BQ 7 .cCCNH

Bacharelado CENTRO DE CIENCIAS
em Quimica NATURAIS E HUMANAS

Universidade Federal do ABC

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ABC

Trabalho de Concluséo de Curso | Bacharelado em Quimica

Bruna Santos Souza

Imunoterapia para tumores solidos: uso de
anticorpos monoclonais e receptores quiméricos
de antigeno tendo como alvo a anidrase carboénica
IX

Santo André
NOVEMBRO - 2021



BQ 7 .cCCNH

Bacharelado CENTRO DE CIENCIAS
em Quimica NATURAIS E HUMANAS

Universidade Federal do ABC

Bruna Santos Souza

Imunoterapia para tumores solidos: uso de
anticorpos monoclonais e receptores quiméricos
de antigeno tendo como alvo a anidrase carbdnica
IX

Monografia de Trabalho de
Conclusao de Curso, apresentado ao
Bacharelado em Quimica da UFABC
para obtencé&o do titulo de Bacharel
em Quimica

Orientador: Eloah Rabello Suarez



Dedico este trabalho aos meus que néao tiveram a chance de chegar até

agui, mas motivaram toda a minha caminhada.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao Dr. Urbano Luis Fonseca e sua equipe que me deixaram
voltar a enxergar e concluir esta jornada que se iniciou jA com muita luta e suor,
primeiro dos meus pais, Cicero Batista de Souza e Marisa dos Santos Rosa, e
depois com dedicacédo, disciplina e paciéncia em construir meu caminho e
sustentar a ideia de que cada passo dado em dire¢do a uma vida digna € motivo
de comemoracao por burlar o destino esperado para uma mulher pobre e

favelada.

Agradeco a Prof. Dr. Eloah Suarez, do centro de ciéncias naturais e
humanas (CCNH) da Universidade Federal do ABC (UFABC), por me aceitar no
seu grupo de pesquisa mesmo com as minhas limitagbes. Agradeco
especialmente pelo tempo, conselhos, explicacdes e apoio dedicados no ultimo
ano. Agradeco também as integrantes do grupo de pesquisa: Giselle Correia,
Najla Pacheco e Victoria Porto pela parceria e compreensdo. Agradeco também

ao Matheus Vital por sempre segurar minha mao.

Agradeco a banca avaliadora, Prof. Dr. Giselle Cerchiaro (CCNH -
UFABC) e Prof. Dr. André Sarto Polo (CCNH — UFABC), nao s6 pela avaliacao
e contribuicdo para este trabalho, mas por terem feito parte da vida minha vida
académica, dentro da sala de aula e dos laboratérios de pesquisa, e
especialmente por terem mantido abertas as portas para acessibilidade que

deveria ser, mas nao é, direito garantido no cotidiano dos alunos de graduacéo.

A universidade ¢é formada verdadeiramente por educares e
coordenadores capazes de dedicar um olhar sensivel aqueles que procuram na

educacéo a perspectiva de um futuro digno.

Por fim, agradeco a Universidade Federal do ABC, assim como a
Coordenacédo de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior (CAPES), a
Fundacdo de amparo a pesquisa do estado de Sdo Paulo (FAPESP) e ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq) pelo
financiamento publico fornecido durante a graduacdo para os laboratorios

utilizados e projeto feito durante a iniciagao cientifica.



“Eu so quero é ser feliz,
Andar tranquilamente na favela onde eu nasci.
E poder me orgulhar,

E ter a consciéncia que o pobre tem seu lugar. “
- Mc Cidinho e Doca.



RESUMO

Embora a anidrase carbonica IX humana (hCA IX) seja expressa em
tecidos saudaveis, a superexpressao desta enzima ocorre em diversos tumores,
sendo considerada um marcador endégeno de hipdxia. A hipoxia ocorre quando
0 crescimento do tumor supera a vascularizagdo, com redugao no suprimento
sanguineo, levando a regides de baixa concentracdo de oxigénio (1% do
conteudo geral de oxigénio) e um decréscimo no pH intracelular (pH ~ 6,5) no
microambiente do tumor. Tumores hipOxicos apresentam resisténcia a
tratamentos padrdes quimioterapicos, alta probabilidade de metastase, mau
prognostico e reincidéncia. No entanto, as células tumorais desenvolveram
varios mecanismos para escapar da vigilancia imunoldgica, como defeitos no
mecanismo de apresentacdo do antigeno. Assim, a imunoterapia baseada no
aprimoramento das defesas imunoldgicas naturais para eliminar células
malignas tornou-se um avanco para o tratamento de céncer. Dentre as
abordagens usadas neste campo de pesquisa, foram investigadas duas
estratégias terapéuticas individualmente ou combinadas: o uso de anticorpos
monoclonais, especialmente o0 G250, e os receptores quiméricos de antigeno
(CAR) direcionados para CA IX em estudos clinicos e pré-clinicos.

Palavras-chave: anticorpos monoclonais, anidrase carbbnica IX, G250,

receptores quiméricos de antigeno (CAR), radioimunoterapia.



ABSTRACT

Although human carbonic anhydrase IX (hCA IX) is expressed in healthy
tissues, overexpression of this enzyme occurs in several tumors, being
considered an endogenous marker of hypoxia. Hypoxia occurs when tumor
growth outpaces vascularization, with reduced blood supply, leading to regions
of low oxygen concentration (1% of the overall oxygen content) and a decrease
in intracellular pH (pH ~ 6.5) in the tumor microenvironment. Hypoxic tumors
present resistance to standard chemotherapy treatments, high probability of
metastasis, poor prognosis and recurrence. However, tumor cells have evolved
several mechanisms to evade immune surveillance, such as defects in the
antigen presentation mechanism. Thus, immunotherapy based on the
enhancement of natural immune defenses to eliminate malignant cells has
become an advance in the treatment of cancer. Among the approaches used in
this field of research, two therapeutic strategies have been investigated
individually or in combination: the use of monoclonal antibodies, especially G250,
and chimeric antigen receptors (CAR) targeted to CA IX in clinical and preclinical

studies.

Keywords: carbonic anhydrase IX, monoclonal antibodies, G250, chimeric
antigen receptors (CAR), radioimunnotherapy.
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1. INTRODUCAO
Anidrases carbonicas (CAs, EC 4.2.1.1) sdo metaloenzimas cuja funcao

enzimatica primaria € a catalise reversiva da hidratacdo do dioxido de carbono
(CO2) a ions bicarbonato ((HCO3") e protons (H*) (Figura 1) [1].
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Figura 1: Esquema genérico para representacdo da reacao catalisada por anidrases carbbnicas

alfa, onde o circulo cinza representa a estrutura da enzima. Fonte: Autoria propria.

CAs sdo reguladores essenciais de processos biolégicos como a
respiracao, regulacao acido-base, reabsorcdo éssea, calcificacdo e processos
biossintéticos [2]. Elas sdo distribuidas em sete familias: o, §, y, 6, , n € § com
presenca notavel em uma vasta gama de espécies biologicas, de plantas e
animais. As anidrases carbbnicas humanas (hCAs) pertencem a familia a de
CAs, cujas quinze isoformas apresentam atributos moleculares, estrutura,
cinética, localizacdo, e mecanismos cataliticos distintos [3]. Quatro grupos de
CAs podem ser observados baseando-se em sua localizacdo celular e
subcelular: citosdlicas (CA I, II, lII, VII, XIII), secretora (CA VI), mitocondriais (CA
VA, VB) e associadas a membrana (CA 1V, IX, XlI, XIV, XV). As trés isoformas
restantes (CA VIII, X, XI) séo cataliticamente inativas, também chamadas de
proteinas relacionadas a ACs [4].

As estruturas de todos os CAs ligados ao substrato e ao produto se
correlacionam bem com o mecanismo catalitico de ataque nucleofilico direto de o Zn-
OH em COq2. A formacéo de bicarbonato promove uma interacdo bidentada com o
zinco metalico, resultando em um ion metalico penta coordenado com geometria
trigonal bipiramidal. Uma molécula de agua desloca o bicarbonato ligado ao zinco

gue é entdo desprotonado através da rede de agua de transferéncia de protons para
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a rodada subsequente de catélise. Uma molécula de &agua ndo identificada

anteriormente foi observada em estruturas HCA |l ligadas a holo-CO2 que podem

desempenhar o papel de deslocamento do bicarbonato [1].

A anidrase carbonica IX humana (hCA IX) é uma proteina de membrana
N-glicosilada de 54/58 kDA com um dominio N-terminal semelhante a um
proteoglicano que é importante para a adesao celular. O epitélio da superficie
gastrica, as glandulas gastricas, as células da cripta do intestino delgado, as
glandulas piléricas/de Brunner, arvores biliares, incluindo a vesicula biliar,
expressam essa enzima em condi¢des saudaveis [1]. Na hCA IX, trés residuos
de histidina apresentam-se coordenados a um ion de zinco na base da

fenda/sitio ativo como apresentado na Figura 1 [5].

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura cristalina da CA IX. Dominio semelhante a
um proteoglicano (PG, amarelo), dominio catalitico (CA, roxo), &ncora transmembrana (TM,
ciano), e um dominio intracelular (IC, verde). Esferas representam os sitios de glocosilagéo.
Acetazolamida (AZM) ligada no sitio ativo da CA IX (PDB ID: 3lAl). Fonte: Adaptado de Mahon,
Pinard, and McKenna (2015). [5]

Todas as CAs exibem esquema de catalise semelhante, incluindo a
CA IX ( Kcat 380 ms™; Kea/Km 55 M1us™). Isto €, o ataque nucleofilico do Zn-OH
no CO2. A catéalise ocorre por meio de um mecanismo de pingue-pongue de
duas etapas. A ligacdo de CO:2 na regido hidrofébica adjacente ao zinco
metélico promove o ataque nucleofilico pelo Zn-OH levando a formacgéo de
HCOs que é posteriormente deslocado pela difuséo aleatéria de agua no sitio
ativo. O transferéncia de um préton na segunda etapa da molécula de agua
ligada ao zinco a um aceitador no solvente bruto é necessario para regenerar o
hidroxido para um rodada subsequente de catélise por meio do residuo de
transporte de prétons His64. Esta transferéncia ocorre na ordem de 108 s -1

para hCA e é a etapa de limitacdo de taxa da velocidade maxima geral de
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catélise. O préton intramolecular transporte entre o solvente ligado ao zinco e

His64 ocorre por meio de agua intermediaria moléculas no sitio ativo. Um
evento de transferéncia intermolecular entrega o préton para o solvente

principal [1].

Embora a hCA IX seja expressa em tecidos saudaveis, a superexpressao
desta enzima ocorre em diversos tumores, sendo considerada um marcador
enddgeno de hipoxia [6]. A hipdxia ocorre quando o crescimento do tumor supera
a vascularizacao, com reducdo no suprimento sanguineo, levando a regides de
baixa concentracdo de oxigénio (1% do conteudo geral de oxigénio) e um
decréscimo no pH intracelular (pH ~ 6,5) no microambiente do tumor. Tumores
hipoxicos apresentam resisténcia a tratamentos padrdes quimioterpicos, alta
probabilidade de metdstase, mau progndstico e reincidéncia [5]. A resposta
celular a hipdéxia € mediada pelo fator induzido por hipéxia (HIF-1), uma proteina
heterodimérica constituidas pela unidade a e . Em condicbes normoxicas, a
hidroxilagédo de residuos de prolina presentes nas subunidades a de HIF por HIF
prolil-hidroxilases permite a ubiquitinacdo de HIF pela ubiquitina ligase de Von
Hippel Lindau (VHL) E3, com a consequente degradacdo de HIF no
proteassoma. A inibicdo da prolil-hidroxilase do HIF ocorre em condicbes de
hipdxia, uma vez que esta enzima utiliza oxigénio como co-substrato, resultando

na ativacéo do HIF [7].

O fator de transcricdo HIF-1 regula a expressao de varios genes, como 0S
envolvidos na angiogénese, eritropoiese, metabolismo de glicose, regulacdo de
pH e apoptose. A hCA IX é considerada um dos melhores sensores enddégenos
da atividade do HIF-1 e, portanto, um marcador apropriado e confiavel para

hipdxia tumoral [8].

O papel da CA IX como marcador de HIF-1 para doencas relacionadas a
tumores € bem conhecido e revisado na literatura [9-11]. Uma vez que o cancer
€ uma doenca caracterizada por alteragdes genéticas e epigenéticas, a geracdo
de antigenos tumorais € usual e alguns desses podem ser reconhecidos pelo
sistema imunologico, gerando uma resposta imunolégica. Respostas
imunologicas podem erradicar células malignas, prejudicando seus fenotipos e
funcBes. No entanto, as células tumorais desenvolveram varios mecanismos
para escapar da vigilancia imunolégica, como defeitos no mecanismo de
apresentacao do antigeno. Assim, a imunoterapia baseada no aprimoramento
das defesas imunoldgicas naturais para eliminar células malignas tornou-se um

avancgo para o tratamento de cancer [12].
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A introducéo da imunoterapia como uma nova modalidade de tratamento

de cancer ocorreu nas Ultimas trés décadas, mostrando beneficios quando
comparada a terapia padrdo, como melhoria da taxa de sobrevivéncia, com
reducdo da toxicidade [13]. O desenvolvimento de estratégias nesse campo
levou a diferentes tipos de tratamento para cancer: terapia com virus oncoliticos
que utiliza virus geneticamente modificados para infectar células tumorais,
aumentar o ambiente pro-inflamatério e melhorar a imunidade antitumoral
sisttmica [14]; vacinas contra cancer com antigenos especificos que
desencadeiam uma resposta imune antitumoral mediada por linfocitos T [15];
terapias com citocinas, que utilizam principalmente interleucina 2 (IL-2) e
interferon-alfa (IFN- a) para expandir a presencga de linfocitos T exercendo
propriedades imunoestimulantes determinantes para eficicia antitumoral [16];
inibidores de checkpoint imunoldégico (ICTs), uma classe de anticorpos
monoclonais (mAbs) desenvolvidos para aprimorar a resposta imunologica
antitumoral interrompendo vias de sinalizacdo co-inibitérias de uma resposta
imunolégica ostensiva, auxiliando assim na elimina¢cdo de um maior numero de
células tumorais [17]; transferéncia adotiva de células (ACT), que utiliza células
imunes autdlogas, em particular linfécitos T, geneticamente modificadas e
aplicadas em pacientes com cancer. Atualmente, dois tipos de linfécitos T
geneticamente modificadas tém se destacado: linfocitos T expressando
receptores quiméricos de antigeno (CAR) e receptores de linfécitos T (TCR)
modificados [12].

Anticorpos monoclonais foram feitos pela primeira vez com a técnica de
hibridizacdo celular somatica, por George J.F. Kbhler e Cesar Milstein em 1975,
sendo hibridos de células formadoras de antigeno e linhagens celulares de

replicagéo continua (Figura 3)[18].
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Figura 3: Técnica de hibridizagdo celular somética: 1. Células tumorais séo injetadas no
camundongo para formar diferentes tipos de anticorpos antitumorais. 2. Células de mieloma séo
coletadas 3. Linfécitos B sédo fundidos com as células de mieloma para produzir células hibridas
produtoras de anticorpos. 4. Hibridos que produzem anticorpos serdo selecionados e clonados.
Fonte: Adaptado de Santos et al. (2006) [18].

Os anticorpos de camundongo, também chamados murinos, podem gerar
anticorpos humano anti-rato (HAMA), uma resposta do sistema imunolégico que
elimina rapidamente estes anticorpos do hospedeiro que o0s recebe. Para
contornar este problema, foram desenvolvidos anticorpos humano-camundongo
hibridos cuja regido variavel pertence a camundongos e a regido constante
provém de anticorpos humanos, chamados de anticorpos quiméricos ou

humanizados [18].

A composicdo do TCR transgénico sao duas cadeias, a e 3, ligadas néo
covalentemente com o complexo CD3 na superficie dos linfécitos T. A ativacao
das linfécitos T ocorre quando o TCR reconhece peptideos ligados ao complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) na superficie das células
apresentadoras de antigeno ou células tumorais [19]. J4 os CAR séao receptores
sintéticos projetados para redirecionar linfocitos ou células NK para eliminar
células que expressam um ligante alvo cognato. Seu design consiste em quatro
componentes majoritarios, como apresentado na Figura 2 [20]. Os receptores
viabilizam o reconhecimento de antigenos associados a tumores (TAAs) por
linfécitos T. Essa abordagem demanda esforgos para projetar receptores que
transponham mecanismos de defesa como a imunossupressdo, escape de

antigeno e barreiras fisicas para adentrar tumores sélidos [21]. Os CARs superar
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as principais limitacbes apresentadas por TCRs: a necessidade de

reconhecimento da expressdo de antigenos nas células alvo via MHC e co-
estimulacdo. O dominio do antigeno é normalmente reconhecido por um
fragmento variavel de cadeia Unica (scFv) derivado de dominios variaveis de
anticorpos associados aos dominios de sinalizacdo da cadeia TCR{ e dominios
co-estimulatorios adicionais de moléculas como CD28, OX40 e CD137. A perda
de apresentacdo de antigenos associados ao MHC pelas células tumorais € um
dos principais mecanismos de imunoevaséo, o que torna os linfécitos T CAR um
grande avango para o tratamento imunoterapico de cancer devido a néo
necessidade de apresentacao antigénica via MHC pelas células tumorais para

ativacdo dos mesmos [22].



15

T-cell receptor First-generation Second-generation Third-generation Fourth-generation
CAR CAR CAR CAR

Linker
VL
VH scFv Cytokines
[
=, e 2, ge S gg

--1Hinge

Extracellular space

D28 0 or & 4-1BB D28 D28

4-1BB 4-1BB
DD
< &l  cytokine

transgene

Intracellular space

Figura 2: Componentes de um receptor sintético: CAR = receptor quimérico de antigeno. scFv
= fragmento variavel de cadeia Unica. VH = cadeia pesada variavel. VL = cadeia leve variavel.
Fonte: Adaptado de Singh e McGuirk (2020) [22].

Células natural killer (NK) CAR emergiram como uma fonte promissora
de células para terapias baseadas em CAR devido ao fato das mesmas nédo
apresentarem o risco de doenca do enxerto contra hospedeiro (GvHD)
oferecendo o potencial para um produto celular alogeneico sem necessidade de
compatibilidade e que poderia estar prontamente disponivel para uso clinico [23].
As células CAR podem ser geradas de fontes variadas, autdlogas ou alogénicas,
incluindo de sangue periférico (PB), sangue do corddo umbilical (CB), células-
tronco hematopoiéticas (HSCs), células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) e
linhagens de células NK. Nesse sentido, o uso de células NK com CAR é
vantajoso por sua curta vida (til, limitando eventuais efeitos colaterais e seu perfil
diferenciado de expressao citocinas que podem reduzir o risco de toxicidade
apos a transferéncia adotiva. O reconhecimento de células tumorais usando
seus receptores permite matar células cancerosas mesmo quando o0s
mecanismos de escape de antigeno, como a desregulacédo do antigeno alvo do
CAR, se desenvolvem. A grande limitacdo desta terapia é a dificuldade de

expansao dessas células para producéo em larga escala.[24].

Partindo da perspectiva apresentada, se faz interessante construir um
panorama geral do desenvolvimento destas terapias promissoras para melhor
visualizar os progressos na area, assim como eficacia e limitacdes até o presente
momento. Portanto, este trabalho apresenta uma pesquisa bibliografica de
aplicacdes pré-clinicas e clinicas de anticorpos monoclonais (mAbs) e terapias

baseadas em CAR tendo como alvo a CA IX.
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2. OBJETIVOS

Conduzir uma pesquisa bibliografica dos principais anticorpos
monoclonais e receptores quimeéricos de antigeno desenvolvidos e testados, pre-

clinicamente ou clinicamente, para anidrase carbonica I1X até 2021.
3. METODOLOGIA

Uma pesquisa bibliogréfica descritiva sobre mAbs e CAR tendo como alvo
a anidrase carbonica IX foi realizada utilizando a plataforma PubMed, um banco
de dados aberto para busca de literatura biomédica na area de ciéncias da vida
[25]. O intervalo definido para a busca foi até o ano de 2021, incluindo artigos e
revisGes bibliogréficas. Para encontrar essas publicacdes, palavras-chave em
inglés foram usadas como se segue: “carbonic anhydrase IX” and “antibody”, “CA
IX” and “antibody”, “carbonic anhydrase [IX” and “monoclonal antibodies”,
“carbonic anhydrase IX” and “chimeric antigen receptors”, “carbonic anhydrase
IX” and “CAR”, “carbonic anhydrase IX” and “CAR T”, “carbonic anhydrase IX”
and “CAR NK”, “CAR” and “CA IX”, “Rencarex”, “Girentuximab”. Os artigos
selecionados se referiam total ou majoritariamente a anidrase carbonica IX,
exceto revisoes literarias extensas. Foram excluidos artigos que tratavam do uso
de inibidores quimicos de CA IX. Apos verificar quais mAbs apareciam na
literatura, uma segunda busca especifica para cada um deles foi feita. Como
resultado, foram obtidas quarenta publicacdes divididas em trés grupos: estudos
clinicos com anticorpos monoclonais, estudos pré-clinicos com anticorpos
monoclonais e estudos clinicos e pré-clinicos, in vivo e in vitro, com receptores

quiméricos de antigeno (CAR).

4. DESENVOLVIMENTO
4.1. ESTUDOS PRE-CLINICOS E CLINICOS COM ANTICORPOS
MONOCLONAIS ANTi CA IX

4.1.1. Anticorpo monoclonal murino IgG1 G250

O anticorpo monoclonal murino IgG1 G250 foi um dos primeiros anticorpos
anti-CA IX a ser desenvolvido e testado para tratamento do ccRCC. Os estudos
pre-clinicos realizados em modelo in vivo e em experimentos de perfusdo ex vivo

de rins contendo tumores testaram o potencial de aplicabilidade desta molécula
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principalmente como agente para bioimageamento, conjugada com °°™Tc ou 25|

sem focarem na avaliagdo de respostas clinicas[26-28].

7

A radioimunoterapia (RIT) é uma combinacdo entre radioterapia e
imunoterapia na qual anticorpos monoclonais sdo utilizados para fazer o
direcionamento seletivo de radionuclideos contra antigenos especificos
expressos na superficie de células tumorais. Isso permite uma entrega de alta
dose de radiacao terapéutica a células cancerosas, minimizando a exposi¢cao de
células normais e diminuindo a toxicidade associada a radiacdo [29]. Divgi et al.
realizaram testes clinicos de fase | e Il com 31-mG250 em 33 pacientes com
RCC metastatico utilizando doses distintas de 3| (30, 45, 60, 75 e 90 mCi
/ m?) para 10 mg de mAb G250 injetados numa dose Unica. Os resultados se
mostraram Otimos para visualizagdo de tumores com 2 cm ou mais de diametro,
no entanto foi observada toxicidade hepatica transitdria em doses superiores a
45 mCi/m?. Na fase Il, 15 pacientes foram tratados com 90 mCi/m? que foi
determinada como a maxima dose tolerada (MTD). Os autores relatam que nao
houve resultados significativos enquanto terapia, porém, 27 dos 33 pacientes
apresentaram estabilizacdo da doenca. Todos os pacientes desenvolveram

HAMA em guatro semanas, impossibilitando a repeticdo do tratamento [30-32].

Como prova de conceito, Muselaers e colaboradores objetivaram comparar
a radioimunodeteccdo e RIT utilizando a marcacdo com os elementos *In e
7L u conjugados a G250 para ccRCC. No geral, ambos os mAbs foram
capazes de detectar diferentes niveis de CA IX apés 48h da injecdo destes nos
camundongos, analisando a eficacia para o tratamento, 1’’Lu teve um melhor
desempenho. O grupo tratado com o mAb contendo *'In teve uma sobrevivéncia
geral (OR) de 53 dias, enquanto o controle transplantado com ccRCC teve OR
de 49 dias. No entanto, para o0 G250 conjugado a '’’Lu, a OR foi de 139 dias, o
que indica que este radionuclideo poderia ter desempenho superior na deteccéo
e tratamento de ccRCC [33]

Outro estudo, desenvolvido por Zatovicova et al. objetivou mostrar que o
anticorpo G250 sem conjugacao com radioisotopos podia ter também como
alvo outros tumores néo relacionados a RCC, utilizando células de carcinoma

colorretal (ATCC) humano (HT-29) in vivo. O procedimento adotado
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incluiu a divisdo dos camundongos murinos em trés grupos: o primeiro recebeu
3x10° células (HT-29) de forma subcutanea e, apés uma hora, o tratamento de
100 pg/dose de mG250; o segundo foi transplantado com linfocitos
tumorigénicas com aplicacdo da mesma dose de mG250 assim que o tumor era
palpavel; comparados a um o terceiro grupo controle com apenas tampéao fosfato
salino (PBS) apos o transplante. Os dois grupos que receberam o tratamento
com anticorpo demonstraram reducdo do peso do tumor quando comparados
com o grupo controle, sendo melhor o resultado para o tratamento sequencial a

da injecdo das células HT-29 [34].

4.1.2. Anticorpo monoclonal chimerico G250 (cG250) - uso isolado e

associagcdo com citocinas

Devido a suas limitacdes, o anticorpo G250 foi adaptado para uma versao
quimérica humanizada utilizando a cadeia leve derivado da regido variavel do
anticorpo monoclonal murino G250, conhecida como cG250, WX-G250 ou
girentuximab. Surfus e colegas indicaram, num estudo pré-clinico in vivo, que o
anticorpo cG250 poderia iniciar lise celular por ADCC em células CA IX positivas.
Camundongos com xenoenxertos RCC humanos apresentaram regressao no
tumor e demonstraram que a combinagcdo com citocinas como IL-2 eram uma

estratégia promissora para o tratamento desse tipo de doenca (Figura 4) [35].
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Figura 4: Especificidade do anticorpo quimérico G250 em ADCC com SK-RC-13, SK-RC-30
(células de carcinoma renal) e BT-20 (células de carcinoma de mama) analisadas por liberacéo
de 51 Cr por 4h. Os efetores foram células de sangue periférico (PBMC) obtidos de doadores
saudaveis (controle) cultivados por 24h antes do ensaio em IL-2 100 U/mL, 0,5 ug/mL de ch-
G250, 1 pg/mL ING-1 e essas concentracdes de anticorpos combinados com IL-2 a mesma

concentracao ja citada. Fonte: Surfus et al. (1996) [35].

Liu et al. avaliou o efeito da adi¢cdo de citocinas, como IL-2, IFN-y e IFN-a
combinada ao cG250 na ADCC promovida por PBMCs num periodo de sete
dias. Foi observado que 10 IU/mL IL-2 manteve e aprimorou a ADCC mediada
por cG250 por todo o periodo do estudo, resultando em 20 a 44% de
citotoxicidade especifica direcionada a células SK-RC-52 .PBMCs sem pré-
tratamento com IL-2 ndo apresentaram a capacidade de manter a ADCC apés o
segundo dia de incubacdo com as células tumorais [36]. Brouwers et al.
estudou a possibilidade de suprarregulacdo da expressao de CA IX em RCC por
citocinas como IL-2, interferon-a (IFN-a) and interferon-y (IFN-y) associados ao
anticorpo monoclonal cG250. Para testar tal hipotese, cinco diferentes linhagens
celulares humanas de RCC com diferentes niveis de expressao de CA IX foram
recrutadas: SK-RC-52 (alta); SK-RC-7 (moderada) e SK-RC-10 (baixa); assim
como duas linhagens que ndo expressam CA 1X, sendo SK-RC-17 e SK-RC-59.
Estas foram incubadas com concentracdes de 0 a 5000 IU/mL das citocinas, por
1 ou 4 dias. A suprarregulacdo da expressao de G250 foi observada em células
cultivadas na presenca de IFN-y e IFN-a, sendo que a adicdo de IL-2 ndo
apresentou efeito. Para ambos os IFNs, foi observada uma relacdo dose-
resposta entre a expressado do antigeno G250, sendo o IFN- y o agente mais
potente. Vale destacar que o efeito da combinacdo dos dois melhores IFNSs,
numa concentracdo de 50 IU/mL de cada um destes, revelou efeito sinérgico,
resultando em uma superexpressao de G250 ainda maior do que a observada

com o uso isolado de cada um dos IFNs [37].

Em estudos clinicos de fase Il, feitos por Bleumer et al., no qual 36
pacientes com RCC receberam 12 infusbes de 50 mg do c¢G250, houve o
desenvolvimento de elevados niveis HACA pelos pacientes, porém sem resultar
em sintomas clinicos , e 0s pacientes mantiveram uma sobrevivéncia média pés
estudo de 15 meses [38]. Davis et al. demonstraram a seguranca de dosagens
de variadas (5,10, 25, 50 mg/m?) de cG250 em pacientes com RCC
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metastatico ou nao passiveis de remocao por cirurgia. O grupo indicou que doses
de até 50 mg/m? sdo seguras. Dos 13 pacientes testados, 1 paciente teve uma
resposta completa, 9 pacientes tiveram estabilizacdo da doenca e trés
apresentaram progressao da doenca [39]. Bleumer et al. realizaram um estudo
com 35 pacientes utilizando o mesmo mADb, desta vez com infusdes semanais
realizadas durante 11 semanas em combinacdo com interleucina 2 em baixa
dose (LD-IL-2) diariamente, seguido de monitoramento radiolégico em
pacientes com RCC progressivo. O tratamento teve baixa toxicidade, aumentou
o0 numero de células efetoras nos pacientes durante o teste, sendo que foi
atingida resposta clinica duravel em 8 pacientes (23%), sendo 3 com resposta

objetiva parcial e 5 com estabilizacdo a partir da 24° semana [40].

Quanto a associag¢do com citocinas, testes clinicos de fase | e Il com cG250
combinado com interleucina 2 (IL-2) e interferon-alpha (LD-IFNa) demonstraram
efeito sinérgico possibilitando taxas de sobrevivéncia de, respectivamente, 22 e
30 meses [41]. No entanto, uma analise de sobrevida livre de RCC e sobrevida
global em 864 pacientes, sendo 431 tratados com placebo, concluiu que néo
houve diferenca de sobrevida entre o grupo placebo e o tratado com a

imunoterapia [42].

Apesar de apresentar certa eficiéncia terapéutica, a administragéo direta de
citocinas como o TNFa e IFN y em associagcdo com anticorpos para de cancer
apresenta toxicidade sistémica com risco de vida ao afetar células endoteliais
normais em vasos sanguineos, tendo seu uso terapéutico restrito a tratamentos
loco-regionais [16]. Para solucionar tal toxicidade, foi proposta a associagéo de
cG250 fundida com o fator de necrose tumoral (TNFa) e coadministrada com IFN
y em RCC de maneira isolada ou em associacdo. No processo de engenharia
genética as subunidades de TNF foram alteradas para formar um dimero que
auxiliaria a restringir sua atividade ao tratamento loco-regional, reduzindo
significativamente sua toxicidade, sendo 10 vezes menor quando comparada a
forma trimerizada. Este tratamento foi testado em linhagens celulares de RCC
com diferentes niveis de expressao de CA IX (SC-RC-52 e SK-RC-17) e
carcinoma de colo do Utero (Me-180), além de linhagens sensiveis a TNF (HEWI
— 164 S) e linhagens resistentes (WEHI-164 R) de fibrossarcoma de

camundongo. Os autores observaram um perfil reduzido de toxicidade pre-
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clinica na associacdo com a forma dimérica do TNF e uma a resposta antitumoral
significativa - tamanho maximo do tumor para camundongos tratados com
cG250-TNF com INF-y ao final do tratamento de 4-5 mm, enquanto os espécimes
tratados com cG250 e INF-y tiveram tumores de até 11-12 mm, demonstrando o

potencial anti-tumoral da combinagao cG250-TNF com INF-y para RCC [43].

Os estudos realizados com ¢cG250 em pacientes com carcinoma renal (RCC)
indicaram o potencial de uso desse anticorpo para imunoterapia, sendo que este
foi otimizado por uso em alta dosagem e, principalmente, em associacdo com
citocinas [44, 45].

4.1.3. Anticorpo monoclonal chimerico G250 (cG250) conjugado com

radionuclideos

Em 1999, um estudo determinou a dose maxima de 3!l cG250 em RCC
metastatico como 2220 MBq / m?, sem haver toxicidade hepatica e apenas com
efeitos adversos de grau um, como nausea moderada sem vomito e fadiga
transitoria [44]. Posteriormente foram realizados estudos clinicos com anticorpo
1311 ¢G250 associado a IL-2 onde 9 pacientes receberam seis doses de ¢G250
(10 mg/m?/semana), sendo a primeira e a quinta dose marcadas com 13| e
1,25x108 IU/m?/dia de IL-2 por seis semanas. Nenhum evento adverso foi
atribuido ao cG250, 2 pacientes necessitaram reducédo de 50% da dose de IL-2
devido a toxicidade. Foi observado um aumento de células CD3-/CD16 + CD56
+ NK circulantes e alguns pacientes apresentaram citotoxicidade mediada por
células dependente de anticorpos (ADCC) melhorada, mas nenhuma resposta

antitumoral objetiva foi observada [46].

A estabilidade, biodistribuicio e o efeito terapéutico de alguns
radioimunoconjugados - 13118890y 177| ; e 18Re — com ¢G250 para RCC (SK-
RC-52) foi testada em estudos conduzidos por Brouwers et al. Os
radionuclideos °°Y e 7Lu levaram a maiores doses de radiacdo no tumor e
foram considerados melhores candidatos para a RIT do que o convencional 3
com cG250 [47].

Algumas dessas conjugacdes foram testadas em ensaios clinicos, como no
trabalho de fase | desenvolvido por Stillebroer e colaboradores que determinou

a maxima dose tolerada (MTD) com multiplas infusGes com lutécio em
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girentuximab (*"’Lu-cG250). A MTD foi de 2405 MBg/m?dado que doses maiores
poderiam gerar mielotoxicidade (carateristica do que é destrutivo para medula
0ssea e/ou qualquer um dos seus componentes) [48]. Muselaers et al. utilizou o
mesmo elemento para investigar pacientes com cancer metastético nofigado.
Nesse estudo de fase Il, quarenta pacientes receberam 2405 MBg/ m? de 1/7Lu-
girentuximab intravenoso, e na auséncia de progresséo da doenca e toxicidade,
foram selecionados para retratamento apos trés meses com 75% dadose ativa
previamente. A média de sobrevivéncia livre de progressao (PFS) para todos
0s pacientes do estudo foi de 8,1 meses [49].

O anticorpo cG250 é um anticorpo muito eficiente para reconhecer o RCC de
células claras, com favoravel farmacocinética e baixa toxicidade, podendo gerar
ADCC quando em combinac¢éo com citocinas. No entanto,em relacdo a resposta
objetiva tal anticorpo apresenta pouca atividade antitumoral como agente Unico

para o tratamento de pacientes com doenca renal metastatica avancada.
4.1.4. ¢G250 e outras associacdes

O trabalho de Oosterwijk-Wakka et al. testou a associacdo de cG250a trés
inibidores de tirosina quinase (TKIs): sorafenibe, sunitinibe,e vandetanibe.
Camundongos portadores de xenoenxertos de RCC humanos foram tratados
utilizando o seguinte esquema terapéutico: 35 mg/kg de sunitinibe ou 50 mg/kg
de sorafenibe ou 50 mg/kg vandetanibe, todos via oral por 7 ou 14 dias. Todos
os camundongos receberam de forma intravenosa 185 kBq/5u de 2°1-cG250.
Como resultado (Figura 5), o grupo destaca que sorafenibe e vandefenibe tem a
menor porcentagem de captacao pelo tecido em 24h, e a maior € com sunitinib
em 7 dias [50].

Tendo sunitinib o melhor desempenho dentre os inibidores, Oosterwijk-
Wakka et al. analisou sua associacdo de cG250 para o tratamento de
xenoenxertos humanos de RCC (SK-RC-52 e NU12) em camundongos. Estes
foram injetados por via intravenosa com **'In-cG250 (0,4 MBq, 5u) 3 dias pré ou
apos o tratamento com o sunitinib 40 a 50 mg/kg/dia oralmente, por 7 ou 14 dias.
Como resultado, no modelo NU12, o tratamento prévio com sunitinib gerou uma
reducdo da captacédo de anticorpos pelo tumor. Essa queda na captagdo dos

anticorpos foi menos pronunciada em trabalhos anteriores do grupo em que
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inibidor e mAb foram administrados simultaneamente. A captacdo de anticorpos
nao foi afetada quando o tratamento com sunitinibe ocorreu trés dias apos a
administracdo do anticorpo, mostrando ser uma via preferencial para essa
associacdo. Analises de microscopia demonstraram a presenca de um menor
namero de células tumorais vidveis no grupo tratado com sunitinib,

aparentemente devido a destruicdo massiva dos microvasos do tumor [51].
4.1.5. Anticorpos derivados de Phage Display

O Phage Display € uma tecnologia de selecéo in vitro que ndo depende da
resposta imune in vivo e pode ser usada para descobrir anticorpos para diversos
tipos de antigenos. A abordagem é baseada no trabalho de George P. Smith
sobre o fago filamentoso E. coli M13 e a fusdo de peptideos as proteinas do
envelope do fago, o que permite a selecdo fenotipica do fragmento de gene
codificador [52]. Alguns trabalhos foram desenvolvidos utilizando esta tecnologia
para selecionar novos anticorpos anti-CA 1X. Dois mAbs foram reportados por
Ahlskog et al. (2009) com as denominacdes A3 e CC7. Estes apresentaram alta
afinidade com CA IX, porém ndo ha testes, até o presente momento, que

demostrem eficicia antitumoral [53].

Xu et al. questionaram se anticorpos direcionados a outro epitopo (menor
porcdo de um antigeno que gera uma resposta imune) de CA IX podem ser
mais efetivos do que G250 em recrutar células efetoras até o sitio
tumorigénico, antagonizando os efeitos de proliferacdo e transformacdes
mediadas por CA IX. Como estratégia para responder essa questdo, 0s
pesquisadores desenvolveram um painel de anticorpos monoclonais humanos
de alta afinidade anti-CA IX e testado contra RCC. De todos os quarenta
anticorpos testados, apenas seis exibiram diferentes graus de efetividade para
induzir internalizacdo de CA IX expresso na superficie. Os anticorpos G119 e

G36 permitiram a internalizagdo em endossomos [54].

Chang et al. testaram anticorpos humanos anti-CA IX em carcinoma renal
de células claras (ccRCC) SK-RC-09 (CA IX altamente expressa), SK-RC-52
(CA IX moderadamente expressa) e SK-RC-59 (CA I1X néo expressa) in vitro.Os
fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) G37 e G39 foram escolhidos

devido a habilidade de inibir a atividade da CA, mas nao a internalizar. G10, G36
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e G119, que internalizam CA IX, mostraram comparavel ativacdo de ADCC em
relacdo aos nao internalizados. Ainda, todos os anticorpos monoclonais limitam
a migracdo de RCC, sendo G37 com a menor porcentagem de migracéao (90%,
enquanto o controle 100%), seguido por G119 com quase a mesma taxa de
migracao, classificados como alta e moderada, respectivamente, pelos autores.
Testes in vivo feitos em camundongos utilizou células mononucleadas de sangue
humano alogénico periférico (PBMC) para mediar a inibicdo do crescimento de
tumores RCC. Apés 28 dias, os camundongos tratados com PBS ou partes
irrelevantes de IgGl apresentaram, partindo de imageamento por
bioluminescéncia (BLI), regido de interesse (ROI) entre 6-7x10’ enguanto os
individuos que receberam mG119 apresentaram ROl menor que 2x107, o que
representa uma diferenca significativa na taxa de progresséo do crescimento dos
tumores (Figura 6) [55].
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Figura 6: Acompanhamento do crescimento de tumores RCC com o tratamento de mAbs
anti-CA I1X com imageamento por bioluminescéncia (BLI). Fonte: Adaptado de Chang et al.
(2015) [55].

4.1.6. Outros anticorpos monoclonais

Estudos conduzidos por Zatovicova et al. permitiram o]

desenvolvimento de anticorpos monoclonais murinos direcionados ao sitio
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catalitico da CA IX, incluindo o mAb VII/20 capaz de induzir internalizacéo
mediada por receptores de forma eficiente [56]. O mesmo grupo testou esse
anticorpo num modelo de xenoenxerto em camundongopara a analise da acao
do anticorpo em células de carcinoma colorretal. O anticorpo mostrou potencial
para internalizacdo testada em células CLG3 que expressam altos niveis de CA
IX & 37°C. Na testagem com camundongos, dois esquemas terapéuticos
diferentes foram adotados: no primeiro, as células tumorais foram injetadas e o
tratamento foi administrado imediatamente por via intravenosa; no segundo, 0
camundongo recebeu o tratamento apds a formacédo do tumor, no dia 10. Em
ambos 0s casos, a administracdo ocorreu duas vezes por semana, durando 39
e 28 dias, respectivamente. O peso do tumor controle atingiu 180 mg, enquanto
0 peso atingido pelo tumor no espécime que recebeu o tratamento imediato (IT)
foi de 20 mg; jA& o tumor submetido a tratamento tardio atingiu 100 mg,
mostrando que o mAb selecionado gerou grande reducdo do tumor para o
tratamento IT e uma regressao significativa para o tratamento tardio (LT). Isso
indica que o tratamento IT limita o crescimento do tumor, mas o0 mAb tem um
efeito menos expressivo quando o tumor estd estabelecido antes do inicio do
tratamento [57].

Petrul et al. estudou os anticorpos monoclonais com afinidade de ligacao,
numa ordem nanomolar de um unico digito para CAIX foram derivados por
panning para o ecdominio recombinante de CAIX contra a biblioteca
MorphoSys HUCAL Gold de fragmentos de anticorpos (Fabs) humanos. Os Fabs
de altissima afinidade foram convertidos em IgGs de comprimento total e
submetidos a caracterizacdo adicional com base em sua avidez e seletividade
para CA IX, sua capacidade de internalizacdo em células expressando CA IX, e
seu direcionamento seletivo para tumores xenoenxertados humanos positivos
para CAIX quando administrados a camundongos como conjugados
fluorescentes. Destes, apenas 3ee9 (BAY 79-4620) e laal foram seletivos para
CA IX, enquanto os outros nao foram seletivos e coprecipitaram muitas proteinas

além da CA IX. O anticorpo BAY 79-4620, conjugado a monometil auristatina ndo

se ligou a outras 13 CAs testadas pelo grupo. O anticorpo BAY 79-4620 foi

testado num modelo in vitro de cancer no pancreas mostrou eficacia antitumoral,
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apresentando regressdo de 20%, 90%,100% e 100% de inibicdo total de
crescimento (TGI) nas doses de 1.25, 2.5, 5 e 10 mg/kg, respectivamente [58].

Ja 0 mAb chKM4927 foi testado em um estudo pré-clinico no qual
demonstrou atividade antitumoral em células tumorais que expressam CA IX. Os
anticorpos foram isolados de hibridomas e selecionadas pela capacidade de se
ligar a células HT-29. Testes in vitro mostraram a capacidade do mAb em se
direcionar apenas a CA IX e nenhuma outra anidrase carbonica. Os autores
também mostraram que 10 pg/mL foi suficiente para causar ADCC. Modificagbes
foram feitas no anticorpo para diminuir ADCC, sendo chamado de
chKM4927 N297D. Este foi injetado de forma subcutanea em camundongos
numa dosagem de 10 mg/kg, assim como o mAb inicial e o controle com PBS.
Apés 18 dias, o chKM4927 apresentou acdo antitumoral, enquanto o mAb
modificado s6 apresentou esta atividade apés 32 dias. Os autores argumentam
gue outros fatores podem ter interferido nos resultados, como a concentracdo de

CA IX e a presenca de biomarcadores [59].

Lin et al. (2017) demonstra que um anticorpo anti-CA IX (igG direcionado ao
dominio da CA IX) modificado para expressar superficies lisossémicas e com
triptélido encapsulado (TLP) pode aumentar significativamente a captacao
celular e de esferoides tumorais para aumentar a citotoxicidade de TPL em
células cancerosas CA IX-positivas. Andlises in vitro mostrou que o TPL liberado
a partir desses anticorpos pode ser sustentado por até 96h, e a biodistribui¢ao in
vivo ndo foi diferente: ap6s 96h os lipossomas ainda foram detectados em
camundongos. Os lipossomos TPL nao direcionados podem prolongar a
sobrevivéncia média em camundongos por no maximo 71 dias, enquanto 0s
lipossomas TPL direcionados aumentam essa taxa para 90 dias, o que indica a
melhora de prognostico em camundongos e abre caminho para uma possivel

terapia [60].

4.2. ESTUDOS PRE-CLINICOS E CLINICOS COM RECEPTORES
QUIMERICOS DE ANTIGENO (CAR) ANTI-CAIX

Receptores quiméricos de antigeno (CAR) sdo uma estratégia de

imunoterapia na qual células do sistema imunolégico (linfécitos T e NK) séo
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modificadas por engenharia genética para expressar um receptor sintético que
se liga a um antigeno especifico. Essa estratégia ja € clinicamente utilizada em
pacientes com diversos tipos de carcinomas, sendo que CAR T ja foi aprovada
pelo FDA (food and drug administration) para o tratamento de alguns tipos de
leucemias e linfomas CD19 positivos[61]. Neste sentido, alguns trabalhos,
clinicos e pré-clinicos in vitro e/ou in vivo, foram desenvolvidos utilizando esta

tecnologia com direcionamento a CAIX para o tratamento de carcinomas.

Lamers et al. realizou um estudo clinico para verificar a seguranca de um
receptor scFv desenvolvido com base no anticorpo murino G250 de forma que
o receptor scFv(G250) fosse expresso na superficie de linfécitos T humanos
primarios, permitindo o reconhecimento de CA IX e ativacdo de fung8es efetoras
como producdo de citocinas, resultando em citotoxicidade de RCC in vitro. O
protocolo aplicado tratou 3 pacientes com linfécitos T scFv (G250)-transduzidas
num esquema de doses intravenosas totalizando 2.13x10° células para o
paciente 1, 0.43x10°células para o paciente 2, e 0,38x10° células para o paciente
3. Apesar do tratamento ser incialmente bem tolerado, apds cinco infusées,
houve o desenvolvimento de distirbios das enzimas hepaticas atingindo
classificacdo 2-4 graus nos Critérios Comuns de toxicidade (CTC) do National
Institute of Cancer. Isso fez com que o tratamento fosse interrompido nos
pacientes 1 e 3, necessitando tratamento com corticoides no paciente 1 e
reducdo da dose méaxima no paciente 2 para 2x108 células. Apds o tratamento,
0S pacientes apresentaram progressao da doenca entre os dias 36 e 106. Para
elucidar as causas da toxicidade no figado, uma biopsia foi feita no paciente e
0s autores apontam que esta toxicidade foi gerada pelo ataque do CAR a células
epiteliais do duto biliar CA IX positivas. As técnicas citadas acima foram
utilizadas e determinaram que a deteccdo dos anticorpos na circulacédo dos

pacientes foi de 32 dias por citometria de fluxo e 53 dias por PCR [62].

Lamers et al., utilizando o CAR de primeira geragao scFv(G250) - CD4TM-,
resumiu os achados de um estudo clinico que divide 11 pacientes em trés
grupos, sendo o primeiro grupo descrito no trabalho acima citado. No segundo
grupo, 5 pacientes foram tratados com células CAR T numa estratégiaclinica
convencional de fase I, com o maximo de 10 infusdes de linfécitos T CARnos

dias 1-5 e 29-33 em associacdo com IL-2 (5x10° IU/m?) duas vezes ao dia



28

nos dias 1-10 e 29-38. Os pacientes receberam como menor dose 1x108 células
CAR T, sendo que 2 pacientes desenvolveram toxicidade no figado de grau 3
CTC ap6s 10 e 3 infusdes, respectivamente. Os 3 pacientes do terceiro grupo
foram tratados como os pacientes do segundo grupo, com a adicdo de uma
estratégia para bloguear o reconhecimento do antigeno cognato no tecido
normal do figado: uma infusdo intravenosa extra de 5 mg do mAb anti-CAIX
cG250 trés dias antes do inicio das infusbes de células CAR T objetivando
bloguear as células do tecido normal e deixar disponivel apenas as CA IX do sitio
tumora;. Células CAR T foram detectaveis em todos os pacientes do segundo e
terceiro grupo apods a primeira série de infusdes (dias 1-5) e persistiram até o dia
29, quando se iniciou o segundo ciclo de tratamento (dias 29-33). Apds o
tratamento, as células foram detectaveis por 2-18 para o segundo grupo e 18-34
dias para o terceiro. Nenhum paciente do terceiro grupo precisou ter o tratamento
interrompido devido a toxicidade. Os pacientes do terceiro grupo, tratados com
o mADb, ndo apresentaram HACA. Nenhuma resposta clinica foi obtida e a média

de sobrevivéncia geral dos pacientes foi de 9.5 meses [63].

Em 2013, Lamers e colaboradores estenderam suas observagées num novo
estudo com nove pacientes com RCC metastatico com objetivo de obter a MTD
para células CAR T desenvolvidas pelo grupo, observar o efeito da reducéo das
doses na estratégia terapéutica, testar o uso do anticorpo monoclonal cG250
como estratégia de pré-tratamento para reducdo ou eliminacdo da toxicidade e
possivelmente possibilitar o uso de doses maiores de células CAR T. O bloqueio
efetivo de interacbes entre o0 CAR e a CA IX determinado in vitro usando
linhagens celulares de RCC s6 é observado em concentracdes acima de 10
pug/mL de anti-CAIX mAb. Uma vez que nenhum dos pacientes pré-tratados com
o mAb apresentou sinal de distirbio das enzimas hepaticas, pode-se concluir
que a estratégia ajudar a mitigar os efeitos de toxicidade a tecidos normais e
permite o tratamento com células CAR T. A MTD né&o foi obtida e nem foi
constatada a dose de células CAR T que gera resposta antitumoral eficaz no

tratamento combinado de CAR e anticorpo monoclonal [64].

Em 2014, a fim de melhorar a eficacia da terapia com linfocitos T,
Lamers e colaboradores redefiniram as condi¢des in vitro para gerar linfocitos T

modificadas por genes com um fendtipo jovem, testando varias condi¢cdes de
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ativacdo e expanséao de linfécitos T baseadas no mAb anti-CD3 / CD8 , bem
como citocinas antes e depois da transferéncia de genes usando os receptores
CAIX CAR e MAGE-C2 (ALK) / HLA-A2 TCR. Suas descobertas sugerem que 0
uso de mAbs sCD3 + CD28 com IL-15 e IL-21 desde o inicio da ativacdo de
linfécitos T induz linfécitos T CAR com expressdo aumentada do receptor, uma
proporcao aumentada de linfocitos T CD8 +, uma proporcdo menor de linfocitos
T CD4 + CD25 + CD127 e também funcéo especifica mediada por receptor
melhorada [65].

Suarez et al. desenvolveram células CAR T direcionadas a CA IX
utilizando um vetor antiviral bicistrénico para expressar o scFv anti-CA IX (G36)
ligado a dominios de sinalizacdo CD8 CD3-[ (G36-CD28z CAR) no
primeiro cassete e ligante humano anti-morte programada 1 (PD-L1) IgG1 or
IgG4 em um cassete de segunda expressao depois de um sitio de entrada de
ribossomo interno (IRES). Os lentivirus gerados foram transduzidos em linfécitos
T CD8 e cultivamos na presenca de IL-21, rendendo uma proliferacdo
moderadamente melhorada de células CAR T quando comparada a IL-2,
mantendo a atividade especifica de gerar a morte em células de RCC que séo
CA IX positivas. Linfocito T CD8 transduzidas com todos os CARs atingiram
niveis de transducédo de 65-90% apos 4 dias na presenca de IL-21 e beads anti-
CD8/CD28. A estabilidade de expresséo a longo prazo do CAR manteve-se em
torno de 20-50% para todos os CAR ap0s 14 dias. A determinacao de niveis
totais de IgG secretado por CD8+ transduzido alcancou 300-650 ng/mL apos
quatro dias. Apds a inducdo de exaustdo, um decréscimo de 50% na exaustao
de marcadores LAG-3, TIM-3 e PD-1 foi apresentada pelo anti-CAIX CAR T
secretor de anti-PD-L1 1gG1 e 1gG4, o que mostra que o bloqueio do checkpoint
provocado pelos IgGs anti-PD-L1 secretados pode resultar numa exaustdo de
linfécitos T diminuida. As linfécitos T CAR anti-CAIX que secretam IgGs anti-
PD-L1 foram capazes de induzir cerca de 60% de ADCC em células CAIX + /
PD-L1 + RCC quando incubadas com células natural killer (NK). Um modelo NSG
ortotopico RCC foi usado com injecao de células SK-RC-59 CAIX +/ PD-L1 +/
luciferase + RCC sob a capsula renal seguida por uma injecdo intravenosa de
1.0 x 10" CAR T ou linfécitos T néo transduzidas. O tratamento foi repetido no
dia 17 com uma dose inferior (2,5 x 10%) das mesmas células. Como resultado,

apo0s um més, o grupo de camundongos tratados com células CAR T que
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secretam anticorpos anti-PD-L1 tinha tumores 5 vezes menores do que 0s
grupos de controle. No geral, seus resultados demonstram que linfécitos T anti-
CAIX CAR gue secretam IgG1 ou IgG4 anti-PD-L1 podem diminuir a exaustao
de linfécitos T e melhorar o tratamento de linfécitos T CAR de ccRCC in vivo [66].
Zhang et al. apresenta uma estratégia que combina Bortezomibe — um
inibidor de proteassoma para o tratamento da doenca demieloma multiplo
recidivado - com um CAR-NK-92 de terceira geracdo especifico para CAIX
(CAIX-CAR-NK92), consistindo em um scFv de um anticorpomonoclonal anti-
CAIX (G250), dobradica (hinge) CD8 e regides
nsmembranares, e dominios de sinalizacdo intracelulares de CD28, CD137 e
CD3C. As células Ketr-3 e OSRC-2 foram tratadas com bortezomibe 10 nM por
24h a fim de testar a citotoxicidade dos CAR-NK92 e NK92. Os resultados
demonstraram aumentar significativamente a sensibilidade das células Ketr-3 e
OSRC-2 as células CAR-NK92 e células NK92 especificas de CAIX, de maneira
que a eficacia sinérgica independia do antigeno. Para determinar a eficacia
deste tratamento combinado para RCC CA IX positivo in vivo, foi utilizado um
modelo de xenoenxerto subcutdneo em camundongos NOD / SCID usando a
linhagem celular de cancer renal humano Ketr-3 expressando luciferase (3x10°8
células Ketr-3luc+ inoculadas por via subcutanea). Apés cinco dias bortezomibe
(5 ug / camundongo) foi aplicado por injecdo na cavidade peritoneal, seguido,
apo6s um dia, por 2,5x10° células CAR-NK92 por injecédo na veia da cauda. Como
controle, eles também fizeram grupos que receberam apenas células NK92,
células CAR-NK92 sem o0 uso de bortezomibe e apenas bortezomibe. Todos os
grupos receberam injecdo intraperitoneal diaria de IL-2. Os resultados de
imagem mostraram entre os dias 55 e 60 que o tumor do controle chegou a 2.000
mm?2, seguido por Ctrl-NK92, CAR-NK92, Bortezomibe e CAR-NK92 +
Bortezomibe, respectivamente, com menos de 1000 mmz2 [67].

Cui et al. desenvolveram um trabalho focado no uso de células CAR-T
em quatro linhagens de células de glioblastoma (A172, LN229, T98G e U251) e
duas linhagens de células-tronco de glioblastoma (GSC827 e GSC923)testadas
in vitro e in vivo. Por meio da coloracdo imunohistoquimica, eles mostraram
gue cerca de 60% das 30 amostras de glioblastoma eram positivas para CAIX.
A alta expresséo de CAIX foi induzida por hipoxia, diferindo da baixaexpresséo

apresentada em condicdes de cultivo padréo, exceto para GSC827.
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U251 mostrou a maior sensibilidade a expressédo de CAIX induzida por hipdxia
guando comparado com as outras 3 linhagens celulares de glioblastoma, sendo
utilizada para gerar um modelo de camundongo xenoenxerto ortotdpico
(camundongos NOD-Prkdcscidll2rgtmiWjl (NSG) intracranialmente inoculados
com 100.000 células U251-luc). Um total de 2 milhdes de linfocitos T anti-CAIX
CAR-T ou linfécitos T transduzidas com vetor vazio (linfocitos T de controle) em
2 a 2,5 yL de HBSS foram injetadas nos tumores apds uma semana. Os
resultados de imagem bioluminescentes demonstraram crescimento tumoral
limitado e sobrevida prolongada dos camundongos com linfocitos T anti-CAIX
CAR quando comparados ao controle, gerando cura completa de 20% dos
camundongos tratados sem recorréncia do tumor em 2 meses de
acompanhamento. Eles também combinaram o bevacizumabe com o tratamento
anti-CAIX CAR T observando um efeito antitumoral superior a terapia isolada
[68].

Assim como no uso de bortezomibe ou bevacizumabe , Li et al.
estudou um uso combinado de linfécitos T CAR anti-CAIX com sunitinibe. Para
esse fim, um CAR de segunda geracdo direcionado para CA IX humana foi
construido, usando um construto semelhante sem anti -CAIX-scFv como controle
(Ctrl-CAR). A taxa positiva de expressao da superficie celular de c-myc em
células CAIX-CAR-T e células Ctrl-CAR-T foi de 51,8% e 87,6%,
respectivamente. O protocolo estabelecido pelo grupo de pesquisa resultou em
um enriquecimento de células CAR-T citotéxicas CD8+ e de TSCM menos
diferenciadas.. Usando concentracdes variaveis de sunitinibe (0,625, 1,25, 2,5
ou 5 uM), o estudo concluiu que ele ndo tem efeito negativo significativo na
proliferacéo, liberacao de citocinas e citotoxicidade das células CAIX CAR T em
um ambiente clinico e que pode exercer uma terapéutica com efeitos sinérgicos
contra RCC [69].

5. DISCUSSAO

A imunoterapia focada anidrase carbonica XI foi escolhida como enfoque
desta reviséo bibliografica, que abordou o uso de anticorpos monoclonais e/ou
receptores quiméricos de antigeno contra este alvo. Diferentes estudos em fase

clinica foram apresentados, todos envolvendo o anticorpo monoclonal chamado
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de Girentuximab, Rencarex, cG250 ou derivados deste, sendo majoritariamente
testados em pacientes com carcinoma renal. Dentre os resultados, podemos
ressaltar o estabelecimento de dosagens que ndo geram citotoxicidade
significativa na escala CTC, melhoria na citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpo (ADCC), com discreta melhora clinica quando
conjugada a radionuclideos ou associado a citocinas. E interessante observar
gue este anticorpo nao foi desenvolvido com foco terapéutico e sim, para
melhorar o diagndstico de RCC, o que explica a baixa eficiéncia terapéutica
deste.

Os estudos pré-clinicos, in vivo e in vitro, com anticorpos monoclonais tiveram
produgdo mais significativa, representando cerca de 63% da produgao
cientificada aqui abordada. Os estudos foram realizados majoritariamente em
linhagens celulares ou xenoenxertos de carcinomas renais, porém também
foram feitos estudos com carcinoma colorretal, adenocarcinoma pancreatico e
carcinoma de colo do utero, sendo que que 14% destes estudos citaram
diretamente diminui¢cdo de peso ou tamanho dos tumores estudados. Dentre as
tentativas de producdo de novos anticorpos anti-CAIX além do G250 e seus
derivados, outros grupos de pesquisa desenvolveram 0s seguintes anticorpos
que foram citados por terem resultados superiores em estudos pré-clinicos em
comparacao ao G250/cG250 e derivados. Sao eles os clones scFv de G119,
G36, G37, G39 e G10, A3, CC7, VII/20, 1aal, chKM4927, chKM4927 N279D e
BAY 79-4620. Ademais, 0s avancgos apresentados colocam em perspectiva a
tendéncia de que mais imunoterapias utilizando anticorpos monoclonais anti-

CAIX sejam testadas clinicamente nos proOxXimos anos.

Para a imunoterapia que utiliza linfécitos T ou NK CAR, onze trabalhos que
apresentam desenvolvimento e testagem clinica e pré-clinica in vivo e in vitro
foram selecionados, sendo testados para carcinoma renal e glioblastoma.
Inicialmente, a perspectiva de que estas células modificadas tivessem toxicidade
em tecidos hepaticos, gerando disturbios de enzimas do figado graves,
adicionaram um maior grau de dificuldade em avaliar clinicamente sua agao anti-
tumoral. Mas, nos ultimos cinco anos, os trabalhos pré-clinicos apresentaram

resultados efetivos, com e sem associagdo a inibidores, que colocam a luz a
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necessidade de novos estudos clinicos desenvolvidos com as geracdes mais
recentes de CAR T e NK.

6. CONCLUSAO

Enquanto alvo, a anidrase carbonica IX foi extensamente testada como
marcador endogeno de hipdxia em diversos tipos de tumores que a
superexpressam, se provando um alvo efetivo para o direcionamento de
imunoterapias como anticorpos monoclonais e receptores quiméricos de

antigeno em células T e NK.

O anticorpo monoclonal cG250 e derivados deste se mostraram um dos
principais anticorpos monoclonais explorados para o imageamento e tratamento
de tumores, algumas vezes em associacao a citocinas, por pesquisadores que
utilizaram a CA IX como alvo no periodo de andlise deste estudo. Esse anticorpo
monoclonal apresenta eficicia no auxilio de diagndstico por imagem para células
de variados tipos de cancer, porém baixa eficacia terapéutica quando utilizado
sem associacdes. Dado que o cG250 é o unico anticorpo testado clinicamente
tendo como alvo a CA IX, ha ainda, como apresentado acima, uma gama de
novos anticorpos desenvolvidos como terapia que podem fornecer uma nova
perspectiva para estudos clinicos na area, enunciando melhores progndsticos

para pacientes com carcinoma renal e outros tipos de carcinoma.

Assim como para anticorpos monoclonais, ha potencial inexplorado
clinicamente nos receptores quiméricos de antigeno em células T e NK, dado
gue a toxicidade destes - nas doses adotadas em estudos iniciais - interferiram
na observacao de seu efeito terapéutico e no aprimoramento da imunoterapia.
Com o desenvolvimento de novas geracdes de CAR e de estratégias que
impecam a toxicidade aos tecidos que expressam CA IX em seu funcionamento
normal, se torna evidente a necessidade do desenvolvimento de novos estudos
clinicos que explorem o potencial observados nos trabalhos pré-clinicos mais

recentes, feitos in vitro e in vivo.
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