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PALAVRAS-CHAVES RESUMO

Imunoterapia O uso de imunoterapia no tratamento do céncer na Ultima década trouxe importantes
Células CAR-T avangos com maior sobrevida ao paciente oncoldgico, especialmente com o uso dos inibi-
Terapia celular dores de checkpoint. Todavia, apenas uma fragdo dos tumores sélidos apresentam respos-
Terapia celular adotiva ta a essa modalidade de imunoterapia. Um outro brago da imunoterapia é o emprego de
Inibidores de checkpoints células como modalidade terapéutica adotiva. Essas compreendem modalidades distintas

de terapias celulares, tais as células CAR T (do inglés, célula T com receptor de antigeno
quimérico), os TILs (do inglés, linfécitos do infiltrado tumoral) e as células TCR T. Esses
tratamentos foram eficazes em tumores hematolégicos e poderdo impactar nos tumores
nao atendidos pelos inibidores de checkpoints. Essa revisao tem como objetivo trazer os
fundamentos, funcionamento, aplicabilidade clinica e resultados da terapia celular adoti-
va no tratamento de pacientes portadores de tumores sélidos.
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INTRODUGAO

O desenvolvimento da imunoterapia no tratamento do cancer
apresentou um avancgo significativo nos ultimos anos, em di-
ferentes estratégias terapéuticas, sendo as principais: estimu-
lacdo inespecifica do sistema imunoldgico, imunizagdo ativa
usando vacinas contra o cancer e imunoterapia de transferéncia
de células adotivas. Modalidades distintas de terapias celulares
tém sido utilizadas em estudos clinicos para o tratamento de
tumores solidos, dentre eles os principais sdo as células CAR
T (do inglés, célula T com receptor de antigeno quimérico), os
TILs (do inglés, linfocitos do infiltrado tumoral) e as céulas TCR
T (Figura 1). Outras modalidades como os NK-CARs, gama-delta
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linfécitos peri-tumorais através da amostra de tumor do pacien-
te, que é ressecada, fragmentada e cultivada em interleucina-2
(IL-2). Os linfécitos crescem, destroem os tumores e em 2 a 3
semanas geram culturas puras de linfécitos que podem ser tes-
tadas quanto a reatividade. Essas culturas sdo expandidas até
que se obtenha numero adequado para infusdo dos linfécitos
no paciente. Antes da realizacdo da infusdo dos linfécitos, o
paciente devera receber quimioterapia citotéxica, com o obje-
tivo de linfodeplecao, sendo assim o paciente deve preencher
alguns pré-requisitos, como tolerar a quimioterapia, apresentar
lesbes tumorais que possam ser ressecadas e situacgdo clinica
que permita aguardar entre 4 e 6 semanas para o crescimento
das células in vitro. Essa estratégia foi testada principalmente
em pacientes com melanoma maligno metastatico, onde obteve
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Figura1. Principios basicos da terapia celular adotiva, IL-2.interleucina-2, TIL sigla em inglés Tumor-infiltration lymphocytes, CAR sigla em inglés
Chimeric antigen receptors, TCR sigla em inglés T-cell receptor, CAA Célula apresentadora de antigeno, PBL sigla em inglés peripheral blood

lymphocytes, Ac anticorpo.

T cells e células T contra neoantigenos também estdo sendo in-
vestigadas. O uso das células CAR-T anti-CD19 de segunda gera-
cdo apresentaram resultados excepcionais em estudos clinicos
contra tumores hematolégicos, o que levou a aprovacao do tra-
tamento contra linfomas ndo Hodgin (LNH) e leucemia linfoide
aguda (LLA-B) tanto nos EUA quanto Europa. Todavia, 0 mesmo
sucesso nao tem sido observado para o tratamento de tumores
sélidos. Diante dessa limitacdo, novas tecnologias e geragoes de
CART estdo em desenvolvimento para transpassar essas barrei-
ras e permitir que terapias celulares eficazes sejam opgoes tera-
péuticas contra tumores sélidos. Apesar de muitos estudos em
andamento utilizarem diversas estratégias e tecnologias, pou-
cos estudos até esse momento apresentaram resultados clinicos
significativos. A terapia celular é uma modalidade inovadora,
com grande potencial em tumores sélidos, mas ainda necessita
comprovar sua eficacia em tumores sélidos (1-4).

Linfécitos do infiltrado tumoral (TILs)

O tratamento com transferéncia de células adotivas obtém os

resultados clinicos expressivos (19). Estudos utilizando TILs em
outras indicagdes estdo atualmente em andamento (5).

A primeira terapia com células adotivas utilizada com éxito em
tumores sdlidos foi a infusdo de TILs em pacientes com mela-
noma metastdatico (6). Como o melanoma maligno é um dos tu-
mores sélidos mais imunogénicos, ele tem sido um protétipo
para investigagdes de imunoterapia ativa contra o cancer (7,8).
Os pioneiros no uso de linfécitos do infiltrado, em 1988, demons-
traram que TIL podem induzir a regressdo do cancer quando ad-
ministrado em pacientes com melanoma metastatico (9). Uma
andlise de 86 pacientes com melanoma tratados com TIL segui-
do por alta dose de IL-2, demonstrou uma taxa de resposta de
34%, destes cinco pacientes (6%) alcangaram resposta completa,
mas apenas 2 pacientes duraram em 21 e 46 meses (10). Desde
entdo, tem havido um esforco para melhorar esses resultados
por meio de modificagées na metodologia de geracdo e selecao
de TIL e mudancas nos regimes de tratamento realizados antes
do TIL.

Recentemente, o uso de TILs visando proteinas especificas, que
codificam genes mutados somaticamente tem mostrado re-
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gressdes clinicas em pacientes com diferentes tumores sélidos
metastéticos, como melanoma maligno, colorretal, vias biliares,
cervical e mama. (11-19)

Rosenberg et al. relataram um caso de cancer colorretal metas-
tatico tratado com TILs, que apresentou resposta policlonal de
células T CD8 + contra a mutagdo KRAS G12D, com regressao
objetiva das metéstases pulmonares. (14) Zacharakis et al. re-
lataram o caso de uma paciente com cancer de mama recep-
tor de hormdnio positivo, refratario, que foi tratada com TILs
reativos contra versdes mutantes de quatro proteinas (SLC3A2,
KIAA0368, CADPS2 e CTSB), associado a interleucina IL-2, apre-
sentando regressdo completa sustentada do céncer de mama
metastético. (17). Estudo fase Il mostrou eficicia da TIL no trata-
mento de tumores metastaticos relacionados ao papilomavirus
humano (HPV) com resposta objetiva em 28% na coorte de can-
cer cervical e 18% na coorte néo cervical (cancer de canal anal e
cancer orofaringeo). (18)

Provavelmente o estudo mais expressivo sobre esse tratamen-
to em tumores sélidos foi o estudo de fase 2, multicéntrico, de
brago Unico, que avaliou o uso de Lifileucel em 66 pacientes com
melanoma metastatico refratdrio a imunoterapia e terapia-alvo
(se BRAF mutado). A resposta objetiva global foi de 36%, sendo
que dois pacientes apresentaram resposta completa, e a taxa
de controle de doenga foi de 80%. Além disso, o perfil de toxici-
dade se mostrou seguro para aqueles pacientes que ndo eram
candidatos a inibidores de checkpoint imunolégico por causa de
eventos adversos prévios (19).

O advento da terapia TILs podera fornecer uma opg¢éao de trata-
mento para os pacientes com melanoma metastatico refraté-
rio aos tratamentos anteriores e possivelmente, em particular
aqueles pacientes com neoplasias de células epiteliais que apre-
sentam taxas de mutagao mais baixas, que sdo menos responsi-
vos as terapias com inibidores de checkpoint, como os tumores
do trato gastrointestinal, mama e ovério. Existem ainda estudos
de associacdo de TILs com técnicas de imagem para avaliar os
efeitos da quimioterapia neoadjuvante, em experimentos com
PET-TIL no tratamento neoadjuvante de cancer de mama (20) e
estudos de avaliagdo de prognéstico utilizando sistemas de ima-
gem para determinar a taxa de infiltracdo das células imunes e
sua correlagdo com o progndstico. (21)

Células CAR-T

O surgimento de métodos eficazes para a transferéncia de genes
em células T fornece um novo meio para a criagdo de células T
especificas contra o tumor, com a possibilidade da transferéncia
de genes que codificam receptores de antigenos quiméricos ou
genes de receptor de células T (TCR). (5,22)As células T tumor
especificas podem ser geradas pela transferéncia de genes que
codificam receptores de antigenos quiméricos (CARs). CARs con-
sistem em um dominio de ligacdo ao antigeno tumoral que foi
fundido a um dominio de sinalizac¢do intracelular que é capaz
de ativar células T. O reconhecimento do antigeno, portanto,
ndo é restrito ao HLA, como o TCR fisiolégico, mas sim dirigi-
do a estruturas nativas da superficie celular. A ligacdo do ligan-
te ao receptor quimérico desencadeia a fosforilagdo na regido
citoplasmatica da molécula, ativando a cascata de sinalizacdo
necessdria para a indugdo de citdlise, secrecdo e proliferacio de
citocinas. As propriedades de ativagdo de células T dos CARs de-
pendem da sua composicao. (4). Os resultados obtidos com célu-

las CAR-T nos tumores hematoldgicos foram de grande impacto
clinico e modificaram as op¢des de tratamento. Os estudos com
terapia celular adotiva com células CAR T direcionadas contra
a glicoproteina de superficie CD19 em tumores hematopoiéti-
cos resultaram em remissoes sustentadas mesmo em pacientes
com neoplasias malignas de células B recorrentes ou refratarias.
(23,24) Esses resultados levaram a aprovagao nos EUA e Europa
de trés terapias com células CAR-T direcionadas a CD19 em pa-
cientes com linfomas ndo Hodgkin (LNH) e leucemia linfoblasti-
ca aguda de células B (LLA-B).

Motivado pelos resultados em tumores hematolégicos, o desen-
volvimento da terapia com células CAR-T nos tumores sélidos
ndo apresentou resultados semelhantes e enfrenta varios obs-
taculos, a comecar pela alta complexidade molecular e clonal
dos tumores soélidos, pelas caracteristicas histopatoldgicas e
suas diferentes localizacdes anatdmicas. Existem, ainda, as li-
mitacoes relacionadas ao microambiente tumoral imunossu-
pressor, altamente hipoxémico, inibi¢cdo da funcdo das células
T, heterogeneidade de expressdo de antigenos e a evasdo imune
do tumor por perda do antigeno. Devido a possivel semelhan-
¢a na expressao de antigenos em tecidos epiteliais, a toxicidade
causada pela expressdo relativa do alvo em tecidos normais é
outra limitacdo a ser superada por novas metodologias. Ainda,
um dos maiores desafios da aplicacdo em tumores sélidos é a
identificagdo de antigenos tumorais especificos de superficie ca-
pazes de serem reconhecidos pelo CAR. Essa é uma importante
limitagdo para a realizagdo da terapia celular adotiva em tumo-
res sélidos, considerando que a maioria dos antigenos tumorais
de “alta prioridade” conhecidos e a maioria dos neoantigenos
sdo proteinas intracelulares e, portanto, estdo apenas sujeitas
a vigilancia imunolégica como peptideos de superficie celular
transportados por moléculas do complexo principal de histo-
compatibilidade (MHC). (3,25,26) Ainda, a grande heterogenei-
dade tumoral leva a um cendrio de baixa probabilidade em que
um alvo esteja presente em uma grande propor¢ao de pacientes
com mesmo tumor sélido.

Por isso, uma grande diferenca dos resultados atuais do CAR T
entre tumores sélidos e tumores hematolégicos se baseia na di-
ficuldade em encontrar um antigeno-alvo ideal, pois ao contra-
rio dos tumores hematoldgicos, os tumores sélidos raramente
expressam um antigeno especifico do tumor. Na maioria dos tu-
mores sélidos, é mais comum encontrar um antigeno associado
ao tumor (AAT), onde esse antigeno é superexpresso nos tumo-
res, mas também expresso em niveis baixos nos tecidos nor-
mais. Isso ocorre em muitos AATs frequentemente direcionados
para tumores sélidos, como CEA, ERBB2, EGFR, GD2, mesotelina,
MUCL1 e PSMA. Essa falta de especificidade do antigeno tumo-
ral aumenta o risco potencial de toxicidade, limitando o uso de
AATs que mesmo sendo supreexpressos no tumor, apresentem
uma expressao em tecidos normais (27).

Além disso, tumores sélidos tendem a apresentar um alto grau
de heterogeneidade do antigeno, muitas vezes apresentando
apenas um subconjunto de células que expressam o antigeno
alvo. Mesmo quando um AAT é expresso uniformemente, exis-
te a possibilidade de perda de antigeno ou escape de antigeno,
ou mesmo a regulagdo negativa do antigeno, quando o antigeno
alvo desaparece do tumor sobrevivente. (27-33) Os chamados
CARs bicistronicos ou biespecificos, que reconhecem dois anti-
genos, foram criados para abordar tanto a heterogeneidade do
antigeno quanto a ameagca de perda do antigeno. (34-37)
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Considerando que os tumores sélidos tém uma alta heteroge-
neidade, e evidéncia de escape de antigeno, outra estratégia que
pode reforcar a eficicia da terapia com células CART é o concei-
to de propagacdo de epitopos, em que um epitopo diferente do
antigeno originalmente direcionado torna-se o alvo das células
T enddgenas. Tais epitopos surgem a partir da lise tumoral de
algumas células, levando a liberacdo desses novos antigenos es-
pecificos do tumor ou epitopos, que passam a ser apresentados
pelas células apresentadoras de antigenos e alvos para TILs en-
ddgenos, gerando assim uma resposta imunolédgica secundaria.
Existe evidéncia dessa propagacdo em estudos de terapia com
vacinas e CART, em tumores como melanoma maligno, céncer
de pulmaéo e pancreas. (38-40)

Virias estratégias tem sido estudadas com o objetivo de melho-
rar a eficicia de células CAR T nos tumores sélidos, seja com
eliminacdo ativa de citocinas e quimiocinas para aumentar a
atividade de células T, ou a combinacgdo com outros tratamentos
que aumentem a atividade anti-tumoral das células T, como por
exemplo inibidores de checkpoint (anti-PD1). (11-14). Novas mo-
dalidades de CART de préxima geragdo estdo em estudos com o
objetivo de aumentar a capacidade anti-tumoral dessas células
e tornda-las mais resistentes ao microambiente tumoral. Células
CAR-T que apresentem PD-1 knock-out, que secretem citocinas
(por exemplo, IL-12, IL-18) ou que tenham uma porcentagem
maior de células T pouco diferenciadas (Tscm, Tcm) poderiam
apresentar efeitos anti-tumorias mais acentuados e ter uma
chance maior de apresentarem alta eficicia (41-45).

Células TCRT

A especificidade da célula T é mediada pelo receptor do antigeno
da célula T (TCR), que consiste de cadeias a e B que determinam
geneticamente a especificidade do antigeno das células T de
uma forma clonotipica. O heterodimero a/f reconhece peptide-
os apresentados por moléculas codificadas pelo complexo prin-
cipal de histocompatibilidade (MHC), que sao referidos como
antigenos leucocitarios humanos (HLA). O reconhecimento do
antigeno é, portanto, restrito pelo HLA de cada individuo. Uma
maneira de melhorar o reconhecimento do tumor por células
T autdlogas é a introducdo de genes de TCR pré-selecionados,
lembrando que a capacidade do TCR em reconhecer uma célu-
la tumoral é restrita pelos antigenos do HLA que sdo expressos
pelo tumor. Dentre os métodos para a transferéncia de genes
para as células T, os vetores retrovirais sdo os mais comumente
usados, mas outros sistemas, incluindo sistemas adenovirais e
néo virais, também séo utilizados

Somente cerca de 1% do total de proteinas celulares sdo real-
mente expressas na superficie celular, o que significa que um
grande numero de potenciais antigenos tumorais ndo estdo
disponiveis para uma célula CAR T (46). Por isso, a construgéo
de um TCR-T que reconheca o antigeno em combinacdo com o
MHC permite o reconhecimento de antigenos extra e intracelu-
lares. Trabalhos recentes identificaram varios novos candidatos
a antigenos associados ao tumor (AAT) que poderiam ser passi-
veis de terapia com células TCR-T com resultados promissores
em nivel pré-clinico e clinico (27).

O antigeno NY-ESO-1 tem se destacado nesse cendrio. Esse é
um tipo de antigeno do grupo denominado antigenos cancer-
-testiculo (CTA), que s&o proteinas que tem papel na maturagéo
imunoldgica, restrito a células germinativas humanas, expres-

so em células germinativas fetais testiculares, ovarianas e na
placenta, com baixa expressdo em células somdticas normais
no adulto. Entretanto, esses antigenos podem ser reexpressos
em vérias doengas malignas, como no caso do NY-ESO-1, que é
um CTA bem conhecido pela reexpressdo em inimeros cénce-
res. (47) Em 2016, Patel et al. mostraram sucesso em um estudo
de mieloma in vivo com um hibrido CAR/TCR que reconhece o
antigeno NY-ESO-1 no contexto de HLA-A2. (48) Os estudos em
sarcomas tém se destacado, mostrando expressdo homogénea
de NY-ESO-1 em vérios subtipos de sarcomas, com destaque
para o lipossarcoma mixdéide de células redondas (LSM) e o sar-
coma sinovial (SS). (47,49) No estudo conduzido por Robbins et
al, que tratou inicialmente 6 pacientes com SS, todos com haplé-
tipo HLA-A*0201 e alta expressao de NY-ESO-1, quatro pacientes
alcancaram resposta objetiva com duracdo de 5 a 18 meses(50).
Diante desse resultado, foi realizada uma coorte expandida,
com 12 pacientes com SS, dentre os quais 5 receberam adic¢ao de
vacina de peptideo NY-ESO-1 para aumentar a imunidade an-
titumoral. Nessa nova coorte, 7 pacientes alcancaram resposta
objetiva e a taxa de resposta objetiva de NY-ESO-1 TCR em SS
foi de 61%, com resposta durando de 3 a 47 meses. (51). Outro
estudo para o tratamento de pacientes com sarcoma sinovial
utilizou células TCR T contra o alvo MAGE-4 e também mostrou
resultados iniciais significativos com 44% de resposta clinica
com uma media de duragdo de resposta de 28 semanas (52).

Outras modalidades de terapia celular

Outra modalidade de CAR que comecgou a ser investigada nos
tumores sélidos sdo os CAR NK, que correspondem a expressio
do receptor quimérico em células Natural Killer, ao invés de cé-
lulas T. Os estudos ainda sdo iniciais e o inico estudo clinico pu-
blicado até o momento foi um estudo fase 1/2, que avaliou CAR
NK derivados de células de corddo umbilical, que expressaram
anti-CD19, interleucina-15 e caspase 9, com a ajuda de vetores
retrovirais, para o tratamento de pacientes portadores de tumo-
res hematolégicos CD19 positivos. Ndo foram observados casos
de doenca do enxerto versus hospedeiro, apesar da auséncia
de compatibilidade do HLA em 2 pacientes e compatibilidade
parcial nos outros 9 pacientes. Dos 11 pacientes, 8 tiveram res-
posta ao tratamento, sendo que 7 obtiveram resposta completa.
Esses dados iniciais, no entanto, devem ser utilizados para en-
tender a seguranga dessa técnica, mas ndo podemos considerar
como uma evidéncia para a efetividade dessa modalidade de
tratamento. (53) A idéia dessa investigacdo se baseia na pers-
pectiva de que talvez o CAR NK possa transpor algumas barrei-
ras do CAR T, especialmente em tumores sélidos, considerando
que os NK dificilmente reconhecem células saudaveis pelo fato
de apresentarem o MHC, que se liga ao receptor inibitério da
NK. Dessa forma, essa técnica vem sendo estudada como uma
promessa de reduzir os efeitos colaterais causados pela terapia
celular em tumores sélidos, ja que eles compartilham muito co-
mumente antigenos com células de outros tecidos que néo os
tumorais. Além disso, outra vantagem dessa técnica pode decor-
rer do fato de que ela ndo requer sensibilizacdo prévia e compa-
tibilidade HLA e, dessa forma, poderia ser produzida universal-
mente para determinados antigenos, ficando como uma terapia
celular ‘off-the-shelf” (disponivel na prateleira), o que permitiria
um tratamento mais rapido, sem a necessidade de esperar as
semanas necessaria para a producdo do CAR, e sem o risco de
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nio se obterem linfécitos suficientes na aférese em pacientes
que ja receberam varias terapias mieloablativas. (54) Outras mo-
dalidades também em investigacdo estdo relacionadas a utiliza-
¢do de células NKT-invariante, células T Gama-Delta e células T
que utilizem neoantigenos como alvos. Células NKT-invariante
funcionam como células T, apresentam TCR na sua superficie
porém reconhecem glicopeptideos ao invés de moléculas MHC,
podendo assim ser utilizada de forma halogénica. Devido a uma
potencial vantagem em infiltracdo de tecidos tumorais talvez
possa ser uma das alternativas para o tratamento de tumores
sélidos. Porém, a baixa disponibilidade dessas células em circu-
lagdo pode ser um fator limitante para sua utilizagéo clinica (55).
Células T Gama-Delta também estdo presentes em pequenas
quantidades em circulagdo porém a expressdo de gama-delta
TCR pode levar a uma vantagem no reconhecimento de antige-
nos variados e serem ativadas de forma completamente distinta
das células T convencionais (56). A utilizacdo de neoantigenos
como alvo para terapias celulares é uma nova modalidade que
estéd sendo investigada em estudos clinicos. A vantagem dessa
terapia esta relacionada a utilizacdo de alvos altamente especi-
ficos do tumor, sendo um tratamento altamente personalizado
e com alta especificidade. O tempo para identificacdo de neoan-
tigenos e manufatura desse produto pode ainda ser uma limi-
tagdo dessa terapia (57). Estudos clinicos estdo em andamento
para validar essas novas terapias e devemos aguardar pelos re-
sultados para termos uma melhor ideia da melhor estratégia e
ser implementada.

CONCLUSAO

As duas maneiras de obter acesso a produto celular experimen-
tal, como as células CAR-T sdo o ensaio clinico e o uso com-
passivo, nos quais os objetivos sdo diferentes. O primeiro visa
a estabelecer novos paradigmas de tratamento de uma doenca,
enquanto o segundo visa a tratar pacientes especificos que tém
doenca grave, sem a expectativa de obter seu controle com a
terapia padrao. No Brasil, para as terapias celulares avancadas
tanto projetos de ensaio clinico quanto de uso compassivo de
células CAR-T requerem tramitacdo pela agéncia reguladora
(Anvisa), a fim de que se avalie a sua pertinéncia. No caso de
ensaio clinico em humanos, além de apreciacdo pela agéncia
reguladora, o projeto também deve ser submetido a avaliacdo
ética pelo sistema CEP/CONEP. A obtencdo de TCLE do paciente é
considerada obrigatéria também para o uso compassivo.
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