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O POTENCIAL TERAPÊUTICO DAS CÉLULAS CAR NA ABORDAGEM DE TUMORES SÓLIDOS.

RESUMO

Na área da imunoterapia, a terapia

celular tem se destacado cada vez mais

devido à sua efetividade. Uma

abordagem notável é o uso de células

do sistema imunológico equipadas com

receptores de antígenos quiméricos

(CAR) para tratar cânceres. Essa

terapia, inicialmente desenvolvida com

linfócitos T e direcionada a cânceres

hematológicos, demonstrou uma

eficácia significativa. Esse sucesso

impulsionou pesquisas e ensaios

clínicos voltados para tumores sólidos.

Atualmente, avançamos na aplicação de

CAR não apenas em linfócitos T, mas

também em células NK e macrófagos,

cada uma com suas particularidades.

Devido à complexidade dos tumores

sólidos, muitos obstáculos surgem no

caminho. Nesta revisão bibliográfica,

exploramos desde o desenvolvimento

aprimorado dos CAR até estratégias

para futuras gerações, visando a

redução de efeitos colaterais e a eficácia

contra os desafios impostos pela

heterogeneidade das neoplasias sólidas.

PALAVRAS-CHAVE: Tumores

sólidos; Células CAR; Receptor

quimérico; Antígenos; Imunoterapia.

ABSTRACT
In the field of immunotherapy, cell

therapy has been increasingly

prominent due to its effectiveness. A

notable approach involves using

immune system cells equipped with

chimeric antigen receptors (CAR) to

treat cancers. This therapy, initially

developed with T cells and focused on

hematological cancers, has

demonstrated significant efficacy. This

success has propelled research and

clinical trials aimed at solid tumors.

Currently, we have progressed in the

application of CAR not only in T cells

but also in NK cells and macrophages,

each with its own specificities.

Due to the complexity of solid

tumors, many obstacles arise along the

way. In this literature review, we

explore everything from the enhanced

development of CAR to strategies for

future generations, aiming to reduce

side effects and improve effectiveness

against the challenges posed by the

heterogeneity of solid neoplasms.

KEY-WORDS: Solid tumors; CAR

cells; Chimeric receptor; Antigens;

Immunotherapy.
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INTRODUÇÃO
O câncer é uma doença resultante do

descontrole no ciclo de divisão celular

que se dá por fatores internos como a

mutação de genes restritos ou fatores

externos como o tabagismo ou radiação

por exemplo, fazendo com que a

proliferação e produção anormal dessas

células ocorra e essas células se

multiplicam rapidamente e

incontrolavelmente criando barreiras

contra o sistema imune do ser humano e

até fazendo o próprio corpo trabalhar a

favor do tumor. Sendo a segunda maior

causa de mortes no mundo com 9,6

milhões de mortes em 2018 de acordo

com a Organização Mundial da Saúde

(OMS), tumores malignos são de difícil

tratamento por si só, porém, em países

de baixa e média renda o acesso ao

diagnóstico e tratamento é muito mais

precário.

Os tratamentos mais utilizados e

conhecidos para tumores sólidos

atualmente são as radioterapias,

quimioterapias e cirurgias, sendo

necessárias muitas vezes a combinação

de uma ou mais dessas terapias, sendo

exaustivo e debilitante para a maioria

dos pacientes, então, novas formas de

tratamento estão sendo cada dia mais

estudadas para auxiliar na cura desses

tumores como por exemplo

imunoterapias, terapias baseadas no

sistema imune do próprio paciente para

combater doenças e, mais recentemente,

o tratamento com células CAR vem

tomando mais espaço em estudos com

tumores sólidos pelo seu grande

potencial (STYCZYŃSKI, 2020) .

Os CARs, ao serem transferidos em

diversos subconjuntos de células T

como receptores recombinantes,

proveem uma ligação específica restrita

ao antígeno em um complexo de

histocompatibilidade não principal

(não-MHC). Possivelmente, em geral,

qualquer antígeno (como um antígeno

fúngico), mas principalmente antígenos

relacionados a tumores, poderiam ser

atacados virtualmente por uma célula

CAR-T desenvolvida para tal papel

(STYCZYŃSKI, 2020).

Em Israel (1989-1993), no

Departamento de Imunologia Química

do Instituto Weizmann de Ciência em

Rehovot, os imunologistas israelenses

Zelig Eshhar e Gideon Gross foram

aqueles a projetar as primeiras células T

com molécula quimérica. Essas CARs

de primeira geração não tiveram um

resultado clinicamente satisfatório. Nos

trinta anos seguintes, continuaram a

buscar o avanço científico deste novo

tipo celular (STYCZYŃSKI, 2020).

Emily Whitehead (LLA recidivante e

refratária), de 7 anos, foi a primeira
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criança a ter administrada terapia com

célula CAR-T e com isso o verdadeiro

progresso foi alcançado. Foi

experienciado todas as graves

complicações desta terapia pela

paciente, mas a cura foi alcançada. A

sobrevivência e melhora da paciente foi

aquilo que possibilitou a ressuscitação

de uma pesquisa que estava prestes a

ser fracassada (NEWITT, 2022). Os

CARs foram sofisticados e

modernizados com o tempo,

imunológica e tecnologicamente, assim

formando primeira, segunda, terceira,

quarta e atualmente quinta geração.

Linfoma e a Leucemia estão sendo o

foco principal deste programa aqui no

Brasil. Apesar de seu uso restrito, o

tratamento foi disponibilizado para

menos de 15 pacientes no Sistema

Único de Saúde (SUS). Com um mês de

terapia, o indivíduo Paulo Peregrino,

61, entrou em remissão completa após

enfrentar a doença por 13 anos

(ONCOGUIA, 2023).

Com os avanços da tecnologia e sua

aplicação clínica viável, dois produtos

de células CAR-T foram licenciados

pela Agência de Administração de

Alimentos e Medicamentos dos EUA

(FDA) e a Agência Europeia de

Medicamentos (EMA): Crianças e

jovens adultos até 25 anos com caso de

LLA de células B sem resposta ao

tratamento ou recidivo duas ou mais

vezes deve ser administrado

tisagenlecleucel, já em pacientes adultos

com linfoma difuso de grandes células

B (DLBCL) recidivante ou refratário

deve ser utilizado tisagenlecleucel e

axicabtagene ciloleucel. Além destes,

diversos outros produtos estão sob

pesquisa e possivelmente à caminho do

registro. Até dezembro de 2019, 284

casos envolvendo células CAR-T

estavam em execução, a maioria deles

tendo como alvo primário doenças

malignas hematológicas (LLA, linfoma

não-Hodgkin, mieloma múltiplo). Estes

testes foram realizados principalmente

nos EUA (130) e na China (124),

visando principalmente CD19 e também

CD20, CD22 e BCMA. Células CAR-T

foram majoritariamente usadas, porém,

houveram 10 casos que sua variante

CAR-NK também foi utilizada. Nos

dias de hoje, a terapia de células CAR-T

é aplicada em pelo menos 24 países

(STYCZYŃSKI, 2020).

MATERIAIS E MÉTODOS
O método de pesquisa foi realizado

por meio de revisão bibliográfica de

artigos científicos dos últimos 5 anos

(2018 - 2023) encontrados no PubMed,

Sciencedirect, Frontiers e Nature que

possuem acesso gratuito ao artigo
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completo utilizando as palavras chave

“Car-t cell” “car cell in solid tumors”

“car cells” “cart cell therapy”. Dois dos

autores fizeram o levantamento

bibliográfico para este trabalho e os

critérios de exclusão do uso de artigos

se deram por: artigos com mais de 5

anos de sua publicação, análise de

outros artigos mais recentes que

retificam pontos de artigos mais antigos

e artigos que para ter acesso completo

deveriam ser pagos. Foram encontrados

1.835 resultados e 30 desses artigos

foram analisados e utilizados para essa

revisão, enquanto os outros foram

utilizados apenas para referência de

leitura e compreensão do tema.

DISCUSSÃO

1 ENGENHARIA DAS CAR’S

As células com receptor de antígeno

quimérico (CARs), são células

geneticamente modificadas para

fornecer propriedades específicas para

combate à tumores malignos, para que o

ataque seja iniciado, a especificidade de

um anticorpo monoclonal direcionado

contra células tumorais específicas é

recebida por esses receptores. As

células CAR-T possuem fortes

propriedades imunológicas e são

capazes de redirecionar o sistema

imunológico a favor da destruição das

células malignas. Por conta disso, estas

células atuam como uma droga viva,

crescendo no sistema do indivíduo e

assim criando uma memória antitumoral

de longo prazo (MAROFI et al, 2021).

Para produzir essas células, é feita a

leucoferese do próprio paciente

(autólogo) ou de um doador saudável

(alogênico) em casos de, por exemplo, o

paciente ser imunossuprimido. Então,

estas células são submetidas a

engenharia genética, sendo

normalmente feitas infectando células T

com vetores virais, sejam eles

retrovirais ou lentivirais, e são

responsáveis por transferir a sequência

que irá codificar seu DNA. São

produzidas a fim de reconhecer

antígenos com mais especificidade que

células T normais que circulam em

nosso corpo, todo esse processo é

realizado em laboratório e as células

também são replicadas in vitro e esses

receptores fazem com que as CAR’s

consigam atingir alvos de células

tumorais em escala maior que células

padrões (FIGURA 1) (CAPPELL et al,

2023) .

A engenharia genética é empregada

para projetar o gene que contém as

informações necessárias para a

produção do Receptor de Antígeno

Quimérico. Este processo envolve a
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identificação de sequências de DNA

que codificam o CAR completo,

compreendendo três partes essenciais: o

domínio de ligação ao antígeno,

responsável pela adesão ao antígeno

alvo; o domínio transmembranar,

responsável pela ancoragem do receptor

na célula; e o domínio de sinalização

intracelular, encarregado de ativar e

orquestrar a resposta imunológica. Os

domínios intracelulares dessa célula

envolvem antígenos como por exemplo

CD28 que ajuda na ativação efetiva da

célula e CD3𝜁 que aumenta a toxicidade

da célula contra as células tumorais

(MA et al, 2019).

Essas sequências de DNA sintéticas

são montadas em ordem que codificam

as partes do CAR. Nesta fase de

desenvolvimento do gene CAR, é

escolhido um anticorpo monoclonal

específico para o antígeno desejado,

como por exemplo o antígeno CD-19,

que é utilizado para tratamento de

linfomas, é selecionado e o material

genético do anticorpo é isolado,

identificando a sequência de DNA que

codifica a porção do anticorpo

responsável pela ligação ao antígeno.

Posteriormente, a sequência do

anticorpo é submetida a diversas

modificações para aprimorar sua

funcionalidade no CAR, isso inclui

otimização da expressão para assegurar

a produção bem-sucedida da proteína

do anticorpo nas células hospedeiras

após a transdução viral. A sequência

genética é ajustada para melhorar a

afinidade de ligação ao antígeno alvo,

garantindo uma ligação forte e seletiva

às células cancerosas, enquanto reduz a

reatividade cruzada, assegurando

especificidade. Além disso, são

realizadas otimizações para minimizar

efeitos colaterais indesejados e

melhorar a estabilidade, garantindo que

as células T expressem o CAR por um

período prolongado. A validação

experimental é conduzida para

confirmar o funcionamento adequado

do domínio de ligação otimizado

(RAHBARIZADEH et al, 2019).

As sequências de DNA que

codificam as cadeias pesadas e leves do

anticorpo são incorporadas na sequência

do gene CAR, substituindo a sequência

que normalmente se ligaria ao antígeno,

isso confere ao CAR a capacidade de

especificidade direcionada pelo

anticorpo. A síntese química de DNA é

então realizada, construindo cadeias de

nucleotídeos de acordo com as

sequências desejadas, frequentemente

usando sintetizadores de DNA

especializados que montam o DNA

peça por peça. Após a síntese, as

sequências são verificadas por meio de

PCR para amplificar a sequência de
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interesse e garantir a conformidade com

as especificações do projeto e em

seguida, o DNA é purificado

(CAPPELL et al, 2023).

Posteriormente, é essencial inserir o

gene em um vetor de transferência,

como um retrovírus ou lentivírus. O

gene é clonado em um vetor de

expressão, que é uma molécula de DNA

de fita única. Esta molécula que contém

o gene CAR é então incorporada no

genoma do vírus, que é cultivado e

produzido em larga escala no

laboratório, envolvendo o cultivo de

células hospedeiras que produzem o

vírus. A presença do gene CAR no

vetor é confirmada também por meio de

PCR (MOHANTY et al, 2019).

A escolha entre retrovírus e

lentivírus se baseia em suas

características distintas. Os retrovírus

têm a capacidade de integrar seu

material genético no genoma da célula

hospedeira, garantindo a entrega

permanente do gene e, portanto, uma

expressão duradoura do CAR. Os

lentivírus, uma subclasse dos retrovírus,

são conhecidos por sua capacidade de

infectar tanto células em divisão quanto

em repouso, tornando-os adequados

para infectar células T, que podem se

encontrar em diferentes estados de

atividade. Ambos os vírus são

geneticamente modificados para serem

inofensivos, não causando doenças.

Após a infecção das células T com o

vírus, a molécula de DNA de fita única

no núcleo é convertida em uma

molécula de DNA de fita dupla e

integrada ao genoma da célula T,

permitindo assim a expressão do gene

CAR (DEJENIE et al, 2022).
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Figura 1 - Processo de criação da CAR-T.

Legenda: 1: Leucoferese de linfócitos T; 2: Infecção dos linfócitos T pelos vetores; 3: Expressão de

receptor quimérico; 4: Infusão no paciente; 5: Indução a apoptose; 6: Morte celular da célula cancerígena.

Fonte: Autoria própria.

1.1 ENGENHARIA SEM VETOR

VIRAL

No tópico de transferência de genes,

como foi citado, existem meios com

vetores virais e não virais. Para uma

transferência genética estável é

necessário a integração de diversos

fatores, sendo eles um promotor, líder,

um transgene e a terminação

transcricional e a sequência de

poliadenilação que finaliza o gene.

Quando ocorre essa integração no

genoma o transgene é expresso de

maneira muito estável e sua expressão é

contínua pelas gerações das células que

se dividem, porém, na ausência dessa

integração como acontece com os

vetores de mRNA e plasmídeo essa

informação se perde quanto mais as

células se dividem. As terapias com

CAR-T utilizam majoritariamente a

transferência estável de genes de

maneira ex vivo como descrito, porém,

alternativas sem vetor viral podem ser

feitas como por exemplo com alguns

tipos de RNA, como RNA mensageiro

(mRNA), RNA interferente pequeno

(siRNA) e RNA guia (gRNA) com

métodos por criação de poros

transitórios na membrana das células ou

endocitose utilizando diferentes

processos químicos e físicos tais qual

eletroporação, lipossomas e

nanopartículas (MORETTI et al, 2022).
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Uma das formas mais estáveis sem a

utilização de vetores virais é a

utilização de transposons, também

conhecidos como DNA móvel ou

elemento de transposição (TEs) que

consistem em trechos de DNA capazes

de aumentar o número de cópias de um

genoma e representam cerca de 40% do

mesmo sendo ricos em variabilidade

genética considerando sua capacidade

“natural” de mobilização. Eles são

aplicados na engenharia genética devido

a uma enzima que codifica a chamada

transposase, que reconhece repetições

terminais invertidas (ITRs) que ficam

nas extremidades dos transposons

realizando um processo de retirada e

reintegração deles em outras posições

do genoma. Essas TE são divididas em

dois tipos: retrotransposons e DNA

transposons, enquanto os

retrotransposons utilizam RNA como

intermediário no processo de corte e

colagem do genoma, as DNA

transposons se movem por um

intermediário de DNA sendo estas as

utilizadas no processo de transferência

genômica nesse caso por conhecer essas

seções de repetições invertidas que são

importantes no processo para inserção

dos anticorpos na célula CAR-T. Os

vetores com transposons foram

provados pouco imunogênicos,

versáteis e de fácil produção, contudo,

sua transferência tem baixa eficácia

comparada com os virais, as possíveis

causas dessa falha podem estar

relacionadas a eletroporação na

presença do DNA ou algo causado pelo

próprio tipo de gene escolhido

(MORETTI et al, 2022).

Outra forma de vetor não viral é a

entrega com mRNA que também é feita

por eletroporação ou nanopartículas.

Como o RNA não tem necessidade de

atingir o núcleo celular, o mRNA é

traduzido na proteína codificada que é

estabilizada com expressão prolongada,

porém é perdida entre 2-4 divisões

celulares, fato pelo qual a técnica é

utilizada quando aplicada em células

que não se proliferam tanto. A

segurança e a disponibilidade de

protocolos para a tradução clínica de

estratégias de mRNA são uma grande

vantagem do método, a falta dos fatores

integrados evita o risco de toxicidade de

genoma tornando uma boa estratégia

para testar a segurança do uso das

CARs em estudos clínicos, porém, o

uso da transferência transitória de genes

tem como desvantagem o curto prazo

que as células continuam expressando

estes domínios fazendo assim seu uso

como método principal de edição ser

contra intuitivo considerando que a

terapia com as CARs visa

principalmente a expansão clonal rápida
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in vitro e geração de memória nas

células T (MORETTI et al, 2022).

2 MECANISMO EFETOR DAS

CAR’S

Os linfócitos CAR-T reconhecem

antígenos de maneira MHC

independente, ou seja, essas células não

precisam que o MHC apresente

antígenos para elas reconhecerem, pois

os antígenos já foram reconhecidos em

sua estrutura durante a fase de

engenharia genética (HONG et al,

2020).

As CAR-Ts migram em direção às

células cancerosas por meio da detecção

de quimiocinas específicas, que atuam

como marcadores de direcionamento,

elas se deslocam em direção a regiões

onde a concentração delas é mais

elevada, o que varia dependendo do tipo

de câncer e do antígeno-alvo. Algumas

das quimiocinas envolvidas incluem

CCL2, CCL17, CCL22 e IL-8. O

mecanismo de migração das CAR-Ts

envolve uma série de eventos

coordenados. Inicialmente, essas células

realizam o rolamento ao longo das

paredes dos vasos sanguíneos, em

resposta aos gradientes quimiotáticos,

em seguida, as CAR-Ts estabelecem

aderência firme às paredes dos vasos

sanguíneos e atravessam a barreira

endotelial para alcançar o tecido

circundante. Esse processo é mediado

por moléculas de adesão, notadamente

integrinas, como VLA-4 (também

conhecida como α4β1) e LFA-1

(também conhecida como αLβ2),

desempenhando um papel crucial na

ancoragem às células endoteliais. Além

disso, proteínas de adesão, como

ICAM-1 (Molécula de Adesão de

Células Intercelulares-1) e VCAM-1

(Molécula de Adesão de Células

Vasculares-1), facilitam a interação

entre as CAR-Ts e o tecido adjacente

(SINGH et al, 2023).

Uma vez que as CAR-Ts localizam

as células cancerosas, elas estabelecem

uma sinapse imunológica distinta,

desencadeando o processo de morte

celular da célula tumoral. Essa sinapse é

caracterizada por um diâmetro menor, o

que permite desconexão rápida após a

ativação, um fator crítico na eficácia da

terapia. As CAR-Ts demonstram a

capacidade de induzir a apoptose nas

células cancerosas por meio da

exocitose de proteínas citotóxicas, tais

como Fas ligante (FasL) e TRAIL

(TNF-Related Apoptosis-Inducing

Ligand). O TRAIL, ao ligar-se a

receptores de morte (DR4 e DR5) nas

células cancerosas, inicia uma cascata

de eventos intracelulares, ativando

caspases e desencadeando a apoptose,

assim como a interação entre Fas e

11
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FasL. A desgranulação, outro

componente-chave, é essencial para a

lise eficaz e específica das células

cancerosas pelas CAR-Ts. Durante a

desgranulação, essas células liberam

grânulos contendo proteínas citotóxicas,

incluindo granzima e perforina, no

centro da sinapse imunológica

(DEJENIE et al, 2022).

Além de suas funções citotóxicas, as

CAR-Ts desempenham um papel na

produção de citocinas, que aprimora os

mecanismos de destruição das células

cancerosas, isso inclui o aumento da

expressão de interferon-gama (IFN-γ)

nas células estromais, resultando em

modulações no sistema imunológico e

na polarização dos macrófagos para o

fenótipo antitumoral M1. As CAR-Ts

podem induzir tanto a apoptose

dependente quanto independente de

caspases (SADOWSKI et al, 2022).

As citocinas desempenham um papel

crucial, otimizando esses mecanismos e

aumentando a especificidade e eficácia

da resposta das CARs, especialmente

quando as células cancerosas exibem

diversidade fenotípica. Além disso, as

citocinas têm a capacidade de modular a

resposta imunológica e direcionar a

polarização dos macrófagos em direção

a um perfil antitumoral. As CAR-Ts

exibem notável capacidade de eliminar

várias células-alvo sequencialmente,

destacando-se por sua eficácia na

eliminação das células cancerosas,

mesmo em contextos com baixa

densidade de células efetoras

(SADOWSKI et al, 2022).

Tendo a sinalização e empregando

mecanismos que incluem a liberação de

granzimas, perforinas e a estimulação

da expressão de proteínas como TRAIL

e FasL, as células CAR-T também

apresentam a capacidade de servir como

uma plataforma ideal para a

administração de anticorpos

terapêuticos de checkpoint

imunológico, tais como os anticorpos

anti-PD-1 (Proteína 1 de morte celular

programada) e anti-CTLA-4 (Proteína

Associada a Linfócitos T Citotóxicos

4). Os anticorpos de checkpoint

imunológico têm como alvo proteínas

reguladoras do sistema imunológico,

que desempenham um papel

fundamental na modulação da resposta

imunológica. O PD-1 e seu ligante

PDL-1, por exemplo, são alvos

terapêuticos promissores. O PD-1 sendo

uma proteína expressa em células T que

regula a resposta imunológica para

evitar respostas excessivas, garantindo

que o sistema imunológico não ataque

células saudáveis de forma

indiscriminada (MOHANTY et al,

2019).

12
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Quando administrados em conjunto

com as células CAR-T, os anticorpos de

checkpoint imunológico bloqueiam

essas proteínas reguladoras,

desencadeando uma ativação mais

eficaz do sistema imunológico. Isso

permite que as CAR-T e outras células

do sistema imunológico identifiquem e

ataquem com maior eficácia o câncer,

sem as restrições impostas pelos

checkpoints imunológicos

(SADOWSKI et al, 2022).

2.1 ESTRUTURA DO RECEPTOR

A estrutura do CAR é composta por

uma região de domínio extracelular,

domínio transmembranar e um domínio

intracelular. No domínio extracelular

temos a região ScFv (Single-Chain

Variable Fragment), que desempenha

um papel crucial no reconhecimento do

antígeno. O ScFv é meticulosamente

projetado para garantir uma afinidade

elevada, graças a sequências de

aminoácidos específicas provenientes

da região VL e VH do anticorpo

originalmente selecionado para

identificar o antígeno desejado, ele se

compõe de duas porções

complementares: o fragmento variável

leve (VL), responsável por aderir à

superfície das células cancerígenas, e o

fragmento variável pesado (VH),

encarregado de reconhecer uma outra

parte do antígeno. A conexão entre

essas partes é facilitada pelo Linker (elo

ou ligador), uma região flexível que

confere mobilidade ao ScFv, permitindo

uma adaptação eficaz ao antígeno.

Além disso, o Hinge, ou dobradiça,

desempenha um papel fundamental na

ligação do ScFv com a estrutura global

do CAR. A flexibilidade do Hinge

possibilita ajustes na orientação do

ScFv, otimizando a ligação ao antígeno

e dando início à sinalização intracelular.

Experimentos pré-clínicos mostraram

que a utilização de determinados

conectores resultou em melhores

resultados, com menor liberação de

citocinas e menos morte celular

induzida por ativação (STERNER et al,

2021).

A região extracelular desse receptor

geralmente adota uma estrutura

semelhante à encontrada em um

anticorpo monoclonal (mAb),

particularmente na região Fc (fragmento

cristalizável) das imunoglobulinas, por

conta do sequenciamento genético.

Tradicionalmente, a região Fc

desempenha um papel crucial na

mediação da reação antígeno-anticorpo,

no entanto, no contexto de células

CAR-T, a presença da região Fc pode,

paradoxalmente, prejudicar a

persistência e a função dessas células

reprogramadas. O dilema surge das
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interações Fc-FcγR que ocorrem entre

as CAR-Ts e outras células do sistema

imunológico. Essas interações

desencadeiam sinais tônicos que

aceleram o envelhecimento das células

T, comprometendo seu desempenho.

Uma estratégia eficaz envolve a

supressão da região CH2 do Fc na fase

de sequenciamento genético, reduzindo

assim o sinal tônico e prevenindo a

morte das células T desencadeada pela

ativação excessiva. É necessário

reformular a estrutura para evitar

qualquer interação indesejada com os

receptores FcγR (receptores do

fragmento cristalizável), em muitos

casos, a eliminação completa da região

Fc e sua substituição por um formato

alternativo que tenha baixa afinidade

pelos FcγR, como o IgG2, tem se

mostrado eficaz, essa troca impede a

exaustão resultante da interação entre a

região Fc e os FcγR, prolongando,

assim, a presença ativa das CAR-T.

Vale ressaltar que em terapias CAR-T

direcionadas ao CD19, nas quais a

região Fc foi excluída, observou-se uma

alta afinidade de ligação a células

malignas CD19+ in vivo. Os ensaios

clínicos mais recentes estão lançando

luz sobre os benefícios dessa estratégia,

especialmente em relação à persistência

e à eficácia antitumoral das células

CAR (ZHANG et al, 2022).

O domínio transmembranar

representa uma parte essencial da

arquitetura do receptor CAR,

estendendo-se através da membrana da

célula CAR-T. Sua função primordial é

ancorar o receptor à membrana celular e

garantir a estabilidade estrutural

necessária. Em geral, essa seção é

derivada de uma proteína de receptor

transmembrana, e a escolha específica

da região transmembranar exerce

influência sobre o sinal ativador

transmitido ao domínio intracelular do

CAR. Estudos in vivo têm fornecido

evidências significativas de que a

inclusão da região transmembranar do

CD8-alfa conduz a níveis reduzidos de

expressão da anexina V, uma proteína

com afinidade pela fosfatidilserina, um

fosfolipídio visível na membrana

celular de células apoptóticas. Esse

fenômeno ocorre de forma menos

acentuada em células T que expressam

um CAR anti-CD19 com uma região

transmembranar do CD8-alfa em

comparação com aquelas que carregam

um CAR anti-CD19 com uma região

transmembranar do CD28. A razão para

essa diferença está na capacidade da

região transmembranar do CD8-alfa de

reduzir os níveis de morte das células T,

que é induzida pela ativação do

receptor. Esse controle da morte celular

pode, em última análise, prolongar a
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permanência das células CAR-T no

organismo. No cenário atual, a região

transmembranar do CD8-alfa é uma

escolha comum na maioria dos produtos

CAR-T. No entanto, indícios adicionais

sugerem que a região transmembranar

do ICOS (Inducible T-cell

Costimulatory) pode proporcionar

benefícios regulatórios superiores,

influenciando positivamente a atividade

antitumoral e a persistência das células

CAR-T em comparação com a região

transmembranar do CD8. Estudos de

terceira geração demonstraram que

células equipadas com a região

transmembranar do CD8 ou do 4-1BB

apresentaram atividade antitumoral

modesta, enquanto aquelas com a região

transmembranar do ICOS resultaram

em regressão completa dos tumores em

100% dos casos em camundongos NSG,

num prazo de 35 dias. É de suma

importância observar que as células

CAR-T que incorporam a região

transmembranar do ICOS

demonstraram uma expansão e

persistência notavelmente superiores in

vivo, quando comparadas com as que

utilizam a região transmembranar do

CD8 ou do 4-1BB. Adicionalmente, as

regiões transmembranar derivadas da

família TNFRS (Tumor Necrosis Factor

Receptor Superfamily) revelaram uma

eficácia ampliada na eliminação de

tumores, em comparação com a região

transmembranar do CD8-alfa.

Modificar o comprimento da região

transmembranar também se mostrou

uma estratégia viável para desacelerar a

proliferação das células CAR-T, sem

prejudicar sua capacidade antitumoral, o

que permite que os pacientes lidem com

citocinas inflamatórias por um período

mais estendido. De maneira similar à

questão do domínio de ligação (hinge),

as vantagens da região transmembranar

permanecem sujeitas à validação em

futuros ensaios clínicos, entretanto, a

reconfiguração da região

transmembranar emerge como uma

abordagem promissora e

potencialmente universal para otimizar

todas as terapias com células CAR-T,

desempenhando um papel crucial na

mitigação dos sinais tônicos e na

extensão da persistência das células

CAR-T no contexto clínico (HUANG et

al., 2020).

A região crucial para a sinalização

está localizada no domínio intracelular,

que está intimamente conectado à

porção extracelular. Os domínios

intracelulares mais frequentemente

empregados em CARs são o CD3ζ, que

atua como um sinalizador central, e

outros domínios de coestimulação,

como o CD28 ou o 4-1BB. A presença

desses domínios de coestimulação são

15



O POTENCIAL TERAPÊUTICO DAS CÉLULAS CAR NA ABORDAGEM DE TUMORES SÓLIDOS.

essenciais para proporcionar um

"segundo sinal" à célula CAR, o que

amplifica sua resposta e aprimora sua

capacidade efetora. Isso melhora

significativamente o desempenho das

CAR-T em termos de combate às

células cancerígenas (HUANG et al.,

2020).

3 GERAÇÕES E EVOLUÇÃO

As gerações de CAR-T são

moduladas com base na manipulação do

domínio intracelular. A diferenciação

entre as gerações se baseia na presença

e natureza dos domínios de

coestimulação e sinalização nas células

CAR-T. Atualmente existem quatro

gerações aprovadas e uma quinta em

pesquisa (FIGURA 2) (DEJENIE et al,

2022).

Figura 2 - Estrutura das gerações.

Legenda: Estrutura do CAR das cinco gerações, mostrando a região extracelular, domínio

transmembranar e região intracelular, onde ocorre a sinalização. Fonte: Autoria própria.

3.1 PRIMEIRA E SEGUNDA

GERAÇÃO DE CARS

Os avanços mais significativos

ocorreram com o desenvolvimento das

CARs de segunda e terceira geração.

Inicialmente, as primeiras gerações de

células CAR-T, que baseavam-se

principalmente no domínio CD3ζ para a
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sinalização, apresentavam limitações

significativas em sua eficácia no

combate ao câncer por liberar apenas

uma sinalização (DEJENIE et al, 2022).

No entanto, as CAR-T de segunda

geração introduziram domínios de

coestimulação, como CD28 ou 4-1BB,

o que resultou em melhorias

substanciais em termos de potência

terapêutica. Com a adição desses

domínios de coestimulação, essas

células terapêuticas passaram a liberar

dois sinais de ativação em vez de

apenas um, estimulando a produção de

citocinas e aprimorando sua capacidade

de proliferação e persistência

(DEJENIE et al, 2022).

A escolha entre os domínios de

coestimulação, pode variar dependendo

do tipo de câncer e do alvo terapêutico.

Embora as CAR-T de segunda geração

baseadas no domínio 4-1BB tenham

demonstrado sucesso no tratamento de

cânceres hematológicos, seu uso em

tumores sólidos requer uma abordagem

cuidadosamente equilibrada para

otimizar a eficácia antitumoral e a

persistência a longo prazo (MAROFI et

al, 2021).

É importante notar que, embora essas

adições tenham proporcionado avanços

significativos, também suscitaram

preocupações relacionadas à exaustão

das células T, devido a sinais tônicos

excessivos. De fato, os efeitos cinéticos

das células CAR-T com coestimulação

por CD28 e 4-1BB diferem, com o

CD28 promovendo uma resposta

antitumoral mais rápida, porém

tornando as células mais suscetíveis à

exaustão devido ao seu metabolismo

glicolítico. Por outro lado, o 4-1BB está

associado a um metabolismo oxidativo

e menor exaustão. Estudos pré-clínicos

e clínicos indicam que o domínio

4-1BB, em comparação com o CD28,

oferece uma menor taxa de exaustão,

juntamente com uma maior capacidade

de persistência. Isso resulta em uma

formação mais significativa de células

de memória do tipo Tcm (T central

memory) e uma resposta mais

duradoura (MAROFI et al, 2021).

3.2 TERCEIRA GERAÇÃO

Sabe-se que o desafio da persistência

contínua e da prevenção da recorrência

do câncer não pode ser completamente

resolvido por meio de um único

domínio de coestimulação, como

resposta a essas complexidades,

surgiram as CARs de terceira geração,

que incorporam dois domínios

coestimulatórios. Pesquisas em estágios

iniciais indicaram que essa abordagem

aprimorou significativamente a

persistência, proliferação e eficácia das
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CAR-T no tratamento dos tumores, no

entanto, ensaios clínicos com células

CAR-T de terceira geração contendo os

domínios de coestimulação 4-1BB e

CD28, não demonstraram melhorias

significativas na taxa de resposta inicial

em pacientes com malignidades de

células B resistentes ou recidivantes.

Além disso, a taxa de Síndrome de

Liberação de Citocinas (SLC)

aumentou, o que pode ser atribuído à

repetição do sinal fornecido por ambos

os domínios de coestimulação.

Resumidamente, as CAR-T de terceira

geração podem se beneficiar da

combinação de domínios de

coestimulação complementares,

entretanto, é importante observar que a

simples adição de um domínio de

coestimulação pode resultar em efeitos

colaterais graves e acelerar o

envelhecimento das CAR-T, portanto,

ensaios clínicos adicionais são

necessários para avaliar e monitorar o

risco de efeitos colaterais devido à

super ativação, a fim de realizar todo o

potencial das CARs de terceira geração.

Os domínios de coestimulação

desempenham um papel substancial na

expansão e persistência das CAR-T

para fins terapêuticos, atualmente, as

que incorporam os domínios de

coestimulação CD28 e 4-1BB são as

mais amplamente utilizadas. Embora

novos domínios de coestimulação

tenham sido descobertos e testados, o

desafio do sinal tônico persiste sem

resolução, a utilização de mais de um

domínio de coestimulação pode

intensificar a capacidade de destruição

dos tumores e a durabilidade das células

CAR-T, mas, a escolha inadequada da

combinação pode levar a um aumento

do sinal tônico, acarretando efeitos

colaterais mais severos e uma exaustão

mais rápida das células T (KYTE,

2022).

3.3 QUARTA GERAÇÃO (TRUCKs)

No próximo avanço dessas células, o

foco está na engenharia para liberar

citocinas transgênicas, como por

exemplo IL-12, IL-18 e IL-15, a fim de

modular o microambiente tumoral. Esse

processo visa induzir uma inflamação

aguda no tumor e desencadear uma

resposta antitumoral abrangente. Essa

abordagem representa a quarta geração

de CAR-T, também conhecidas como

TRUCKs (Células T Redirecionadas

para Matar Células-Alvo com

Citocinas) (CHMIELEWSKI et al,

2020).

A ideia principal por trás disso é

criar um tratamento multifuncional

projetado para melhorar a resposta

antitumoral. A estrutura da região

intracelular do receptor quimérico é
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fundamental aqui, em algumas

estratégias de engenharia da célula,

pode-se ter apenas um domínio

coestimulatório, juntamente com o gene

adicional, e em outros métodos o

segundo domínio coestimulatório é

substituído pelo gene adicional

responsável pela expressão de citocinas

no microambiente celular. Esse gene

codifica um fator de transcrição

chamado NFAT (Fator de Ativação de

Linfócitos T), que desempenha um

papel crucial na transdução de sinais

intracelulares. Normalmente, o NFAT é

encontrado no citoplasma de células T

inativas, no entanto, quando essas

células são ativadas, ocorre uma

modificação intracelular que leva a

ativação desse fator (DEJENIE et al,

2022).

Na quarta geração de células CAR-T,

o NFAT é utilizado como parte de um

sistema de controle para a expressão de

proteínas transgênicas, o engajamento

do CAR com o antígeno específico nas

células tumorais desencadeia uma

cascata de sinalização mediada pela

proteína CD3ζ envolvendo a proteína

associada a ZAP-70

(zeta-chain-associated protein kinase

70) nas células T, amplificado pela

coestimulação, resultando na ativação

do NFAT por meio da fosforilação, o

que faz com que ele migre para o

núcleo da célula e se ligue ao elemento

de resposta sintética (NFAT)3 -

promotor mínimo de IL-2 na unidade de

expressão transgênica. Como

alternativa, podem ser usadas

construções com elementos de resposta

(NFAT)6 - promotor mínimo de IL-2

(DEJENIE et al, 2022).

O resultado é que a proteína

transgênica é expressa apenas pelas

células T quando o CAR é ativado pela

ligação ao antígeno, isso proporciona

um controle preciso sobre a expressão

da proteína terapêutica. Essa estratégia

permite que as células CAR-T liberem

as citocinas transgênicas somente no

ambiente tumoral, minimizando assim

os efeitos colaterais indesejados e

direcionando o tratamento de forma

mais eficaz. As células CAR-T que

produzem uma citocina transgênica

podem, basicamente, fornecer

estimulação de forma autócrina para

sustentar a sobrevivência e

amplificação, induzindo também a

formação de células de memória, ou de

forma parácrina para modular o

ambiente das células imunológicas. As

células CAR-T que depositam a

proteína terapêutica transgênica em uma

lesão direcionada pelo CAR têm a

vantagem de tratar lesões tumorais que

de outra forma seriam inacessíveis e

atingir níveis terapêuticos do produto
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transgênico no local da ativação das

células CAR-T, reduzindo a toxicidade

sistêmica. Alguns exemplos de

citocinas pró-inflamatórias, incluindo

IL-7, IL-15, IL-12 e IL-18, estão

atualmente sendo explorados no

contexto da estratégia TRUCK

(CHMIELEWSKI et al, 2020).

A IL-12 desempenha um papel

versátil na promoção da eficácia das

células CAR-T no combate ao câncer,

aumentando a citotoxicidade tanto das

células T como das células NK, e induz

a liberação de IFN-γ. Além disso, a

IL-12 estimula uma resposta imune do

tipo Th1, ativando as células T CD8+ e

as células NK, desempenhando um

papel crucial na eliminação das células

cancerosas e tendo também um papel

importante na ativação de macrófagos

(CHMIELEWSKI et al, 2020).

Em tumores sólidos, onde o

microambiente frequentemente suprime

a resposta imune, a liberação de IL-12

pelas células CAR-T é altamente eficaz

em superar essa supressão, isso se

traduz em maiores taxas de

sobrevivência, uma presença

prolongada das células CAR-T no corpo

e níveis elevados de IFN-γ. Além disso,

a IL-12 desempenha um papel

fundamental na superação da

imunossupressão nesses ambientes

tumorais, onde as células imunes

frequentemente são desativadas

(HAWKINS et al, 2022).

A IL-12 também é eficaz em

combater células tumorais que perdem a

expressão de antígenos durante a

progressão do tumor. Isso torna essas

células invisíveis para as células T, mas

a IL-12 estimula uma resposta imune

inata que pode eliminá-las e além disso,

tem a capacidade de impulsionar a

atividade das células CAR-T,

aumentando sua proliferação, reduzindo

a taxa de apoptose e aprimorando sua

capacidade de destruir células

cancerosas. Esses efeitos são

particularmente relevantes no contexto

de tumores que exercem uma forte

supressão do sistema imunológico,

como tumores avançados (HAWKINS

et al, 2022).

A IL-18 ativa células do sistema

imunológico inato e estimula a

produção de IFN-γ e células CAR-T

que liberam IL-18 demonstram maior

eficácia. Elas também se mostram mais

eficazes no combate a tumores sólidos,

mesmo em ambientes

imunocompetentes, eliminando a

necessidade de pré-condicionamento

(HAWKINS et al, 2022).

Estudos detalhados revelaram que o

IL-18 orienta as células CAR-T a se

tornarem células efetoras,

desencadeando uma resposta
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inflamatória em ambientes onde o

sistema imunológico está ativo.

Adicionalmente, o tratamento com

células CAR-T IL-18 estimula a

ativação de macrófagos M1 e células

NK no tecido tumoral, contribuindo

para uma destruição eficaz desses

tumores (CHMIELEWSKI et al, 2020).

Uma estratégia alternativa para

aprimorar a ativação e proliferação das

células T envolve a introdução de IL-15

por engenharia genética. A IL-15

desempenha um papel crucial na

prevenção da apoptose das células T,

regulando o gene BCL, gene

responsável pela regulação da apoptose.

Células CAR-NK direcionadas

especificamente ao CD19 e modificadas

para liberar IL-15 por meio de

engenharia genética demonstraram

eficácia na eliminação de linhagens de

células CD19+ em configurações de

laboratório, além disso, essa abordagem

aumentou significativamente a

sobrevida de camundongos com

linfoma Raji em modelos de

xenotransplante, comparada às células

NK CAR que não possuíam a expressão

de IL-15. Esta estratégia apresenta um

potencial promissor para aprimorar as

terapias celulares no combate ao câncer,

aproveitando os benefícios do IL-15 na

prevenção da apoptose e no reforço da

eficácia das células T (HAWKINS et al,

2022).

As células CAR-T podem ser

geneticamente projetadas para liberar

citocinas que combatem a repressão no

ambiente tumoral, o TGF-β, presente

em muitos tumores sólidos, inibe a

resposta imunológica eficaz embora

algumas células CAR T liberem IL-2

para neutralizar o TGF-β, isso também

pode beneficiar as Tregs, prejudicando a

eficácia das células CAR-T. Para

superar esse desafio, os pesquisadores

consideraram a substituição da IL-2 por

outras citocinas, como IL-7 ou IL-15, e

a introdução de um receptor híbrido

capaz de transmitir o sinal do receptor

IL-2. Essas estratégias, conhecidas

como IL-7 TRUCKs, ativam-se em

resposta ao antígeno via CAR,

amplificando a resposta imunológica e

superando a repressão no ambiente

tumoral (CHMIELEWSKI et al, 2020).

3.4 CARS BLINDADAS

As CAR-T blindadas, ou "Armored

CAR T", representam uma avançada

abordagem que envolve modificações

genéticas adicionais nas células CAR-T,

tornando-as altamente eficazes no

combate a tumores sólidos, modulação

do microambiente e resistentes aos

efeitos imunossupressores. Essas

modificações incluem a capacidade de
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liberar citocinas (TRUCKs), secretar

BiTEs e expressar receptores

adicionais, como o CXCR2, para

aprimorar a quimiotaxia em direção ao

ambiente tumoral, além de expressar

ligantes como o PD-L1, a fim de evitar

sua própria apoptose por outras células

(HAWKINS et al, 2022).

As CAR-T blindadas também podem

ser projetadas para inibir a expressão de

moléculas imunossupressoras como

PD-1 e CTLA-4, e também têm a

capacidade de realizar entregas de

anticorpos, como anti-PD-1 e

anti-CTLA-4, assim não

comprometendo a capacidade de induzir

a apoptose nas células cancerígenas.

Vale ressaltar que essa abordagem não

se limita a uma única geração de CARs,

mas para um combate mais eficaz

contra tumores sólidos, as CAR-T

blindadas de quarta geração se destacam

como as mais promissoras (HAWKINS

et al, 2022).

A CTLA-4 é uma proteína que

desempenha um papel crucial na

regulação da resposta imunológica,

atuando como um regulador para evitar

ativações excessivas das células T,

prevenindo respostas imunológicas

descontroladas, parecido com a PD-L1.

É uma molécula com alta afinidade com

o CD28, competindo com o receptor

CD28 para inibir a ativação das células

T (HAWKINS et al, 2022).

Além disso, o CXCR2 é ativado por

quimiocinas CXC, que são proteínas

sinalizadoras que desempenham um

papel essencial na mediação da resposta

inflamatória. Quando ocorre inflamação

devido a infecção ou lesão tecidual, as

células liberam quimiocinas CXC,

atraindo células imunes, como

neutrófilos e células T, para o local da

inflamação. Muitos tumores liberam

essas quimiocinas, e a expressão do

receptor CXCR2 nas CAR-T blindadas

facilita seu deslocamento eficaz até o

local do tumor (LIU et al, 2020).

Bispecific T-cell Engagers (BiTEs)

são moléculas desenvolvidas para

direcionar o sistema imunológico no

combate às células cancerosas. Esses

agentes consistem em duas partes

distintas, uma das quais se liga às

células CAR-T enquanto a outra se

direciona a um antígeno específico

presente nas células cancerosas. A

função principal dos BiTEs é aproximar

as células CAR-T das células

cancerosas, promovendo um contato

mais eficaz. Além disso, a liberação de

BiTEs pelas CAR-T pode desencadear

uma resposta imunológica mais

abrangente contra o câncer, envolvendo

não apenas as próprias CAR-T, mas

também outras células T que não foram
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geneticamente modificadas (HAWKINS

et al, 2022).

Vale lembrar que todas as TRUCKs

são CAR-T blindadas mas nem todas

CAR-T blindadas são TRUCKs, pelo

fato de que a quarta geração é

conhecida por liberar citocinas

(HAWKINS et al, 2022).

3.5 QUINTA GERAÇÃO

A quinta geração de CAR, também

conhecida como próxima geração, ainda

está em fase de estudo e aguardando

aprovação, mas, essa abordagem

demonstra um potencial promissor.

Nessa versão, o gene adicional NFAT é

substituído por um receptor de citocinas

IL-2Rβ, que ativa fatores de transcrição

específicos, como o JAK-STAT3/5. A

via de sinalização JAK-STAT3/5 é um

mecanismo intracelular crucial que

envolve a família de proteínas JAK

(Janus quinases) e as proteínas STAT3

(Signal Transducer and Activator of

Transcription 3) e STAT5 (Signal

Transducer and Activator of

Transcription 5). Essa via desencadeia

simultaneamente três sinais sinérgicos:

a ativação das células CAR-T, a geração

de células T de memória e a

reativação-estimulação do sistema

imunológico, prolongando assim a vida

útil das células e otimizando sua

ativação (TOKAREW et al, 2019).

Os componentes da via

JAK-STAT3/5 são os seguintes: as

proteínas JAK, que atuam como

transdutores de sinal em resposta a

estímulos externos, como citocinas e

fatores de crescimento. Existem várias

isoformas de JAK, incluindo JAK1,

JAK2, JAK3 e TYK2. Quando ocorre a

ligação de citocinas ou fatores de

crescimento a seus receptores na

superfície da célula, as JAKs são

ativadas e fosforilam resíduos de

tirosina nos receptores (PHILIPS et al,

2022).

O STAT3, uma proteína da família

STAT, é ativado por fosforilação pelas

JAKs. Após a ativação, o STAT3 forma

dímeros ativados que entram no núcleo

da célula, onde atuam como fatores de

transcrição regulando a expressão de

genes envolvidos em processos

celulares, como crescimento,

sobrevivência e resposta imune (MA et

al, 2020). Da mesma forma, o STAT5, é

ativado por fosforilação pelas JAKs em

resposta a estímulos externos. Os

dímeros ativados de STAT5 também

penetram no núcleo da célula e regulam

a expressão gênica (ORLOVA et al,

2019).

Esta geração envolve melhorias

significativas nas CARs convencionais,

que são CARs projetadas para

direcionar exclusivamente um antígeno
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específico. Além disso, há avanços que

vão além das CARs convencionais,

incorporando estruturas adicionais em

seu design tradicional para reconhecer

mais de um antígeno ou alvos com

baixa densidade de antígenos

(DEJENIE et al, 2022).

Além das gerações convencionais,

surgiram as chamadas CAR-Ts com

portas lógicas booleanas. Essas

tecnologias avançadas são projetadas

para aprimorar a especificidade das

CAR-T, aumentando sua eficácia e

reduzindo toxicidades (DEJENIE et al,

2022).

As portas lógicas AND, também

conhecidas como CARs de

reconhecimento dividido, ativam as

CAR-T somente quando dois antígenos

diferentes estão presentes nas células

cancerosas, isto é, alcançado dividindo

os sinais de ativação em dois

receptores, nos quais um receptor

contém o sinal primário de ativação

(CD3ζ) e o outro receptor contém

domínios coestimulatórios (DEJENIE et

al, 2022).

As portas lógicas OR permitem que

múltiplos antígenos ativem as CAR-T,

reconhecendo um ou mais dos

antígenos-alvo. Isso é particularmente

útil para combater a evasão do antígeno

em células tumorais. As portas lógicas

NOT (iCARs) incorporam sinais

inibitórios em vez de sinais de ativação.

Isso evita a ativação das CAR-T na

presença de antígenos indesejados,

minimizando reações autoimunes. O

sistema SUPRA CAR utiliza um

domínio de ligação a antígenos solúveis

(zipFv) e um receptor universal de

transdução de sinal (zipCAR) expressos

nas CAR-T, permitindo um controle

preciso da ativação das células T

(DEJENIE et al, 2022).

O receptor Synthetic Notch

(synNotch) possibilita a expressão

sequencial de CARs contra diferentes

antígenos, matando seletivamente

células com ambos os antígenos-alvo e

minimizando a recaída do tumor devido

à perda de antígenos. Os receptores

Reversos (Rev CAR) utilizam uma

pequena sequência peptídica em vez do

scFv convencional e são ativados

apenas na presença de um módulo-alvo

específico. As Avidity (Avid) CARs

amplificam a afinidade do domínio de

ligação de antígenos, aumentando a

especificidade e a ativação das CAR-T.

O Receptor STAR (Receptor de Células

T Sintéticas e Receptor de Antígenos)

combina a especificidade de uma CAR

com a maquinaria de sinalização interna

de um TCR, oferecendo um alto grau de

especificidade e controle para enfrentar

os desafios no tratamento de tumores

sólidos (GAO et al, 2022).
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Uma estratégia eficaz para gerenciar

a toxicidade das células CAR envolve a

implementação de interruptores de

controle que regulam sua expressão e

atividade. Os CARs convencionais

expressam constantemente a proteína

CAR, o que pode ser problemático se

causar toxicidade indesejada em tecidos

saudáveis. Existem vários tipos de

interruptores ON/OFF que podem ser

controlados externamente ou

autorregulados, por exemplo, os CARs

podem ser projetados com domínios de

desestabilização que os mantêm em um

estado inativo OFF, permitindo sua

ativação por meio de medicamentos de

pequenas moléculas. Outra abordagem

envolve os CARs baseados em

proteases, conhecidos como SMASh

CARs, que ficam em estado padrão ON

e podem ser desativados por uma

protease específica usando uma

pequena molécula (HONG et al, 2020).

Além disso, é possível alcançar um

controle espacial sobre a expressão do

CAR por meio da engenharia de

interruptores sensíveis ao oxigênio,

assim só sendo expresso nas condições

de hipóxia do microambiente tumoral

(HONG et al, 2020).

Uma abordagem alternativa envolve

CARs comutáveis, que se ligam a um

neoepítopo de peptídeo em vez de um

antígeno tumoral. Isso permite um

controle preciso sobre a intensidade da

resposta das células T, regulando o

tempo e a quantidade do fragmento de

ligação de proteína adicionado, bem

como a capacidade de alterar a

especificidade do antígeno das CAR-T

comutáveis (HONG et al, 2020).

3.6 UCAR-T

Uma possível nova terapia seria com

a utilização de CAR-T universais

(UCAR-T). Há a possibilidade de que

esse novo tipo de tratamento possa

resolver os problemas apresentados pela

terapia CAR-T comum e, por conta

disso, vem chamando muita atenção.

Relembrando que, atualmente, todos os

produtos CAR-T em fase de testes ou já

disponíveis no mercado são, por

enquanto, autólogos, ou seja, os

linfócitos T do próprio paciente são

usados no tratamento. A terapia é

conduzida desta forma para garantir que

não haja rejeições severas decorrentes

da incompatibilidade do MHC entre o

doador e o receptor. Apesar disso, as

terapias UCAR-T propõem uma ideia

diferente, onde as células CAR-T são

extraídas de doadores saudáveis,

fazendo com que este tratamento possua

considerações específicas em termos de

processos de fabricação, custos,

segurança e aplicações clínicas. Mesmo

que utilizem do mesmo mecanismo de
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ação, as terapias UCAR-T se

diferenciam ao demonstrar o potencial

para enfrentar e superar desafios que

atrapalham a disseminação das terapias

CAR-T. Além disso, os produtos de

células CAR-T podem se tornar mais

acessíveis e de maior qualidade caso os

esforços sejam investidos em produção

em larga escala e a fabricação em lotes

(LIN et al, 2021).

Devido à falta de ataque à múltiplos

antígenos simultaneamente, a terapia

com células CAR-T se encontra

limitada, já que essas conseguem

combater apenas um ou dois antígenos

por vez, buscando solucionar esse

dilema, estão sendo desenvolvidos e

testados novos tipos de CARs, capazes

de entrar em contato com múltiplos

antígenos, tornando-se universais, e

esses CARs universais empregam um

sistema intermediário conhecido como

"terceiros", o qual separa o domínio de

direcionamento ao antígeno e a unidade

de sinalização das células T. Essa

abordagem, que inclui um "bloqueio de

terceiros", praticamente confere às

células CAR-T uma ilimitada

especificidade antigênica (LIN et al,

2021).

3.7 CAR VE

Vesículas extracelulares (VEs)

desempenham um papel crucial no

sistema imunológico, sendo

classificadas em três tipos distintos:

Primeiramente, temos os exossomas, as

menores entre elas, originadas em

compartimentos intracelulares

conhecidos como corpos

multivesiculares (MVBs). Esses MVBs

contêm vesículas menores que, ao se

fundirem com a membrana celular,

liberam exossomas no espaço

extracelular. Em contraste, as

microvesículas, ligeiramente maiores,

são produzidas por meio de brotamento

direto da membrana plasmática celular.

Elas se desprendem quando a

membrana é submetida a forças,

transportando consigo proteínas,

lipídios e outras moléculas. E por fim,

os corpos apoptóticos, os maiores,

surgem durante o processo de apoptose,

no qual a célula se divide em várias

partes, incluindo corpos apoptóticos

contendo fragmentos de DNA,

proteínas e organelas celulares. Essas

vesículas podem entrar na célula-alvo

por endocitose, fusão de membrana ou

ligação a receptores (SADOWSKI et al,

2022).

No contexto das células CAR-T, as

VEs representam uma abordagem

promissora. As células CAR-T têm a

capacidade de liberar VEs contendo

receptores CAR em sua superfície,

juntamente com outras moléculas

26



O POTENCIAL TERAPÊUTICO DAS CÉLULAS CAR NA ABORDAGEM DE TUMORES SÓLIDOS.

relacionadas. Essas VEs exercem

diversos impactos na terapia CAR-T,

como por exemplo, facilitando a

comunicação intercelular, transmitindo

informações ou sinais que afetam as

células cancerígenas e outras células do

sistema imunológico e, adicionalmente,

estimulam outras células imunológicas,

como as células T e as células NK, a

identificar e combater as células

cancerígenas. Também têm a

capacidade de modular o

microambiente tumoral, reduzindo a

inflamação e promovendo a infiltração

de células do sistema imunológico,

podendo entregar moléculas citotóxicas,

como granzimas e perforinas. Além

disso, as VEs podem transportar

material genético, capazes de silenciar

ou modificar genes específicos nas

células cancerígenas. A entrega de

material genético por meio das VEs

CAR-T baseia-se na transferência de

pequenas moléculas de RNA, como

siRNAs ou miRNAs, capazes de regular

a expressão gênica nas células-alvo e

essas moléculas podem se ligar a

mRNAs específicos e inibir sua

tradução em proteínas, resultando na

redução da expressão de genes

envolvidos na progressão do câncer ou

na resistência à terapia.

Adicionalmente, as VEs podem

carregar DNA de plasmídeos ou vetores

virais que se integram ao genoma das

células-alvo e expressam genes

terapêuticos, como supressores de

tumores ou moduladores do sistema

imunológico, ampliando a resposta

antitumoral. Vale ressaltar que os

exossomas derivados das células

CAR-T não expressam a PD-1,

tornando-os resistentes aos efeitos

enfraquecedores do tratamento com

PD-L1 (JOGALEKAR et al, 2022).

Comparadas às células CAR-T, as

VEs derivadas dessas células

apresentam diversas vantagens, são

estáveis, têm vida útil limitada e não

têm capacidade de proliferar, reduzindo

os riscos de toxicidade, incluindo um

risco reduzido de SLC. Além disso, as

VEs CAR-T podem ser produzidas por

meio de engenharia genética nas

próprias células CAR-T para produzir e

liberar vesículas contendo moléculas

terapêuticas. Esse processo envolve a

introdução de genes que codificam

proteínas ou peptídeos específicos nas

células CAR-T, os quais são então

empacotados nas vesículas e secretados

no espaço extracelular. As VEs também

conseguem transpor as barreiras físicas

nos tumores e não são afetadas pelo

impacto negativo do microambiente

imunossupressor tumoral

(JOGALEKAR et al, 2022).
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Foi observado que algumas CAR-Ts

capazes de ativar a transcrição do

RN7SL1, um tipo de RNA não

codificante que estimula a expressão de

genes de interferon (IFN), liberam

pequenas VEs contendo RN7SL1. Esses

VEs de CAR-T potencializam a

resposta imunológica contra as células

cancerígenas, transferindo o RN7SL1

para as células imunológicas naturais do

corpo, como as células T, células

mielóides e dendríticas. Essas células

ativadas pelo RN7SL1 desencadeiam

respostas inflamatórias dependentes do

IFN, aprimorando a capacidade das

outras células imunológicas de ativar as

células T CD8 contra o câncer e esse

processo leva à rejeição eficaz de

tumores sólidos, mesmo quando esses

tumores não apresentam níveis

adequados de neoantígenos. Esses

resultados indicam que as VEs de

CAR-T, transportando RN7SL1,

amplificam as respostas do sistema

imunológico contra as células

cancerígenas (PAGOTTO et al, 2023).

Portanto, as vesículas extracelulares,

especialmente aquelas derivadas de

células CAR-T, oferecem um conjunto

diversificado de vantagens que têm o

potencial de revolucionar a terapia em

tumores sólidos. Sua seletividade,

resistência aos mecanismos de evasão

tumoral e capacidade de evitar a SLC as

tornam uma alternativa altamente

promissora (PAGOTTO et al, 2023).

4 CAR-NK E CAR-M

Por conta das possíveis "fraquezas"

das células CAR-T, a investigação de

outras células imunológicas e outras

vertentes para terapia CAR pode provar

ser útil, como as células NK e os

macrófagos. Essas ideias apresentam

suas próprias propriedades sobre a

terapia CAR, que serão discutidas neste

tema (MAALEJ et al, 2023).

4.1 CAR-NK E SUA

FUNCIONALIDADE

As células Natural Killer (NK) são

células imunes inatas do organismo

humano, usadas no combate contra

agentes não-autólogos. Essas células se

assemelham aos linfócitos T citotóxicos

quando se trata da destruição de células

cancerígenas, porém, utilizam um

mecanismo de reconhecimento de alvo

diferente. As células malignas são

identificadas através da interação entre

uma variedade de receptores de

superfície celular, incluindo os

receptores ativadores e inibitórios do

tipo imunoglobulina de células

assassinas (KARs e KIRs). Esses

receptores dão a capacidade às células

NK de diferenciar o "self" (células e

tecidos saudáveis) do "non-self"
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(agentes não-autólogos), evitando que o

próprio organismo seja atacado no

processo enquanto destrói células

malignas. Esse fenômeno é conhecido

como "no alvo, fora do tumor."

(MAALEJ et al, 2023).

Além disso, enquanto as células

CAR-T conseguem atacar apenas

células que expressam antígenos alvo

específicos, as células CAR-NK

possuem a capacidade de eliminar não

somente células cancerígenas, mas

também aquelas que não expressam o

antígeno alvo. Não só isso, mas as

CAR-NK continuam com a propriedade

citotóxica natural das células NK,

liberando moléculas de granzima e

perforina e adicionalmente,

utilizando-se de receptores de

citotoxicidade (NCRs), bem como o

receptor coestimulatório DNAX e KIRs

de ativação específicos que induzem a

apoptose mediada por caspases nas

células tumorais alvo, essas células

podem ser ativadas sem a influência dos

CARs. Devido a Citotoxicidade

Mediada por Células Dependentes de

Anticorpos (ADCC) que as células NK

possuem e utilizam na eliminação de

células tumorais (mediada pelo receptor

CD16), as células CAR-NK,

combinando as propriedades inatas das

células originais com a tecnologia CAR,

conseguem destruir tumores de forma

muito eficaz (MAALEJ et al, 2023).

O uso de células CAR-NK apresenta

um risco reduzido de Doença do

Enxerto Contra o Hospedeiro (DECH),

isso por conta da sua habilidade de

reconhecer e destruir células tumorais

que não expressam as MHC. Essa

característica faz com que transplantes

alogênicos de células CAR-NK sejam

uma opção viável (PAN et al, 2022).

É notável que, ao contrário das

células CAR-T, as células CAR-NK

parecem apresentar um perfil de

toxicidade mais benigno. Em parte, isso

se deve às diferenças na secreção de

citocinas. Enquanto as células NK

ativadas tendem a produzir IFN-γ e

fator estimulante de colônias de

granulócitos e macrófagos (GM-CSF),

as células CAR-T predominantemente

secretam interleucina-1 (IL-1),

interleucina-6 (IL-6), fator de necrose

tumoral-alfa (TNF-α) e proteína

quimioatrativa de monócitos-1

(MCP-1), todas associadas à SLC e à

encefalopatia associada a síndrome de

liberação de citocinas (ICANS).

Consequentemente, as células CAR-NK

têm o potencial de ser uma opção mais

segura para aplicações clínicas em

comparação com produtos de células

CAR-T, minimizando os riscos
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associados à toxicidade (PAN et al,

2022).

Outra vantagem em relação à

segurança que as células NK possuem

diz respeito à sua curta vida útil, essas

células costumam durar um período de

cerca de duas semanas e, por conta

disso, em casos de toxicidade fora do

tumor no alvo, conforme as células

CAR-NK chegam ao final de sua vida,

essa toxicidade pode ser impedida.

Entretanto, isso também cria um

problema, apesar da segurança

garantida, por conta dessa mesma curta

vida útil, pode ser necessária a infusão

repetida de células CAR-NK para

manter uma remissão duradoura (PAN

et al, 2022).

4.2 CAR-M E SUA

FUNCIONALIDADE

Em busca da melhor forma para

combater neoplasias sólidas, pesquisas

estão sendo feitas a fim de descobrir

qual o tipo mais apropriado de célula

CAR para tal tarefa, com isso em

mente, os macrófagos também têm se

apresentado como opções promissoras

ao lidar com tumores sólidos devido às

suas propriedades que abrangem a

fagocitose, a apresentação de antígenos

e sua capacidade inerente de infiltrar-se

de modo natural no ambiente

microtumoral (WANG et al, 2022).

Os macrófagos associados a tumores

(TAMs) podem sofrer dois tipos de

ativações diferentes: o M1, conhecido

como macrófagos ativados de forma

clássica, e o M2, visto como

macrófagos ativados de forma

alternativa. No combate contra

neoplasias sólidas, em resposta à

ativação de receptores do tipo Toll-Like

(TLRs), os macrófagos M1 liberam

espécies reativas de oxigênio e

nitrogênio (ROS/iNOS), se

encarregando da destruição das células

cancerosas através de fagocitose. Não

só isso, mas, os macrófagos M1 estão

capacitados a causar uma resposta

imunológica adaptativa com

características antitumorais devido a

habilidade de atuarem como

apresentadores de antígenos do tumor.

Por conta dessas propriedades, essas

células são comumente conhecidas

como macrófagos antitumorais ou

"benéficos", enquanto que os

macrófagos M2 são categorizados como

macrófagos pró-tumorais ou

"prejudiciais" (MAALEJ et al, 2023).

A partir disso, para aprimorar ainda

mais as terapias imuno-terapêuticas

para tumores sólidos, a ideia de

transformar TAMs M2 em macrófagos

M1 surgiu como uma opção viável. O

tratamento CAR-M possui vantagens

das quais as terapias irmãs, CAR-T e
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CAR-NK, não possuem, principalmente

em relação a dois dos maiores desafios

apresentados na luta contra o câncer: a

capacidade de migração e infiltração no

ambiente microtumoral

imunossupressor. Em vários tipos de

câncer (melanoma, câncer renal e

colorretal), os macrófagos são a maior

quantidade de células presentes no

ambiente microtumoral (com frequência

alcançando 50%), muito maior do que a

infiltração de células T pode conseguir.

Além disso, outra propriedade única da

terapia CAR-M está no fato dos

macrófagos serem capazes de remodelar

a matriz extracelular (MEC) e serem

fontes cruciais de metaloproteinases de

matriz (MMP), que degradam

virtualmente toda a MEC, algo que a

terapia CAR-T não é capaz de realizar

(MAALEJ et al, 2023).

O CAR-M se aproveita das

habilidades únicas dos macrófagos,

principalmente a fagocitose, entregando

um valor singular que apenas este tipo

de abordagem pode proporcionar. Em

casos de tumores sólidos, o CAR-M é

bem estruturado para orquestrar a

resposta imunológica antitumoral

(MAALEJ et al, 2023).

Além disso, diferentemente das

células CAR-T, existem diversas

possíveis fontes comprovadas da onde

as células CAR-M podem ser

produzidas, como uma vantagem

adicional, o CAR-M apresenta chances

reduzidas de causar DECH, essa

característica permite que o CAR-M se

torne um opção interessante para

imunoterapia celular alogênica quando

se fala em tumores sólidos (MAALEJ et

al, 2023).

5 ANTÍGENOS RELACIONADOS

AOS TUMORES

Células tumorais apresentam

diferentes antígenos que podem facilitar

sua identificação e associação, porém,

em tumores sólidos devido a sua

principal característica de

heterogeneidade, a inserção de uma

imunoterapia se torna mais complexa

considerando os poucos alvos

antigênicos específicos. As células de

tumores sólidos ao invés de apresentar

antígenos específicos possuem

antígenos associados ao tumor (TAA),

muitos desses antígenos apesar de

marcadores categóricos para tumores,

também podem existir em pequenas

quantidades em células saudáveis do

corpo humano, limitando os efeitos da

imunoterapia de forma segura e

podendo causar toxicidade contra o

próprio tecido do paciente, tornando

assim a pesquisa muito mais cautelosa

no momento de descrever alguns
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antígenos como bons alvos (MAROFI

et al, 2021).

Nos últimos anos essas pesquisas a

fim de reconhecer esses TAAs mais

específicos para o avanço no combate a

tumores sólidos por esse tipo de terapia

tem crescido demasiadamente, um

desses avanços foi a descoberta do

antígeno EGFR variante III

(EGFRvIII). O EGFR em si possui

funções importantes em células normais

do corpo humano, como por exemplo, o

controle do crescimento, migração e

reparo de tecidos e em terapias sua

inibição nessas células mostrou um

controle significativo no crescimento

dos tumores, por outro lado, sua

variante III foi um antígeno encontrado

expresso apenas em células tumorais e

acredita-se ser o único antígeno

específico direcionado a tumores para

usar nas CAR-T, que tiveram aumento

de sua eficácia e toxicidade em ensaios

clínicos (MA et al, 2019).

Testes pré clínicos estão sendo feitos

em diversos tipos de tumores sólidos

que apresentaram bons TAAs para

serem usados, houve um grande foco no

uso das células CAR-T em câncer de

mama, onde a imunoterapia com

anticorpos monoclonais já é aprovada e

tem medicamentos utilizados no Brasil,

em sua primeira fase de estudo mostrou

um grande efeito apoptótico nas células

cancerígenas utilizando a CAR-T com

antígeno MSLN combinada ao

bloqueador de PD-1 e em câncer de

ovário onde a TAG72

(Tumor-associated glycoprotein 72) é

muito expressada na superfície de

células cancerosas ovarianas e as

células CAR que foram associadas a

esse antígeno apresentaram boa

toxicidade e produção de citocinas.

Outros antígenos que foram utilizados

nas CARs como MUC16, 5T4, FR-alfa

e até mesmo células com o antígeno

HER2 foram usadas com sucesso contra

o câncer de ovário (MAROFI et al,

2021).

Outros tumores sólidos que se

encontram em fases pré clínicas ou de

estudo são o de próstata, pâncreas,

renal, gástrico, colorretal, pulmão,

carcinoma hepatocelular, glioblastoma e

melanoma (MAROFI et al, 2021)

(TABELA 1).
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Tabela 1 - Antígenos alvos e seus respectivos tumores.

TIPO DE TUMOR ANTÍGENO ALVO

Câncer de Ovário TAG72; MUC16; HER2; 5T4; FRα.

Câncer de Mama MSLN; EpCAM; HER2.

Câncer de Próstata PSMA; PSCA; EpCAM.

Câncer Pancreático MSLN; CEACAM7; CEACAM6;
CD318; TSPAN8.

Câncer Renal CA-IX

Câncer Gástrico Trop2/PD-L1; MSLN; FOLR1; claudin
18.2; HER2; NKG2D; ICAM-1.

Câncer Colorretal CD133; TAG72; NKG2D; Guanylate
Cyclase 2C; CEA; DCLK1.

Câncer de Pulmão ROR1; EGFRvIII; EphA2; MSLN;
mucin-1; PSCA; PD-L1; DLL3.

Carcinoma Hepatocelular GPC3; AFP; NKG2DL.

Glioblastoma IL13Rα2; HER2; EphA2; EGFRvIII.

Melanoma CD126; HER2; CD16; GD2; GD3.
Legenda: Possíveis antígenos específicos para serem usados como alvos para diversos tipos de tumores.

Fonte: Autoria própria.

6 TERAPIAS COMBINADAS

Terapias combinadas estão sob

análise minuciosa para aprimorar a

eficácia no tratamento de tumores

sólidos, uma estratégia envolve a

associação de células CAR-T com a

quimioterapia que é conhecida por

intensificar a expressão de antígenos

associados a tumores em células

malignas, simplificando a interação

com as células CAR-T. Além disso, ela

reduz as células regulatórias T (Treg) e

as células supressoras derivadas de

mieloides (MDSCs), estimulando a

proliferação, infiltração e persistência

das células CAR-T no microambiente

tumoral (MAALEJ et al, 2023).

Outra abordagem combina células

CAR-T com a radioterapia. Este método

promove a liberação de quimiocinas,

INF-γ e padrões moleculares associados

a danos (DAMPs) pelas células

tumorais. Como resultado, as células

CAR-T têm maior mobilidade e

capacidade de infiltração. A

radioterapia por sua vez aumenta a
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expressão de antígenos associados a

tumores, permitindo a maturação e

ativação de células dendríticas que

aprimoram a apresentação desses

antígenos (MAALEJ et al, 2023).

Outra opção de combinação envolve

células CAR-T e vírus oncolíticos,

esses vírus auxiliam na redução do

tamanho do tumor, intensificando a

infiltração, proliferação e ativação das

células CAR-T, também induzem a

produção de citocinas pró-inflamatórias

e contribuem para o aumento da morte

de células tumorais, utilizando um

duplo mecanismo: o impacto direto do

vírus e o estímulo à atividade das

células CAR-T (MAALEJ et al, 2023).

Um aumento considerável da

eficácia no combate ao câncer de

próstata resistente à castração foi

descoberto em um estudo recente,

quando a ideia de combinação do

anticorpo monoclonal anti-PD-L1 com

células anti-PSMA CAR-NK-92 se

provou pertinente. Além disso, devido

aos esforços e pesquisas realizadas por

F. Strassheimer et al, foi notado que é

possível desencadear uma maior

infiltração de linfócitos T citotóxicos no

local do tumor, a partir da combinação

de células CAR-NK com o anticorpo

anti-PD-1. Isso conduz uma resposta

imune estimulada e uma notável

atividade tumoricida contra

glioblastoma em estágio avançado

(MAALEJ et al, 2023).

Macrófagos in vivo podem receber

melhorias à sua capacidade fagocítica

quando combinados com inibidores de

checkpoints imunológicos (ICIs). É

possível obter um controle sinérgico

sobre o crescimento tumoral com o uso

combinado entre CAR-M e PD-1 ICI,

que consequentemente traz uma

melhora notável na sobrevida global,

conforme demonstrado em um modelo

singênico de CT26. Importante notar

que os anticorpos têm a capacidade de

bloquear a interação entre a proteína

CD47, que é frequentemente

superexpressa em diversos tipos de

células tumorais, e a proteína

reguladora de sinal α (SIRPα), presente

em células mielóides ou no receptor

inibitório FcγRIIB. Esse conjunto

aprimora a fagocitose que os

macrófagos realizam (MAALEJ et al,

2023).

As terapias com células CAR-NK

podem ser aprimoradas através de

possíveis tratamentos combinados,

porém, será necessária a aplicação de

estratégias complementares. Uma

dessas estratégias consiste no uso

combinado de células CAR-NK com

quimioterapia, alcançando uma

regulação positiva dos antígenos

associados ao tumor (TAA) nas células
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cancerígenas, potencializando a

interação com as células CAR-NK e,

por conta disso, ampliando a atividade

citotóxica. Não só isso, mas, há uma

redução das Treg e das MDSCs por

conta do papel crucial que a

quimioterapia desempenha nesse

processo, tornando a proliferação e

infiltração das células CAR-NK ainda

maior e mantendo sua vida útil por mais

tempo dentro do microambiente tumoral

(TME). Isso demonstra o possível

potencial da quimioterapia quando

combinada com CAR-NK à busca da

destruição de células tumorais

(MAALEJ et al, 2023).

Com o objetivo de diminuir o

volume tumoral, estimular a infiltração,

a proliferação e a ativação das células

CAR-NK, juntamente com uma

produção aprimorada de citocinas

pró-inflamatórias, a combinação entre

células CAR-NK com vírus oncolíticos

pode se provar útil. Com ação da

quimioterapia, fornecendo um marcador

universal para as células tumorais, as

mesmas se tornarão potenciais alvos

para as células CAR-NK. Uma

eliminação dupla de células tumorais é

alcançada através da união das células

CAR-NK e vírus oncolíticos,

demonstrando uma sinergia eficaz com

a ação das duas vias apresentando

efeitos na terapia. Essa aplicação

combinada traz um grande potencial na

indução da morte efetiva de células

cancerígenas (MAALEJ et al, 2023).

Quando se trata de uma abordagem

combinada envolvendo CAR-M,

diversos fatores devem ser

considerados. O CAR-M necessita de

reconhecer e então interagir com as

células cancerígenas, para assim,

garantir uma ativação efetiva. Contudo,

é importante observar que mecanismos

inibitórios envolvendo células do

sistema imunológico, tais como

CD47/SIRPα ou FcR/CD20, têm o

potencial de restringir a atividade do

CAR-M (MAALEJ et al, 2023).

Uma abordagem eficaz para a terapia

CAR-M se revelou por meio da

combinação com agentes como

anti-CD47 e anti-HER2

(Trastuzumabe), bem como com

anti-CD47 e anti-CD20 (Rituximabe), e

também com anti-PD-1. Essas terapias

combinadas demonstraram aumentar

significativamente a capacidade de

fagocitose pelo CAR-M, contribuindo

para sua eficácia na eliminação das

células cancerígenas. Vale ressaltar o

também possível potencial do uso de

HER2 (receptor 2 do fator de

crescimento epidérmico humano), PD-1

e SIRPα, estes podem desempenhar

papéis fundamentais nesse contexto

(MAALEJ et al, 2023).
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7 OBSTÁCULOS NO USO DE

CÉLULAS CAR EM TUMORES

SÓLIDOS

Para que as terapias com células

CAR-T sejam eficazes, é crucial que

essas células consigam alcançar os

locais dos tumores e atacar as células

tumorais. No entanto, nos cânceres

sólidos, os tumores frequentemente

criam ambientes que dificultam a

chegada e a infiltração das células

CAR-T (LIU et al, 2021).

Alguns fatores que contribuem para

essa dificuldade incluem a liberação de

quimiocinas, como as CXCL1 e

CXCL12, que não são adequadamente

reconhecidas pelas CAR-T devido à

falta de receptores específicos, tornando

a atração das células T para as regiões

tumorais um desafio. Uma abordagem

viável para superar esse obstáculo é

introduzir o receptor CXCR2 na

superfície das CAR-T, semelhante às

CAR-T blindadas (LIU et al, 2020).

Além disso, as citocinas liberadas

pelos tumores, como o TGF-beta, têm a

capacidade de suprimir a resposta

antitumoral, reduzindo a função das

células TCD8+ e promovendo a

maturação das células Treg (ANDREA

et al, 2022).

O microambiente tumoral apresenta

características histopatológicas

distintas, como alta densidade de vasos

sanguíneos, vazamento vascular

extenso, má integridade da estrutura

tecidual, hipóxia, baixo pH, aumento de

células supressoras do sistema

imunológico, como células T

reguladoras, MDSCs e macrófagos

associados ao tumor, essas células são

responsáveis por proteger o tumor

contra a ação do sistema imunológico

do hospedeiro, e superexpressam

checkpoints imunológicos, como o

PD-L1 (JOGALEKAR et al, 2022).

Estratégias para combater o

microambiente tumoral incluem a

normalização da vasculatura tumoral

para melhorar a perfusão sanguínea e a

infiltração das células CAR-T no tumor.

Além disso, inibidores de checkpoint,

como os que visam o PD-L1 ou PD-L,

são usados e as CAR-T também podem

ser adaptadas ao ambiente hipóxico do

tumor, tornando-as mais eficazes na

rejeição tumoral. A terapia com células

CAR-M, como dito, tem facilidade em

infiltrar-se no ambiente microtumoral.

A seleção aprimorada de antígenos-alvo

é fundamental para minimizar a

toxicidade fora do alvo, estratégias

como células CAR-T blindadas,

CAR-NK, quinta geração e

medicamentos que aumentam a

expressão dos antígenos-alvo visam

abordar a heterogeneidade e perda de
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expressão desses alvos em células

tumorais (LIU et al, 2021).

Para evitar a SLC, são explorados

receptores "on-switch" e "off-switch", a

abordagem "controlada remotamente"

permite a ativação seletiva das células

CAR-T apenas quando medicamentos

são administrados. CAR-NK e CAR

blindadas juntamente com a quinta

geração vem demonstrando eficácia na

diminuição da SLC. Estratégias que

visam a degradação seletiva das

proteínas CAR, em vez de destruir as

células CAR-T como um todo, são

investigadas para reduzir a toxicidade.

Outras abordagens incluem a introdução

de peptídeos inibidores de PKA nas

CAR-T para reduzir os efeitos

inibitórios de metabólitos como PGE2 e

adenosina, também é possível melhorar

a capacidade antioxidante das CAR-T

introduzindo a enzima catalase (CAT)

para reduzir o estresse oxidativo no

ambiente tumoral. À medida que as

terapias de próxima geração, terapias

combinadas, CAR VE, CAR blindada,

UCAR, CAR-NK e CAR-M, continuam

a ser estudadas, elas têm o potencial de

aprimorar significativamente a terapia

anticâncer (CHEN et al, 2022).

8 AVANÇOS NAS PESQUISAS

Os estudos clínicos com CARs em

tumores sólidos até então demonstraram

uma resposta muito limitada se

tornando necessária a pesquisa para

combinar essas células com receptores

quiméricos com múltiplos fatores que

podem ajudar desde sua sobrevida no

corpo do paciente até sua eficácia

nesses tumores e segurança. A maioria

dos relapsos ocorrem por perda da

funcionalidade das CARs após um

tempo ou relapsos dos quais os tumores

não expressam mais os antígenos que

eram reconhecidos pelas células com

tanta intensidade (ZHANG et al, 2022).

Em situações em que pacientes

submetidos a quimioterapia e

transplante de células-tronco

hematopoiéticas (HSCT) apresentam

recidivas, a obtenção de um número

adequado de células T de alta qualidade

para a terapia CAR-T pode ser

desafiadora. Nestas circunstâncias, a

terapia alo-hematopoiética, quando

combinada com o HSCT alogênico, tem

se revelado promissora em ensaios

clínicos de fase 1 (ZHANG et al, 2022).

Preocupações relacionadas à DECH

mostraram-se infundadas, uma vez que

apenas uma pequena proporção de

pacientes apresentou DECH após o

tratamento com alo-CAR-T. No entanto,

é importante observar que essa terapia

alogênica é dispendiosa e demanda um

período considerável de tempo, mesmo

quando pacientes com doadores
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compatíveis estão disponíveis. Essa

abordagem oferece uma alternativa

valiosa para pacientes que enfrentam a

limitação na obtenção de células T

suficientes de qualidade, ampliando as

opções terapêuticas para aqueles que

sofrem com recidivas após tratamentos

convencionais. A combinação do HSCT

alogênico com a terapia CAR-T

alogênica apresenta potencial para

melhorar os resultados clínicos e a

sobrevivência de pacientes em

determinadas condições, e os resultados

dos ensaios clínicos iniciais são

encorajadores (CAPPELL et al, 2023).

O CRISPR/CAS9 também tem sido

uma ferramenta muito citada para

ajudar na engenharia das células CAR,

sendo um método de edição gênica

descoberto em 2012 por Emmanuelle

Charpentier e Jennifer Doudna durante

um estudo com bactérias, ele se baseia

em identificar sequências palindrômicas

do DNA, então, utilizando um RNA

guia, conduz a endonuclease CAS9 até

essa região permitindo a clivagem da

dupla fita e possibilitando a inserção de

genes, o propósito da utilização dessa

ferramenta é deixar as células CAR

mais resistentes e com vantagem de ser

uma ferramenta de edição genômica

muito maleável, acessível e com

capacidade de editar vários genes ao

contrário de outras ferramentas como a

TALEN (nuclease efetora semelhante à

ativador de transcrição) ou a ZFN

(nuclease dedo de zinco) que apesar de

serem ótimas opções para produzir

células CAR em larga escala

futuramente e uma boa opção para as

UCAR apresentaram falhas nos testes

clínicos iniciais e continuam sendo

estudadas. Enquanto isso, o CRISPR

está sendo o maior alvo das pesquisas

por ajudar a produzir CAR-T com um

sistema bem mais resistente contra

moléculas que suprimem células de

defesa no microambiente tumoral e

pode ser de grande valor para ajudar a

inibir alguns dos efeitos que a utilização

dessas células pode gerar como por

exemplo a toxicidade resultante da

tempestade de citocinas que ao tentar

combater o tumor as células podem

causar no corpo do paciente

(RAZEGHIAN et al, 2021). Atualmente

também, é de conhecimento que as

CARs não podem contar com tantas

modificações, pois pode ocorrer a

toxicidade genômica, o limite

estabelecido são até 5 transgenes e

algumas pesquisas mais recentes

utilizam-se até 8 (MORETTI et al,

2022). A melhora dessas CARs ou

outras formas de CARs é de extrema

relevância considerando o desafio que

apresenta o ambiente complexo dos

tumores sólidos.
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