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Resumo

A imunoterapia tem vindo a desempenhar um importante papel na area da oncologia. Existem
varias estratégias que tentam aproveitar o poder do sistema imunoldgico para combater o

cancro. Entre elas, a utilizacdo de células CAR-T tem atraido fortes atencdes.

A inovadora terapia celular CAR-T obteve resultados impressionantes em casos avancados de
cancro, para 0s quais praticamente ja ndo restavam opcoes terapéuticas e cujos prognosticos
eram extremamente fracos. O consideravel sucesso desta terapia em tumores hematol6gicos
suscitou um grande interesse em torno da investigacdo e do desenvolvimento de mais e
melhores terapéuticas com células CAR-T. O principal foco é obter uma terapia mais segura e

eficaz, procurando alcancar um espetro de aplicac@es clinicas cada vez mais alargado.

Na presente monografia, sdo abordados inicialmente alguns fundamentos e nogOes de
imunologia importantes & compreensdo da imunoterapia em questdo. E apresentado o conceito,
a tecnologia e processo de producdo inerentes a esta terapia avancada. Posteriormente, é
abordada a sua aplicacgéo clinica, sendo apresentados os produtos contendo células CAR-T ja
aprovados: Kymriah, Yescarta e Tecartus. Sdo referidos aspetos de prescricdo e de selegcéo do
doente, assim como o protocolo de administracdo destes tratamentos, possiveis efeitos

secundarios e importantes medidas de gestdo e minimizacao de riscos.

Por fim, exploram-se os principais desafios e perspetivas futuras da terapia. Esta apresenta
diversas limitagGes, nomeadamente relacionadas com toxicidades, resisténcias, logistica, custos
e a menor eficdcia em tumores solidos. Atualmente, estdo em desenvolvimento vérias

abordagens e estratégias promissoras para superar tais desafios e otimizar esta terapia.

Espera-se uma préxima geracao de células CAR-T multifacetadas, oferecendo maior seguranca
e eficacia. Com o nimero crescente de ensaios clinicos avaliando a terapia para multiplos alvos
e doencas diferentes, € expectavel um futuro no qual as células CAR-T se tornem uma opg¢éo

terapéutica em muitas outras neoplasias e em patologias para além da oncologia.

Palavras-chave: Cancro; Imunoterapia; CAR-T; Recetor Antigénico Quimérico



Abstract

Immunotherapy has been playing an important role in the field of oncology. Several strategies
try to harness the power of the immune system to fight cancer. Among them, the use of CAR-
T cells has attracted great attention.

The innovative CAR-T cell therapy has achieved impressive results in advanced cases of
cancer, for which there were practically no treatment options left and whose prognoses were
extremely poor. The considerable success of this therapy in hematological tumors has raised
great interest in the research and development of more and better therapies with CAR-T cells.
The main focus is to obtain a safer and more effective therapy, seeking to reach a wider

spectrum of clinical applications.

Initially, some fundamentals and notions of immunology that are important for understanding
this type of immunotherapy are addressed in the present review. The concept, technology and
production process inherent to this advanced therapy are presented. Afterwards, its clinical
application is addressed and the already approved treatments containing CAR-T cells —
Kymriah, Yescarta and Tecartus — are presented. Aspects of prescription and patient selection
are mentioned, as well as the administration protocol of these treatments, possible side effects

and important risk management and minimization measures.

Finally, the main challenges and future perspectives of the therapy are explored. This therapy
has several limitations, namely related to toxicities, resistance, logistics, costs and lower
efficacy in solid tumors. Currently, several promising approaches and strategies are being

developed to overcome such challenges and optimize this therapy.

A next-generation of multifaceted CAR-T cells is expected, offering greater safety and efficacy.
With the growing number of clinical trials evaluating this therapy for multiple targets and
different diseases, we may expect a future where CAR-T cells become a therapeutic option in
many other cancers and pathologies beyond oncology.

Keywords: Cancer; Immunotherapy; CAR-T; Chimeric Antigen Receptor
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1 Introducao

O cancro constitui um grave problema de saude publica, sendo das principais causas de
morbimortalidade, a nivel global. Cancro ou tumor maligno € um termo que representa um
vasto conjunto de doencgas caracterizadas por um crescimento anormal e descontrolado de
células, resultante do aparecimento de mutacGes no seu DNA que iniciam um processo de
carcinogenese. Ao crescer descontroladamente, as células mutadas acabam por formar
aglomerados chamados “tumores” ou “neoplasias”. Estes, a medida que se expandem e

proliferam, podem invadir, lesionar ou destruir tecidos vizinhos, tornando-se malignos.

Atualmente, o aumento da incidéncia geral do cancro ndo é uma surpresa, tendo em conta
a crescente esperanca média de vida e o melhor diagnostico efetuado. Tal facto provoca uma
constante necessidade de procurar por mais e melhor terapéutica em oncologia. (1,2) Durante
muito tempo, o tratamento do cancro passava, essencialmente, pela quimioterapia, radioterapia
e cirurgia. Porém, falhas ou certos efeitos adversos destes tratamentos constituiam grandes
desafios, aos quais a terapéutica direcionada e a imunoterapia vieram demonstrar resultados
bastante promissores. A imunoterapia aplicada a oncologia visa fortalecer a capacidade natural
do organismo no combate ao tumor, aumentando a eficacia das células do sistema imunitario,

mobilizando-as e direcionando-as para um ataque especifico. (3-5)

Entre as variadas estratégias de imunoterapia existentes, encontra-se a inovadora
imunoterapia com células T CAR (ou CAR-T), isto &, linfocitos T que expressam um recetor
antigénico quimérico (CAR). Em apenas trés anos, a Food and Drug Administration (FDA) ja
aprovou trés medicamentos de células CAR-T. Estes vieram trazer uma enorme esperanca a
muitos doentes com certos tipos de leucemia ou linfoma, que se encontravam em “fim de linha”,
isto é, sem alternativas terapéuticas restantes. Em 2018, a American Society of Clinical
Oncology nomeou a terapia CAR-T como o avan¢o do ano. (4) Além desta aplicacdo bem-
sucedida na area da hemato-oncologia, centenas de estudos, baseados na tecnologia CAR-T,
tém vindo a ser desenvolvidos. Estes tém como principal objetivo ver aplicada esta terapia a
mais patologias, nomeadamente outras neoplasias malignas, ou até doencas infeciosas ou

autoimunes, aperfeicoando e modulando a tecnologia para tal fim. (6)

Torna-se, portanto, pertinente conhecer melhor as caracteristicas desta promissora
tecnologia, saber quais sdo as suas potencialidades, mas também limitacGes. Isto porque, apesar
de tdo revolucionaria e com importante valor terapéutico para certos pacientes, a terapia celular

CAR-T ainda apresenta desafios por superar.
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2 Objetivos

O principal objetivo desta monografia € expor informacdo atualizada que possibilite
conhecer e compreender a terapia com células CAR-T. Pretende-se abordar o seu modo de a¢&o,
sua producdo e aplicabilidade clinica, apresentando os produtos autorizados até ao momento.
Procura-se conhecer 0s principais passos no tratamento com esta modalidade terapéutica e
possiveis toxicidades. Por fim, é ainda objetivo explorar o panorama atual nesta terapia,

identificando potenciais limitagdes e prospecdes futuras.

12



3 Materiais e métodos

Para a realizacdo da presente monografia procedeu-se a pesquisa de artigos cientificos,
através de bases de dados como PubMed, Google Scholar e ScienceDirect, publicados entre
2001 e 2020. No entanto, deu-se especial preferéncia a artigos publicados nos ultimos cinco
anos. Apdés uma andlise geral, foi selecionada informacdo relevante dos artigos mais

pertinentes, face aos objetivos da monografia.

Informag&o complementar foi obtida de livros e de websites, nomeadamente dos seguintes
organismos ou entidades: FDA, National Comprehensive Cancer Network, European
Medicines Agency (EMA), Gilead e Novartis.
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4 Fundamento tedrico

4.1 Imunoterapia em oncologia

A imunoterapia veio revolucionar o tratamento oncoldgico, por constituir mais uma
alternativa terapéutica em diversos tipos de tumores, superando certas limitacdes dos
tratamentos convencionais. A imunoterapia apresenta a particularidade de tratar o cancro de um
modo completamente distinto dos anteriores, ao ter como alvo direto o sistema imunitéario, e
ndo o préprio tumor. Isto é, a imunoterapia estimula o sistema imunoldgico para atacar as
células cancerigenas, ao contrario, por exemplo, da quimioterapia, cujos agentes visam destruir
diretamente as células malignas. (5) Deste modo, o principal objetivo da imunoterapia, na
oncologia, é fortalecer a resposta imunitaria contra as celulas tumorais, utilizando diversas

estratégias diferentes. (6)

4.1.1 O sistema imunitario

O sistema imunitario assume um papel fundamental na manutencdo da integridade do
organismo. Tem uma funcdo central no combate a infe¢cdes ou outras doengas “invasivas”,
através dos sistemas inato e adaptativo, que cooperam entre si, para garantir uma resposta
imunolodgica eficaz. (4) A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa, estando
preparada para responder rapidamente. Reconhece e combate microrganismos ou células
lesionadas, de forma pouco especifica, compreendendo, por exemplo, células fagociticas e
natural killer (NK). A imunidade adaptativa (adquirida), pelo contréario, apresenta
especificidade, conseguindo distinguir diferentes substancias (antigénios). Além disso, mostra
uma melhor e mais vigorosa resposta a exposi¢oes repetidas a mesma substancia, habilidade
conhecida por memoria imunoldgica. A imunidade adaptativa é dividida em dois tipos: a
humoral, mediada por anticorpos (produzidos por linfocitos B) e a celular (mediada por

células), garantida pelos linfdcitos T. (7,8)

412 CélulasT

As células T assumem diversas fungdes importantes ao nivel do sistema imunitario,
interferindo com outras células imunoldgicas, tanto da resposta inata como da adaptativa. Os
linfocitos T conseguem efetuar um reconhecimento altamente especifico e sensivel de

antigénios de diversos agentes patogénicos ou de lesdes enddgenas. Esta especificidade é-lhes
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conferida pelo recetor de células T (TCR), molécula de superficie comum apenas a células T.
Este recetor reconhece fragmentos de antigénios (peptideos), apresentados pelo Major

Histocompatibility Complex (MHC), o que provoca a ativacao do linfocito.

O TCR é uma glicoproteina heterodimérica associada, na superficie da célula, ao complexo
CD3, importante na transdugdo do sinal, apos o reconhecimento do antigénio pelo TCR, para
ativacdo do linfdcito.

A interacdo entre 0 TCR e 0 MHC determina a diferenciacédo, funcéo e acéo do linfdcito T,
desde o seu inicial desenvolvimento no timo até ao seu estadio totalmente ativo, na periferia.
Durante o desenvolvimento no timo, a célula T sofre um processo de diferenciacdo, adquirindo

outro recetor de superficie caracteristico, nomeadamente o CD4 ou o0 CDS8.

Os linfdcitos T auxiliares ou helpers (CD4+), tém uma funcao reguladora e estimulam o
crescimento e proliferacdo dos outros linfocitos. Sdo dos mensageiros mais importantes do
sistema imunitario, pois interagem com os diversos leucécitos para o ataque imunoldgico. O
TCR destes linfocitos reconhece peptideos exdgenos apresentados por moléculas de MHC-
classe Il, expressas por células apresentadoras de antigénio (APCs) especificas, como células

dendriticas, macrofagos e linfécitos B.

Os linfécitos T citotdxicos (CD8+) reconhecem MHC-classe |, presente em todas as células
nucleadas. Estes linfocitos atacam as prdprias células do organismo, que se apresentem

“anormais”, lesionadas ou infetadas, podendo eliminar patogenos intracelulares, como virus.

A interacdo entre linfocitos T e outras células é conhecida por sinapse imunoldgica, sendo
que esta determina as diversas acdes destas células. Na sinapse imunolégica, a interacdo entre
0 TCR e o antigénio apresentado pelo MHC ¢é o sinal primordial para ativacdo da célula T.
Contudo, a interacdo TCR-antigénio-MHC é insuficiente para ativar uma célula T que néo teve
contato prévio com o antigénio - uma célula T “naive” (Tn). E necessario haver um segundo
sinal, que é a coestimulacdo. A principal molécula coestimulatdria € o recetor CD28, presente
nas células T. Este pode ter como ligandos as moléculas CD80 e CD86, presentes nas APCs.
Se o TCR emparelhar sem haver coestimulacéo, a célula T torna-se anérgica ou sofre apoptose.
E necessario ainda um terceiro sinal para completa ativacdo das células T, fornecido por
citocinas. (Figura 1) As citocinas sdo moléculas que também atuam na sinapse imunoldgica,
podendo ser libertadas por varios tipos de células e funcionam como mensageiros, atuando na
propria célula que as produziu (autdcrinas) ou noutras células vizinhas (paracrinas). O conjunto

destes sinais véo ativar as células T e determinar a sua funcéo efetora. (8-11)
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Figura 1. Os trés sinais necessarios a ativacao da célula Tn.
A ativacdo completa de células T requer a sinalizagdo pelo TCR (sinal 1), coestimulacdo (sinal 2) e sinalizagdo

por citocinas (sinal 3). Adaptado de (12)

4.1.3 Estratégias de imunoterapia

Sendo uma entidade dindmica e geneticamente transformada, um tumor suscita um
processo de eliminacdo imunoldgica que compreende ambos 0s sistemas inato e adquirido, no

qual intervém vérias células e moléculas do sistema imunoldgico.

As células tumorais apresentam antigénios que permitem que as células imunitéarias as
reconhecam e desencadeiem uma resposta anti-tumoral. Estes antigénios associados a tumores
(TAASs) podem ser antigénios presentes nos tecidos saudaveis, mas com elevada expressao nos
tumorais; neo-antigénios resultantes de mutacdes somaticas; ou antigénios da linha germinativa

do cancro.

Contudo, o processo de imunovigilancia contra tumores é acompanhado de alteracfes na
imunogenicidade dos mesmos (fendbmeno de “cancer immunoediting™), devido a ocorréncia de
pressao seletiva. Os tumores tém capacidade de desenvolver resisténcia imunol6gica através de
maltiplos mecanismos. Inibem, por exemplo, a ativagdo das células T, recrutando células
supressoras e intensificando a via de checkpoint imunoldgico. Este microambiente

imunossupressor conduz a anergia e disfungdo das células imunolégicas e a evasao do tumor.

Deste modo, reverter o estado de tolerancia do tumor a detecdo e ao ataque imunologico,
constitui um dos principais focos da imunoterapia. Diferentes estratégias tém vindo a ser
desenvolvidas com esse intuito. De um modo geral, estas atuam estimulando mecanismos

efetores e/ou neutralizando mecanismos inibidores da resposta imunoldgica. (3,13,14)
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Entre as estratégias de imunoterapia existentes, destacam-se: 0 uso de anticorpos, por
exemplo os inibidores de checkpoints imunoldgicos; modificadores da resposta imunoldgica,

como as citocinas; virus oncoliticos; vacinas; e as terapias celulares adotivas (ACTS). (15)

Também conhecida por transferéncia adotiva de células, a ACT baseia-se na recolha de
celulas imunologicas do doente, nomeadamente linfocitos T, sua manipulacéo e expansdo ex
Vvivo e, posteriormente, administragdo no doente para combater o tumor. A terapia pode ser
autologa, se a administracao for de células do proprio doente, ou alogeénica, se as células forem
de um dador. A ACT consegue articular as propriedades anti-tumorais dos linfocitos com as

valéncias da biotecnologia para superar a tolerancia imunolégica dos tumores. (3,14)

As principais formas de ACTs incluem os tumor-infiltrating lymphocytes (TILSs), as células
TCR-T e as células CAR-T. (16) Os TILs séo linfocitos T naturalmente presentes em tumores
metastaticos, que sdo isolados, ativados e expandidos em grande numero, para voltarem a
combater o tumor, mais eficazmente. As células TCR-T séo células T projetadas para expressar
um TCR especifico, com especificidade para um antigénio alvo. Porém, até ao momento, a
estratégia que mais impactou propriamente a terapéutica clinica foram as células CAR-T,

constituindo o principal destaque das ACTs. (15,17)
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5 Conceito

A terapia celular CAR-T consiste numa ACT com linfocitos T que sdo geneticamente
modificados de modo a expressarem recetores antigénicos quiméricos (Chimeric Antigen
Receptors — CARs) nas suas membranas celulares. E, simultaneamente, uma imunoterapia,

terapia celular e terapia génica.

Os CARs sdo proteinas de fusdo que possuem afinidade para um alvo tumoral especifico.
Tal propriedade deve-se ao ectodominio destes recetores, que € derivado de um anticorpo
monoclonal (mAb), sendo capaz de reconhecer um TAA de superficie com alta afinidade. Deste
modo, obtém-se células T com a especificidade de um mADb, permitindo direcionar e intensificar

a atividade das mesmas para um determinado tumor.

O procedimento habitual nesta terapia comega com uma leucaferese, processo no qual se
extraem linfdcitos T do doente. Estas células T sofrem uma transferéncia genética de forma a
codificarem o recetor CAR. As células CAR-T sao entdo expandidas e administradas de volta
ao paciente. Uma vez no doente, as CAR-T reconhecem o TAA alvo, formando uma sinapse
imunologica, que leva a ativacdo das mesmas. Estas, em resposta, libertam citocinas e induzem
citotoxicidade, nomeadamente através de perforinas e granzimas e da ativacdo de recetores de
morte, como o Fas. Mais células imunoldgicas sdo recrutadas e as células tumorais sofrem lise
ou apoptose. A ativacdo das CAR-T promove também a sua propria expansdo e persisténcia,

permitindo continua vigilancia imunitaria e detecdo de novas células alvo. (Figura 2) (18,19)
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Figura 2. Imagem representativa do mecanismo de acdo das células CAR-T.
Apos interacdo CAR-TAA, a célula CAR-T liberta citocinas, com efeito autécrino e paracrino. A sua ativagdo

provoca citotoxicidade, expansao e diferenciacdo. Adaptado de (20)
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As células CAR-T podem permanecer no corpo meses a anos apos administracao, pois véo-
se multiplicando e originando células de memoria, ajudando a proteger contra a recorréncia.
(7,21) Assim, por muitos considerada uma “living drug”, esta terapia permite obter efeito

terapéutico a longo prazo, com uma unica administracao.

Outra grande vantagem é que, ao contrério das outras ACTs referidas (TILs e TCR-T), as
CAR-T, através do ectodominio do CAR, reconhecem um antigénio de superficie,
independentemente da apresentacdo pelo MHC, que se tem de verificar para os TCRs. Isto

permite tratar inlmeros pacientes com a mesma doenca, utilizando CARs “universais”.

Além disso, um dos mecanismos de escape & imunodetecdo, das células malignas, é a
regulacdo negativa da expressdo de MHC, tornando-se estas “invisiveis” ao TCR/célula T.
Assim, com o reconhecimento independente do MHC, as CAR-T ultrapassam essa limitacdo

dos TCRs, possibilitando detetar e eliminar mais células cancerigenas.

Outro beneficio, face ao TCR, é que o0 CAR reconhece uma grande variedade de antigénios,
ndo so polipeptideos, como também carboidratos, glicolipidos ou qualquer outra estrutura capaz
de ser reconhecida por um anticorpo. (22) Esta expansao de alvos moleculares contribui para
uma ampla aplicabilidade. As CAR-T também permitem ultrapassar a tolerancia imunoldgica
(anergia), devido a inclusdo de mecanismos de coestimulagdo intrinseca, tornando-as menos

vulneraveis aos efeitos de imunossupressdo do tumor. (3,23)

Os CARs sdo construidos por engenharia genética. A sua natureza sintética permite atingir
um largo espetro de TAAs e cancros, existindo, assim, varias constru¢des de CARs, com

dominios distintos.
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6 Tecnologia

6.1 O recetor CAR

O design do recetor CAR evoluiu ao longo dos anos, a medida que o conhecimento sobre
a ativacao de células T e o microambiente tumoral (TME) melhorou, com o objetivo de
aumentar a eficdcia e a seguranca da terapia. Ainda ndo existe uma configuracdo que seja
considerada ideal ou universal. Portanto, a otimizacdo do CAR permanece empirica, sustentada
por testes em varios modelos pré-clinicos. (24,25)

A estrutura genérica de um CAR é modular, englobando quatro componentes principais:
um ectodominio, um espacador extracelular, um dominio transmembranar e um endodominio

de sinalizag&o. (Figura 3) (26)

6.1.1 Ectodominio

O ectodominio é o dominio extracelular de reconhecimento antigénico. Este permite atingir
determinado TAA, expresso na superficie celular maligna. A variacdo deste dominio &,
portanto, responsavel pela especificidade do tratamento, pois modela a afinidade das células T

para um alvo especifico.

E composto, tipicamente, por um fragmento variavel de cadeia simples (scFv) sintético
(derivado de hibridoma de rato), que corresponde as regides variaveis das cadeias pesada (V)
e leve (VL) de um mAD, unidas por um linker peptidico flexivel. Assim se consegue conferir a

alta especificidade e afinidade antigénica de um mAb ao CAR. (7,26,27)

A construcdo do scFv prediz a seguranca e efetividade do CAR e, consequentemente, a
resposta anti-tumoral. Estas dependem de varios fatores, tais como a afinidade para o antigénio,
o comprimento do linker e a estrutura, localizacdo e abundéncia do antigénio nas células

tumorais. (24)

A selecdo e identificacdo de um antigénio alvo é crucial para o desenvolvimento da
engenharia CAR. Um antigénio ideal deveria ser expresso apenas nas células tumorais e ser
essencial ao crescimento ou sobrevivéncia das mesmas. Infelizmente, alvos moleculares com
tais caracteristicas sdo invulgares, pois a expressdo da maioria dos TAAs ndo esta limitada as

células malignas, havendo risco de efeitos indesejados em células de tecidos saudaveis. (22)
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6.1.2 Espacador extracelular

O espagador extracelular (hinge region) conecta o ectodominio ao dominio
transmembranar. Este elemento assume grande influéncia na formacdo de uma sinapse
imunologica eficaz, pois permite aumentar a flexibilidade do scFv. Consequentemente, reduz

as restricOes espaciais entre 0 CAR e 0 antigénio, orientando corretamente a sua ligacdo. (26)

O espacador é um fragmento peptidico, tipicamente derivado da regido Fc das
imunoglobulinas 1gG1 ou 1gG4, ou de segmentos das moléculas de CD8 ou CD28. Alem da
composicdo, o comprimento do espacador € outro fator a considerar no design do CAR, para

obter uma distancia ideal a interacdo entre as células. (22,28,29)

6.1.3 Dominio transmembranar

O dominio transmembranar assume um papel maioritariamente estrutural e de estabilizacdo
do CAR, ao “ancorar” o recetor na membrana plasmatica. Além disso, afeta potencialmente a
expressdo do CAR e a sua associagdo com proteinas membranares, influenciando a ativacéo da
CAR-T. (24,30)

Diferentes dominios tém sido utilizados, sobretudo derivados das moléculas CD3¢, CD8
ou CD28. A comparacdo funcional destas por¢des de membrana indica diversos efeitos de
sinalizacdo resultantes, contudo nenhuma avaliacdo-chave foi publicada acerca do dominio

transmembranar mais favoravel e eficaz em CARs. (22,28,29)

6.1.4 Endodominio

O dominio de sinalizacdo intracelular é responsavel pela transducédo do sinal e ativacdo da

célula T, apos reconhecimento do antigénio. Trata-se do dominio que sofreu maior evolucao.

Tal como supracitado, a ativacdo completa de células T requer a interacdo antigénio-
TCR/CD3 (sinal 1), coestimulacdo (sinal 2) e sinalizagdo por citocinas (sinal 3). Os CARs
foram concebidos para mimetizar a funcdo do complexo TCR e evoluiram progressivamente

para integrar sinais adicionais. (28)

A primeira geracdo de CARs, cujo design € 0 mais béasico, continha um unico dominio
intracelular, tipicamente derivado da cadeia { do complexo TCR/CD3 (CD3(). Ap6s a ligacéo
CAR-TAA, ocorre a fosforilagdo dos immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
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(ITAMs), presentes no dominio CD3(, iniciando a cascata de ativacdo da célula T, ao
desencadear uma série de vias de sinalizagdo. Embora este endodominio seja essencial a
ativacdo da célula T, os CARs de primeira geracdo apenas forneciam o sinal 1 e revelaram uma
eficacia anti-tumoral limitada em ensaios clinicos. Mostraram levar a anergia das células CAR-
T, pobre secrecdo de citocinas, proliferacdo e persisténcia minima in vivo e eventual apoptose.
(22-24)

A segunda geracdo de CARs veio superar esse obstaculo, ao incluir um dominio
coestimulador entre o dominio transmembranar e 0 CD3(. Com este elemento adicional, o CAR
passou a incluir também o sinal 2 (coestimulacdo), potenciando a ativacdo. Nestes, a
coestimulacgdo é fornecida em cis, em resposta ao mesmo sinal de ativagdo. Assim, as CAR-T
contornam o requisito de se envolverem com ligandos coestimuladores exdgenos para ativacéo,
qgue podem estar ausentes no TME. Tal possibilitou uma maior expansdo e persisténcia das
CAR-T, com potente resposta clinica in vivo, superando significativamente a geracao anterior.
(17,23,31)

Endodominios coestimuladores baseados nas moléculas coestimuladoras CD28 ou 4-1BB
provaram ser particularmente eficazes, sendo os mais utilizados, até ao momento. Porém, outras
moléculas tém sido estudadas, incluindo CD27, CD134, CD154 e CD278. (32) A utilizacdo de
diferentes dominios mostrou resultados distintos no perfil de secrecdo de citocinas,
metabolismo, persisténcia e outros atributos funcionais das CAR-T. (4) Por exemplo, o dominio
CD28 produz uma atividade anti-tumoral potente, com alta capacidade citolitica, secrecdo de
IL-2 e glicolise, porém de curta duragdo. J& o 4-1BB esta associado a maior persisténcia das
CAR-T, metabolismo oxidativo aumentado, com menor exaustdo e maior capacidade de gerar
células T de memoria central (Tcwm). (29,30) Ao influenciar a cinética do controlo tumoral, a
escolha dos dominios coestimuladores possibilita ajustar a resposta que se pretende das CAR-

T, sua eficacia e persisténcia. (33)

Seguidamente, apareceu a terceira geracao, que adiciona dois dominios coestimuladores
distintos (por exemplo, CD28/4-1BB ou CD28/CD134) a regido CD3(, amplificando ainda
mais o sinal. Esta geracdo demonstrou, em alguns estudos, uma resposta anti-tumoral mais forte
e menor morte celular induzida por ativagdo (AICD), comparativamente a segunda geragé&o.

(22) Todavia, outros estudos revelam ndo haver superioridade. (34)

Mais recentemente, surgiu uma quarta geracdo de CARs, conhecidos por armoured
CARs. Este combinam um CAR de segunda geragdo, com um conjunto de genes induziveis de

citocinas, ligandos coestimuladores ou enzimas. Este elemento adicional foi, assim, concebido
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para fornecer a CAR-T uma vantagem de sobrevivéncia e/ou maior capacidade “tumoricida”.
(21,27,35)
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Figura 3. Estrutura geral do CAR e suas geracoes.
Os CARs compreendem um dominio extracelular de reconhecimento antigénico (scFv), um espagador (hinge), um
dominio transmembranar, e um endodominio de sinalizagéo, que ativa a célula. O CAR de primeira geracéo contém
apenas 0 dominio de sinalizagdo CD3(. Os CARs de segunda e terceira geragéo adicionam, ao endodominio, um
ou dois dominios coestimuladores, respetivamente. A quarta geracdo acrescenta uma “cassete” de genes, para

expressar elementos fortalecedores do efeito das CAR-T. Adaptado de (36)

6.2 Producéo de células CAR-T

O processo geral de obtencdo de células CAR-T segue 0s seguintes passos principais:
leucaferese; isolamento, enriquecimento e ativacdo de células T; transferéncia genética do
CAR,; expansdo das células CAR-T obtidas; formulacéo final do produto e testes de controlo de
qualidade. (Figura 4) (37,38)

Atualmente, a maioria das células CAR-T provém de linfécitos autélogos. Geralmente, as
células sdo colhidas num centro médico certificado e enviadas para uma instalagdo de
processamento centralizado. Quando a producédo é concluida, as células CAR-T sdo enviadas
ao centro medico. A producdo centralizada segue as Boas Praticas de Fabrico (BPF) atuais,
tornando-se mais uniforme e permitindo maior qualidade e consisténcia entre os produtos.
(39,40)
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Figura 4. Representacao esquematica do processo de obtencdo de uma terapia CAR-T.
Adaptado de (41)

6.2.1 Colheita e isolamento de células T

O primeiro passo na producdo de células CAR-T consiste na colheita de sangue periférico
do doente, geralmente através de uma leucaferese. Este processo envolve a remocao do sangue,
extracdo dos leucdcitos, separados com base na densidade celular, e reinfusdo dos restantes

componentes sangu ineos.

O produto colhido € rico em células mononucleares do sangue periférico (células T, B, NK
e mondcitos), devido a semelhante densidade. Pode também conter alguns contaminantes, como
plaquetas, hemécias, granuldcitos e células tumorais circulantes. Todas estas células ndo-T
poderdo comprometer a producao a jusante, portanto é necessario purificar o produto da aférese.
Assim, este deve ser enviado para a instalacdo de processamento, imediatamente apds a colheita

ou criopreservacéo. (39,42)

Para isolar as células T, faz-se primeiramente uma lavagem do produto para remover certos
contaminantes, como o tampao de leucaferese. De seguida, é necessario o enriguecimento em
linfocitos T, através de métodos como: separacdo por gradiente de densidade; elutriagdo; ou

selecdo com esferas magnéticas contendo anticorpos especificos para marcadores de superficie
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celular T, como CD3, CD4 ou CD8, permitindo selecionar subtipos especificos de células T,
obtendo, por exemplo, uma proporcéao definida de linfocitos CD4+:CD8+. (43,44)

O grau de diferenciacdo das células T pode afetar a qualidade do produto. Estudos pré-
clinicos revelam que uma maior proporcao de subtipos de linhagem precoce, como Ty, células
T de memdria estaminais (Tscm) € Tcwm, € vantajosa. Contudo, ainda ndo foi definida uma

composicgdo celular étima. (26,37,45,46)

6.2.2 Ativacdo de células T

Antes da transferéncia genética, uma ativacao celular é necesséaria. A ativacao ideal deve
levar a expansao suficiente das células, sem causar demasiada diferenciagdo ou AICD. (45)

In vivo, ambos os sinais 1 e 2 da ativacdo de células T sdo mediados por APCs. (44) Apesar
das APCs enddgenas mediarem essa ativacdo fisioldgica, ex vivo apresentam variabilidade
inerente, dificil aplicagdo laboratorial e clinica. (41) Por esse motivo, foram desenvolvidas
estratégias simplificadas para uma ativacdo ex vivo mais padronizada e eficiente, utilizando por
exemplo: mAbs anti-CD3 sollveis, com fatores de crescimento, como a IL-2; células
apresentadoras de antigénio artificiais (aAPCSs); esferas paramagnéticas revestidas com mAbs
anti-CD3/anti-CD28. Esta Ultima estratégia tem predominado, pois apresenta varias vantagens:
minimiza a perda de anticorpos caros, visto estarem acopladas as esferas; ao se ligarem as
células, as esferas podem ser usadas para selecdo e ativacdo, ndo sendo necessario removeé-las
até a colheita, facilitando as etapas de lavagem e enriquecimento, e estimulando continuamente
as células até o fim da expansdo, podendo ai ser facilmente removidas da cultura por separacao
magnética. (43-45)

6.2.3 Transferéncia genética do CAR

As células T ativadas sdo entdo modificadas, de forma a expressarem 0 CAR. O gene que
codifica 0 CAR de interesse (construido por engenharia genética) pode ser transferido por
diferentes métodos. Atualmente, as principais estratégias utilizadas sdo os vetores de expressdo
y-retrovirais e lentivirais, o sistema transposon/transposase e a transferéncia de RNA
mensageiro (MRNA). Estes métodos diferem, essencialmente, no nivel de expressao do CAR,

estabilidade, eficacia clinica, seguranca e custos. (44,45)
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A transdugdo viral € o método mais comum, utilizando essencialmente vetores de vy-
retrovirus e lentivirus. Estes entregam o gene CAR na forma de RNA, que é transcrito
reversamente a DNA e integrado permanentemente no genoma da célula T. Este método
permite elevada eficiéncia de transducéo e expressdo genica estavel a longo prazo. Contudo, é
trabalhoso e dispendioso, imunogeénico, e tem o risco tedrico de mutagénese insercional. Este
risco resulta da natureza aleatéria da integracdo do DNA no genoma hospedeiro, que pode
resultar em transformacdo maligna. Este potencial oncogénico parece ser menor com vetores
lentivirais, pois mostram um perfil de integracdo mais seguro. Contudo, nenhum caso de
oncogenese mediada por vetores virais foi reportado na clinica com células CAR-T e os estudos
clinicos confirmam persisténcia prolongada sem oncogénese, apoiando a seguranca do uso
destes vetores. (30,37,43-45)

O sistema transposon/transposase € um método baseado em plasmideos contendo um
transposon (sequéncia que codifica o transgene CAR) e uma transposase. Os plasmideos sdo
inseridos nas células T por eletroporacdo. Ai, a transposase faz a excisdo do transgene e insere-
0 no genoma da célula T. Comparativamente a transfecao viral, este sistema tem uma producéo

mais simples e econdmica e é mais seguro. (21,44,45)

A transfecdo de mRNA é outro método néo viral. O mRNA transcrito in vitro é inserido
nas células T, geralmente por eletroporagdo. Apoés traducdo, as células T expressam eficazmente
e transitoriamente (aproximadamente 1 semana) o CAR codificado. Ao contrario da expressdo
permanente verificada nas técnicas anteriores, esta expressao transitoria do CAR pode ter a
limitacdo de exigir varias administracdes de CAR-T. Porém, pode representar uma vantagem
significativa do ponto de vista da seguranca, evitando certos efeitos adversos. Aliando estas
caracteristicas a facilidade de producéo, este método torna-se Util para testar novas moléculas
CAR. Além disso, ndo havendo integracdo gendmica, o risco de genotoxicidade é minimizado.
(31,37,46)

6.2.4 Expansao

As células CAR-T obtidas sdo expandidas em numero, para atingir uma dose terapéutica.

Varios instrumentos estdo disponiveis (Figura 5) para cultura, nomeadamente:

Biorreator G-Rex — frasco de cultura composto por uma membrana permeavel a gases na

base, que permite a troca ideal de gases e 0 uso de grandes volumes iniciais de meio de cultura.
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Assim, oxigénio ilimitado e nutrientes estdo disponiveis para a crescente populagéo de células,

podendo atingir densidade maxima sem necessidade de trocar meios ou agitar a cultura.

Biorreator Rocking-Motion —tecnologia predominante. Contém uma bolsa (cell bag) esteril

descartavel, onde as células sdo cultivadas, e uma plataforma de balan¢o que a suporta. O
movimento da plataforma induz ondas na cultura celular, permitindo a sua mistura e eficiente
transferéncia de oxigénio. As bolsas anexam pequenos tubos que permitem a amostragem e um
regime de perfusdo — adicdo automatica de nutrientes e remocdo de residuos. O software
permite personalizar as condic¢des de cultura (temperatura, velocidade de balanco, concentracéo
de oxigenio, pH) e agendar a perfusdo de meio. Sondas e controladores possibilitam uma
monotorizagdo em tempo real. Biostat® RM, WAVE Bioreactor™ e sistema Xuri™ s&o

exemplos de biorreatores Rocking-Motion disponiveis.

Sistema CliniMACS Prodigy® - plataforma automatizada de solucdo Unica — combina

todas as etapas da producédo (selecdo, ativacdo, transducgédo, expansdo, lavagem e formulagéo
final de células) num sistema totalmente fechado. Permite uma grande reducdo do tempo de

fabrico, de méo-de-obra e, consequentemente, de custos.

Sistemas automatizados, controlados e de sistema fechado, em conformidade com as BPF,
sdo cruciais para producdo em larga escala. Estes possibilitam utilizar menores volumes de
meio, menos mao-de-obra, reduzindo erros humanos, e minimizar o risco de contaminagao

microbiana. Permitirem simplificar o processo e melhorar a reprodutibilidade. (39,43,45-47)

Apheresis product
wash/fractionation

ma*& 2931, Cell Saver 5, Dynabeads & MFC,
LOVO,Elutra, Sepax, Prodigy CliniMACS, Prodigy
Apheresis collection T-cell selection

/ AAPCs, Dynabeads, ExpAct Treg beads,
TransAct beads, Expamer

| T-cell activation |
rinfusign CAR-T cell manufacturing
Retroviral and lentiviral vectors
| T-cell cryopreservation ‘ Transposon/transposase
mRNA electroporation
Controlled-rate freezer

| WAVE, G-Rex, Cell
COBE 2991, Cell Saver 5, culture bag, Prodigy,

LOVO, Sepax, Prodigy
T-cell expansion ‘

Figura 5. Principais etapas na producéo de células CAR-T e exemplos de tecnologias e
métodos disponiveis. Retirado de (46)

| T-cell formulation
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6.2.5 Formulagéo final

Atingida a contagem alvo de células CAR-T, estas sdo lavadas, para remover meio de
cultura, fatores estimulantes ou eventuais esferas magnéticas, sdo concentradas para um volume
adequado e suspensas em meio de perfusdo. Geralmente adiciona-se um crioprotetor,
nomeadamente dimetilsulféxido, para criopreservacdo. A criopreservacdo (hormalmente, em
azoto liquido) permite armazenar as células durante o tempo necessario para 0s ensaios de
liberacdo do lote e posterior envio. Apos conclusdo destes testes, e se 0s resultados atenderem
aos critérios de libertacao, as células sdo enviadas ao centro médico. Quando chegado ao centro,
0 produto é inspecionado para garantir que chegou em boas condi¢Bes. As células sdo
descongeladas e administradas ao paciente. (39,41,43)

6.2.6 Garantia e controlo de qualidade

A producao de células CAR-T de nivel clinico cumpre varios requisitos para garantir um
produto seguro e de qualidade. Todas as etapas mencionadas, desde a aférese até administracao,
sdo orientadas pelas BPF atuais. Existem varias especificacbes para garantia e controlo de
qualidade, nomeadamente ao nivel de condi¢cBes ambientais, matérias-primas, reagentes,

operadores, boas praticas de documentacdo e de distribuicao.

Tratando-se de um produto aut6logo, a rede de envio das células requer consideravel
atencdo. Por vezes, o envio significa transporte para um continente diferente. Como tal, é crucial
garantir um rastreamento inequivoco do produto de modo a evitar danos ou perdas. O transporte
é feito em contentores validados, com temperatura e localizacdo controladas por sensores. De
igual modo, procedimentos de cadeia de custddia sdo essenciais. As células devem ser rotuladas
com um ndmero de identificacdo exclusivo e com identificadores do doente, para evitar
incompatibilidade paciente-produto. Este controlo é de importancia critica, visto que a condi¢do

médica do paciente pode impossibilitar uma segunda leucaferese. (26,35,39)

Varios testes de controlo em processo e testes finais de libertacdo de lote sdo necessarios
para garantir que o produto celular cumpra os critérios de seguranga, identidade, pureza e

poténcia.

Os critérios de seguranca sdo a esterilidade e auséncia de virus competentes para replicacéo
(no caso de transducdo viral). Exemplos de contaminantes sdo endotoxinas, micoplasma,

bactérias e fungos.
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A identidade das CAR-T é caracterizada pela expressdo de marcadores de superficie por
imunofenotipagem. Recomenda-se altos niveis de expressdo do CAR e pureza do produto final
(percentagens elevadas de células T CD3-positivas e CAR-positivas). (46) Frequentemente sdo
realizados testes adicionais para avaliar a proporcdo de subconjuntos de células T, ajudando a

prever a funcionalidade e persisténcia in vivo.

Embora existam diferentes métodos para testar a poténcia das células T, nenhum método
padronizado esta disponivel, dificultando a comparacao entre instituicdes, processos e produtos.
Geralmente, as CAR-T sdo co-cultivadas com uma linha celular alvo e avalia-se a
citotoxicidade (usualmente, por ensaio de libertagdo de cromo) e a secregéo de citocinas, como
o interferdo-gama (IFN-y). Modelos pré-clinicos animais podem ser usados para avaliar a
poténcia in vivo das CAR-T, permitindo prever a seguranca e a eficicia clinica das mesmas.
(39,44,47,48)
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7 Aplicacao clinica

A terapia celular CAR-T tem apresentado resultados notaveis na pratica clinica. A sua
aplicacdo demonstrou maior sucesso em tumores hematoldgicos, mais especificamente na
erradicacdo de células B malignas, utilizando células CAR-T direcionadas ao antigénio CD19.
(49)

Desde 2010, varios ensaios clinicos demonstraram a capacidade de células CAR-T anti-
CD19 promoverem respostas terapéuticas em neoplasias de células B. Taxas de resposta
completa (CR) de até 90% foram obtidas em alguns desses ensaios. Estes resultados foram
particularmente surpreendentes, tendo em conta que a maioria dos pacientes recrutados se
encontrava numa fase avancada da doenca, refrataria a tratamentos padrdo (auséncia de
resposta) ou em recidiva (recaida apds remissao), geralmente sem opcdes terapéuticas restantes.
(4,50)

Em agosto de 2017, havia aproximadamente 200 ensaios clinicos envolvendo células CAR-
T no mundo. Desses, sensivelmente 65% envolviam neoplasias hematoldgicas, dos quais 80%

utilizavam células CAR-T anti-CD19 direcionadas a cancros de células B. (36)

Existem varias razes para as neoplasias de células B serem o principal tumor alvo das
CAR-T. Os cancros hematoldgicos tém a vantagem de se encontrarem nos locais tipicos de
migracao das células imunes circulantes, facilmente acessiveis pelas células T, dando as CAR-
T amplo e répido acesso as células alvo. Especificamente, os cancros de linfocitos B sdo
relativamente comuns e expressam varios marcadores de superficie celular tipicos. Contém,
particularmente, a glicoproteina CD19 (ou antigénio linfocitario B), considerado um TAA
seguro e quase ideal, tendo sido o mais bem-sucedido até ao momento. O CD19 € expresso em
toda a linhagem de linfécitos B, mas ndo nas células estaminais hematopoiéticas. Tem
expressdo em células ndo-B extremamente limitada, sendo praticamente exclusivo das células
B, benignas e malignas. Estando altamente expresso nas neoplasias destas células, a atividade
anti-tumoral é maximizada, com toxicidade on-target/off-tumor minima, ja que a expressdo em
tecidos normais € confinada as células B. Assim, qualquer atividade no alvo/extra-tumor

restringe-se a aplasia de celulas B, um efeito secundario esperado e controlavel. (4,31,51-53)

Considerando o prognostico sombrio dos pacientes, ainda que notando certas toxicidades,
a resposta clinica obtida nos ensaios com CAR-T anti-CD19 foi substancial, com muitos deles

atingindo remissdo a longo prazo e potencial “cura”. Excelentes resultados, obtidos em casos
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de leucemia linfoblastica aguda (LLA) ou de certos linfomas ndo-Hodgkin (LNH), agilizaram
as aprovacoes, pela FDA, de trés produtos distintos de CAR-T anti-CD19. (35,54)

A LLA consiste na rapida proliferacdo maligna de células precursoras dos linfécitos (B ou
T), caraterizada por um excesso de linfoblastos. A maioria dos diagnésticos pediatricos (80-
85%) tém origem B (LLA-B) e sdo CD19+. A LLA pode ocorrer a qualquer idade, porém cerca
de 60% dos casos ocorre antes dos 20 anos (pico de incidéncia: 2-5 anos). Representa

aproximadamente 25% dos diagnésticos de cancro em criangas menores de 15 anos.

Com o tratamento de primeira linha atualmente utilizado na LLA-B pediatrica, a taxa de
sobrevivéncia aos 5 anos é elevada (90%). Contudo, 15 a 20% desses doentes recaem. Doentes
com LLA recidivante ou refrataria (r/r) tm opc6es limitadas de tratamento. A Gnica potencial
“cura” seria o transplante de células estaminais hematopoiéticas (HSCT). No entanto, este nem
sempre € uma opcao eficaz. Além disso, a maioria dos doentes com LLA-B r/r ndo consegue
ser induzida a CR necessaria para submissdo ao HSCT. A LLA r/r continua a ser das principais
causas de morte por cancro em criangas. Atingir remissao na LLA r/r permanece bastante dificil,
acarretando longos periodos de hospitaliza¢do, com progndsticos bastante reduzidos em termos
de esperanca media de vida e qualidade de vida, havendo uma necessidade urgente de novas

opcoes terapéuticas mais eficazes. (55-58)

O LNH ¢é o tipo de neoplasia hematol6gica mais prevalente. Compreende mais de 60
subtipos, representando um grupo heterogéneo de distdrbios linfoproliferativos com origem

maioritariamente em linfécitos B.

Os linfomas de células B sdo classificados clinicamente em indolentes ou agressivos, sendo
que os agressivos representam cerca de 60% dos casos de LNH. O subtipo agressivo mais
comum € o linfoma difuso de grandes células B (DLBCL), responsavel por 30-40% dos LNH.
O DLBCL é uma doenca heterogénea com varios subtipos identificados. Normalmente surge
de mutacdes em células B, embora também possa representar uma transformacdo de outros

tipos de linfoma ou leucemia.

Existem outros LNH agressivos menos comuns, como por exemplo o linfoma primario do
mediastino de grandes células B (PMBL). Este representa uma variante clinico-patoldgica do

DLBCL, que se forma no mediastino, constituindo 2-4% dos casos de LNH.

Cerca de metade dos pacientes com estes LNH agressivos tém doenga r/r (sensivelmente
30% recaem e 20% sdo refratarios), sendo que o0 seu prognostico é extremamente pobre. Os

unicos tratamentos com potencial curativo seriam regimes de quimioterapia de resgate seguidos
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de transplante autélogo de células estaminais (ASCT). No entanto, muitos doentes ndo
cumprem critérios de elegibilidade (principalmente devido a idade avancada e/ou
comorbilidades) ou ndo alcangam CR suficiente para efetuar ASCT e, daqueles que procedem

ao transplante, 60% recidivam.

Os resultados uniformemente sombrios neste grupo de alto risco foram destacados no
estudo retrospetivo SCHOLAR-1, que analisou 636 doentes com LNH agressivo r/r. Resultados
demonstraram uma taxa de resposta global (ORR) de 26%, uma CR de 7% e uma sobrevivéncia
global (OS) mediana de 6,3 meses, com as terapéuticas disponiveis. No geral, o prognostico
para doentes com LNH agressivo r/r era, assim, fraco e indicava uma clara necessidade médica

ndo atendida, justificando novas estratégias de tratamento. (55,59-61)

7.1 Produtos aprovados

A imunoterapia celular CAR-T alcangou um marco significativo em 2017, ao se tornar uma
opcao terapéutica valida, com a aprovacdo pela FDA dos primeiros produtos contendo células
CAR-T — Kymriah e Yescarta.

No final de junho de 2018, o Comité de Medicamentos para Uso Humano da EMA adotou
um parecer positivo, recomendando a Autorizagdo de Introducdo no Mercado (AIM) de
Kymriah e Yescarta. (62) A 23 de agosto de 2018, a Comissdo Europeia (CE) concedeu AIM a

ambos os medicamentos na Unido Europeia (UE). (63,64)

Muito recentemente, no presente ano de 2020, a FDA aprovou um terceiro produto celular
CAR-T para uso humano — Tecartus.

Os trés biofarmacos contém CARs de segunda geracdo, cujo alvo é o CD19. Estes foram
aprovados com base nos impressionantes resultados obtidos em estudos clinicos, onde altas e
duraveis taxas de remissdo foram alcancadas. Mostraram-se notaveis no potencial para a
sobrevivéncia a longo prazo de pacientes refratarios aos tratamentos padréo ou recidivantes,

com boa qualidade de vida e alta aceitacdo do doente. (65,66)

7.1.1 Kymriah

Kymriah, pertencente a Novartis, foi a primeira terapia CAR-T aprovada. Consiste numa

dispersdo para perfusdo de tisagenlecleucel (ou CTLO019) — células T autélogas modificadas
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geneticamente ex vivo, através de um vetor lentiviral que codificaum CAR contendo o dominio

coestimulador 4-1BB.
Kymriah tem indicacdo para o tratamento de:

1. Doentes pediatricos e jovens adultos até aos 25 anos de idade, com LLA de células
B refrataria, em recidiva apds transplante ou em segunda recidiva ou posterior;

2. Doentes adultos com DLBCL r/r apds duas ou mais linhas de terapéutica sistemica.

A aprovacdo da primeira indicacdo (LLA) teve por base os resultados obtidos no ensaio
clinico ELIANA, financiado pela Novartis e realizado em colaboracdo com a Universidade da
Pensilvania e o Hospital Infantil da Filadélfia. Estudos iniciais de sucesso, reportando altas
(>90%) e prolongadas taxas de CR na LLA, lancaram as bases para ELIANA, que avaliou a
seguranca e a eficacia do CTLO19 nesta indicacdo. O estudo demonstrou uma ORR de 83%,
com 63% de CR. A taxa de OS foi de 90% e 76%, respetivamente aos 6 € 12 meses. Tendo em
conta o cenério de opgdes terapéuticas anteriores, tisagenlecleucel destacou-se. Os agentes
blinatumomab e clofarabina, por exemplo, obtiveram ORRs de 33% e 20%, respetivamente. A
alta e durdvel taxa de CR e a negatividade de MRD obtidas com tisagenlecleucel foram
suficientemente notaveis para garantir a sua aprovacdo regular pela FDA, a 30 de agosto de
2017. (56,57,63,67)

O ensaio clinico JULIET foi a base para a segunda aprovagdo (DLBCL) de Kymriah. A
analise de eficacia indicou uma ORR de 50% e 32,4% de CR, valores gque se destacavam face
aos evidenciados por SCHOLAR-1. Os endpoints de CR e sua durabilidade, considerados de
beneficio clinico, sustentaram a aprovacdo regular pela FDA de Kymriah, a 1 de maio de 2018,
nesta segunda indicacdo terapéutica. (68)

Vérias ferramentas regulatorias importantes fizeram parte da estratégia geral de
desenvolvimento e aprovacdo das terapias CAR-T. Kymriah foi designado de “medicamento
orfao”, tanto nos Estados Unidos da América (EUA) como na UE. Recebeu a designacédo de
“breakthrough therapy” e de “doenca pediatrica rara” pela FDA. Obteve também elegibilidade
para PRIME (Priority Medicines) pela EMA, para a LLA. (69)

7.1.2 Yescarta

O axicabtagene ciloleucel (Axi-Cel, anteriormente KTE-C19) foi a primeira terapia CAR-

T aprovada para o LNH e pertence a Kite Pharma, empresa adquirida pela Gilead. Corresponde
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a células T autdlogas alteradas por um vetor retroviral para expressar um recetor CAR,
originalmente desenvolvido no National Cancer Institute, que inclui o dominio coestimulador
CD28. (53)

Yescarta € indicado no tratamento de doentes adultos com DLBCL e PMBL, recidivantes

ou refratarios ap6s duas ou mais linhas de terapéutica sistémica. (64)

O ensaio clinico ZUMA-1, financiado pela Kite Pharma, confirmou resultados de estudos
menores anteriores e formou a base para a aprovacao de Axi-Cel. Uma ORR de 72%, com 51%
de CR, foi obtida. Remissdes duraveis foram observadas e a OS aos 18 meses era de 52%. Estes
resultados comparavam-se favoravelmente aos de SCHOLAR-1 e sugeriam um beneficio
clinico substancial, levando a aprovacdo regular pela FDA de Yescarta, a 18 de outubro de
2017. (60,61)

No seu cenario regulatorio pré-aprovacdo, Yescarta também obteve designacdo de
“medicamento 6rfdo”, nos EUA e UE. Recebeu a designacdo de “breakthrough therapy” pela
FDA e de PRIME pela EMA, no DLBCL. (69)

7.1.3 Tecartus

Tecartus (brexucabtagene autoleucel ou KTE-X19), o segundo produto CAR-T da Kite
Pharma (Gilead) aprovado, contém células CAR-T cujo CAR é idéntico ao de Yescarta
(utilizam o mesmo vetor retroviral). Estes produtos diferem ao nivel do enriquecimento celular,

no processo de fabrico. (70)

Tecartus foi aprovado pela FDA a 24 de julho de 2020, para o tratamento de doentes
adultos com linfoma de células do manto (MCL) r/r.

O MCL é outra forma rara (6% dos casos) de LNH, envolvendo linfécitos B localizados
na zona do manto do foliculo linfoide, nos ganglios linfaticos. Tem uma progressdo agressiva,
espalhando-se rapidamente a outras areas do corpo (envolvimento extranodal). A maioria dos
doentes responde a terapia de primeira linha (geralmente, quimioterapia combinada com um
mADb anti-CD20). Contudo, a recaida é a regra, com 0 prognostico piorando progressivamente
a cada recidiva. As terapias subsequentes variam amplamente consoante diversos fatores.
Contudo, bendamustina com rituximab (mAb anti-CD20) é o tratamento preferencial no MCL
r/r. Outras opgdes séo, por exemplo, 0 HSCT para doentes elegiveis, esquemas quimioterapicos
e agentes como bortezomib, lenalidomida, ou inibidores da tirosina cinase de Bruton (BTK).
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Doentes com recidiva apds estes agentes constituem um grupo de mau prognéstico, com taxas
de CR tipicamente inferiores a 20% e sem opc¢0es restantes. O MCL r/r é altamente agressivo
e, infelizmente, quase sempre fatal, compreendendo uma evidente necessidade médica nédo
atendida. (70-72)

O estudo ZUMA-2 avaliou a seguranga e eficacia do KTE-X19 no tratamento de adultos
com MCL r/r. KTE-X19 foi administrado a 68 doentes, que haviam recebido anteriormente
quimioterapia contendo antraciclina ou bendamustina, um mAb anti-CD20 e um inibidor de
BTK (ibrutinib ou acalabrutinib), pelo menos. De 60 pacientes avaliaveis, a ORR foi de 87% e
62% alcancaram CR. Com base nestes resultados principais e na durabilidade da resposta, a
FDA reconheceu a atividade clinicamente significativa de Tecartus, concedendo-lhe aprovacéo

acelerada, baseada numa revisao prioritaria.

A FDA atribuiu também as designacfes de “medicamento 6rfao” e de “breakthrough
therapy” a Tecartus. Este recebeu a designacdo PRIME pela EMA e, neste momento, encontra-
se sob revisdo na UE. (71,73-75)

7.2 Prescricéo, dispensa e administragao
7.2.1 Selecdo do doente

Até ao momento, ndo existem critérios de elegibilidade padronizados ou scores de
comorbilidade para prever o sucesso ou as toxicidades desta terapia. Em grande parte, isso deve-
se a heterogeneidade dos produtos CAR-T, cada qual agindo de diferente forma e consoante o
estado da doenca subadjacente e varios fatores do doente. Como tal, a decisdo de quem e quando

encaminhar para esta modalidade permanece altamente individualizada e variavel.

A excecdo dos produtos ja aprovados, o uso da terapia CAR-T permanece amplamente
experimental. Assim, a maioria dos produtos séo atualmente prescritos no contexto de ensaios
clinicos, o que significa que a decisdo de quando encaminhar um paciente para a terapia
dependera sobretudo da experiéncia do prescritor, dos ensaios disponiveis, bem como da

concordancia com os critérios necessarios a inscri¢cdo no ensaio.

A maioria dos produtos CAR-T sdo estudados em situacdo de doenca refrataria ou
recidivante multipla, normalmente ap6s pelo menos duas linhas de terapia anterior. Ou seja, por
um lado, é uma terapia adequada as formas mais agressivas de determinados cancros, contudo,

por outro lado, os doentes ainda tém de reunir certas condi¢gbes minimas. Um principio geral ao
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considerar qualquer paciente para a terapia é perceber se este conseguiria resistir as suas
toxicidades mais severas, observadas até ao momento. Teria de suportar o stress fisiolégico da
sindrome de libertacdo de citocinas (SLC) ou a neurotoxicidade potencial. Existem certas
populacdes onde se julga que estes riscos estejam aumentados. Por exemplo, doentes com
desadequada funcdo de o6rgdos ou com estado de performance insatisfatorio podem ser
incapazes de resistir a SLC grave e devem ser considerados para outras terapias.

De um modo geral, a maioria dos ensaios clinicos com CAR-T tem utilizado restri¢cbes ao
nivel de: esperanca de vida; estado de performance Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOQ); funcdo renal, hepatica, pulmonar e cardiaca; reservas da medula 6ssea; tratamentos
prévios; presenca de outras doencas ou estados patoldgicos, como infecOes; estados

fisioldgicos, como gravidez ou amamentacéo.

Os produtos CAR-T atualmente aprovados ndo listam nenhuma contraindicacédo absoluta.
Contudo, estes nao foram estudados em varias populacfes especiais, por estas se inserirem nos
critérios de exclusdo dos respetivos estudos. Exemplos dessas populacdes sdo pacientes VIH
positivos, doentes com envolvimento maligno do sistema nervoso central (SNC), entre outras.
Como tal, o tratamento ainda ndo esta estabelecido nestas populacdes, sendo necessarios mais

estudos que avaliem o perfil beneficio-risco do produto nas mesmas. (18,76)

7.2.2 Consentimento informado

Devido a complexidade e potencial toxicidade da terapia, € importante a obtencdo de um
consentimento informado do paciente ou do seu representante, antes da deciséo de optar pela
mesma. Este elemento deve explicar, de forma compreensivel ao doente, a justificativa para o

uso da terapia, incluindo o seu beneficio clinico, riscos e opg¢des alternativas.

O paciente deve ser informado, detalhadamente, acerca do procedimento da terapia e das
precaucOes necessarias, nomeadamente o acompanhamento a longo prazo. As toxicidades
devem ser descritas, incluindo efeitos adversos teoricos. Requisitos praticos, como a
necessidade de um cuidador e de residir nas proximidades da unidade de tratamento, também

devem ser destacados. (77,78)
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7.2.3 Formulagéo e posologia

Kymriah, Yescarta e Tecartus sdo dispersdes para perfusdo intravenosa de células CAR-T

autologas. A dose celular (Tabela 1) é administrada numa unica perfuséo.

As informacdes dos produtos referem um prazo de validade de 9 meses para Kymriah

(armazenado e transportado a temperaturas < -120°C) e de 12 meses para Yescarta e Tecartus
(a temperatura < -150°C). (55,63,64,70)

Tabela 1. Dose, formulacgéo e excipientes de cada produto CAR-T aprovado. (63,64,73)

Produto

(substancia ativa — DCI)

Dose

Formulagéo e excipientes

Kymriah

(Tisagenlecleucel)

LLA

Peso do doente:

<50kg:0,2a5x10°células T

CAR-positivas viaveis/kg de

peso corporal

>50 kg: 0,1a2,5x 108 células T

CAR-positivas vidveis

(independente do peso)
DLBCL

0,6 a6 x 108 células T CAR-

positivas viaveis

1 ou mais sacos de perfuséo
com: glucose, cloreto de
sodio, solucdo de albumina
humana, dextrano 40 para
preparacdes injetaveis,
dimetilsulféxido, gluconato
de sddio, acetato de sddio,
cloreto de potassio, cloreto
de magnésio, N-
acetiltriptofanato de sddio,
caprilato de sédio, aluminio,
agua para preparacoes

injetaveis.

Yescarta

(Axicabtagene ciloleucel)

Tecartus

(Brexucabtagene

autoleucel)

2 x 10 células T CAR-positivas
viaveis/kg de peso corporal (ou

maximo de 2 x 108 células T
CAR-positivas viaveis para
doentes > 100 kg)

Aproximadamente 68 mL de
dispersdo, num saco de
perfusdo com: CryoStor,
cloreto de sddio e albumina

humana.
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7.2.4 Procedimentos para administracao
» Fase pré-administracdo (preparacao)

Uma vez aprovada a indicacdo e decisdo para a terapia, é agendada a leucaferese. Apds
leucaferese, ocorre um periodo de transicdo ou ponte, enquanto as células sdo produzidas. A
duracdo deste periodo varia por produto, mas geralmente é da ordem das 2-4 semanas. Durante
este periodo, os pacientes sdo vulnerdveis a progressdo da doenca, sendo necessaria uma
frequente avaliacdo do seu estado para determinar qualquer complicacéo, necessidade de terapia
de ponte ou atraso da administracdo das CAR-T. A terapia de ponte pode ser recomendada
durante este periodo para estabilizar e controlar a carga da doenca. A escolha desta terapia
depende do histérico de tratamento anterior, carga da doenca, idade e comorbilidades. Se
possivel, opta-se pelo regime com menor toxicidade. Muitos pacientes ndo precisardo desta
terapia, contudo, para aqueles com doenca progressiva, um unico ciclo de quimioterapia

costuma ser suficiente. (18,77,79)

Alguns dias antes da perfusdo das CAR-T, os doentes recebem quimioterapia de
condicionamento ou linfodeplecdo. A deplecdo linfocitica vai esgotar os linfdcitos do doente,
incluindo células T reguladoras (imunossupressoras), aumentando 0s niveis de citocinas
estimuladoras de células T, como a IL-7 e IL-15. Cria-se, assim, um ambiente favoravel a
expansdo e persisténcia das CAR-T.

A escolha da quimioterapia linfodepletora depende do produto celular e da doenca.
Atualmente, o regime mais usual é a combinacdo de ciclofosfamida com fludarabina, via
intravenosa. (4,48,53,79)

A disponibilidade do produto CAR-T deve ser confirmada antes de iniciar o regime
linfodepletor. Quanto a Kymriah, aconselha-se a sua perfusdo 2 a 14 dias apds o término da

qguimioterapia de linfodeplecdo, cujos regimes recomendados s&o:

e LLA—fludarabina (30 mg/m?/dia), durante 4 dias, e ciclofosfamida (500mg/m?/dia),
por 2 dias, comegando com a primeira dose de fludarabina;
e DLBCL - fludarabina (25 mg/m?/dia) e ciclofosfamida (250 mg/m?/dia), durante 3
dias. (63)
Para Yescarta e Tecartus, ¢ recomendado um regime de ciclofosfamida (500 mg/m?/dia) e
fludarabina (30 mg/m?/dia), nos 5°, 4° e 3° dias anteriores a perfusio dos mesmos. (64,73)
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A linfodeplecdo pode ser prescindida, excecionalmente, em casos particulares. Por
exemplo, com Kymriah recomenda-se omitir a linfodeplecéo se a contagem de leucdcitos for <

1000 células/pL, na semana anterior a perfusao. (63,77)
» Administracéo

A terapia deve ser administrada num centro clinico certificado e iniciada sob indicacéo e
supervisao de um profissional de salde com experiéncia no tratamento de cancros
hematoldgicos e com formacdo em administracdo de produtos CAR-T e controlo de doentes

tratados com 0S mesmos.

Tocilizumab, para uso em caso de SLC, e equipamento de emergéncia devem estar
disponiveis antes da administracdo. O centro de tratamento deve ter acesso a doses adicionais

de tocilizumab no prazo de 8 horas.

Antes da administracdo, é feita uma avaliacdo clinica. Devido aos riscos associados a

terapia, a perfuséo deve ser adiada se o paciente apresentar alguma das seguintes condigdes:

e Reacles adversas graves ndo resolvidas (especialmente reacOes pulmonares,
cardiacas ou hipotensdo), incluindo de quimioterapias anteriores;

e Infecéo ativa ndo controlada;

e Doenca do enxerto contra hospedeiro (DEcH) ativa;

e Agravamento clinico significativo da carga ou rapida progressdo da doenca apds

quimioterapia de linfodeplecéo.

Cerca de 30 a 60 minutos antes da perfusdo, os pacientes recebem pré-medicagdo com
paracetamol e difenidramina (ou outro anti-histaminico H1), para minimizar potenciais reacoes

agudas a perfusao.

A identidade do doente deve ser confirmada, certificando que corresponde aos

identificadores do mesmo, no saco de perfuséo.

Antes de descongelar, deve-se examinar o saco de perfusdo quanto a presenca de qualquer

dano. O produto ndo deve ser irradiado.

O momento da descongelacdo do produto deve ser coordenado com o da perfusdo. O
produto é descongelado a 37°C (em banho de dgua ou a seco). Uma vez descongelado, deve ser
mantido a temperatura ambiente (20-25°C) até a perfusdo. Segundo as informacdes do produto,
Kymriah deve ser administrado dentro de 30 minutos, para manter a viabilidade méaxima.

Yescarta e Tecartus sdo estaveis a temperatura ambiente até 3h ap6s descongelacao.
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Para administracéo, recomenda-se 0 acesso venoso central. A totalidade do contetdo do
saco deve ser perfundida e o tempo total da perfuséo ndo deve exceder 30 minutos. (63,64,73)

O paciente € monitorizado durante toda a administracdo. Sinais vitais sao medidos e

registados antes, durante e apds a perfusdo, em periodos definidos. (77,79)
» Fase pés-administracdo (monitorizacao)

Nos primeiros 10 dias pos-administracdo, é necessario monitorizar diariamente o doente
guanto a sinais e sintomas da potencial SLC, eventos neuroldgicos e outras toxicidades. Durante
este periodo, deve ser considerada a hospitalizacdo. Apés os 10 dias, o doente € monitorizado

a critério do médico, tendo em conta a sua condicéo clinica.

Todavia, o paciente devera permanecer préximo ao centro de tratamento (a cerca de 2 horas

de viagem), por pelo menos 4 semanas apos a perfusao. (63,64,76)

Um cuidador a tempo inteiro € crucial, para poder assistir o doente e entrar em contacto

com os profissionais de saude ao primeiro sinal ou sintoma preocupante. (77)

7.3 Efeitos adversos

A terapia CAR-T apresenta um perfil de toxicidade dificil de prever e avaliar, que pode

variar consoante o produto, devido, sobretudo, ao CAR utilizado. (80)

Vaérias sao as toxicidades relatadas com esta terapia, das quais se destacam as mais severas
e potencialmente fatais: SLC e neurotoxicidade. Estas e outras possiveis toxicidades da terapia

encontram-se abaixo descritas.
» Sindrome de libertacao de citocinas

A SLC é o efeito adverso mais comum da terapia CAR-T e 0 mais prevalente ap6s perfuséo,

ocorrendo normalmente 1 a 5 dias apds a mesma.

Consiste numa resposta inflamatdria sistémica, resultante da rapida ativagdo e proliferacdo
das células T, havendo uma forte libertacdo de citocinas inflamatérias por varias células
imunitarias, num curto espaco de tempo (“tempestade de citocinas™). Entre essas citocinas,

destacam-se a IL-6, IFN-y e fator de necrose tumoral a (TNF-a). (36,77,80)

A SLC pode apresentar um largo espetro de sinais e sintomas. Os quadros mais leves
incluem sintomas semelhantes aos da gripe, como febre, arrepios, mialgias, cefaleia, fadiga e

nauseas. Casos mais graves podem provocar taquicardia, hipotensdo, hipoxia, citopenias,
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coagulopatias, sindrome de ativacdo macrofagica/linfohistiocitose hemofagocitica,
insuficiéncia cardiaca, respiratoria e renal, faléncia multiorganica e morte. (41,73,81,82)

Acredita-se que os diferentes graus de intensidade da SLC estejam correlacionados com a
carga tumoral. Geralmente, os pacientes com doenca mais extensa tém maior probabilidade de
apresentar SLC grave. (33,63,66)

A SLC ligeira normalmente é controlada apenas com cuidados de suporte, podendo
envolver fluidos e oxigénio suplementares. Porém, os casos mais graves poderdo requerer
cuidados intensivos, como ventilagho mecanica e tratamento com tocilizumab ou
corticosteroides. (63,64,73)

Tocilizumab é um anticorpo monoclonal antagonista do recetor da IL-6, indicado no
tratamento da artrite reumatoide, por bloquear a atividade desta interleucina, reduzindo a
inflamacdo. Ao testar o seu uso na SLC, verificou-se uma rapida reversdo dos sintomas e
melhora clinica. Tocilizumab (RoActemra) foi, assim, aprovado pela FDA para o tratamento de
doentes com SLC grave, induzida pela terapia CAR-T. (7,48,53,66)

> Neurotoxicidade

A toxicidade neurolégica tem sido muito relatada na terapia CAR-T anti-CD109.
Geralmente surge depois da SLC, ocorrendo aproximadamente 4 a 10 dias ap6s a perfusdo.
(77,80)

Esta toxicidade provoca défices neurocognitivos. (35) Pode verificar-se um declinio
cognitivo subtil, normalmente reversivel, contudo ha possibilidade de progredir para quadros
potencialmente fatais. (48) As manifestagdes mais comuns de neurotoxicidade incluiram
encefalopatia, cefaleia, tremor, tontura, afasia, ataxia, confusdo, delirio, convulsdes e

ansiedade. Eventos graves ou fatais, como edema cerebral, ocorreram.

O mecanismo fisiopatoldgico subadjacente a neurotoxicidade ndo estd totalmente
conhecido. Pensa-se que possa estar correlacionado com a elevacdo agressiva de citocinas,
provocando disfuncdo endotelial no SNC e alteragdo na permeabilidade da barreira
hematoencefalica, ou com a mobilizagéo das proprias células CAR-T para o SNC.

Cuidados de suporte, administracdo de anticonvulsivantes/antiepiléticos (por exemplo,
levetiracetam) e corticosteroides sdo recomendados na gestdo das neurotoxicidades. Devido aos
possiveis eventos neurolégicos, os pacientes ndo devem conduzir, operar maquinas ou realizar

atividades que requeiram especial atencdo nas 8 semanas apés perfusao. (4,63,64,73,80,83)
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> Toxicidade no alvo/extra-tumor

Como a expressdo da maioria dos TAAs ndo € limitada as células tumorais, a terapia CAR-
T pode também destruir células saudaveis que expressem o antigénio alvo. (22) As reacdes
adversas resultantes deste dano a tecidos normais sdo conhecidas por toxicidades on-target/off-
tumor e podem representar risco de vida, especialmente quando células de tecidos essenciais

(como cardiaco, pulmonar ou hepatico) expressam o antigénio alvo. (84,85)

No caso da terapia CAR-T anti-CD19, ha eliminacdo a longo prazo das células que
expressam o antigénio CD19, independente de serem malignas ou normais, causando aplasia
de células B profunda e prolongada. (24) A deplecdo de linfdcitos B é, assim, um efeito
esperado nesta terapia, frequentemente associada a hipogamaglobulinemia, condi¢do em que se
verifica um baixo nivel de imunoglobulinas (anticorpos) no sangue. Esta toxicidade pode ser
eficazmente controlada através de administracdo de imunoglobulinas, como terapia de

substituicdo, e de profilaxia antibidtica, devido ao risco de infe¢des aumentado. (63,64,73,84)
» Reagdes de hipersensibilidade

Durante ou ap6s a perfusdo podem ocorrer reacdes alérgicas, incluindo reacdes graves
como anafilaxia. As reacOes associadas a perfusdo geralmente devem-se aos excipientes do
produto, nomeadamente ao dimetilsulfoxido, presente na maioria dos crioprotetores. O paciente
deve ser monitorizado cuidadosamente durante a administracdo e nos primeiros minutos apos

a mesma, quanto ao desenvolvimento de reacdes agudas. (63,64,73)

Reac0es anafilaticas, embora raras, podem também acontecer como resultado da reacdo
imunolégica contra as CAR-T. Esta rejeicdo pode ser devida ao facto de o scFv do CAR ser
derivado de mAbs de rato, tendo potencial imunogénico. A humanizagdo dos componentes do
CAR podera combater este efeito. (7,80,86)

» Genotoxicidade

Tal como referido em 6.2.3, existe um risco tedrico de desenvolvimento de doenca maligna
secundaria, com base no potencial de mutagénese insercional nas células modificadas com
vetores retrovirais. A integracdo de transgenes perto de proto-oncogenes pode ativa-los,

havendo potencial mutagénico das células transduzidas. (37)

Apesar de nenhum caso de transformacdo maligna por oncogénese insercional em células

CAR-T ter sido registado até ao momento, este risco permanece. Como tal, ap6s o tratamento,
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0s pacientes devem ser monitorizados ao longo da vida, quanto ao desenvolvimento de

neoplasias secundarias, bem como a recorréncia da doenca. (43,63,64,71)

7.3.1 Farmacovigilancia

A terapia CAR-T apresenta consideraveis riscos, identificados e potenciais. Embora a
maioria dos efeitos adversos seja reversivel, alguns podem tornar-se fatais se ndo forem

apropriadamente controlados.

O titular da AIM do produto CAR-T deve concretizar as atividades e medidas de

farmacovigilancia descritas no Plano de Gestdo de Risco, que € parte integrante da autorizacao.

A aprovagdo de cada produto exigiu a implementacdo de estratégias de avaliacdo e
minimizacao de riscos. Estas vém descritas nas informacg6es do produto e incluem elementos
para garantir o uso seguro e eficaz da terapia. Existem recomendacdes e precaucfes a seguir,

nomeadamente, orientacdes para a gestdo da SLC e das rea¢des adversas neurologicas.

Os elementos chave para minimizacdo de risco séo a disponibilidade de tocilizumab,
qualificacdo do centro de tratamento e preparacdo dos profissionais de salde para a gestao de
riscos. Como tal, os profissionais de saude devem completar um programa educacional,
assegurado pelo titular da AIM. Um programa educacional para pacientes é, igualmente,

fundamental.

A aprovacao das terapias CAR-T € sujeita a requisitos pds-autorizacao. O titular da AIM
deve aumentar a base de dados existente, fornecendo dados de novos estudos que definam
melhor a relagdo beneficio-risco do seu produto — estudos de eficicia e seguranca pds-
autorizacdo (PAES e PASS, respetivamente). Estudos observacionais para avaliar toxicidades
a longo prazo sdo um exemplo. Relatérios periddicos de seguranca devem também ser emitidos.
Deste modo, para possibilitar estes requisitos, deve existir um registo dos doentes tratados,

permitindo monitoriza-los a longo prazo. (35,55,59,63,69)
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8 Desafios e perspetivas futuras

Apesar do seu sucesso, a terapia celular CAR-T ainda apresenta alguns aspetos menos
positivos e desafios para enfrentar. Varios esforcos tém sido feitos nesse sentido e no de

otimizar cada vez mais esta imunoterapia, procurando aumentar a sua aplicabilidade.

8.1 LimitacOes

As limitagdes da terapia CAR-T sdo diversas, porém prendem-se sobretudo com os aspetos

abaixo indicados, que continuam a representar fortes preocupacoes.
» Toxicidade

Apesar dos esforgos para melhor descrever e gerir as toxicidades da terapia, garantir a sua
seguranca ndo é tarefa facil. I1sso deve-se, sobretudo, a heterogeneidade dos produtos e a
condicdo do paciente. (76) A medida que mais produtos CAR-T e alvos s&o testados, os perfis
de toxicidade podem diferir. Nomeadamente, os potenciais efeitos on-target/off-tumor podem
ser menos toleraveis que a aplasia associada a terapia dirigida a células B. Consequentemente,
a implementacdo de orientacdes uniformes para a gestdo de toxicidades € dificultada. Além

disso, os efeitos a longo prazo ainda ndo sdo totalmente conhecidos. (4,54)
» Resisténcia e recidiva

A medida que mais doentes sdo tratados e dados de acompanhamentos mais longos ficam
disponiveis, verifica-se que remissdes durdveis sdo alcancéaveis apenas numa fracdo desses
doentes. Apds tratamento com CAR-T anti-CD19, cerca de 10-20% dos pacientes ndo consegue
entrar em remissao e aproximadamente 30-50% dos que atingem remissao terdo recaida dentro
de 1 ano. Acredita-se que as principais causas de recorréncia sejam a exaustdo ou limitada
persisténcia das CAR-T e a perda ou subexpressdao do antigénio alvo. Como mecanismo de
escape imunoldgico pelas células tumorais, pode haver regulacdo negativa ou mutacdo do
antigénio, surgindo variantes irreconheciveis e resistentes as CAR-T. (52,54,66,87) Deste

modo, as CAR-T falham e h& progressao do tumor. (36)
» Complexidade logistica e custo

A terapia CAR-T envolve um processo altamente complexo, fortemente regulamentado e
demorado. O periodo de espera necessario a producdo do produto é uma das principais

limitacOes da terapia. Da leucaferese a administracdo, a maioria dos produtos estudados exigiu
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um periodo de 2 a 4 semanas. Este tempo de espera é especialmente critico para pacientes com
doenca avangada, com risco de rapida progressdo. (3,15,69,76)

O preco das terapias CAR-T tem sido motivo de debate. Nos EUA, a Novartis estabeleceu
um custo de 475.000% para Kymriah e a Gilead um custo de 373.000$ para Yescarta e Tecartus.
Na Europa, os valores podem chegar aos 400.000€. Contudo, o custo total da terapia,
considerando hospitalizacOes e gestdo de complicagdes, aumenta significativamente, podendo
atingir 1.300.000€ por paciente. (21,76,88) Os consideraveis custos associados a terapias

celulares e génicas personalizadas representam uma barreira critica a sua adocdao. (33,89)
» Aplicacdo a tumores sélidos

Apesar do sucesso clinico obtido em cancros hematoldgicos, a terapia CAR-T tem
apresentado resultados menos encorajadores nos cancros solidos. (4,7,90) Infelizmente, a
aplicacdo desta terapia a tumores sélidos, responsaveis por 80% das mortes por cancro, continua
a ser um enorme desafio. (65,66) O sucesso neste campo é dificultado por vérios fatores
caracteristicos dos tumores sdlidos, que se tornam um obstaculo a terapia CAR-T (4,17):

Dificuldade na selecdo de antigénios alvo — Os tecidos tumorais solidos sdo bastante

complexos, apresentando alta heterogeneidade de antigénios, onde nem todas as células
expressam 0 mesmo antigénio. Igualmente preocupante é a escassez de TAAS restritos ao
tumor/ausentes em tecidos normais. Além disso, os efeitos no alvo/extra-tumor podem ser mais
problematicos pois os TAAs potenciais em tumores solidos sdo mais provaveis de serem

expressos em Orgaos essenciais. (17,49,52,91)

Pobre infiltracdo de células T no tumor — As células CAR-T tém baixa capacidade de se

infiltrar e migrar nos tumores sélidos. Estes possuem uma vasculatura desregulada, com
diminuida expressdo de moléculas de adesdo e de quimiocinas, que medeiam, respetivamente,
0 extravasamento e o trafego de células T nos tecidos tumorais. As células T também podem
ndo expressar os recetores de quimiocinas apropriados. Além disso, a densa e fibrética matriz

em redor do tumor constitui uma forte barreira fisica. (15,30,36,91)

Hostilidade do TME — O microambiente dos tumores solidos apresenta barreiras adicionais

a funcdo das células T. E um meio metabolicamente desfavoravel e fortemente
imunossupressor, caraterizado por: stress oxidativo, esgotamento nutricional, pH acido e
hipoxia; regulagdo positiva de recetores inibitorios das células T, como os de checkpoint

imunoldgico; presenca de células imunologicas supressoras e citocinas inibitorias. Este arsenal
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de fatores hostis no TME leva a ineficacia, exaustdo e prejudicada persisténcia das células T,
favorecendo a evasdo imunoldgica das células tumorais. (Figura 6) (7,30,36,51,65,91)
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Figura 6. Multiplos obstéculos as células CAR-T no microambiente de tumores solidos.
Nos tumores sélidos, as CAR-T enfrentam varias barreiras que limitam a sua atividade anti-tumoral. Os
fibroblastos associados ao cancro e a densa matriz extracelular criam uma barreira fisica em torno do tumor.
Células imunossupressoras, como células supressoras derivadas da linhagem mieloide ou células T reguladoras,
suprimem as funcdes efetoras das CAR-T. A regulacdo positiva de checkpoints imunoldgicos e 0 meio metabdlico
desfavoravel (contendo oxigénio, nutrientes e pH diminuidos) comprometem a persisténcia e a eficacia das CAR-
T. Retirado de (92)

8.2 Estratégias

As necessidades nédo atendidas e limitagdes da terapia constituem um foco para constante
pesquisa e otimizacdo. Com base nos fatores responsaveis pelas mesmas e na unido dos
principios de imunologia com os desenvolvimentos em &reas como a biologia celular, molecular
e engenharia genética, foram surgindo abordagens promissoras para contornar tais desafios e
aperfeicoar a terapia. (30,51,54)

A producdo de células CAR-T autdlogas constitui um processo moroso, caro e
logisticamente complexo. A natureza personalizada da terapia esta sujeita a um material celular

inicial imprevisivel e a fortes riscos em caso de falha na producéo e perda de lote. (3,76)
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Células CAR-T alogénicas ou universais, derivadas de dadores saudaveis, tém sido testadas
e podem ultrapassar varios desafios da produgdo individualizada. Num Gnico lote, seria possivel
produzir véarias doses, criando um produto CAR-T de prateleira/off-the-shelf, estando “pronto
para uso”, mal o paciente necessitasse. Aumentar-se-ia a disponibilidade, qualidade e

padronizacdo do produto celular, economizando tempo precioso ao doente e custos.

Uma grande aposta na tecnologia CAR-T é o uso de tecnologias de edi¢do genética,
nomeadamente o sistema CRISPR/Cas9. Estas ferramentas possibilitam inativar ou inserir
especificamente certas sequéncias de genes, oferecendo oportunidades quase ilimitadas para

mudangas e melhorias nos produtos CAR-T.

Em células alogénicas, ao suprimir a expressdo de moléculas auto-identificaveis, como
TCR e MHC, minimiza-se o risco de DEcH e rejeicdo imunoldgica pelo paciente.
(6,36,38,48,69) Expressar CARs em células alternativas as T, como células NK, também

poderia minimizar este risco. (31,93)

Além de células alternativas, expressar o CAR em subpopulagfes definidas de células T

também se encontra em estudo. (4,45)

A edicdo genética pode ainda vir a eliminar a necessidade de transferéncia genética do
CAR através de vetores virais, que tém os seus proprios riscos e desafios. Este método permite
integrar 0 CAR num locus especifico, por exemplo no locus TRAC, permitindo regular e

uniformizar facilmente a expressdo do CAR. (21,34,36,45)

Outra estratégia em estudo para transferéncia do CAR ¢ a reprogramacao de células T in

vivo através de nanoparticulas, como alternativa a complexa modificacéo ex vivo. (15,49)

Como resultado do constante estudo e desenvolvimento do CAR e de elementos e atributos
adicionais funcionalmente vantajosos, surge uma “next/smart generation” de células CAR-T
multifacetadas. (Figura 7) Consoante o objetivo clinico e com o intuito de obter maior
seguranca e eficacia, esta nova geracdo pode: atingir simultaneamente varios antigénios,
superando a heterogeneidade e perda de antigénios; possuir sistemas para discriminar células
malignas de saudaveis; ser modificada por edicdo de genes para resistir a supressédo do TME;
ter uma ativacao controlada; incluir mecanismos de seguranca, através de “interruptores” ou

“genes suicida”, contra falhas e toxicidades. (30,34,36,91)
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Figura 7. Algumas estratégias da proxima geracao de células CAR-T.
A. Células CAR-T bi-especificas tém dois TAAs alvo diferentes, exibindo capacidade e especificidade superior
no reconhecimento de antigénios; células CAR-T universais (UniCAR) utilizam adaptadores para reconhecer o
antigénio, podendo atingir varios TAAs/cancros diferentes, consoante o adaptador fornecido (atividade
controlada); células CAR-T secretoras de BIiTE (bispecific T-cell engager) também permitem reconhecer varios
TAAs; B. E possivel fortalecer a ativacdo da célula T, reforcando vias de sinalizacio estimulatorias, expressao de
citocinas ou otimizando dominios coestimuladores; C. A expressao de recetores de quimiocinas adequados pode
melhorar a capacidade migratoria da célula no tumor; CAR-Ts direcionadas a fibroblastos ou expressando
heparanase podem destruir barreiras fisicas do TME. D. Recetores de troca quiméricos (CSR), ao fundir
exodominios de recetores de moléculas inibitérias com endodominios de recetores de moléculas estimulatorias,
como IL-4/IL-7, transformam a sinalizagdo negativa em positiva. Recetores sem dominios de sinalizagdo
intracelular (DNR) esgotam o ligante, permitindo diminuir sinais inibitorios; a edicdo de genes permite silenciar

genes de moléculas inibitérias. Adaptado de (94)

A combinacdo de células CAR-T com outros tratamentos anti-neoplésicos, como
imunoterapia (nomeadamente, inibidores de checkpoints), quimioterapia ou radioterapia, pode
alcancar efeitos sinergicos e melhorar resultados clinicos. (22,36,93)
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8.3 Alvos em estudo

A terapia celular CAR-T tem sofrido uma grande e rapida evolucao nos ultimos anos. O
namero de ensaios clinicos com células CAR-T aumentou substancialmente, sendo que mais
de 600 ensaios foram registados em ClinicalTrials.gov, até ao momento. Apesar do interesse

global, a maioria dos estudos desenvolvem-se na China e nos EUA.

Atualmente, diversos CARs estdo em estudo, em varias fases de ensaios clinicos, para
diferentes antigénios alvo e tipos de tumores. CD19, BCMA, CD22 e CD20 sao dos alvos mais
estudados em tumores hematoldgicos, como mieloma madltiplo, varios linfomas e leucemias.
Muitos sdo os cancros solidos e respetivos TAAs estudados com a terapia CAR-T. (Figura 8).
Contudo, os TAAs mais comuns nos ensaios com tumores solidos sdo: MSLN, mucina 1, GPC3,
GD2, HER2, EGFR e EGFR variante Il1l. (6,76,95,96)
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Figura 8. Principais tumores sélidos e respetivos TAAs em estudo com células CAR-T.

RCC — Renal cell carcinoma; NSCLC — Non-small cell lung cancer. Retirado de (97)

Em investigacdo também se encontram vias de administragdo das CAR-T alternativas a
intravenosa, como intratumoral, intracraniana e intraperitoneal, bem como a aplicagéo desta
terapia celular além da oncologia, nomeadamente em doencas autoimunes ou infeciosas, por
exemplo, na infecdo pelo VIH. (6,7,16,35,41,54)
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9 Conclusoes

A imunoterapia com células CAR-T teve um avanco notério na ultima década, fruto do
arduo trabalho de investigacdo e de desenvolvimento na area. Consércios entre industria
biofarmacéutica, centros médicos e de investigacdo académica facilitaram a transferéncia e
aperfeicoamento de processos, aceleraram o desenvolvimento e promoveram a aprovacao desta

modalidade terapéutica.

Até agora, esta terapia avancada j& permitiu dar respostas a necessidades nao atendidas na
area da oncologia. Resultados impressionantes no tratamento de cancros hematoldgicos
proporcionaram a aprovacao pela FDA de trés farmacos de células CAR-T. Estes reavivaram a

esperanga em muitos pacientes com doencas “intrataveis” e progndésticos bastante reservados.

Este sucesso revigorou nitidamente o campo da oncologia, demonstrando que tratamentos
inovadores, sustentados por altos conhecimentos cientificos e tecnoldgicos, podem alcancar

aprovacao e comercializacao.

Os desafios sdo muitos e a tecnologia, claramente, ainda ndo é perfeita. Contudo,
estratégias e solucdes inteligentes estdo em desenvolvimento para superar as limitacGes
apresentadas pela terapia. A cooperagdo e o interesse crescente das empresas de biotecnologia
e farmacéuticas certamente resultara numa aprimorada tecnologia, com métodos de fabrico

otimizados, e num ampliado espetro de aplicacGes clinicas.

Aguardam-se esforgos continuos que consigam proporcionar uma terapia mais perfeita,
com melhor relagéo beneficio-risco e, eventualmente, possivel de se tornar num tratamento de

primeira ou segunda linha, de futuro.

S6 o tempo revelard o lugar definitivo da terapia celular CAR-T na historia. No entanto,
parece evidente que esta ja ajudou a tornar o futuro da terapia celular mais brilhante, abrindo
caminho para outras terapias celulares com promessa no tratamento de um numero crescente

de patologias.
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