022).

Para o cancer de mama, a superexpressao da MUC1 corresponde a mais de
90% dos casos. Especificamente para o CMTN, 94% dos tecidos de fendtipo basal de
alto grau em estagio inicial expressam este antigeno e, assim, estes dados colocam
a MUC1 como um alvo atraente para imunoterapia, como sera evidenciado a seguir
(Li et al., 2022; Siroy et al., 2013).

4.3.1. Avaliagao pré-clinica de células MUC1 CAR-T no CMTN

No campo da terapia celular, Zhou et al. (2019) aplicaram o fragmento scFv do
anticorpo monoclonal TAB004 para a constru¢ao de um CAR anti-MUC1 de segunda
geracdo (MUC28z). Este anticorpo reconhece especificamente a MUC1
aberrantemente glicosilada do tecido tumoral, poupando as células normais que a
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expressam. Desta forma, por modelos de CMTN (linhagem HCC70) in vitro e in vivo,
os autores identificaram citotoxicidade alvo-especifica das células CAR-T, com
minima acgao off-target em tecidos epiteliais de mama normais, assim como alta
producdo de citocinas, como granzima B e IFN-y, e reducdo significativa do
crescimento tumoral do xenoenxerto ortotopico em camundongos.

Por outro lado, alguns pontos foram considerados e devem ser explorados na
otimizagao da terapia: a exaustao celular detectada pela alta expressdo de PD-1 nas
células CAR-T, sendo interessante, por exemplo, a combinagdo com anticorpos anti-
PD-1; e, 60 dias ap6s a administracdo, os tumores tratados no modelo xenografico
comecaram a progredir de forma acelerada, indicando a necessidade de se avaliar
como o manejo de dose/frequéncia de administragdo pode afetar este resultado (Zhou
et al., 2019).

4.3.2. Células Supressoras Mieloide-Derivadas (MDSCs) e seus
efeitos nas células MUC1 CAR-T

As células supressoras mieloide-derivadas (MDSCs) s&o consequéncia de uma
mielopoiese aberrante e atuam na supressao de células T CD4 e CD8 positivas,
induzindo a tolerancia. Tratam-se de células mieloides imaturas e heterogéneas, que
suprimem o sistema imune por meio de citocinas inibitorias e de outras moléculas, o
que favorece o desenvolvimento tumoral quando elas estdo presentes no TME. Além
disso, o grau do tumor e o seu estagio clinico estdo associados aos niveis destas
células, assim como a ocorréncia de metastases, podendo ser um marcador
prognostico para canceres de mama (Shadbad; Hajiasgharzadeh; Baradaran, 2020;
Stovgaard et al., 2018).

Nalawade e colaboradores (2021) investigaram, entéo, o efeito das MDSCs na
atividade antitumoral das células MUC1 CAR-T. Os autores desenvolveram células
CAR-T com e sem a expressdo do receptor quimérico coestimulatério TR2.41BB. E
proposto que esse receptor seja capaz de coestimular a célula através do dominio 4-
1BB e de promover a apoptose das MDSCs, uma vez que sua constituicdo inclui o
fragmento scFv do DS-8273a, um anticorpo agonista do receptor TR2 expresso nas
MDSCs e que desencadeia apoptose quando ativado.

Os autores observaram que a presenga de MDSCs nos modelos de tumores in

vivo estava associada a tumores mais volumosos, mais vascularizados e com maior
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acumulo de fibroblastos. Além disso, estas células diminuiram a citotoxicidade
potencial das células MUC1 CAR-T contra linhagens de CMTN em 25%. Por outro
lado, com a expressao de TR2.41BB nas células CAR-T, houve inducio de apoptose
nas MDSCs e aumento da atividade citotoxica, o que, no tratamento de modelos
xenograficos de CMTN (MDA-MB-231), resultou em redug&o do crescimento tumoral
superior a expressao de CAR-MUC1 ou TR2.41BB isoladamente nas células T, além
de maior proliferagdo e persisténcia e prevencao de metastases (Nalawade et al.,
2021).

Desta forma, estes dois alvos, MUC1 e TR2, demonstram resultados
interessantes que podem facilitar a viabilidade clinica da terapia celular para o CMTN,

reduzindo o impacto do TME hostil.

4.3.3. Avaliagao clinica de células MUC1 CAR-T em pacientes com
CMTN

Além das avaliagdes pré-clinicas supracitadas, estudos clinicos intervencionais
também investigam a MUC1 como alvo da terapia celular CAR-T para o CMTN
(NCT02587689, NCT04025216 e NCT04020575; Tabela 2).

Conforme descrito no ClinicalTrials.Gov, o estudo NCT04025216 foi
interrompido pela razéo risco/beneficio desfavoravel determinada pelo patrocinador
do estudo, mas os resultados obtidos ndo foram publicados na plataforma. O estudo
NCT02587689 foi finalizado, mas os resultados ainda nao foram publicados e consta
como status desconhecido. Por fim, o estudo NCT04020575 esta em andamento na
etapa de recrutamento, com previsao para conclusdo em 2035, no qual o alvo
especifico € o dominio extracelular da MUC1*, produto de clivagem proteolitica da
MUC1, que funciona como fator de crescimento e esta presente em muitos tumores
solidos, inclusive nos canceres de mama. Até entao, seis pacientes foram recrutados

e cinco ja foram tratados (Bamdad et al., 2022).

4.4. Receptor de tirosina quinase 6rfao 1 (ROR1)

Os receptores da familia tirosina quinase 6rfaos (ROR1 e ROR2) estédo

envolvidos com vias celulares de proliferagao, diferenciagdo, migragao e angiogénese,

sendo importantes no desenvolvimento dos tecidos embrionarios, como neuronais e
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esqueléticos (Osorio-Rodriguez; Camacho; Ramirez-Segura, 2023; Chein et al.,
2016). Apds o nascimento, a expressao destes receptores se torna restrita, diminuindo
ainda mais no tecido adulto (Chein et al., 2016).

Em muitos tipos de tumores solidos e hematoldgicos, a expressdo de ROR1 é
estimulada e seu papel critico no comportamento das células tumorais envolve
caracteristicas como migragao e invasividade, sendo associado a progressao tumoral,
metastase e um prognéstico ruim (Osorio-Rodriguez; Camacho; Ramirez-Segura,
2023; Chein et al., 2016). Especificamente para o CMTN, 22,4% (n = 210) dos
pacientes superexpressam ROR1, o que esta relacionado a uma menor sobrevida
(Chein et al., 2016).

A menor expressdo em tecidos saudaveis e sua associagao com o desfecho
clinico colocam o0 ROR1 como um alvo potencial para a terapia celular no CMTN, como
sera discutido a seguir.

44.1. Avaliagao pré-clinica de células ROR1 CAR-T no CMTN

Wallstabe et al. (2019) trabalharam com modelos tridimensionais (3D)
microfisiolégicos de CMTN (MDA-MB-231) e de cancer de pulmao para avaliar o
potencial de células ROR1 CAR-T. A escolha do modelo se baseou no fato de que
culturas bidimensionais s&o mais simplistas, enquanto modelos 3D conseguem
contemplar os desafios especificos dos tumores sélidos de maneira mais realista,
como a arquitetura do tecido e o seu microambiente, além de serem possiveis
alternativas para modelos animais (Wallstabe et al., 2019).

O tratamento das células de CMTN com as células ROR1 CAR-T gerou efeitos
antitumorais potentes e dose-dependentes, sendo que as células terapéuticas foram
capazes de infiltrar no tecido tumoral e eliminar as multiplas camadas de células no
modelo de cultura dinamica. A atividade foi confirmada através da liberacdo de
citocinas (como IFN-y e IL-2) e da presenca de marcadores de ativagao (como CD25
e CD69). Por outro lado, observou-se exaustdo dessas células (expressao de PD-1
nas células CAR-T e do respectivo ligante nas células tumorais) e células tumorais
residuais no final da cultura, podendo ser necessario mais tempo de cocultura com as
células CAR-T, doses maiores ou combinag¢des com inibidores de checkpoints imunes
(Wallstabe et al., 2019).
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44.2. Combinacao de células ROR1 CAR-T com SD-208

A citocina TGF-f3 possui um papel importante tanto no desenvolvimento normal
das glandulas mamarias quanto no desenvolvimento de tumores de mama (Zhang et
al., 2019). Esta citocina possui um papel dual no cancer, atuando inicialmente como
supressor tumoral e, quando as células tumorais se tornam resistentes as suas acoes
antiproliferativas, ela age na promogédo e na progressao do tumor, aumentando a
motilidade celular, invasdo e metastase (Zhang et al., 2019; Ding et al., 2015). Além
disso, tratando-se de uma citocina imunossupressora, TGF-3 age como um potente
inibidor das células T que infiltram o tecido tumoral (Stuber et al., 2020).

Diferentes estudos descrevem a elevada expressao de TGF-31 em tecidos de
CMTN, com valores variando entre 37,2% e 52,5% dos casos, tratando-se de um
possivel marcador progndstico da doenga (Zhang et al., 2019; Ding et al., 2015).

Interferindo na via de sinalizagao de TGF-B, Stuber et al. (2020) propuseram,
por meio de modelos in vitro 3D de CMTN, a combinacao entre o inibidor do receptor
de TGF-B tipo | (SD-208) e células ROR1 CAR-T. Em principio, observaram que a
exposicao a esta citocina reduziu a atividade citolitica e a secreg¢ao de citocinas pelas
células ROR1 CAR-T contra a linhagem MDA-MB-231, além de prejudicar a
proliferacdo e a viabilidade das células terapéuticas. A combinagdo com SD-208
protegeu as células CAR-T da ac&do de TGF-3 e as células mantiveram suas fungdes
antitumorais, sendo proposto também que SD-208 pode prevenir a exaustao celular,
ja que menores niveis de PD-1 foram detectados nas células CAR-T comparado com
as células CAR-T aplicadas isoladamente apds os 5 dias de ensaio (Stuber et al.,
2020).

4.4.3. Secregao localizada de scFv anti-PD-1 e eficacia das células
ROR1 CAR-T

O grande obstaculo gerado pela sinalizagdo PD-1/PD-L1 para a terapia do
cancer instigou Harrasser e colaboradores (2022) a estudarem como a secregéo
autdcrina e localizada de scFv anti-PD-1 por células ROR1 CAR-T influencia a sua
atividade antitumoral. Através deste estudo, observou-se que essas células CAR-T
“armadas” (modificadas para secretar anticorpos ou moléculas que aumentam sua

eficacia), comparado a células CAR-T de segunda geragéo, foram mais eficientes em
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culturas in vitro contra a linhagem MDA-MB-231 e apresentaram menor expressao de
PD-1 de superficie.

Com as células “armadas”, a secrecao de scFv anti-PD-1 apenas na presenca
das células tumorais alvo em modelos xenograficos de CMTN reduziu o crescimento
tumoral e aumentou significativamente a sobrevida dos camundongos para 71 dias
(com as células CAR-T de segunda geracéo, a sobrevida foi de 49 dias), sendo esse
resultado maior ainda quando comparado com a combinacédo de células CAR-T de
segunda geragao com anticorpos anti-PD-1 administrados de forma sistémica, o que
gerou uma sobrevida de 57 dias (Harrasser et al., 2022). Houve, também, maior
infiltracdo tumoral pelas células T e uma assinatura transcricional Unica das células
com genes envolvidos na migracao, proliferacao e citotoxicidade (Harrasser et al.,
2022).

4.4.4. Avaliagao clinica de células ROR1 CAR-T em pacientes com
CMTN

No total, trés estudos clinicos de fase | tratando de células ROR1 CAR-T para
o CMTN foram identificados no ClinicalTrials.Gov (Tabela 2).

Os estudos NCT05694364 e NCT05274451 estdo em fase de recrutamento; o
primeiro objetiva avaliar a seguranca e a eficacia de células ROR1 CAR-T (PRGN-
3007), denominadas como UltraCAR-T por expressarem simultaneamente o receptor
quimeérico, IL-15 de membrana, um mecanismo de seguranga e um mecanismo de
bloqueio intrinseco de PD-1, contra tumores hematolégicos e CMTN ROR1 positivos
(Ibarz et al., 2022). O segundo estudo, por sua vez, busca avaliar o LYL797, um CAR-
T direcionado ao ROR1 com tecnologias de reprogramagao genética e epigenética,
em pacientes com CMTN e com cancer de pulmao de células ndo pequenas (Spigel
et al., 2022).

Um dos estudos (NCT02706392) foi interrompido devido a baixa taxa de
recrutamento, mas os resultados preliminares demonstraram que o ROR1 CAR-T
desenvolvido pode ser transferido e expandido em pacientes com CMTN e com cancer
de pulméao de células ndo pequenas, ainda que tenham sido notados efeitos adversos
em alguns dos participantes, como CRS, febre, anemia, taquicardia, disturbios

metabdlicos, entre outros. Outro ponto destacado € que as células terapéuticas nao
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infiltraram apropriadamente no tecido tumoral, impossibilitando, consequentemente, a
regressao do tumor (Specht et al., 2019).

A auséncia de resposta clinica sobre o crescimento tumoral neste estudo é
associada por Srivastava et al. (2021) com as caracteristicas do TME
imunossupressor dos tumores soélidos, implicando em sua atividade antitumoral. E
proposto pelos autores que a eficacia da terapia celular ROR1 CAR-T pode ser
elevada através da quimioterapia imunogénica com oxaliplatina/ciclofosfamida no
regime de linfodeplegdo, cujos mecanismos incluem expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e recrutamento das células T, além tornar o tumor mais sensivel a

inibidores de checkpoints imunes (Srivastava et al., 2021).

4.5. Proteina imunoregulatéria B7-H3/CD276

A proteina B7-H3, também conhecida como CD276, atua de forma dual como
checkpoint imune, estimulando ou inibindo a atividade das células T, ainda que a
identificacdo de seu receptor e suas fungdes bioldgicas sejam incertas (Jiang et al.,
2024). Sua expressao ocorre em diferentes tipos de malignidades e em células
apresentadoras de antigeno, como as células dendriticas e os macréfagos do TME
(Jiang et al., 2024). Nos tecidos normais, sua expressao é pouco frequente, o que a
torna um alvo atrativo para terapia do cancer (Mei et al., 2024).

Apesar de sua acao dual no sistema imune, esta proteina modula
negativamente a agcado antitumoral das células T citotdxicas e promove o crescimento
dos tumores por permitir a evasao da imunovigilancia, além de estar envolvida na
proliferagao, metastase, desregulagdo do metabolismo das células tumorais e redugao
da sensibilidade ao tratamento quimioterapico (Jiang et al., 2024; Mei et al., 2024).

Para o cancer de mama, uma elevada expressdao de B7-H3 ja foi descrita,
sendo correlacionada com a formagao do tumor, o desenvolvimento de metastases
em linfonodos, um progndéstico desfavoravel e parametros clinico-patoldgicos ruins
(Jiang et al., 2024; Mei et al., 2024). Em estudo avaliando amostras de cénceres de
mama em diferentes estagios, 39% dos canceres de mama iniciais expressavam
mMRNA de B7-H3, estando ausente nos tecidos mamarios normais (Jiang et al., 2024).

Além disso, resultados descritos sugerem que a expressao de B7-H3 nao é
diferente entre tecidos ndo-CMTN e CMTN (amostragens detectaram cerca de 70%
de expressao para ambos), mas a sua correlagdo com o decréscimo de infiltracdo de
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células imunes e com a deposigédo de colageno foi identificada apenas para tecidos
de CMTN, sendo essas as duas caracteristicas de tumores armored-cold, isto é,
tumores frios, pela pouca ou nenhuma infiltracado de células imunes, e blindados,
devido a deposicéo de colageno (Mei et al., 2024).

A partir disso, células B7-H3 CAR-T foram estudadas como opg¢ao terapéutica
de diferentes tipos de tumores, dentre eles o CMTN. Atualmente, um estudo de fase |
(NCT06347068) esta em etapa de recrutamento, com o objetivo de investigar a
seguranca e aplicabilidade de células B7-H3 CAR-T em pacientes com CMTN (Tabela
2). Outras abordagens pré-clinicas serdo detalhadas a seguir.

4.51. Células B7-H3 CAR-T pluripotentes

Para ativacao otima das células CAR-T, trés sinais sdo necessarios: o primeiro
pela ligagdo ao TCR, o segundo através de dominios co-estimulatérios e o terceiro via
interagdo com citocinas (Tian et al., 2020). Encontram-se construgdes com o dominio
CD3¢ (sinal 1) e dominios co-estimulatorios (sinal 2, como CD28 e 4-1BB), mas o
terceiro sinal esta deficiente no TME, sendo necessaria estratégias para a sua
transmissao (Kagoya et al., 2018; Tian et al., 2020). Considerando a via JAK/STAT,
que medeia a sinalizagdo de muitas citocinas, modificagbes génicas para sua ativagéao
podem promover a atividade antitumoral das células CAR-T.

Zhang e colaboradores (2023) desenvolveram um B7-H3 CAR pluripotente,
cujos dominios incluiam uma cadeia encurtada de IL-2R[3 entre os dominios 4-1BB e
CD3C e motivos de ativagéo relacionados a STAT3 e STATS5, visando uma maior
proliferacdo celular e taxa de sobrevida e uma menor diferenciagao das células CAR-
T. Na construgdo do CAR, IL-2R[ foi adicionado para ativar a via de sinalizag&o
JAK/STAT via STAT5 e YRHQ para recrutamento de STAT3. Tendo identificado a
superexpressao de B7-H3 em diferentes linhagens tumorais, inclusive a MDA-MB-231
de CMTN, os autores prosseguiram com estudos in vitro e in vivo.

No geral, as células demonstraram ativagao dependente do antigeno, elevada
atividade proliferativa, infiltragdo tumoral e marcadores de menores niveis de
diferenciacao do tipo células T tronco de memédria; além disso, foi observado in vivo
um controle efetivo do CMTN com baixas doses. Esses resultados foram superiores

aos encontrados para células B7-H3 CAR-T de segunda geragédo, sem os dominios
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de ativagao citados, demonstrando o potencial das células pluripotentes (Zhang et al.,
2023).

4.5.2. Uso de nanocorpos na construgao de células B7-H3 CAR-T

O racional para o uso de nanocorpos no lugar do convencional fragmento scFv
derivado de anticorpos monoclonais (mAbs) para a ligagao entre o CAR e o antigeno
envolve, por exemplo, 0 menor tamanho, a facilidade de expressao e de producéo, a
especificidade, a estabilidade, além de outras caracteristicas como a imunogenicidade
e a auto-agregacao de scFv (que pode gerar ativagcédo e exaustao das células CAR-T
independente do antigeno) (Kozani et al., 2022). Do ponto de vista estrutural, esses
nanocorpos, naturalmente encontrados na familia Camelidae, consistem apenas em
um dominio variavel da cadeia pesada (VuH), diferentemente dos anticorpos
monoclonais que possuem cadeias pesadas e leves (Kozani et al., 2022).

Li et al. (2023) desenvolveram células B7-H3 CAR-T a partir de nanocorpos
derivados de camelos e demonstraram a sua atividade em diferentes modelos de
tumores sodlidos, dentre eles modelos in vifro de CMTN. Conforme descrito, uma
citotoxicidade antigeno-dependente foi observada, assim como maior liberagcdo de
citocinas quando comparado ao CAR-T com scFv anti-B7-H3. Além disso, resultados
promissores foram demonstrados para diferentes tumores in vivo, como a erradicagao

de céncer pancreatico em camundongos (Li et al., 2023).

4.5.3. Combinagao de células B7-H3 CAR-T com SAHA

A terapia epigenética, utilizando o inibidor de histona desacetilase SAHA
(vorinostate), proporcionou o aumento da atividade antitumoral de células B7-H3 CAR-
T contra tumores solidos, observando-se que baixas doses deste inibidor geraram
upregulation do antigeno, maior expressao de CAR nas células terapéuticas e
downregulation de moléculas imunossupressoras (como CTLA-4 e TET2) (Lei et al.,
2021).

Para o CMTN, constatou-se neste estudo elevados niveis de B7-H3, tanto nas
células tumorais quanto no estroma. Ademais, as células CAR-T apresentaram
citotoxicidade eficiente e liberacdo de citocinas in vitro, sobretudo quando essas
células e as células tumorais eram pré-tratadas com SAHA (Lei et al., 2021).
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In vivo, os diferentes modelos xenograficos de CMTN (inoculagdo da linhagem
SUM149, xenoenxerto derivado de paciente e modelo metastatico) trouxeram
resultados interessantes: o tratamento combinado inibiu significativamente o
crescimento tumoral e manteve uma maior infiltragdo de células T, ndo apresentando
toxicidade aos animais. Especificamente para o modelo metastatico, por exemplo, as
células CAR-T isoladas ou a terapia combinada controlaram o CMTN até o dia 100
ap6s a administracao intravenosa das células tumorais, sendo que a combinagao
promoveu um tempo de sobrevida significativamente mais longo (Lei et al., 2021). Por
outro lado, ndo houve erradicagdo completa dos tumores e estratégias adicionais s&o
necessarias para ultrapassar os obstaculos da terapia CAR-T.

A terapia epigenética se tornou uma opgao para aumentar a eficacia das células
CAR-T, uma vez que este tipo de modificagdo € capaz de moldar a resposta imune
em termos de fendtipo e funcdo das células T, melhorando sua acdo em ambientes
imunossupressores, como é o TME (Akbari et al., 2021). Um numero crescente de
estudos demonstra como inibidores de histona desacetilase podem modular o destino
das células T, como visto através do estudo de Lei et al. (2021). Porém, mesmo com
seu potencial de revolucionar a terapia celular, este tipo de modificagdo pode afetar
multiplas vias celulares e, por isso, aspectos de seguranga devem ser atendidos para

0 seu uso pratico (Akbari et al., 2021).

4.5.4. Células tumorais estressadas reprogramam as células CAR-
T

Formas ndo-genéticas de reprogramar as células CAR-T s&o possiveis, como
descrito por Wang et al. (2023). Neste estudo, os pesquisadores estabeleceram um
protocolo de estresse as células tumorais com dissulfiram e cobre, que formam um
complexo capaz de gerar apoptose autofagica, e com radiagao ionizante (IR), visto
gue essa combinacao induziu uma resposta mais robusta em termos de morte celular
imunogénica. Através deste mecanismo, DAMPs (do inglés, damage-associated
molecular pattern) sao liberados, ativando as células apresentadoras de antigeno e,
consequentemente, ativando as células CAR-T e as células imunes enddgenas, além
de promover a expansao celular e diferenciacdo para células T de memoria efetoras
(Wang et al., 2023).
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Os autores identificaram que o tratamento estressante, de fato, aumentou a
expressao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias e de antigenos, como o B7-H3
e o Proteoglicano de Sulfato de Condroitina 4 (CSPG4); neste sentido, B7-H3 CAR e
CSPG4 CAR foram desenvolvidos e avaliados in vitro e in vivo (Wang et al., 2023).

Ambos os CARs apresentaram relevante atividade citotoxica e, no geral, os
resultados para as células B7-H3 CAR-T combinadas com o tratamento local de
estresse ao tumor foram muito positivos, incluindo: forte citotoxicidade tempo-
dependente contra as células de CMTN estressadas com liberagdo aumentada de
IFN-y; maior porcentagem de células T de memoria; regressdo em 100% do tumor em
modelos ortotépicos com SUM159 em camundongos e gradual rejeicao do tumor apds
re-desafios com as células tumorais; sobrevida duradoura dos animais; maior
infiltracdo de células T (CAR-T e enddgenas) nos tumores com menos marcadores de
exaustdo; uma reversao do TME imunossupressor; entre outros (Wang et al., 2023).

Além disso, um modelo interessante tratado no estudo foi o uso de células
CAR-T derivadas de células periféricas de pacientes com cancer de mama
metastatico, ndo de doadores saudaveis, em camundongos portando CMTN
ortotépico. Apds a exposicdo ao tratamento de estresse, observou-se respostas
terapéuticas robustas e duradouras, as quais geraram rejeigcao tumoral completa em
40% dos animais (Wang et al., 2023).

Esses dados inferem como a reprogramacgao proposta € capaz de aumentar a
eficacia das células CAR-T e, ainda, elevar a imunogenicidade do tumor frente ao

sistema imune enddgeno do paciente (imunidades passiva e ativa, respectivamente).

4.6. Receptor tirosina quinase cMET

O receptor tirosina quinase cMET, também conhecido como receptor do fator
de crescimento hepatocitario (HGFR), esta presente em células epiteliais de diferentes
tecidos, exercendo fungdes importantes para o desenvolvimento do tecido mamario e
para a sua transformacao tumoral. cMET se encontra superexpresso em diferentes
subtipos de canceres de mama, porém, a amplificagdo do proto-oncogene MET, que
codifica este receptor, esta positivamente correlacionada ao fenétipo triplo negativo
(Ho-Yen; Jones; Kermorgant, 2015; Kaboli et al., 2024).

A sinalizagao estabelecida por cMET promove vias de proliferagao celular,

motilidade, migracao, invasao e tubulogénese, favorecendo a progressao do tumor.
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Além disso, o potencial metastatico de sua atividade, sua relagdo com a resisténcia
terapéutica e, ainda que controverso, com o desfecho clinico o tornam um alvo
atraente para a imunoterapia do cancer de mama (Ho-Yen; Jones; Kermorgant, 2015;
Kaboli et al., 2024).

4.6.1. Avaliagao clinica da administragdao intratumoral ou

intravenosa de células cMET CAR-T em pacientes com CMTN

Tchou et al. (2017) relataram que cerca de 50% dos casos de canceres de
mama expressam cMET, mesmo que de forma heterogénea entre as amostras de
tumores testadas. Apos atestar a efetividade in vitro e in vivo, os autores iniciaram um
estudo clinico de fase 0/l para avaliar a seguranca e tolerabilidade de células cMET-
CAR-T contra tumores de mama metastaticos, em dose unica intratumoral
(NCT01837602; Tabela 2). Como células normais, dentre elas os hepatdcitos,
expressam cMET em baixos niveis, a escolha da eletroporagao de mRNA (técnica que
utiliza impulsos elétricos para introduzir mMRNA nas células, permitindo uma expressao
temporaria de proteinas) na construgdo das células terapéuticas se mostrou uma
saida para evitar os efeitos on-target/off-tumor que poderiam ser promovidos pela
transducao permanente do CAR nas células T, uma vez que a expressdo do CAR
passa a ser transiente e se torna negligenciavel apos sete dias da eletroporagao; desta
forma, os autores propdéem maior seguranga da terapia (Tchou et al., 2017).

Neste estudo, quatro dos seis pacientes participantes apresentavam CMTN
metastatico. Nao foram detectados efeitos adversos significativos e nenhuma CRS
ocorreu, demonstrando que o tratamento foi bem tolerado. Porém, mesmo que tenham
sido notados os efeitos das células cMET CAR-T no tecido tumoral (necrose,
hemorragia, infiltragao de células inflamatdrias e menor imunorreatividade de cMET),
nenhuma resposta clinica mensuravel foi observada entre os pacientes tratados e nao
foram observadas relagbes dose-resposta obvias (Tchou et al., 2017).

Através de uma construcdo semelhante de cMET CAR via eletroporacao de
MRNA em células T, Shah et al. (2023) conduziram um estudo de fase inicial |
(NCT03060356; Tabela 2) onde avaliaram a seguranca e a viabilidade da
administracao intravenosa destas células em pacientes com melanoma e CMTN
metastatico, além de investigarem a atividade preliminar da terapia. Considerando a
persisténcia limitada de CARs baseados em RNA, seis infusbes das células
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terapéuticas foram realizadas. Quanto a expressédo de cMET, a média foi de 35% para
os 38 pacientes com CMTN e quatro destas mulheres foram tratadas (Shah et al.,
2023).

No geral, ndo foram observados episodios de neurotoxicidade, anafilaxia ou
alergia e o estudo n&o foi descontinuado por nenhum dos pacientes devido a
toxicidade. Considerou-se que o tratamento foi seguro, uma vez que apenas efeitos
adversos leves a moderados foram detectados, sendo manejados de forma efetiva.
Ainda que seguro, assim como visto por Tchou et al. (2017), nenhuma resposta parcial
ou completa foi evidenciada com o tratamento e uma baixa persisténcia das células
CAR-T foi observada. Dos casos de CMTN, dois individuos apresentaram
estabilizagao da doencga, enquanto os outros dois progrediram. Entdo, os pacientes
descontinuaram a participagao no estudo e este foi finalizado com a interrupgcéo do
financiamento (Shah et al., 2023).

Os autores concluiram que a falta de resposta pode ter ocorrido pela expansao
limitada e pelo trafego ineficiente até o tumor (homing), ja que nenhuma evidéncia do
cMET CAR foi encontrada no tecido tumoral de cinco individuos tratados; a falta de
linfodeplecdo e a escolha da técnica de eletroporagdo de mRNA, que limitou a
persisténcia, também pode ter contribuido para o resultado observado, assim como o
grau de expressao de cMET (Shah et al., 2023).

Ambos os estudos indicam a necessidade de otimizacdo das células
terapéuticas, como CARs biespecificos e associagdes com inibidores de checkpoints
imunes, para superar os desafios que os tumores solidos oferecem para a terapia

celular.

4.7. Ligantes do receptor de células natural killer tipo 2D (NKG2DLs)

O NKG2D (Grupo de Células NK 2, Membro D) € um receptor ativador imune
pertencente a familia de proteinas transmembranares da lectina tipo C. Sua fungéo &
importante para atividade do sistema imune inato e adaptativo e para a
imunovigilancia, sendo expresso em células NK e populagdes de células T. Os seus
diferentes ligantes (NKG2DLs) sao induzidos em condi¢gdes de estresse, inclusive no
que diz respeito ao processo de transformacido tumoral, fazendo com que a
sinalizagdo NKG2D/NKG2DL promova a erradicagao de células malignas. Por outro
lado, relatos contraditorios sdo descritos quanto a significancia clinica da sinalizagao
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NKG2D/NKG2DL no cancer, variando conforme o contexto da malignidade, além do
possivel carater pré-tumorigénico da inflamagao crbénica que este receptor promove
(Tan; Spillane; Maher, 2023).

De fato, mais de 80% dos canceres humanos expressam esses ligantes e,
dentre eles, estdo os canceres de mama (Tan; Spillane; Maher, 2023). Han e
colaboradores (2018) observaram que a maioria das linhagens de CMTN que
estudaram expressava niveis elevados a moderados de NKG2DLs. A partir disso, os
autores descreveram a aplicabilidade de células CAR-T tendo como alvo os diferentes
NKG2DLs, como MICA/B e ULBP1. O estudo foi feito considerando duas construgdes
de CARs, de primeira e de segunda geragao, além de descreverem o auto-
enriquecimento das ceélulas CAR-T in vitro através da IL-2 para ambos.
Comparativamente, as células de primeira geragado apresentaram mais marcadores
de exaustdo do que as de segunda geragdo, mostrando como os dominios co-
estimulatérios (CD27 e 4-1BB, neste caso) podem promover resisténcia a exaustao
(Han et al., 2018).

No geral, a atividade citotoxica e antitumoral in vitro e in vivo foi mais
proeminente para as células de segunda geragao, impactando na persisténcia, na
sobrevida e na reducdo do crescimento tumoral em modelos animais. Nao se
observou, porém, erradicacdo do tumor, o que pode estar relacionado com a afinidade
do receptor por seus ligantes e com a hostilidade do TME. Destaca-se, também, que
a variedade dos NKG2DLs e sua distribuicdo no corpo dificulta a previsao de
toxicidade on-target/off-tumor, mas os resultados do estudo NCT03018405, que
investiga células NKG2D CAR-T para tumores hematoldgicos, indicam a auséncia de
efeitos toxicos graves (Han et al., 2018).

Com os resultados promissores descritos, este tipo de CAR pode se
estabelecer como uma nova opg¢ao de tratamento para o CMTN, ainda que pesquisas
sejam necessarias para aplicacao clinica efetiva. Cabe ressaltar que um estudo clinico
de fase | (NCT04107142; Tabela 2) investigou o potencial de células NKG2DL CAR-
T alogénicas no tratamento de pacientes com tumores solidos recidivantes ou

refratarios, incluindo o CMTN, porém, os resultados ainda nao foram publicados.
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4.8. Receptor de folato alfa (FRa)

O receptor de folato alfa (FRa) esta presente na superficie celular diferentes
tecidos ndo-malignos, como no plexo coroide, tireoide, glandulas salivares, mama,
colon e bexiga, além de seu importante papel na embriogénese (Scaranti et al., 2020).
A funcdo desempenhada por este receptor € a absorcdo de folato pelas células,
necessario para a biossintese de aminoacidos e de bases nucleotidicas (Zagorac et
al., 2020). Por outro lado, apds a embriogénese, sua expressao se torna menos
marcante, assim como a eficiéncia da absor¢cdo de folato, comparado a outros
transportadores (Scaranti et al., 2020).

O FRa é encontrado na superficie de células tumorais em diferentes tipos de
canceres, incluindo o CMTN, cancer endometrial, mesotelioma, cancer de pulmao e o
cancer de ovario, sendo o ultimo um dos mais bem estabelecidos quanto a expressao
deste antigeno (Scaranti et al., 2020). Sua superexpressao nessas ceélulas destaca o
importante papel do folato durante o crescimento tumoral, participando da
proliferagdo, sobrevivéncia, migracdo e invasao do tumor (Scaranti et al., 2020;
Zagorac et al., 2020).

Para o CMTN, foi descrito que a deplecao de FRa inibe o crescimento das
células tumorais in vitro e sua superexpressao gera vantagens para o tumor mesmo
em ambientes com menores concentragdes de folato (Necela et al., 2015). Além disso,
a expressao para tumores triplo negativos foi mais abundante quando comparado a
ER e HER2 positivos, sendo detectado em 70 a 80% de tecidos de CMTN metastaticos
de estagio IV (Necela et al., 2015; O’'Shannessy et al., 2012). Elevados niveis de FRa
também foram correlacionados com parametros clinicopatolégicos, mas os resultados
quanto a correlacdo com os desfechos clinicos do CMTN ainda sao conflitantes,
possivelmente pelas variagdes de amostragem entre os estudos (Zagorac et al.,
2020).

Com base nestes dados, serdo descritos a seguir os estudos com células CAR-
T anti-FRa para o CMTN.

4.8.1. Niveis de expressao de FRa e agao das células FRa CAR-T

Song et al. (2016) descreveram como 0s niveis de expressao do antigeno alvo
podem afetar a atividade de células FRa CAR-T. Neste estudo, maiores efeitos
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citotoxicos foram obtidos contra a linhagem MDA-MB-231 de CMTN com
superexpressao induzida de FRa, em modelos in vitro e in vivo, observando-se
reducéo do tamanho do tumor no camundongo (reducédo de 36% no dia 60 apds
inoculacdo das células e 58% no dia 74). Por outro lado, a linhagem parental de
expressdo moderada, tratada nas mesmas condigdes in vivo, sofreu um aumento do
volume do tumor de 107% e 214%, 60 e 74 dias apds a inoculagao, respectivamente.
Vale destacar que os tumores com as células com superexpressdo de FRa
apresentaram tumores relativamente maiores do que os com as células parentais,
reforgando o papel deste antigeno na progressao tumoral (Song et al., 2016).

Estes dados destacam que a pré-selecdo de pacientes com maior expressao

de FRa pode aumentar as taxas de resposta clinica e aprimorar a terapia.

4.8.2. Fibroblastos cancer-associados (CAFs) e resisténcia as
células FRa CAR-T

Os fibroblastos cancer associados (CAFs) e o TME do qual fazem parte estao
associados com os fendbmenos resisténcia ao tratamento, recorréncia e metastase de
canceres de mama, conferindo ao tumor vantagens em termos de progressao e
desfavorecendo o progndstico clinico. Essas células sao as mais abundantes no TME
e, por serem ativadas pela inflamagdo e fibrose nos tumores, elas interagem
constantemente com as células tumorais, propiciando seu desenvolvimento, além de
recrutarem outros fibroblastos préximos (Hu et al., 2022; Lappano et al., 2020).

Uma das principais fungdes dos CAFs envolve o remodelamento da matriz
extracelular tumoral, o que é chamado de desmoplasia, quando secretam colageno,
proteina fibrinolitica, acido hialurénico e laminina em grandes quantidades, além de
degradarem a matriz ao redor através de proteinases. O objetivo €, entdo, blindar o
tecido tumoral da acéo do sistema imune e propiciar as interacées no TME de modo
a exacerbar o comportamento invasivo do tumor (Hu et al., 2022). Além disso, sua
influéncia no TME propicia a maior sensibilidade a fatores de crescimento, ativagéo
do maquinario de transcrigdo e mudancgas epigenéticas nas células tumorais (Lappano
et al., 2020).

Os CAFs adquirem um secretoma dindmico dentro do TME, que é capaz de
favorecer um fenétipo agressivo para o tumor. Este secretoma inclui diferentes fatores

de crescimento, citocinas e quimiocinas, envolvidos na modulagao da resposta imune,
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angiogénese, proliferacdo, migragdo, invasado tumoral, quimiorresisténcia, entre
outros. A IL-6 derivada destas células, por exemplo, foi descrita como promotora da
transicao de lesbes pré-invasivas para invasivas, além de ter sido correlacionada com
resisténcia a terapia de canceres de mama (Hu et al., 2022; Lappano et al., 2020).

Chuangchot et al. (2023) investigaram o efeito da IL-6 derivada de CAFs na
resisténcia a doxorrubicina e as células FRa CAR-T em modelos de CMTN. Em
principio, foi destacado o aumento significativo de IL-6 no meio de cultura de CAFs
comparado ao de fibroblastos normais. A partir disto, os autores concluiram, atravées
de modelos in vitro com exposig¢ao das células tumorais ao meio de CAFs com elevada
concentracido de IL-6, que essa citocina induz a resisténcia a ambas as terapias e
promove um aumento da expressado de PD-L1 nas células tumorais.

Desta forma, interferir nas vias de IL-6 e PD-1/PD-L1 sdo maneiras possiveis
de aumentar a eficacia tanto das quimioterapias quanto das terapias celulares
(Chuangchot et al., 2023).

4.8.3. Células FRa CAR-ydT secretoras de IL-7 e CCL19

A necessidade de personalizacao individual da terapia celular através de CAR-
T autdlogos, como descrito anteriormente para células UCAR-T, € uma limitagdo de
sua aplicacdo na terapia do cancer. Seu desenvolvimento como uma terapia pronta
para uso (off-the-shelf, em inglés) é uma possibilidade através do uso de células T yd
no lugar de células a3, que sdo convencionalmente aplicadas para a construgcao dos
CARs. A composicdo do TCR destas células é diferente, tornando possivel o
reconhecimento de antigenos independente da apresentagao via HLA (Ganapathy et
al., 2023).

Algumas caracteristicas tornam este tipo celular atrativo para o
desenvolvimento de células CAR-T, tais como apresentacao independente de HLA,
imunidade antitumoral versatil e sistémica, menores efeitos on-target/off-tumor e de
CRS, além de um melhor perfil de segurangca em configuragdes alogénicas comparado
as células T af, as quais possuem maior potencial de gerar GvHD nestas
configuragdes. Por outro lado, certas limitagdes de células CAR-ydT incluem efeitos
antitumorais mais modestos, menor persisténcia e homing, além de que ainda poucos

estudos pré-clinicos e clinicos investigam sua aplicabilidade (Ganapathy et al., 2023).
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Neste contexto, Ye e colaboradores (2022) compararam a agéo de células FRa
CAR-ydT providas ou ndo da secregao da citocina IL-7 e da quimiocina CCL19
(denominadas pelos autores de células 7 x 19 CAR-ydT), importantes para
proliferacdo e sobrevivéncia das células T e para a quimioatragcao de células T e
dendriticas, respectivamente. Comparado as ceélulas convencionais, houve maior
migracgao de células T, dendriticas e células B pela incubagao com células 7 x 19 CAR-
yoT e maior secreg¢ao de IFN-y contra linhagens de cancer de mama in vitro, porém a
citotoxicidade de ambas as células foi semelhante.

A linhagem de CMTN estudada nos modelos in vitro e in vivo, MDA-MB-231,
possuia expressdo modesta de FRa, sendo que a citotoxicidade observada de ambas
as células CAR-ydT foi compativel com o nivel de expressao. In vivo, apenas a
combinagao do 7 x 19 CAR-ydT com células mononucleares derivadas de sangue
periférico proporcionou reducao efetiva do crescimento tumoral, proporcionando
importante infiltracdo de células T e dendriticas. Para modelos com células que
superexpressavam FRa (MCF-7, linhagem de cancer de mama ER positivo), a
supressao do tumor foi possivel com ambas as células CAR-T administradas
isoladamente (Ye et al., 2022).

Cabe destacar que, assim como visto por Song et al. (2016), a linhagem MDA-
MB-231 possui expressao moderada do antigeno FRa e, por isso, a avaliagdo da
eficacia das células FRa CAR-T com outras linhagens de CMTN pode ser interessante
para consolidar este tipo de terapia celular.

4.9. Ligante da proteina de morte celular programada 1 (PD-L1)

Fisiologicamente, os checkpoints imunes sdo muito importantes para manter a
auto-tolerancia e a homeostasia imune, protegendo os tecidos de danos
desnecessarios. Por outro lado, a superexpressao destas substancias pode ser usada
pelas células tumorais, e outras células do TME, como forma de silenciar o sistema
imune. Conforme citado anteriormente, a via PD-1/PD-L1, quando ativada, reduz a
atividade das células T e a produgéo de citocinas e induz a tolerancia a antigenos
(Schitz et al., 2017). No contexto do cancer de mama, o CMTN possui os maiores
niveis de expressao de PD-L1 comparado aos outros subtipos (Chen et al., 2023).

Neste sentido, como explorado em alguns estudos anteriores, o eixo PD-1/PD-

L1 € um dos principais moduladores da imunossupressao no TME e que propicia o
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escape imune das células tumorais, dificultando a eficacia da terapia celular. Algumas
das estratégias ja citadas, como disrupg¢do do gene de PD-1 nas células CAR-T ou
secrecgao localizada de scFv anti-PD-1, sdo maneiras de interferir neste eixo; porém,
o ligante de PD-1 (PD-L1) pode ser o préprio alvo da terapia celular, o que demonstrou
resultados relevantes em alguns estudos pré-clinicos para o CMTN, como sera

detalhado a segquir.

49.1. Efeito de auto-amplificagao gerado por células PD-L1 CAR-T

Bajor et al. (2022) demonstraram a especificidade de células PD-L1 CAR-T
contra células PD-L1 positivas, sobretudo contra a linhagem de CMTN MDA-MB-231,
que possui elevada expressao do alvo. Em modelos in vitro e in vivo, foi observada
uma atividade antitumoral robusta, com degranulagéo e produgédo de citocinas (como
IFN-y) pelas células CAR-T, uma inibi¢cao significativa do crescimento tumoral e uma
sobrevida prolongada no modelo animal.

Além disso, os autores verificaram que as células CAR-T foram ativadas até
mesmo em modelos xenograficos de linhagens de cancer de mama com baixa
expressao de PD-L1 (neste caso, a linhagem MCF-7), o que foi atribuido ao efeito de
auto-amplificacdo das células terapéuticas. A incubagao desta linhagem com células
HER2 CAR-T também a sensibilizou ao CAR anti-PD-L1, aumentando a expressao do
alvo HER2. Foi proposto que as diferentes citocinas e quimiocinas geradas pelas
células CAR-T apds a ativagao antigeno-especifica podem estimular a expressao de
PD-L1 nas células tumorais e auto-amplificar o efeito da terapia (Bajor et al., 2022).

Por um lado, este efeito de amplificagcado é benéfico, ja que um maior espectro
de tumores pode ser alvo da terapia, inclusive quando as células tumorais e do TME
possuem baixa expressao de PD-L1 inicialmente. Entretanto, o perfil de seguranca
pode prejudicar sua aplicagao, devido ao papel deste checkpoint imune na regulagao
de diversos tecidos saudaveis (Bajor et al., 2022). Liu et al. (2020), por exempilo,
descreveram a toxicidade pulmonar grave observada apos a administragao de células
PD-L1 CAR-T em paciente com cancer de pulmao de células ndo pequenas
(NCT03330834).

Alinhado a estes dados, o estudo de Bajor et al. (2022) demonstrou
citotoxicidade potente contra células ndo malignas que expressam PD-L1. Assim,
alternativas devem ser estudadas para a aplicag&o clinica desta estratégia, como a
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expressao de PD-L1 CAR induzida ou transiente no tecido tumoral e versdes de PD-
L1 CAR-NK, de menor perfil inflamatério (Bajor et al., 2022).

4.9.2. Vnar anti-PD-L1 derivado de tubarao para construgao de
células CAR-T

O Vnar (Dominio Variavel de Novos Receptores de Antigenos) de tubarao,
assim como 0s nanocorpos derivados de camelo citados anteriormente na construgao
do B7-H3 CAR, fornece vantagens para a terapia celular comparado aos scFvs
convencionais, uma vez que sdo menores, altamente estaveis e soluveis, além da sua
capacidade de alcangar pontos de dificil acesso nos antigenos (English; Hong; Ho,
2020).

Através do Vnar semissintético B2 anti-PD-L1, Li e colaboradores (2022)
construiram células CAR-T capazes de lisar de forma eficiente a linhagem MDA-MB-
231, secretando elevados niveis das citocinas TNF-a, IL-2 e IFN-y. Observou-se em
modelos xenograficos ortotopicos desta mesma linhagem de CMTN em camundongos
uma reducdo do tumor, sem perda de peso corporal no animal, e auséncia de
metastase no grupo tratado, diferente do controle (CD19 CAR-T). Além disso, analises
ex vivo sugeriram elevada persisténcia das células CAR-T no bago dos animais com
atividade citotoxica mantida, sem niveis aumentados de PD-L1 de superficie
comparado com o controle (Li et al., 2022).

Cabe destacar que a imunogenicidade dos Vnars derivados de tubardo € uma
limitacdo para a aplicacao clinica e a humanizacdo de sua estrutura pode ser uma
estratégia para contornar este problema. Ainda, recorréncia modesta do tumor foi vista
no estudo apds cinco semanas do tratamento, o que pode ser consequéncia de
exaustdo ou dose insuficiente para erradicagdo (English; Hong; Ho, 2020; Li et al.,
2022).

4.9.3. Monocorpo direcionado ao PD-L1 com controle SynNotch
Como relatado anteriormente, os efeitos on-target/off-tumor sao uma grande

preocupacgao para o uso do PD-L1 como alvo de células CAR-T. Por isso, estratégias

devem ser empregadas para que esta seja uma pratica segura clinicamente.
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Neste sentido, Zhu e colaboradores (2024) combinaram duas estratégias na
construgcéo do CAR-T: desenvolvimento do monocorpo anti-PD-L1 (denominado como
PDbody) com preferéncias para ambientes com pH levemente acido, como é visto no
TME; e integracéo da tecnologia SynNotch IF THEN, através da qual o PD-L1 CAR sé
€ expresso nas células T se houver o reconhecimento do CD19 introduzido nas células
tumorais. A tecnologia SynNotch se trata de uma estratégia Logic Gate (portao logico)
para a expressdao do CAR apenas quando o antigeno estiver presente, tornando a
atividade antitumoral mais segura para o paciente, reduzindo a ativagao off-tumor e
os efeitos adversos (Wolter; Wang; Hu, 2024).

Na literatura, é possivel encontrar estudos de diferentes estruturas de ligagao
para o CAR, inclusive os monocorpos, que sao pequenas estruturas livres de cisteina
e baseadas no décimo dominio tipo Il da fibronectina humana. O racional de escolha
deste tipo de estrutura envolve seu menor tamanho, elevada estabilidade e a origem
humana, reduzindo o risco de imunogenicidade (Zajc et al., 2021).

Os autores descreveram que o PDbody desenvolvido possui afinidade
moderada a PD-L1, o que pode ser vantajoso, uma vez que células CAR-T de alta
afinidade podem reconhecer baixos niveis de antigenos expressos em tecidos
saudaveis, implicando em sua seguranca. Porém, pela expressdo de PD-L1 nas
células T, a transducao do CAR promoveu auto-toxicidade. A partir disso, a expressao
de CD19 foi induzida nas células alvo e o sistema SynNotch foi estabelecido, limitando
a expressao do CAR nas células T apenas apds o reconhecimento de CD19. Verificou-
se, entdo, uma especificidade da acao das células CAR-T, isto &, apenas quando as
células alvo eram CD19 e PD-L1 positivas (Zhu et al., 2024).

Seguindo esta metodologia, modelos in vitro e in vivo com a linhagem MDA-
MB-231 destacaram a especificidade e seguranga da terapia, junto a significativa
supressao do crescimento tumoral. Além disso, em misturas 1:1 de MDA-MB-231
positivas e negativas para CD19, observou-se que nem todas as células tumorais
precisam expressar o antigeno para a ativagdo das células CAR-T, gerando “centros
de treinamento” que eliminam ambas as populag¢des (Zhu et al., 2024).

Uma das limitacdes trazidas pelos autores € a expressdo de CD19 em linfécitos
B, o que poderia ativar a expressao do CAR de forma desenfreada no organismo; por
outro lado, a aplasia de células B é manejavel e a linfodeplegdo é uma pratica

estabelecida em alguns protocolos de terapia celular, podendo ser a solu¢ao para este
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impasse (Zhu et al., 2024). Assim, ainda que mais investigagdes sejam necessarias,

a viabilidade da terapia celular anti-PD-L1 aumenta através destas estratégias.

4.10. Outros antigenos potenciais para a terapia celular do CMTN

Outros antigenos, através de modelos pré-clinicos, também foram investigados
como alvos do CMTN para a terapia celular, sendo eles: Receptor AXL; CSPG4/NG2;
Antigeno Embrionario de Estagio Especifico (SSEA-4); CD24; Receptor de Efrinas tipo
A10 (EphA10); Fator de necrose tumoral alfa transmembranar (tmTNF-a); Marcador
Endotelial Tumoral 8/Receptor da toxina do Antraz 1 (TEM8/ANTXR1); FAP; Molécula
de Adeséo Intercelular 1 (ICAM1); Gangliosideo GD2; Globotriaosilceramida (Gb3);
Complexo NY-ESO-1/HLA-A2; Integrinas av33 e avp6; Receptor de purina P2X 7 n&o
funcional (nfP2X7); Antigeno leucocitario humano G (HLA-G); e Antigeno de superficie
celular do trofoblasto humano 2 (Trop2) (Tabela 1).

Os resultados descritos variam em termos de eficacia e de viabilidade, além da
prépria metodologia e das diferentes estratégias aplicadas para otimizagado do CAR.
Algumas das estratégias promissoras aplicadas nos estudos incluem: células CAR-T
que coexpressam o receptor de IL-7 constitutivamente ativado (CR7); coexpresséo
dos receptores de IL-8 (CXCR1 e CXCR2); combinagao com anticorpos monoclonais
anti-PD-1; combinacao de diferentes células CAR-Ts no esquema terapéutico; adicao
de mecanismos de segurancga na estrutura do CAR, como EGFR truncado, onde a
eliminagao das células CAR-T pode ser induzida através da administracdo de um
anticorpo monoclonal anti-EGFR; secre¢cdo de BIiTE (do inglés, bispecific T cell
engager) pelas células CAR-T, que se liga tanto ao antigeno da célula tumoral (como
PD-L1) quanto a um componente da célula T (CD3), aproximando-as e facilitando a
sinapse imune; etc. (Zhao et al., 2020; Whilding et al., 2019; Ba et al., 2023; Das et
al., 2023; Yang et al., 2023; Huang et al., 2023).

Por outro lado, a investigacao realizada por Pfeifer et al. (2023) destaca a
dificuldade em se encontrar o alvo imunoterapico ideal para tumores sélidos. Neste
estudo, os autores observaram, a partir de modelos animais de CMTN, efeitos téxicos
severos apos o tratamento dos tumores com células CAR-T direcionadas ao antigeno
SSEA-4, tais como pelagem arrepiada, postura encurvada, falta de mobilidade e perda
de peso. Foi sugerido que a expressdo desse antigeno em outros tecidos promoveu

um reconhecimento on-target/off-tumor, sobretudo em células de baixo grau de
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diferenciagcdo da medula 6ssea e dos pulmdes; nesse sentido, abordagens duais ou
adicao de mecanismos de seguranga nas células CAR-T sido descritos como meios
para mitigar a autorreatividade vista (Pfeifer et al., 2023).

Por fim, Park et al. (2020) trabalharam com um alvo diferente para o CMTN:
CD19, um marcador importante para tumores hematoldgicos de células B. Como a
escolha do antigeno que esteja de fato confinado ao tumor sélido € complexa, os
autores demonstraram o uso de virus oncoliticos para infectar seletivamente as
células do tumor, promovendo a expressao de uma variante de CD19; desta forma,
ao combinar os virus com as células CD19 CAR-T, o tratamento obteve respostas
antitumorais efetivas in vitro e em modelos animais, levando a regressao do tumor
(Park et al., 2020). Assim, a geragao de novos alvos estabelece novas possibilidades
para a terapia celular, ainda mais considerando que células CD19 CAR-T ja estao
disponiveis clinicamente (Chen; Abila; Kamel, 2023).

5. PERSPECTIVAS

O ainda pequeno numero de estudos clinicos com células CAR-T para o CMTN
e o fato de poucos estudos finalizados possuirem seus resultados reportados sao
obstaculos para o entendimento clinico completo do tema, em termos de viabilidade,
de eficacia e de seguranga. Trata-se, entdo, de um campo novo de pesquisa e
desenvolvimento, com muitas barreiras para serem ultrapassadas. Apesar disso, o
numero crescente de informacdes, sobretudo obtidas pelos estudos pré-clinicos,
fundamenta as otimizagcdes necessarias para que a traducao clinica de células CAR-
T seja possivel e direcione o tratamento do CMTN e de outros tumores solidos.

Neste sentido, destacam-se as células CAR-T universais (off-the-shelf), que
tornam possivel a transferéncia alogénica para o paciente, gerando beneficios
produtivos e demonstrando atividade antitumoral promissora contra tumores sélidos,
seja por meio de modificagdes genéticas ou pela escolha do tipo de célula T na qual
o CAR sera expresso, como exposto anteriormente para células U-CAR-T e CAR-y0T
(Chen; Abila; Kamel, 2023). Devido ao extenso tratamento que os pacientes recebem
previamente a terapia CAR-T, a coleta de células T autdlogas saudaveis em
quantidades suficientes para a modificagao in vitro pode atrasar o tratamento ou até
mesmo tornar os pacientes inelegiveis, sendo de grande interesse a busca por opgdes

com células off-the-shelf (Peng et al., 2024).
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Outro meio promissor para aumentar a viabilidade das células CAR-T é a
construcdo de CARs com diferentes estruturas de ligagao entre o receptor quimérico
e o antigeno, sem ser o convencional fragmento scFv de anticorpos, tais como
nanocorpos derivados de camelos, Vnars de tubarbes e monocorpos. Desta forma,
como anteriormente detalhado, o menor tamanho, a facilidade de producgado, a
especificidade e a estabilidade destas estruturas facilitam o desenvolvimento de
CARs.

Abordagens promissoras, também, contam com a sinergia entre BiTEs, virus
oncoliticos e células CAR-T. Os BiTEs sao anticorpos biespecificos, ou seja,
moléculas imunoterapéuticas com fragmento scFv anti-CD3 fusionado ao fragmento
scFv do antigeno de interesse, direcionando as células T para interagdo com as
células tumorais. Os virus oncoliticos, por sua vez, sdo virus geneticamente
modificados para infectar e se replicar nas células tumorais, o que leva a destruigao
imunogénica destas células e favorece a agao das células imunes (Wing et al., 2018;
Olifirenko; Barlev, 2024).

Um estudo desenvolvido por Wing et al. (2018) exemplifica claramente esta
acao sinérgica: os autores desenvolveram células FRa CAR-T combinadas a um
adenovirus oncolitico “armado” com um EGFR-BITE para o tratamento de tumores
solidos, observando-se maior atividade in vitro e in vivo comparado as terapias
isoladas. Ainda, os virus oncoliticos podem ser utilizados para infectar e induzir a
expressdo de antigenos de interesse nas células tumorais, como detalhado
anteriormente no estudo de Park et al. (2020), no qual células de tumores sélidos séo
induzidas a expressar CD19 para entdo se tornarem alvos de células CAR-T. As
células CAR-T, também, podem ser modificadas para secretarem anticorpos
biespecificos, otimizando a resposta antitumoral (Huang et al., 2023).

Das demais estratégias abordadas, o uso da tecnologia SynNotch, visando
maior seguranga e direcionamento da expressdo do CAR apenas no foco tumoral, e
o uso dos exossomas secretados pelas células CAR-T, propiciando maior seguranga
e efetividade da terapia, se destacam como abordagens potenciais. As combinagdes
terapéuticas, como ceélulas CAR-T com inibidores de checkpoints imunes e com
diferentes quimioterapicos, também se destacam, possibilitando respostas pré-
clinicas e clinicas aprimoradas em tumores soélidos (Olifirenko; Barlev, 2024).

O uso de engenharia genética por meio da tecnologia CRISPR também passou
a ser uma alternativa valida para a produgao de células terapéuticas (Benmebarek et
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al., 2019). Este método de edicdo gendmica pode ser utilizado, por exemplo, para
silenciar checkpoints imunes, como descrito por Hu et al. (2019) na constru¢ao das
células MSLN-CAR-T, estudo no qual foi realizada a disrupg¢ao do receptor PD-1 via
CRISPR/Cas9. Além disso, essa técnica, assim como a tecnologia TALEN, podem
gerar células CAR-T alogénicas, como pela disrup¢do do TCR e HLA, evitando a
rejeicdo da terapia, conforme discutido anteriormente. A Figura 7 evidencia as

maneiras de modificagdes génicas possiveis nas células CAR-T via CRISPR.

Figura 7 — Abordagens por meio da tecnologia CRISPR para edi¢cdo genética de células CAR-T.

Células CAR-T alogénicas com auséncia de TCR e HLA de Silenciamento de checkpoints imunes, como LAG-3 e PD-1,
classe I. e diminuicdo de Fas.
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Fonte: Adaptado de Benmebarek et al., 2019. A edigdo genética torna possivel a construgcéo de células
terapéuticas nao alo-reativas, além de possibilitar a redugao da exaustao celular no TME.

Os receptores quiméricos a serem expressos nas células T também podem ser
direcionados a moléculas efetoras e nao aos antigenos. Caratelli et al. (2020)
desenvolveram, por exemplo, células T modificadas que expressam o receptor
quimérico baseado no CD32A, que € um receptor de Fc para anticorpos IgG. Os
autores projetaram as células para se ligarem aos anticorpos monoclonais anti-EGFR
cetuximabe e panitumumabe. Esta € uma estratégia inovadora para a imunoterapia
do cancer, uma vez que a ligagao entre o receptor quimérico da célula T modificada
com o anticorpo, ja ligado ao EGFR das células tumorais, facilita a citotoxicidade
mediada por anticorpos e, no estudo em questao, demonstrou eliminagao significativa

de células tumorais.
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Uma alternativa da terapia celular CAR-T € a expressao do CAR em outras
células do sistema imune, como as células NK, constituintes do sistema imune inato
e que medeiam a citotoxicidade contra células tumorais e infectadas, além da
secregao de citocinas pro-inflamatoérias que ativam outras células imunes inatas e
adaptativas, como IFN-y e TNF-a (Schmidt et al., 2022; Peng et al., 2024).

Ha um interesse crescente no desenvolvimento de células CAR-NK para
terapia do cancer, ja que as propriedades naturais das células NK podem tornar sua
acao bem-sucedida em tumores sélidos. Dentre essas propriedades, tém-se: a
capacidade de preservar sua funcdo normal no ambiente do tumor, prevenindo a
evasao tumoral; a menor meia-vida de circulacio, tornando sua administracdo mais
segura; e a auséncia do reconhecimento de antigenos por HLA, diminuindo o risco da
GvHD e possibilitando a transferéncia alogénica de células para o paciente. Por outro
lado, a expanséo ineficiente in vitro, a menor persisténcia e a infiltragdo tumoral
limitada sdo exemplos de desafios para a viabilidade desta terapia, além dos demais
problemas enfrentados pelas células CAR-T tradicionais (Wrona; Borowiec; Potemski,
2021; Schmidt et al., 2022).

Estudos clinicos, principalmente para tumores hematoldgicos, vem sendo
conduzidos para células CAR-NK, ainda que de forma menos expressiva quando
comparado as células CAR-T. Além das vantagens citadas acima, o menor risco de
CRS e a menor neurotoxicidade observado em estudos clinicos podem caracterizar a
terapia CAR-NK como de melhor perfil de seguranca (Peng et al., 2024).
Especificamente para o cancer de mama, dados pré-clinicos inferem sobre a
promissora atividade antitumoral dessas células (Wrona; Borowiec; Potemski, 2021).
Um exemplo € o estudo de Liu et al. (2020), que tratou de células EGFR CAR-NK
contra linhagens de CMTN in vitro e in vivo, demonstrando citotoxicidade e inibigdo do
crescimento tumoral em modelos animais. Neste contexto, a Figura 8 compara as
células CAR-T e CAR-NK em termos de vantagens e limitagcbes do ponto de vista

terapéutico.



Figura 8 — Células CAR-T vs Células CAR-NK.
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Fonte: Adaptado de Peng et al., 2024. Vantagens e limitagées das células CAR-T e CAR-NK para
aplicagao na terapia do cancer.

Por fim, além das células NK, macréfagos também sao candidatos promissores
para terapia celular (CAR-M), uma vez que sdo capazes de atacar as células tumorais
por meio da fagocitose e de realizarem a apresentagcédo de antigenos para as células
T, ativando a imunidade adaptativa. Outras caracteristicas relevantes incluem a
infiltracdo tumoral, sendo as células inatas que mais adentram o TME, e a secrecao
de quimiocinas e citocinas que podem remodelar este microambiente supressor
(Chen; Abila; Kamel, 2023). Ainda que de forma menos representativa quando
comparado aos outros tipos de células, células CAR-M sao investigadas de forma pré-
clinica e clinica. Além de interessantes resultados in vitro e in vivo, um estudo clinico

de fase | para tumores HER2 positivos, por exemplo, esta ativo (NCT04660929).

6. CONCLUSAO

O CMTN é uma forma altamente agressiva e desafiadora do cancer de mama,
sendo responsavel por 10 a 20% das neoplasias mamarias. Dada a complexidade do
tratamento, a imunoterapia tem sido explorada como uma alternativa promissora para

o CMTN, desde anticorpos monoclonais ja aplicados em protocolos clinicos, como o
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pembrolizumabe, até as terapias celulares, como o0 uso de células CAR-T, que ainda
estdo em fases de investigagao pré-clinica e clinica.

Embora a terapia celular CAR-T tenha demonstrado resultados notaveis em
tumores hematologicos, sua eficacia e aplicabilidade clinica em tumores sélidos
enfrenta diferentes desafios, como a escolha do antigeno ideal sem efeitos on-
target/off-tumor, a supressao imposta pelo TME e a toxicidade inerente das células
CAR-T. Apesar destes obstaculos, os estudos expostos nessa revisdo indicam que
diversos antigenos, como EGFR, MSLN, MUC1, ROR1, B7-H3, cMET, NKG2D2Ls,
FRa, PD-L1 e outros, estdo sendo investigados como alvos potenciais para a terapia
CAR-T frente ao CMTN.

Além disso, estratégias promissoras descritas, como combinagdes
terapéuticas, uso de células universais e CARs de geragdes avangadas (Next-
Generation), marcaram importantes avangos para a eficacia da terapia. Para células
“‘next-generation”, por exemplo, as modificagbes envolvem a disrup¢gdo ou
coexpressao de receptores e a secrecao induzida de citocinas, de fragmentos de
anticorpos e de BIiTEs, aprimorando a resposta antitumoral. Outras abordagens
emergentes, como o uso de virus oncoliticos para a entrega de alvos nas células
tumorais e de exossomas derivados de células CAR-T, além da integracdo de
tecnologias direcionadas para expressao controlada do CAR, como via SynNotch,
também vém sendo exploradas.

A terapia celular CAR-T no contexto do CMTN, portanto, constitui um campo
novo de pesquisa e desenvolvimento, com progressos significativos evidenciados pelo
numero de estudos clinicos e pré-clinicos obtidos por meio da metodologia
desenvolvida (14 e 45 estudos, respectivamente). No entanto, apesar desses
avangos, ainda existem barreiras clinicas, praticas e econbémicas que devem ser
superadas, além do maior numero de estudos necessario para a compreensao
completa do tema. Por outro lado, o desenvolvimento continuo desta abordagem
terapéutica podera revolucionar o tratamento de pacientes com CMTN, sobretudo em
casos metastaticos, refratarios e recidivantes, contribuindo para melhores desfechos
clinicos e expandindo significativamente as opgdes terapéuticas disponiveis.
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