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Resumo: A imunoterapia com células T-CAR vem sendo utilizado como um método de tratamento da Leucemia Linfóide Aguda (LLA). A LLA é uma patologia na qual há o aumento exacerbado de células jovens imaturas, visto que seus precursores celulares mais afetados são as células T e na maioria das vezes células B. A LLA se apresenta com uma patologia de difícil tratamento, em que se pode apresentar taxas altas de recidivas da doença principalmente em indivíduos adultos. O objetivo do presente artigo é compreender sobre a LLA, assim como explanar sobre a técnica de imunoterapia com células T-CAR, e de como ocorre o seu funcionamento. A LLA é uma patologia que acomete a produção de células sanguíneas como eritrócitos, megacariócitos e granulócitos, isso se deve à propagação elevada de blastos na medula óssea. Essa doença tem como tratamento convencional principalmente a quimioterapia e a radioterapia, como também o transplante de células tronco, entretanto esses métodos podem vir a causar diversas complicações ao paciente. A terapia com células T-CAR tem como alvo a destruição de células B do indivíduo, através do reconhecimento de antígenos específicos dessas células (CD19). O tratamento com as células T-CAR demonstra efeitos adversos de baixa gravidade comparado às terapias convencionais (quimioterapia e radioterapia). Portanto, essa imunoterapia pode favorecer um elevado número de pacientes no futuro para o combate não apenas da LLA, mas também de diversas outras doenças.
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1 INTRODUÇÃO
Os avanços na imunoterapia são estimulantes para o desenvolvimento de novas técnicas de terapias contra neoplasias. A terapia celular gênica com células T-CAR é um dos métodos atualmente utilizados para o combate contra a Leucemia Linfoide Aguda (LLA), direcionando ao combate de células neoplásicas com o reconhecimento antígênico dessas células (MARTHO et al.,2017).
Segundo o INCA (2018) No Brasil estima-se que para 2018 tenha cerca de 10.800 casos novos de leucemias, sendo que 5.940 casos são do sexo masculino e 4.860 casos são do sexo feminino. A LLA é incidente em várias regiões do Brasil, tendo mais frequência da doença na região norte e menos frequência na região sul (INCA, 2018).
A (LLA) também conhecida como Leucemia Linfoblástica Aguda, é um dos tipos de neoplasia maligna no sistema hematopoético, na qual há a proliferação desordenada de blastos linfocíticos imaturos que bloqueiam e impede a produção de plaquetas e eritrócitos na medula óssea (CAVALCANTE et al., 2017).   
Essa patologia acomete principalmente crianças de 3 a 7 anos, no entanto em adultos a LLA é menos comum afetando indivíduos principalmente com mais de 70 anos. Os precursores de células sanguíneas afetados pela LLA são as linhagens de células T e B, na qual as células B são mais prevalentes nessa patologia (NORONHA et al., 2011; ROCHA, 2012; MARTHO et al., 2017). O diagnóstico prévio laboratorial da LLA é realizado por hemograma, em que muitas vezes se mostra uma anemia e trombocitopenia, podendo a contagem de leucócitos se apresentar alta, baixa ou normal, visto que é demonstrado na microscopia de distenção sanguínea a presença de uma quantidade variante de blastos no sangue periférico (HOFFBRAND, 2012). Já o diagnóstico definitivo é realizado por mielograma na qual é observado um número maior que 20% de linfoblastos na medula óssea, (ROCHA, 2012). 
O tratamento principal é a quimioterapia, sendo realizado o protocolo mais adequado conforme as condições e características clínicas, citogenéticas, imunológicas e envolvimento ou não de outros órgãos para a remissão da LLA. O transplante de células tronco também é uma opção de tratamento na remissão da LLA, entretanto há elevados riscos de complicações em alguns casos (ROCHA, 2012).  
Embora a LLA apresente taxas de remissão altas principalmente em adultos, ainda é uma patologia difícil de se tratar por possuir um prognóstico na maioria das vezes baixo (GOKBUGET et al., 2012; DAVILA et al., 2016). 
Assim novas estratégias promissoras de tratamento da LLA como as imunoterapias, tem se intensificado na redução de tratamentos convencionais, como as quimioterapias que é um método inespecífico que pode afetar tanto células tumorais quanto normais. A terapia com células T-CAR (Receptores quiméricos de células T) é uma imunoterapia promissora no tratamento da LLA, na qual já se mostrou eficaz em ensaios clínicos com remissão de 94% da doença (MAUDE et al., 2015; LEE et al., 2015; MARTHO et al., 2017).
Diante da importância do cenário terapêutica de tratamento da LLA, esta revisão tem como objetivo compreender sobre a Leucemia Linfoide Aguda, assim como explanar sobre a técnica de imunoterapia com células T-CAR, como também seu funcionamento e benefícios terapêuticos no tratamento contra essa patologia.

2 METODOLOGIA
Trata-se de uma revisão bibliográfica de abordagem qualitativa do tipo exploratória. A grande importância da pesquisa é a maximização do conhecimento auxiliado por toda uma metodologia, gerando inquietações e uma reflexões diante dos conteúdos abordados, o que permite uma ampla possibilidade de novas descobertas (LAKATOS; MARCONI, 2010).
 Em relação aos procedimentos do estudo, foram realizadas buscas nas principais bases eletrônicas nacionais e internacionais: Pubmed, Eletronic Library On-line (SCIELO) Biblioteca virtual de saúde (Bvs), Cell, Science, Nature e Scholar Google (Google Acadêmico). 
Foram apanhados artigos científicos sobre o tema utilizando as palavras – chave: leucemia linfoide aguda, células T-CAR e imunoterapia, no período de 2007 a 2018. Consideraram-se elegíveis os estudos da língua inglesa, portuguesa e espanhola, além de livros, teses e dissertações.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
1 
2 
3 
Leucemia Linfoide Aguda

A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é uma patologia de origem genética que ocorre pela proliferação descontrolada de células de origem linfoide B ou T imaturas, ou seja, blastos, principalmente na medula óssea, mas também podendo acometer outros tecidos linfoides (LICÍNIO, 2010; ROCHA, 2012). 
Essa patologia compromete ainda na produção de células sanguíneas, visto que as propagações sem controle de blastos linfoides na medula óssea, interrompem na produção e desenvolvimento de eritrócitos, granulócitos e megacariócitos (CAVALCANTE et al., 2017). A LLA tem maior incidência em crianças (por volta de 5 anos) e é menos comum em adultos e adolescentes 16 a 39 anos), sendo que este grupo é considerado de maior risco pela doença (WOOD; LEE, 2011). 
A etiologia da doença não tem comprovação específica, no entanto segundo estudos a causa da LLA é bastante variada, tendo como principais a radiação ionizantes, exposições a substâncias antineoplásicas, exposições a vírus, fatores genéticos e imunológicos, fatores ambientais, e tabagismo (ELMAN; SILVA, 2007; CAVALCANTE et al., 2017).
A Organização Mundial de Saúde determina que para o diagnóstico da LLA, os achados laboratoriais sejam com um percentual de 20% de blastos na medula óssea, assim como a pesquisa do cromossomo Philadelphia (Translocação dos cromossomos 9 e 22) na qual envolve os genes BCR e ABL (ZERBINI et al., 2011; ROCHA, 2012). Na LLA é observado uma maior porcentagem de pacientes com células leucêmicas precursoras de linhagem B do que de células T (ROCHA, 2012). 
As células linfoides B e T são diferenciadas por marcadores membranares específicos nessas células, na qual são conhecidos como Clusters de diferenciação (CD) por imunofenotipagem (CHAUFAILLE et al., 2013; FALCÃO et al., 2013; MARTHO et al., 2017). Devido as células de linhagem B serem mais incidentes na LLA, estudos em seus marcadores de membranas específicos são grandes alvos terapêuticos, tendo como principal exemplo o receptor CD19, na qual este é expresso durante a maturação celular dessa linhagem (MARTHO et al., 2017). Os principais sinais e sintomas apresentados em indivíduos com LLA são: anemia. fadiga, febre, sangramentos, outros sintomas também são evidenciados como artrite, mucosite oral entre outros (ROCHA, 2012; CAVALCANTE et al., 2017).

3. Tratamento e prognóstico da LLA

O tratamento para a LLA tem objetivos principalmente na diminuição de células leucêmicas, sendo a quimioterapia o principal método mais utilizado no tratamento da LLA. Esse método consiste na ação de agentes quimioterápicos em células leucêmicas, inibindo assim sua síntese de DNA e consequentemente sua proliferação (MARTHO et al., 2017). No entanto a quimioterapia não atinge apenas células neoplásicas, mas também atinge tecidos normais como os folículos pilosos, células da medula óssea, mucosa intestinal e células germinativas (CHAUFAILLE et al., 2011; SPECTOR, 2013).

Assim como a quimioterapia, outros tipos de tratamentos podem ser utilizados, como a radioterapia que pode ser associada a quimioterapia para eliminar células leucêmicas na medula óssea, e órgãos em que essas células leucêmicas estejam infiltradas (SPECTOR, 2013). Como também o transplante de células tronco hematopoiéticas que é um método invasivo que pode ocorrer altas taxas de complicações (ROCHA, 2012).
O tratamento da LLA em adultos possui mais complicações comparado aos pacientes mais jovens, visto que a taxa de recidiva da doença após a sua remissão é mais elevada. Isso se deve provavelmente a diferença genética com a idade, na qual à predisposição aumentada por exemplo de um indivíduo adulto de ter a presença da translocação cromossomal e desenvolver o cromossomo Philadelphia é aumentada com o decorrer da idade (HOFFBRAND, 2012). O prognóstico de cura do paciente em adultos é baixa comparada em crianças, visto que a taxa de cura na infância é de 85%, no entanto em adultos essa taxa de cura diminui drasticamente de acordo com a idade do paciente, chegando a <5% após os 70 anos de idade (HOFFBRAND, 2012).

Bioengenharia das Células T-CAR

A identificação e respostas para células neoplásicas são realizados principalmente pelos TCRs (Receptores de células T), sendo através de antígenos expressos por essas células neoplásicas que são apresentados por uma molécula do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) (KERSHAW et al., 2013).
Diante disso, os receptores antigênicos quiméricos (CAR) possuem a capacidade de elevar a ação destrutiva de linfócitos contra células neoplásicas através do mecanismo de TCR. Sendo assim, as células T-CAR (Receptor antigênico quimérico de célula T) são utilizadas em técnicas de imunoterapia na qual é capaz de atuar no reconhecimento de antígenos de células tumorais. (MAUDE et al., 2015). Diferentemente dos TCRs, os CARs utilizam estruturas moleculares independentes do MHC (MAUS et al., 2014). 
Os CARs são receptores de membrana capazes de reprogramar o funcionamento e especificidade de células T, na qual são formados por distintos sítios que possuem domínio extracelular, trasmembrana e citoplasmático (DAVILA et al., 2012; MARTHO et al., 2017).
A molécula CAR constitui-se de porções de domínio extracelular, intracelular e transmembranar. A porção de domínio extracelular da molécula CAR, na qual é formada por anticorpos monoclonais específicos, ou seja, cadeia simples de fragmento variável (ScFv), tem como a função principal o reconhecimento de antígeno. Já o domínio intracelular faz parte da constituição do TCR, sendo responsável pelo recebimento de sinais de ativação para o ataque (tradução de sinais). E por fim, as regiões extracelular e intracelular são conectadas pelo domínio transmembranar, que é responsável por transportar sinais do anticorpo do domínio extracelular para o domínio intracelular (GAMBERALE, 2014; MAUS et al., 2014; MARTHO et al., 2017). Na figura 1 pode ser observado a estrutura de uma molécula CAR.

Figura 1 – Estrutura básica da molécula CAR.
[image: 1]
Fonte: GAMBERALE, 2014

O CAR durante estudos foi reorganizado por 3 tipos de gerações na qual se referem aos domínios de sinalização intracelular (DCE). A cada adição de DCE intensifica a remissão de células tumorais e aumenta a replicação da célula T-CAR. A primeira geração de T-CAR se apresenta com uma única molécula de sinalização pela cadeia CD3, entretanto a segunda geração é incorporada um DCE de moléculas CD28 ou CD137, e a combinação dessas duas moléculas ou mais de DCE (CD28 e CD137) constitui-se a molécula CAR de terceira geração (MAUS et al., 2014; MARTHO et al., 2017). Na figura 2 pode-se observar as 3 gerações da molécula CAR.

Terapia com células T-CAR para tratamento da LLA

A molécula CAR se manipula em organismo in vivo para que assim sejam expressos em células citotóxicas (TCD8+). O alvo ideal para as células T-CAR na LLA são antígenos expressos (CD19), presentes em células precursoras B pois esta é a linhagem principal de células leucêmicas na LLA. A CD19 também é um principal alvo de antígeno de células B pesquisada pois pode ser encontrada na maioria das doenças decorrentes dessa linhagem (MARTHO et al., 2017). 

Figura 2 – Representação da molécula CAR na superfície celular em diferentes gerações.
[image: ]
Fonte: (MARTHO et al., 2017)

Primeiramente são utilizados métodos específicos in vitro para a síntese da molécula CAR, com isso seus componentes constituintes são conseguidos através de esplenócitos que são células maduras do sistema imunológico localizados na polpa branca do baço, na qual são primeiramente serão imunizados contra o antígeno CD19 das células B. Assim são isoladas as regiões do RNA mensageiro desses esplenócitos que codificam o CD19 (MARTHO et al., 2017). 
A porção de domínio extracelular do CAR é alcançada através da produção de um hibridoma (linhagens celulares para produção do anticorpo desejado), em que se isolam fragmentos codificantes desse anticorpo específico, contra o CD19, após isso é realizado diversas PCRs para amplificar e combinar os RNAs mensageiros, para que assim seja formado a sequência específica de interesse (JENSEN et al., 2015; MAUDE et al., 2015; MARTHO et al., 2017).
Após a construção da sequência gênica da molécula CAR, esta é incorporada em vetores do tipo lentivírus, em que irão fazer a transferência gênica dessa sequência. Em seguida é realizada a incorporação desta  a célula TCD8+ retirados do paciente por aférese, e ainda in vitro o lentivírus transduz a sequência gênica, e com a ação da transcriptase reversa viral, esse RNA vai ser transcrito em DNA e se integrar-se ao genoma da célula TCD8+, passando assim a produzir receptores específicos em sua membrana  contra o CD19 de células B, tornando-se assim uma célula T-CAR, e reinfundida no paciente (JENSEN et al., 2015; MAUDE et al., 2015; LUKASHEV et al., 2016; MARTHO et al., 2017).
A eficácia da terapia com células T-CAR, tem se apresentado com resultados positivos e significativos em estudos, na qual as taxas de remissão da LLA foram quase completas (MAUDE et al., 2015; DAVILA et al., 2014; LEE et al., 2015; WEI et al., 2017). O tratamento com pacientes dirigidos com a imunoterapia com células T-CAR pode se mostrar com sintomas adversas, no entanto menos graves que o tratamento com quimioterapia ou radioterapia (MARTHO et al., 2017).
Um dos principais sintomas decorrentes dessa imunoterapia é a diminuição do número de células B circulantes, visto que ocorre pelo ataque das células T-CAR contra essa linhagem que possui expresso o antígeno CD19 em sua membrana. No entanto essa linhagem pode ser renovada após a morte das células T-CAR, na qual uma diminuta população se encontra na medula óssea após a imunoterapia com células T-CAR, podendo o paciente receber imunoglobulinas isoladas intravenosamente para não ter um comprometimento debilitado do sistema imunológico (WEI et al., 2017).
Outros sintomas incluem a liberação exacerbada de citocinas das células T (IFN-γ, interleucinas) que podem causar quadros febris e inflamatórios nos pacientes, visto que a liberação dessas citocinas podem levar a estimulação de macrófagos. No entanto este sintoma pode ser controlado ou reduzido pela supressão das reações imunológicas através de corticóides (GRUPP et al., 2013; LEE et al., 2014; MARTHO et al., 2017).
Em 40 % de pacientes nas semanas seguintes à imunoterapia com células T-CAR se relata também de sintomas como delírios, alucinações e afasia, no entanto não é claramente definido o desenvolvimento desses sintomas, entretanto após a imunoterapia com células T-CAR os pacientes não apresentam desordens neurológicas permanentemente (DAVILA et al., 2016; FREY et al., 2016; MARTHO et al., 2017).

4 CONCLUSÃO
Diante das várias complicações e dificuldades no tratamento da LLA, os avanços da imunoterapia direcionada com células T-CAR, vem se mostrando uma técnica eficaz contra a LLA, apresentando assim taxas de remissão quase completas da doença. A técnica apresentou grandes destaques nos últimos anos, sendo até mesmo liberada em 2017 pela FDA (Food and Drug Administration) nos Estados Unidos, como uma terapia genética contra a LLA.
[bookmark: _GoBack]Os efeitos adversos causados pelo tratamento com células T-CAR, ainda assim são mais beneficentes do que relacionados aos tratamentos invasivos como a quimioterapia e a radioterapia, visto que esses efeitos são reversíveis nessa terapia. A qualidade de vida dos pacientes decorrentes dessa técnica também se apresentou com melhoras significativas. Enfim, a imunoterapia com células T-CAR é uma técnica promissora no tratamento da LLA, através das diversas pesquisas sendo realizadas para o aprimoramento dessa técnica, supõe-se que esta possa favorecer um grande número de pacientes no decorrer dos anos, para o tratamento contra a LLA e também a outros tipos de câncer.
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