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Resumo

O Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) da Faculdade de Farmacia
da Universidade de Coimbra (FFUC) integra um robusto plano de estudos. Sao cinco anos
de intensa aprendizagem que culminam na realizagao de um estagio curricular e escrita de
um documento Unico.

O estagio curricular é obrigatoriamente composto por um periodo em farmacia
comunitaria, podendo ou nao ser associado a outro estagio, tendo eu optado pela realizagao
de dois. Entre || de janeiro e 26 de abril, na Farmacia Ygeia, sob orientagao do Dr. Jorge
Branco. No periodo de 7 de maio a 31 de julho no Grupo Tecnimede, sob orientagao do
Dr. Joao Tibério e tutoria da Dra. Filipa Matos Ferreira. Neste contexto, escrevi dois
relatorios de estagio, que consistem basicamente numa analise SWOT.

A monografia "Imunoterapia do cancro: os macroéfagos e os CAR-Ms" aborda um
tema extremamente atual, a imunoterapia, especificamente realizada com CAR-Ms, que tém
capacidade de direcionar a atividade antitumoral dos macréfagos para antigénios tumorais. O
objetivo desta monografia é perceber em que consiste esta terapéutica e em que medida

pode vir a ser usada como futuro tratamento do cancro.

Palavras-chave: FFUC, MICF, Imunoterapia, CAR, Tumores Soélidos, Plasticidade

Funcional, Macroéfagos, CAR-M.



Abstract

The Integrated Master's Degree in Pharmaceutical Sciences (MICF) at the Pharmacy
Faculty, University of Coimbra (FFUC) consists of a robust study plan, it is five years of
intense learning that culminate in the completion of a curricular internship and the writing of
a single document.

The Curricular Internship is mandatory composed of a period in community
pharmacy, and can be associated or not with another internship, and | have chosen to do
two. Between January || and April 26 at Farmacia Ygeia, under the guidance of Dr. Jorge
Branco, and from May 7 to August 9 at Tecnimede Group, under the guidance of Dr. Joao
Tibério and mentoring of Dra. Filipa Matos Ferreira. In this context, | wrote two internship
reports, which basically consist of a SWOT analysis.

The review on "Immunotherapy of cancer: macrophages and CAR-Ms" addresses an
extremely current topic, inmunotherapy, specifically, carried out with CAR-Ms, which have
the ability to direct the antitumor activity of macrophages towards tumor antigens. The
objective of this review is to understand the fudamentals of this therapy and to what extent

it can be used as a future cancer treatment.

Keywords: FFUC, MICF, Immunotherapy, CAR, Solid tumors, Functional plasticity,
Macrophages, CAR-M.
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Sob orientagao do Dr. Jorge Venancio Branco



Lista de Abreviaturas

DCI - Designagao Comum Internacional

MICF - Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas



l. Introducao

O estagio curricular é uma unidade integrante do plano de estudos do Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas (MICF) lecionado na Faculdade de Farmacia da
Universidade de Coimbra (FFUC).

A unidade curricular é obrigatoriamente constituida pela realizagao de um estagio em
farmacia comunitaria, que a meu ver assume enorme relevancia, apesar de nem todos os
farmacéuticos ambicionarem este futuro profissional. Porém, sendo o farmacéutico o mestre
do medicamento, faz todo o sentido viver a experiéncia da mais nobre vertente da profissao.

O presente relatorio incide sobre o estagio curricular em farmacia comunitaria que
realizei entre janeiro e abril de 2021 na Farmacia Ygeia, sob a orientagio do Dr. Jorge
Venancio Branco, e tem por base uma analise SWOT (Strengths, Weaknesses, Opportunities
and Threats), assim como a apresentagao de casos clinicos observados na pratica da

frequéncia de estagio e a sua respetiva andlise critica.
2. Anadlise SWOT

A analise SWOT é uma ferramenta muito utilizada por organizagoes, mas que pode
também ser empregue noutras categorias, uma vez que permite fazer avaliagoes simples e
detalhadas que facilitam o desenho de um plano estratégico. Este tipo de avaliagao divide-se
em duas categorias, externa e interna. Internamente avaliam-se as Strengths (Pontos Fortes)
e Weaknesses (Pontos Fracos), ou seja, as caracteristicas do nosso estagio que o tornaram
mais vantajoso ou desvantajoso relativamente a outros, caracteristicas estas relativas ao
nosso estagio em sim, bem como a adequagao do Mestrado as perspetivas profissionais.
Externamente analisam-se as Opportunities (Oportunidades) e Threats (Ameagas), isto é, os
fatores externos que podem ser empregues no sentido de tornar o estagio mais frutifero e
aqueles que sao obstaculos a ocorréncia de um bom estagio (CORPORATE FINANCE
INSTITUTE, 2021).

Posto isto, os presentes relatorios baseiam-se numa analise SWOT, em que o alvo de

avaliagao é o estagio realizado.
3. Farmacia Ygeia

A Farmacia Ygeia localiza-se na Avenida Dr. Joao Esteves Simodes, em Soure, e é
propriedade do Dr. Jorge Venancio Branco que ocupa o cargo de diretor técnico. A equipa
da farmacia é constituida pelo diretor técnico (Dr. Jorge Venancio Branco), pela farmacéutica

Dra. Andreia Bras, pelas técnicas de farmacia Adélia Mendes, Anabela Claro e Paula Branca,
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por uma técnica auxiliar de farmacia, Inés Simoes, por uma funciondria encarregue da

limpeza, e pela responsavel por tratar de assuntos financeiros Fernanda Gongalves.
3.1. Pontos Fortes

3.1.1. Exigéncia e acompanhamento do diretor técnico

A exigéncia e acompanhamento prestados pelo do Dr. Jorge sao a meu ver os pontos
mais fortes do meu estagio curricular. Na primeira semana, explicou-me a forma correta de
realizar a maioria das tarefas que me diriam respeito naqueles 4 meses. Nas semanas
seguintes supervisionou de perto a realizagao dessas mesmas tarefas, chamando-me a
atengao sempre que errava. Isto aconteceu tantas vezes quantas foram precisas até eu
conseguir desempenhar corretamente e de forma autonoma todas as tarefas que me
designava. Ao longo do tempo estava na maioria das vezes disponivel para me ensinar novos
conceitos e tarefas, tendo sido “Precisas de ajuda?”’, a frase que mais escutei em todo o
estagio.

Decidi destacar este ponto, porque tenho perfeita nogao que na maioria das
farmacias isto nao acontece, ja que os diretores técnicos estao muitas vezes
sobrecarregados com trabalho, acabando por nao ter tempo para os estagiarios. Porém, o
Dr. Jorge teve tempo para gerir, exercer as suas fungoes e acompanhar-me de forma
acérrima. Com ele cresci enquanto pessoa, e sobretudo enquanto profissional. Incutiu em

mim o “primar pela qualidade”, o “fazer muito, mas sempre BEM”!

3.1.2. Atendimento ao Balcao

Sem duvida o segundo ponto forte do meu estagio. Desde a primeira semana que
observei a realizagao de atendimentos pelos varios membros da equipa e realizei
atendimentos com a supervisaio do diretor técnico. Na terceira semana ja me sentia
minimamente a vontade para a realizagao desta tarefa de forma auténoma, surgindo, ainda

assim, algumas ddvidas em situagoes distintas das tipicas do dia-a-dia de farmacia comunitaria.

3.1.3. Integracdo e Espirito de equipa

No primeiro dia de estagio fui apresentada pelo diretor técnico a todos os membros
da equipa, ponto-chave para uma boa integragao. Para além disso, a simpatia dos varios
membros, a sua total disponibilidade para o esclarecimento de dulvidas ou troca de
impressoes, assim como a boa relagao entre todos também foram uma mais-valia para a
minha adaptacao. Apesar de ter realizado outros estagios anteriormente, nunca antes tinha

estado num local em que todos os membros da equipa se relacionassem totalmente bem. Na



Farmacia Ygeia isso existe, todos sao amigos de todos, todos se entreajudam. Este espirito €

de tal forma forte que 4 dos 6 membros da equipa trabalham juntos ha mais de vinte anos.

3.1.4. Frequéncia do Estagio

Inicialmente, dialoguei com o diretor técnico para definir o horario de estagio, o qual
deixou ao meu critério a escolha do mesmo, excluindo a partida os horarios de fim de
semana e noturno, situagao que considerei bastante benéfica, pois possuiria mais tempo livre
para a escrita da monografia. Por outro lado, esta liberdade de escolha permitiu-me agilizar o
meu tempo com as necessidades da farmacia, ja que em dias de mais trabalho tinha a
liberdade de permanecer mais horas na farmacia, situagao que me permitiu ter a nogao dos
diferentes fluxos de utentes ao longo do dia e das diversas tarefas realizadas, inclusive do
momento de fecho. No fundo fez-me sentir realizada, ja que podia contribuir nos momentos

de mais trabalho.

3.1.5. Estagiario Unico

O facto de ser a Unica estagiaria, € a meu ver um ponto muito positivo, que se
fundamenta em dois motivos. Por um lado, um maior acompanhamento por parte de toda a
equipa, o que me permitiu uma maior e mais rapida aquisicao de competéncias e autonomia.
Por outro lado, uma maior compreensao por parte dos utentes, uma vez que, a meu ver os
mesmos aceitam mais facilmente que um atendimento demore mais tempo que o habitual,
quando realizado por uma pessoa que esta a aprender, do que varios atendimentos

demorados, por existirem simultaneamente varias pessoas a aprender.

3.1.6. Diversidade de Tarefas Realizadas

Durante o estagio tive a oportunidade de desempenhar diversas tarefas, estas
consistiram em: rececao de encomendas, atendimento ao balcao, dinamizagao e gestao do
espago fisico da farmacia, armazenamento e gestao de existéncias, elaboragao de folhas de
gastos mensais para lares e utentes (especialmente importante no sentido em que trabalhei
com o Microsoft Excel®, ponto fundamental para iniciar o meu estagio seguinte com alguma
destreza, uma vez que muitos dos trabalhos realizados envolviam esta aplicagao informatica).

Este é a meu ver um ponto muito forte, pois permitiu-me ter a nogao da panéplia de
tarefas desempenhadas por um Farmacéutico Comunitario, que nao se restringem ao
atendimento ao balcao, assim como, adquirir competéncias que me tornam capaz de as

desempenhar no futuro.



3.1.7. Sifarma 2000®

A Farmicia Ygeia dispde do software Sifarma 2000°. No decurso de alguns
atendimentos ao balcao recorri a este sistema para complementar o meu aconselhamento,
por exemplo com indicagoes de posologia, contraindicagoes ou outras questoes Uteis para o
utente. Para além disso, a sua consulta possibilitou-me conhecer a medicagao habitual dos
utentes, evitando que estivesse constantemente a questiona-los sobre qual o laboratério de
preferéncia, o que é fundamental para uma boa relagio Farmacéutico - Utente, até porque
cria margem para a realizagao de questoes fulcrais, para o conhecimento do bem-estar do
utente, assim como para estreitar esta relagao. Esta ferramenta facilitou também o meu
processo de adaptagao, ja que a ficha de cada produto possui informagao da sua localizagao,
composicao, indicagao terapéutica, interagoes, etc., permitindo-me conhecer os locais de
armazenamento dos diferentes produtos de forma mais célere, assim como os produtos no
seu todo, o que foi especialmente importante relativamente aqueles que nao conhecia

previamente ao inicio do estagio.
3.2. Pontos Fracos
3.2.1. Inseguranca no Aconselhamento de Produtos de Venda Livre

Na Farmacia Ygeia existe uma enorme variedade de produtos de venda livre, tendo
sentido alguma inseguranc¢a no aconselhamento dos mesmos. Apesar do MICF nos preparar
para o aconselhamento farmacolégico, alguns produtos vendidos nas farmacias comunitarias
nao sao abordados em momento algum durante a formagao académica. Muitos destes eram
para mim desconhecidos antes do estagio e sem conhecimento é impossivel aconselhar bem.
Um bom aconselhamento farmacéutico é uma ferramenta fulcral para distinguir as farmacias
comunitarias de outros locais de venda de produtos farmacéuticos. Considero por isso, que
seria relevante adaptar o plano de estudos de MICF no sentido de integrar mais unidades
curriculares ou completar os programas de forma a integrar informagao adicional relativa a

produtos de venda livre.

3.2.2. Nomes comerciais de medicamentos

O ensino no MICF ¢ direcionado para a designagao comum internacional (DCI), sem
mencgao dos nomes comerciais, o que me conferiu algumas dificuldades iniciais, pois por
vezes, os utentes solicitavam farmacos pelo nome comercial e ficava sem saber a que DCI
correspondiam, ou os utentes apresentavam receitas médicas prescritas por DCI e

solicitavam especificamente os medicamentos de marca, entao ao consultar a ficha do utente



tinha dificuldade em perceber que marca correspondia a que DCI. Estas dificuldades

desvaneceram-se ao longo do tempo de estagio.

3.2.3. Comunicacdo com o utente

No dia-a-dia da Farmacia Ygeia era normal atender pessoas de varios extratos sociais,
com diferente formacao escolar, de faixas etarias distintas. Anteriormente ao inicio do
estagio achava que seria mais dificil comunicar com pessoas mais velhas. Ao fim da primeira
semana constatei que nao era o caso e que nao podia criar esteredtipos. Atendi idosos
extremamente sabios e jovens com caréncia de conhecimento, percebi que teria de adaptar
o meu discurso a cada pessoa individualmente. Sou caracteristicamente uma pessoa direta
que habitualmente nao faz rodeios a volta de uma questao. Trabalhei esta caracteristica, mas
mesmo assim a comunicagao nao ficou tao facilitada quanto ambicionava, especialmente
quando nao dispensava aos utentes os farmacos que pretendiam. Mesmo depois de explicar
detalhadamente o porqué de nao poder fazer a dispensa, via na expressao dos utentes
insatisfagdo. Houve uma situagao em que o proprio Dr. Jorge interveio, e reforgou as minhas
palavras, no entanto a insatisfagio manteve-se, isto porque comunicar com pessoas sera
sempre uma das tarefas mais arduas, independentemente da nossa faixa etdria ou da nossa

formagcao.
3.3. Oportunidades

3.3.1. Aprendizagem auténoma e aplicacao dos conceitos teoricos aprendidos

Na minha falta de conhecimento sobre alguns dos produtos vendidos na farmacia vi
uma oportunidade para aprender, quando havia tempo livre, o que era raro, dedicava-me a
circular pela farmacia, observar os produtos, ler os rétulos e os folhetos informativos,
quando existiam. Outra parte da aprendizagem foi feita a consultar o site das Farmacias
Portuguesas ou os sites oficiais das marcas, assim como, as paginas das redes sociais, onde
assisti a varios Lives, para mim de enorme relevancia, porque as formadoras estavam em
direto a transmitir informagdo e por fim disponibilizavam-se para responder a questoes da
audiéncia. Porém, uma parte muito importante da aquisicao de conhecimentos concentrou-
se na escuta e observagao dos aconselhamentos da equipa.

Por outro lado, senti também que algumas unidades curriculares, nomeadamente
“Indicacao Farmacéutica”, “Preparagoes de Uso Veterinario”, “Dermofarmacia e
Cosmética”, foram de enorme relevancia para melhorar o aconselhamento farmacéutico,
por mim prestado, ja que me conferiram uma base de conhecimento tedrico que me

permitiu ao longo do tempo apreender de forma facilitada conceitos nestas areas.



3.3.2. Formacio continua

Durante o estagio pude participar em oito formagoes, algumas presenciais e outras
online devido ao COVID-19, sendo que trés delas foram fora do horario laboral. Os temas
abordados foram “Suplementacao de Vitamina D e Selénio; contexto COVID-19”, “Produtos

©”, “Satde Intima Feminina”, “Nutricio na doenca oncoldgica”,

dietéticos: Dieta Easy Slim
“Oligossacaridos do Leite Materno”, “Sindrome do Intestino Irritavel”, “Diosmina
Micronizada: da Farmacopeia Europeia ao aconselhamento”, “Curaprox®’. Um porta-voz ou
uma equipa do laboratorio deslocava-se a farmacia ou realizava uma reuniao online, para
transmitir informagao relevante sobre um dado tema ou produto. Adicionalmente, tive
também oportunidade de assistir a formagao promovida internamente, ou seja, um dos
farmacéuticos transmitia a restante equipa a informacao cientifica mais relevante, relativa a
um produto. Este ponto é para mim de enorme relevancia, porque cada vez que surgiam
produtos novos o diretor técnico esforgava-se para que todos os membros da equipa

recebessem informagao técnica relativa aos mesmos, ponto fulcral, para despertar o desejo

de aquisicao de mais conhecimento e para que o nosso atendimento se distinguisse.

3.3.3. Servicos prestados pela farmacia

A Farmacia Ygeia presta varios tipos de servigos: determinagao da glicémia,
colesterol e tensao arterial; consultas de nutricao e podologia. A prestagao destes servigos
demonstrou-se de enorme relevancia em contexto pandémico, ja que a frequéncia das
consultas médicas era inferior a recomendada. Assim sendo, enquanto estagiaria tive a
oportunidade de realizar varias medi¢oes de glicemia, colesterol e tensao arterial, o que me
permitiu por em pratica técnicas aprendidas nalgumas unidades curriculares. Por outro lado,
durante a realizagao das medigoes estava sozinha num gabinete com os utentes, o que me
conferia oportunidade para conversar, estabelecendo uma relagio de maior proximidade
com os utentes e simultaneamente esclarecer algumas questoes que eram sua preocupagao.
No que toca as consultas de nutricao e podologia, considero-as também uma mais-valia, ja
que terminadas as consultas os utentes dirigiam-se ao balcao da farmacia para a aquisicao de
produtos recomendados pelos profissionais, facilitando a obtengao de conhecimento sobre

estas areas.
3.4. Ameacgas

3.4.1. Falta de Confianca no Estagiario

Apesar de sentir confianga por parte da equipa, durante a realizagao de atendimentos

senti falta de confianga por parte de alguns utentes. Nao sei se por ser jovem, se por ter um
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cartao a dizer “Estagiario”. Compreendo esta situagao, porque efetivamente eu propria senti
alguma falta de conhecimento inicial, nalgumas areas para as quais o MICF esta menos
direcionado. Porém, entristece-me observar que os utentes desvalorizam uma formagao de
cinco anos, que de facto nos confere um vasto conhecimento, apenas porque somos jovens

ou ainda temos pouca experiéncia.

3.4.2. Segundo confinamento devido ao COVID-19

A realizagio do meu estagio coincidiu em parte com o segundo “Confinamento
Geral”. Esta situagao diminuiu a afluéncia de utentes a farmacia, reduzindo a quantidade de
trabalho e refletindo-se no orgamento das farmacias. Aproveitava os dias pacatos para ler ou
conhecer melhor os produtos existentes, porém considero mais benéfica a aquisicio de
conhecimento a partir da experiéncia, ou seja, através do atendimento a utentes, ou
realizagao de outras tarefas, que ficaram diminuidas durante este periodo. Por outro lado, os
utentes evitavam dirigir-se aos Centros de Saude, recorrendo a farmacia em situagoes
graves, para as quais esta nao esta preparada. Presenciei situagoes de hemorragias que nao
estancavam, infegoes oculares, ou infegoes vaginais, porque as pessoas tinham “medo” de se
deslocar aos Centros de Saude, fazendo-o s6 apos indicagao para tal. Outro cendrio era a
tentativa de aquisicao de medicamentos sujeitos a receita médica (MSRM) sem receita, quer
porque tinham perdido a consulta de acompanhamento, quer porque estavam com uma
infecao que ja tinham tido anteriormente e nao se queriam deslocar ao Centro de Saude
para o médico voltar a prescrever o antibidtico, ficando os utentes revoltados, por

negarmos a dispensa de um medicamento de que necessitavam.

4. Casos Praticos

Caso |

Senhora de cerca de 70 anos dirige-se ao balcao da farmacia e solicita um xarope
para a tosse, questionei se se tratava de uma tosse seca ou com expetoragao, respondendo-
me com expetoragao. Seguidamente questionei se tinha asma e a resposta foi negativa.
Aconselhei a toma de Fluimucil® (Acetilcisteina) (INFARMED, 2021). A senhora pediu
também se seria possivel medir a tensio ao marido, pois nos Ultimos dias andava muito
ofegante, solicitando em simultaneo umas pastilhas para a garganta. Perguntei se sentia dor
ao engolir ou irritagao, pelo que me respondeu dor. Neste caso seria mais indicado umas
pastilhas que contivessem anti-inflamatério, no entanto, dada a respiracao ofegante que o
senhor apresentava e as propriedades broncoconstritoras dos anti-inflamatérios nao

esteroides (AINEs), achei melhor recomendar umas pastilhas apenas com antiséptico,
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Strepils®, uma vez que o senhor era diabético sugeri os Strepils® de Limio sem aglcar
(INFARMED, 2018), que recomendei tomar com um intervalo de 2 a 3 horas, em caso de
necessidade. Posteriormente procedi a determinagao da tensao arterial durante a qual me
apercebi que o senhor apresentava extrema dificuldade em respirar, tendo por isso
questionado se tinham tido contacto com casos positivos de COVID-19, questao a qual a
senhora me respondeu negativamente, afirmando que dada a situagao o marido ja tinha feito
o teste, cujo resultado foi negativo. Os valores de tensiao arterial foram obtidos num
tensidmetro que faz a média de 3 medigoes, permitindo assim obter resultados mais
precisos. Estes valores foram de 160/102 mmHg, para a pressao sanguinea sistolica e
diastolica, respetivamente, classificando-se segundo as normas, como hipertensao arterial
(DGS, 2013). Em suma, dado o estado fisiopatologico geral do utente cumulativamente com
o facto de ja estar medicado para a hipertensao, aconselhei que caso nao apresentasse

melhoras, deveria consultar o médico de familia.

Caso 2

Senhora de 40 anos, acompanhada da filha de 14, dirige-se a farmacia. Por iniciativa
prépria escolhem um gel de banho e seguidamente solicitam ajuda para uma crise de acne
pela qual a menina esta a passar. Inicialmente referi a extrema importancia de fazer limpeza
didria da pele de manha e a noite, procedimento que me disseram ja fazer parte da rotina.
Seguidamente recomendei um pack oferta de uma gama de cosmética direcionada para o
tratamento do acne, que continha um sérum de dia e um de noite assim como um gel creme
também para usar de manha e a noite. Esta pareceu-me a melhor opgao ja que com a
compra de apenas um produto a utente poderia usufruir de quatro na realidade, no entanto
sugeri também a aquisicao dos mesmos produtos de forma separada ou de apenas um, caso
o pack nao fosse monetariamente suportavel. A decisao final foi o pack, incentivado pela
minha referéncia ao facto de que com quatro produtos havia uma maior probabilidade de
eficicia do tratamento do que com apenas um. Para além da venda recomendei que
adquirisse uma rotina diaria de limpeza, no momento de chegada a casa em vez de o fazer
apenas ao final do dia, ja que a mascara contribui para a proliferagio de inumeros
microrganismos prejudiciais para a saude da pele. Mae e filha demonstraram-se agradadas
pela aquisicao, porém havia outro motivo pelo qual se dirigiam a farmacia. O marido tinha
comegado a sentir comichao na zona intima, sugeri varios produtos de higiene intima, tendo
a decisao de compra recaido sobre um ja anteriormente utilizado. Questionei se a comichao
era acompanhada de outros sinais, como vermelhidao e a localizagao exata, se virilhas ou

orgaos genitais. Questoes as quais nao me sabia responder, pois ainda nao tinha estado
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presencialmente com o marido. Assim sendo, sugeri que utilizasse o produto de higiene
intima, mas que caso a comichao nao passasse poderia dirigir-se novamente a farmacia, com
informagao mais detalhada do problema e se necessario, aquisicao de uma pomada com
oxido de zinco e miconazol, que provavelmente ajudaria a resolugio do mesmo, ja que o
miconazol ajuda a controlar a proliferagio de microorganismos na pele e o 6xido de zinco

possui acao regeneradora, protetora e calmante dos tecidos (MEDINFAR, 2020).

Caso 3

Senhora de 65 anos, hipertensa medicada, dirige-se a farmacia para levantar a
medicacio habitual. Para além dos medicamentos prescritos, solicita Vigantol® e Magnoral®,
transmitindo a informagdo de que sofre de ciibras e que habitualmente toma Magnoral®.
Tendo em conta esta informagao e que nao tem problemas renais, dispenso o farmaco
(INFARMED, 2015). Questiono o motivo pelo qual pretende adquirir Vigantol® e se fez
alguma determinagao da Vitamina D, dizendo-me que nao, mas que uma amiga toma e havia
recomendado. Alerto para o facto de o Vigantol® ser um medicamento sujeito a receita
médica, que apenas deve ser tomado por recomendagao médica. Sugerindo que, se acha que
tem necessidade de tomar Vitamina D, pode optar pela toma de um suplemento, enquanto
nio consulta o médico (PRONTUARIO TERAPEUTICO, 2016). Seguidamente queixa-se que
tem sentido palpitagoes, pergunto se ja tinha informado o médico de medicina geral e
familiar, refutando que ja nao ia a uma consulta ha mais de um ano. Questiono se tem
medido a tensdao arterial e obtenho uma resposta negativa. Sugiro proceder a uma
determinagao da pressao arterial. Os valores obtidos sio de 130/ 75 mmHg, nao sendo
justificacao para as palpitagoes sentidas. Diz também que sofre de muitas dores nas
articulagoes, inquiro se alguma vez fez uma determinagao do acido Urico, replicando
negativamente. Dadas as palpitagoes, a restante historia clinica e o largo intervalo de tempo
desde a ultima ida ao médico, sugiro a marcagao de uma consulta na qual deve transmitir ao
médico todos os sinais e sintomas que se tém manifestado, para que este possa ajustar a

medicacao e retirar conclusdes em relagio a sua situacao clinica.

Caso 4

Senhora com cerca de 40 anos dirige-se a farmacia para comprar a medicagao
habitual, mas no momento final do atendimento refere que sente um ardor e irritagao
vaginal, e solicita um creme para atenuar estes sintomas. Questiono acerca da localizagao das
queixas, obtenho informagao de que se limitam a zona interna. Sugeri entao a utilizagao de

uma capsula mole vaginal, em vez do creme, ja que esta é de apenas uma utilizagao e
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permanece no local de agao, enquanto o creme tende a descer durante a noite, o que
permite um efeito mais rapido e mais eficaz (INFARMED, 2016). Posteriormente questionei
se utilizava algum produto especifico de higiene intima ao qual me disse que nao. Posto isto,
uma vez que nao existia comichao externa, sugeri a utilizagao de um gel de lavagem intima
com pH 4acido, que ajuda a manutengao do pH vaginal fisiologico, fundamental para a

preservacao da saude da flora vaginal (BAYER, [s.d.]).

Caso b5

Rapaz de 30 anos desloca-se a farmacia, com indicagao médica para solicitar ajuda do
farmacéutico na escolha dos produtos mais adequados ao seu problema de pele.
Apresentava inUmeras manchas escuras no rosto, melasma. Primeiramente alertei para a
importancia da utilizagdo de protegao solar, questionando-o se tinha este tipo de cuidado.
Retorquiu que nao utilizava qualquer cuidado cosmético, mas tinha intencao de o fazer.
Posto isto, tratando-se de um individuo do sexo masculino, que pretendia iniciar uma rotina
de cuidados nao muito complexa, comecei por aconselhar um cuidado despigmentante de
dia com fator de protecao solar (SPF). Tendo em conta, a intensa hipercromia nalgumas
zonas da face adverti que seria mais prudente complementar o tratamento com um cuidado
despigmentante de noite. Finalmente, inquiri se possuia alguma rotina de limpeza.
Respondeu-me negativamente. Seguidamente fiz algumas questoes adicionais sobre as
caracteristicas da sua pele, tendo concluido que se tratava de uma pele sensivel. Deste modo
apresentei varios produtos de limpeza, como: agua micelar e gel mousse, adequados para
peles sensiveis, tendo a escolha recaido sobre a agua micelar, uma vez que foi a opgao
considerada mais pratica. Por fim, ofereci uma amostra de uma ampola da mesma linha de
cuidados despigmentantes dos cremes vendidos, alertando para o facto de que devia ser
colocada antes do creme e que a sua utilizagao ajudaria a aumentar a observagao de

resultados.



5. Consideracoes Finais

O estagio curricular é a2 meu ver uma mais-valia. Durante cinco anos siao nos
fornecidas ferramentas para no exercicio profissional sermos capazes de selecionar e
interpretar facilmente e de forma correta a panéplia de informagao que temos ao dispor.
Assim o estagio em farmacia comunitaria tratou-se de um periodo de incerteza inicial que se
seguiu de uma crescente aquisi¢io de conhecimentos. Posso dizer que foi o auge do meu
percurso letivo, porque senti que mesmo nao sabendo tudo, tinha conhecimento suficiente
para analisar acerrimamente as situagoes observadas.

Considero que num periodo de quatro meses aprendi imenso em termos cientificos
e de aconselhamento farmacéutico e apreendi conceitos que levo para a vida e para o futuro
profissional. Uma questao basilar foi o “questionar antes de errar”. Varias vezes no estagio
de industria farmacéutica surgiram dulvidas e todas essas vezes me lembrei da maxima
anteriormente assimilada.

Este estagio fez-me perceber o verdadeiro significado de ser farmacéutico. E ser
farmacéutico, é ter conhecimento de base e a partir dai, aprender todos os dias, aprender e

por esse conhecimento em pratica, sem nunca deixar de ter espirito critico.
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7. Anexo

Tabela I: Tabela Resumo da Andlise SWOT

Fatores Negativos

Fatores Positivos

Fatores Internos

Opportunities
(Oportunidades)

Aprendizagem auténoma e aplicagio dos
conceitos teoricos aprendidos

Formacao continua

Servigos prestados pela farmacia

Fatores Externos
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l. Introducao

O presente relatorio tem como objetivo descrever o estagio curricular que realizei
em inddstria farmacéutica, mais concretamente no Departamento de Marketing (DMK) do
Grupo Tecnimede (GTM), que decorreu de 7 de maio a 31 de julho, sob orientagao do Dr.
Joao Tibério e tutoria da Dra. Filipa Matos Ferreira.

Ao longo do meu percurso letivo realizei varios estagios, com o objetivo de
conhecer a realidade laboral de um farmacéutico, e desta forma ter uma ideia clara do futuro
profissional que ambiciono, no momento de término do mestrado. Quando iniciei o 5.° ano
de MICF, ainda nao tinha tido qualquer experiéncia no contexto de industria farmacéutica e
sendo esta para mim uma area de interesse decidi que parte do meu estagio curricular seria
realizado neste contexto.

A escolha pelo GTM, foi previamente planeada. Fiquei a par da existéncia da empresa
por volta do meu 3.° ano de faculdade, quando tomei conhecimento que alguns colegas
realizariam o seu estagio nesta organizagao. Posteriormente, voltei a ouvir falar sobre o
GTM quando o Professor Anténio Donato foi meu docente, pessoa que admirei desde o
inicio, pela inteligéncia que transmite nas palavras, por isso, e porque sou extremamente
curiosa comecei a pesquisar sobre o GTM. Inicialmente percebi que este grupo seria uma
das maiores industrias farmacéuticas portuguesas, o que me levou a ambicionar realizar o
meu estagio no seu seio, posteriormente, li que o GTM havia sido considerado pela Exame,
Informa D&B e Deloitte, a “Melhor Empresa no ambito das 500 Maiores & Melhores
Empresas Portuguesas”. Sendo este prémio de enorme mérito, até porque a Deloitte é uma
das consultoras mundiais mais influentes, o que contribuiu para que ficasse 100% certa da

minha decisao, pois ao longo da minha vida sempre ambicionei estar entre os melhores!!

O GTM surgiu em 1980, tendo a data a designagao de Tecnimede, ao longo do
tempo foi diversificando a sua atividade, constituindo empresas farmacéuticas como
Pentafarma, Farmoz e Tecnigen e unidades industriais como West Pharma e Atlantic Pharma,
assim como, expandido a sua presenca para o estrangeiro (Colémbia, Espanha, Italia,
Marrocos, Brasil), possuindo atualmente o nome de Grupo Tecnimede (TECNIMEDE, [s.d.]).

O GTM é uma empresa 100% portuguesa, representada em varias areas de negocio:
Consumer Health, Inovadores, Genéricos e Hospitalar. Tem como principais focos a

investigagao e desenvolvimento (I&D) e a internacionalizagao (TECNIMEDE, [s.d.]).
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2.1.DMK

Um DMK é responsavel por gerar a forga de vendas de uma organizagao. O DMK do
GTM subdivide-se em quatro grandes areas: Consumer Health (Tecnimede), Inovadores
(Tecnimede), Genéricos (Tecnigen) e Hospitalar (Farmoz) (TECNIMEDE, [s.d.]). Durante o
meu estagio tive a oportunidade de integrar a sec¢ao de Inovadores, que tem a seu cargo a
promocao e divulgacao de farmacos inovadores desenvolvidos ou promovidos pelo GTM.
Esta secgao ¢é dirigida pelo Dr. Joao Tibério, que é simultaneamente o responsavel do DMK.
Adicionalmente o departamento é constituido por cinco product managers (PMs), 60

delegados de informagao médica (DIMs) e 5 chefes regionais de vendas (CRVs).
2.2. Pontos Fortes

2.2.1. Acolhimento e Integracao

O processo de acolhimento ficou a cargo do departamento de Recursos Humanos.
Consistiu num dia exclusivo para esta finalidade. No periodo da manha foram feitas
apresentagoes por parte dos responsaveis dos varios gabinetes do DMK e pela responsavel
dos Recursos Humanos. Seguidamente, o almogo foi oferecido pela empresa. No periodo da
tarde, procedemos a um reconhecimento das instalagbes do GTM, que envolveu a visita a
Unidade de Produgao e ao DMK, nomeadamente ao local onde passaria a trabalhar. Durante
esse reconhecimento, foi possivel ficar a conhecer alguns dos membros da equipa. O dia
terminou com uma pequena conversa com o orientador de estagio, que me colocou a par
dos horarios e regime de estagio, assim como da pessoa que ficaria responsavel pela minha
tutoria, a Dra. Filipa Matos Ferreira, PM da area cardiometabdlica. No que diz respeito a
integracao, dada a dimensao do GTM e o numero significativo de colaboradores, considerei
que a presenca de antigos estudantes da FFUC na empresa facilitou este processo, isto
porque a permanéncia em espagos partilhados era limitada, devido a pandemia, por conhecer
previamente estas pessoas, o didlogo com as mesmas facilitou o estabelecimento de

contactos com outros colaboradores.

2.2.2. Condic¢oes de Trabalho

No contexto pandémico, o DMK do GTM adotou uma estratégia laboral bipartida, na
qual os trabalhadores desenvolvem, em semanas alternadas, trabalho remoto e presencial.
Situagao favoravel, pois permitiu a manutengao de um ambiente de trabalho seguro, ja que
esta forma de distribuicao dos funcionarios pelos espagos proporciona a utilizagio de um
gabinete apenas por um ou dois colaboradores e por outro lado permitiu a minha presenca

na empresa, o que possibilitou maior aprendizagem, interagdo com os restantes
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colaboradores e integracao na equipa. Simultaneamente, permitiu-me ter uma primeira
experiéncia de teletrabalho, que considero benéfica, pois na minha opiniao a rentabilidade
laboral aumenta, ficando exacerbada neste regime bipartido, que facilita a obtencao de
beneficios de ambos os regimes. Para além disso, na semana em que iniciei o estagio foi-me
entregue um computador da empresa, com todos os softwares e ferramentas necessarios
para trabalhar, que ficou a minha responsabilidade, facilitando a realizagao de trabalho
remoto. Recebi também uma remuneragao, ponto bastante positivo, ja que nao é um
procedimento habitual em estagios curriculares e dadas as despesas com habitagao e

deslocagao implicadas.

2.2.3. Autonomia de Trabalho

No primeiro dia de estagio a minha tutora apresentou-se, contextualizou o trabalho
por ela realizado e apods detalhada explicagao, destinou-me uma tarefa. Para mim um ponto
extremamente positivo, ja que, desde o primeiro dia fiquei encarregue de pequenos
trabalhos, que desenvolvia de forma autéonoma e depois aperfeicoava consoante orientagao
da Dra. Filipa. Adicionalmente, durante a primeira semana, um outro membro do
departamento pos-me a par dos softwares de trabalho e explicou-me pormenorizadamente
como utiliza-los. Assim sendo, adquiri capacidade de os utilizar de forma independente,
apesar de ao longo do tempo surgirem pequenas duvidas que me eram rapidamente

esclarecidas.

2.2.4. Diversidade e relevancia de tarefas

No decorrer do estagio preenchi formularios de notificagao (de publicidade, prévia e
de transparéncia), para posterior envio a Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos
de Saude I.P (INFARMED); realizei registos de compliance; pesquisa e andlise de artigos
cientificos para avaliar a utilidade do seu emprego na geragao de materiais promocionais e
resumo de artigos cientificos em caso de parecer favoravel; relatorios mensais de vendas
relativos a produtos comercializados pela Tecnimede mas propriedade de outras industrias;
powerpoints para apresentagao de farmacos pelos DIMs aos médicos, com base na leitura
detalhada de artigos cientificos; tabelas de comparagao de pregco no contexto do regime
geral (RG) e regime especial (RE) de comparticipagao; revisao de materiais promocionais,
procedendo as alteragoes necessarias e realizagao de tabelas esquematicas das atividades
promocionais realizadas mensalmente. Para além da diversidade de tarefas desenvolvidas,
senti que todos os trabalhos realizados eram relevantes, o que foi bastante importante na

manuten¢ao da minha motivagao.
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2.2.5. Infraestruturas

A empresa dispoe de um estacionamento privado e de uma cantina destinada aos
funcionarios. Esta € a meu ver uma mais-valia, pois, apesar dos colaboradores, assim como
os estagiarios receberem subsidio de refeicao, podem optar por usufruir das refeicoes da
cantina. Para além disto, esta também disponivel um espag¢o com varios micro-ondas para
quem prefere levar a sua propria refeicao, o que facilita imenso a rotina dos colaboradores e

promove a sua seguranga (em contexto de pandemia).

2.2.6. Conhecimentos de Inglés e Microsoft Excel ®

A maioria dos artigos utilizados para a construgao de materiais promocionais estao
escritos em inglés. Para além disso, os softwares com que o DMK trabalha (HMR, IMS),
também s3ao em inglés, posto isto, considerei benéfico possuir conhecimentos desta lingua,
que facilitaram, quer a selecao e andlise de artigos cientificos, quer o trabalho com os
softwares. Adicionalmente, o facto de ter ja uma formagao em Microsoft Excel® e ter
trabalhado com esta aplicagao informatica previamente no estagio de farmacia comunitaria,
tornou possivel a execugao de varias tarefas sem que surgissem duvidas. Isto porque, o
Microsoft Excel® é extremamente utilizado no DMK tanto no contexto de HMR, como para

realizar comparagoes de preco, etc.

2.2.7. Facilidade de apreensido de conhecimentos

Apesar da area do Marketing nao ser uma especialidade do farmacéutico, considero
que qualquer aluno formado no MICF pela FFUC tem imensa facilidade de integragao num
DMK de uma industria farmacéutica. Para além dos conhecimentos cientificos apreendidos,
faz parte do plano de estudos uma unidade curricular designada “Comunicagao e Marketing
Farmacéutico”, que nos fornece conhecimento sobre a drea do marketing e desta forma
facilita a inclusao nestes departamentos. Também o conhecimento cientifico adquirido
durante a formagao académica é fulcral, pois, para promover um produto é extremamente
importante conhecé-lo e percebé-lo. No entanto, considero que para alguém que pretenda
evoluir profissionalmente na area é importante a realizagio de uma pos-graduagao, ou

qualquer outro tipo de formacao, direcionada a area do marketing e vendas.

2.3. Oportunidades

2.3.1. Voto de Confianca

A Dra. Filipa p6s-me completamente a vontade desde o primeiro momento. Assim,

ao longo do estagio, fui tendo varias oportunidades para expressar a minha opiniao sobre os
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trabalhos realizados ou fazer reparos sobre pontos que considerava menos bem e que

deviam ser melhoradas. O que me fez sentir, que a minha opiniao era valorizada.

2.3.2. Participacao em Congresso e em Formacgoes

Durante o estagio fui a uma convengao que ocorreu no contexto do langamento de
um novo farmaco. Decorreu em Peniche, por ser um ponto central do pais e foi a meu ver
relevante, por me permitir conhecer melhor os membros da equipa, ter o primeiro contacto
com alguns DIMs e CRVs, confraternizar num ambiente mais descontraido, facilitando a
troca de impressoes e o conhecimento das tarefas que executam.

Ao longo do estagio, tive também oportunidade de participar em webinars e
formagoes promovidas pela empresa, na maior parte dos casos dirigidas a DIMs, mas nas
quais pude participar. Estas formagoes foram relevantes no sentido em que me permitiram
conhecer melhor a realidade de trabalho, outros membros da equipa, assim como, obter
conhecimento em areas especificas relevantes no contexto laboral, como por exemplo, na

area juridica.
2.4. Pontos Fracos

2.4.1. Escassa adequagdo do Mestrado Integrado a realidade de Industria

Farmacéutica

Durante a realizagdo do meu estagio, senti que teria sido benéfico a prévia aquisicao
de alguns conhecimentos. Nao me refiro a conhecimentos tedricos para aplicagao na pratica
profissional, mas sim a uma unidade curricular que fizesse a contextualizagao do ambiente
industrial, fornecesse conhecimentos das varias areas de trabalho existentes no seio da
industria farmacéutica, a forma como se dividem e o trabalho realizado no contexto de cada
uma. Isto &, uma unidade curricular idéntica a de “Farmacia Hospitalar”, mas direcionada a
industria. Até porque, este conhecimento prévio tem implicagoes diretas no interesse que os
estudantes desenvolvem pela area, que na minha opiniao deve ser estimulado, durante a
formacao académica. Reconheg¢o que a FFUC tem feito um esfor¢co neste sentido, por
exemplo, ao promover visitas de estudo a unidades de produgao, no entanto, todas estas
com nUmero limitado de pessoas. Situagao que contribui para que muitos estudantes
terminem o MICF sem qualquer contacto prévio com a realidade industrial. Acho que estas
visitas devem continuar a ser promovidas, no entanto, pressuponho de maior importancia a

implementa¢ao de uma unidade curricular, com as caracteristicas referidas anteriormente.
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2.4.2. Falta de conhecimentos Informaticos

Apesar de ter realizado uma formagio em Microsoft Excel® e ser para mim
relativamente facil utilizar esta aplicagao informatica, ao considerar o tempo integral do
estagio, chego a conclusao que a falta de conhecimentos informaticos no seu todo, me
conferiu algumas dificuldades. Apesar do DMK do GTM trabalhar com agéncias publicitarias,
por vezes havia necessidade de elaborar materiais, que posteriormente nao seriam enviados
para estas agéncias. Situacdo na qual a minha falta de conhecimento ficava exacerbada,
mesmo sabendo utilizar o Microsoft PowerPoint®, nunca trabalhei, nem tenho qualquer
formacao, em ferramentas mais especificas de design grafico, hoje em dia, muito importante,

no contexto do Marketing Digital.

2.4.3. Pouco contacto com outros Departamentos e no préprio Departamento

O DMK desenvolve materiais sujeitos a demonstragao de compliance, cujo conteudo
é avaliado pelo departamento médico, juridico e regulamentar. Apesar disto, enquanto
estagiaria o meu contacto com outros departamentos foi escasso, o que considero um
ponto fraco, por nao me permitir ficar a par do ambito de atuagao dos restantes
departamentos e do GTM no seu todo. Considero que esta nao é uma responsabilidade do
GTM, até porque esta necessidade de contacto nao seria sentida, caso tivesse adquirido
conhecimento prévio da realidade de industria. Para além disto, a interagao com os restantes
gabinetes (hospitalar, genéricos e consumer healthcare) do departamento também foi escassa,
situagao que se explica, a meu ver, por uma questao de organizagao. Visto que, numa
empresa de elevadas dimensoes nao é rentavel ter um estagiario a mudar constantemente de
area de trabalho. No entanto, apesar da apresentagao inicial dos varios gabinetes, sinto que

gostava de ter ficado a conhecer melhor em que consiste o trabalho dos mesmos.
2.5. Ameacgas

2.5.1. Concorréncia de Profissionais de outras areas

Ao longo do estagio, especialmente durante o congresso e as varias formagoes em
que participei percebi, que a maioria dos DIMs e CRVs nao sao pessoas formadas em
Ciéncias Farmacéuticas, mas sim noutras areas da saude, como por exemplo: Psicologia,
Imagiologia, etc. Situagao que me impressionou, pois achava que a realidade era contraria, ou
seja, a maioria destes profissionais eram farmacéuticos. No entanto, considero que os
farmacéuticos, tém muito mais facilidade, quer na aquisicio de conhecimentos, quer na
transmissao destes aos médicos que pretendem influenciar, nio querendo com isto

desvalorizar outros profissionais, mas antes destacar que nao obstante a qualidade da nossa
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formacao, a presenca farmacéutica na industria ainda é escassa. O que na minha opiniao,
deve ser alvo de atengao. De salientar que, no gabinete de Inovadores, alguns PMs sao
farmacéuticos, mas nao todos, sendo a proporc¢ao destes profissionais no DMK do GTM

ainda reduzida.
3. Consideracoes Finais

Na minha opiniao a realizagao de parte do meu estagio curricular no seio do GTM,
foi uma mais-valia. Nao sé porque se tratou da minha primeira experiéncia em industria
farmacéutica, mas também pelo proprio reconhecimento do GTM a nivel nacional e
internacional. Como primeira experiéncia permitiu-me conhecer o contexto de industria
farmacéutica, a sua estrutura, as varias areas de trabalho e de atuacdo da mesma, isto tudo,
mesmo tendo o meu estagio ocorrido apenas no DMK. Por outro lado, por ser uma
empresa de dimensao consideravel, muito superior aquelas onde ja havia tido experiéncias,
fez-me ter a nogao da imensidao que é o mercado farmacéutico, da competitividade que se
sente neste contexto, quer entre empresas, quer a nivel individual. Fez-me entender o que é
o verdadeiro mercado de trabalho e o que sao relagoes profissionais, porque acho que a
nivel de farmacia comunitaria as relagoes entre colegas sao muitos menos formais que no
contexto de industria, isto explica-se talvez, por numa farmacia o nimero de colaboradores
ser inferior, assim como o numero de digitos com que se trabalha, o que acarreta diferentes
niveis de responsabilidade.

Considero também, que aprendi a ser uma futura profissional de industria, pois ao
observar de perto o trabalho da minha tutora, entendi que para se ser bem-sucedido nesta
area € necessaria uma colossal organizagao de trabalho, para que nenhum assunto, nem o
menos importante fique esquecido. Aditivamente, percebi que numa grande organizagao,
resultados sao a palavra de ordem, porém ninguém obtém resultados sozinho, mas sim,
sendo uma pega fulcral para o funcionamento de uma grande maquina.

Nesta empresa, nao tenho qualquer ddvida que contactei com profissionais de
sucesso, € o que mais me impressionou nas suas carreiras € que, muitos deles, apesar de
serem formados em Gestao, Marketing ou Economia, tratam um |IECA (inibidor da enzima

”»

de conversao da angiotensina) por “tu”. E na minha opiniao esta globalidade de
conhecimentos, é a chave para o sucesso, pois tal como um professor da FFUC diz “Quem
sO de Farmacia sabe, nem de Farmacia sabe!”.

Concluo que este estagio foi, sem duvida, uma experiéncia profissional gratificante,

contribuindo certamente para o meu futuro como farmacéutica.
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Lista de Abreviaturas

CAR - Recetor quimérico de antigénio
CCL - ligando de quimiocina

CCR - recetor de quimiocinas

CRS - sindrome de libertagao de citocinas

CSF - fator estimulante de coldnias

ECM - matriz extracelular

FcRy - subunidade y comum dos recetores de Fc

GFP - proteina verde fluorescente (green fluorescent protein)

HER2 - recetor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (human epidermal growth

factor receptor 2)
I1C - inibidores de imuno checkpoints

IL - Interleucina

iPSC - células estaminais pluripotentes induzidas (induced pluripotent stem cell)

IV - intravenosa

MEGFI0 - multiple EGF like domains 10

MERTK - MER proto-oncogene, tyrosine kinase
MHC - Complexo Major de Histocompatibilidade

MMP - Metaloproteinase da matriz

NK - Natural Killer

NKT - Natural Killer T

NSGS - NOD-scid IL2Rgnull-3/GM/SF
PCDH - protocadherin

scFv - fragmento variavel de cadeia Unica
TAM - macrofago associado ao tumor
TCR - recetor de células T

TLR - Toll - Like Receptor

TME - microambiente tumoral

UTD - nao transduzido
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Resumo

Com o objetivo de encontrar uma alternativa terapéutica viavel para o
tratamento de tumores solidos, macrofagos alterados geneticamente para expressar um
recetor quimérico de antigénio (CAR) s3o atualmente foco de atengio. Esta terapéutica
consiste na recolha de macrofagos do doente e na sua combinagao ex-vivo com um CAR,
sao obtidos CAR-Ms, por sua vez reintroduzidos no doente, onde vao exercer efeito.

Dados de ensaios pré-clinicos demonstram caracteristicas vantajosas dos CAR-
M, como a capacidade de processar antigénios tumorais e apresenta-los as células T,
exercer agao imunitaria local durante um longo periodo de tempo, desencadear vias
fagociticas, converter macrofagos M2 em M| e diminuir a carga tumoral.

Apesar das vantagens apresentadas, as terapias com CAR-Ms apresentam
algumas desvantagens essencialmente a nivel de efetividade.

Este trabalho apresenta uma contextualizagao da aplicagao terapéutica de CAR-
M, assim como alguns dos pontos-chave relacionados com os CAR-Ms, nomeadamente
os processos de obtengao de macrofagos, os resultados de ensaios pré-clinicos e as

varias aplicagoes terapéuticas possiveis.

Palavras-chave: Imunoterapia, Macrofagos, CAR, CAR-M, Tumores Solidos.
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Abstract

In order to find an effective therapeutic strategy for the treatment of solid
tumors, genetically modified macrophages expressing a chimeric antigen receptor (CAR)
are currently being developed. This therapy consists in harvesting macrophages from a
patient and combining them ex-vivo with a CAR, CAR-Ms are obtained and
readministered into the patient, where they will exert an effect.

Data from pre-clinical trials demonstrate advantageous characteristics of CAR-
Ms, such as the ability to process tumor antigens and present them to T cells, exert local
immune action over a long period of time, trigger phagocytic pathways, convert M2
macrophages into M| and decrease tumor burden.

Despite the advantages presented, CAR-Ms present some disadvantages
essentially of effectiveness.

This review presents a background of the therapeutic application of CAR-Ms, as
well as some of the key points related to CAR-Ms, namely the processes for obtaining

macrophages, the results of pre-clinical trials and the possible therapeutic applications.

Keywords: Immunotherapy, Macrophages, CAR, CAR-M, Solid Tumors.
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l. Introducao

A imunoterapia do cancro ou imuno-oncologia (XU et al., 2019) visa estimular células
imunitarias a combater células cancerigenas (ZHANG et al,, 2019), ou seja, ativa o sistema
imunitario do hospedeiro (MILLING et al, 2017), para destruir estas células (Xu et al., 2019).

Durante um longo periodo de tempo a imunoterapia do cancro apresentou
resultados desfavoraveis (MILLING et al, 2017), porém imunoterapias desenvolvidas e
utilizadas recentemente tém-se demonstrado benéficas, exemplos destas terapias sio o
bloqueio de imuno checkpoints (IC) e a terapia celular adaptativa (ACT) (ZHANG et dl,
2019).

A terapia com células CAR-T é um exemplo de ACT que gerou excelentes
resultados em tumores hematologicos, no entanto a sua aplicagdo no tratamento de
tumores solidos enfrenta algumas dificuldades (KLICHINSKY et al, 2020), situagao que,
associada a ambigao de uma terapia mais segura, estimulou a utilizagao de outras células do
sistema imunitario como terapéutica. Os macrofagos foram foco de atengao gragas a sua
plasticidade funcional (KLICHINSKY et al., 2020), ao facto de serem potentes efetores do
sistema imunitario e a sua capacidade Unica de penetragio em tumores soélidos
(KLICHINSKY et al, 2020). A associagao de CARs a macréfagos foi, entao, alvo de
investigagao. Esta tecnologia consiste na utilizagdo de macroéfagos que, depois de associados a
CARs, sao injetados nos doentes (KLICHINSKY et al., 2020). Estudos pré-clinicos e clinicos
foram iniciados e, apesar dos dados ainda serem limitados, resultados promissores ja foram

divulgados.
2. Macrofagos

Os macrofagos siao efetores do sistema imune inato (MORRISSEY et al, 2018) e
desempenham um papel central na comunicagio entre este sistema e o sistema imune
adaptativo (KLICHINSKY et al., 2020).

A maioria dos macrofagos residentes dos tecidos derivam de células do saco vitelino,
durante o desenvolvimento embriondrio, e depois da gastrulagao de células do figado fetal
(LEE et al., 2016), com exce¢ao dos macrofagos da mucosa intestinal e do bago, que derivam
dos monocitos circulantes gerados a partir de sucessivas etapas (LAVIN et al, 2013). No
desenvolvimento poés-natal de macrofagos, a diferenciagio ocorre devido a agao do fator
estimulante de colénia (CSF)| ou CSF2 (BAZZI et al., 2017) e interleucina (IL) 34 (STANLEY
et al, 2014). Em condigoes homeostaticas as populagoes de macréfagos sao mantidas por

auto-renovagao (LEE et al, 2016). Em ambientes de elevada antigenicidade, a renovagao é
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executada por monocitos derivados da medula, que se diferenciam em macrofagos
especificos do tecido (LEE et al, 2016), porém ha ocasides em que as duas situagoes

ocorrem em simultaneo (LEE et al.,, 2016).
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Figura |: Desenvolvimento e homeostasia de macrofagos em murganhos (Adaptada de LAVIN et al.,, 2013).

Os macrofagos residentes dos tecidos desempenham papéis criticos nos orgaos em
que se localizam (LEE et al, 2016), tendo fungdes relativamente diferentes mediante o
ambiente em que se encontram (O’NEILL et al, 2017). Este tipo de macréfagos é
responsavel por vigiar os tecidos, quando detetam microrganismos estranhos produzem
mediadores quimicos que induzem resposta inflamatéria e desencadeiam uma resposta
imunologica, permitindo manter a homeostase tecidular (LEE et al., 2016). Ao contrario dos
linfocitos, que exercem citotoxicidade antitumoral direta, os macrofagos participam na
resposta imune inata, atuando como agentes fagociticos (ZHANG et al, 2019) ou como
células apresentadoras de antigénios (APCs) profissionais (KLICHINSKY et al., 2020).

E importante compreender que os macréfagos possuem enorme plasticidade (LEE et
al, 2016), alterando-se em resposta a estimulos (KLICHINSKY et al., 2020), agao designada
polarizagao (LEE et al, 2016). A polarizagao é descrita essencialmente em duas categorias:
macroéfagos proé-inflamatoérios (LEE et al., 2016) classicamente ativados (O’NEILL et al., 2017),
designados M| e macrofagos anti-inflamatorios (LEE et al, 2016), ativados alternativamente
(O'NEILL et al.,, 2017), designados M2 (LEE et al,, 2016). Os macréfagos M| promovem uma
resposta Thl através da secrecao de citocinas proé-inflamatérias (O’NEILL et al, 2017) e
constituem uma potente arma do sistema imunitario no combate a infe¢oes, controlo de
metastases e supressao do crescimento tumoral (O’NEILL et al,, 2017). Os macrofagos M2
tém um papel critico na fungao imunologica e estimulagao de respostas Th2 (MARTINEZ et

al,, 2014). Atualmente os mecanismos de polarizagao in vivo sao em parte desconhecidos. In
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vitro, sabe-se que o fenotipo dos macrofagos tem caracteristicas plasticas (O’NEILL et al.,
2017), para além disso, nos ultimos anos uma classificagao mais complexa tem vindo a surgir
em detrimento do paradigma MI/M2 (LEE et al,, 2016).

Os macroéfagos caracterizam-se por expressarem marcadores (O’NEILL et al., 2017).
Os MI sao descritos por apresentar essencialmente CD80 e CD86 (ZHANG et al., 2019) e
os M2, CD163 ou CD206 (FINKERNAGEL et al., 2016). (Anexo: Tabela |)

2.1. Ensaios e caracteristicas impares dos macrofagos

No passado, macréfagos autdlogos foram utilizados para o tratamento de varios
tumores em ensaios clinicos, tendo demonstrado beneficios terapéuticos, mas nao remissoes
duradouras (LEE et al., 2016). Posteriormente estudos demonstraram que os macréfagos sao
parte integrante da resposta a tratamentos baseados em anticorpos, sendo a sobrevivéncia
menor em caso de deplecao de macrofagos (Bl et al., 2010).

Recentemente chegou-se a conclusao que a matriz extracelular (ECM) dos tumores é
essencial para a sua progressao, esta matriz resulta de interagoes extremamente organizadas
entre varias moléculas (ZHANG et al, 2019), servindo como barreira fisica as terapéuticas.
Os macroéfagos tém capacidade de desempenhar varias fungoes, nomeadamente a secrecgao
de substancias, tais como moléculas citotoxicas, fatores proé-inflamatorios e
metaloproteinases da matriz (MMPs), que, por sua vez sao capazes de degradar grande parte
dos componentes da ECM (ZHANG et al, 2019). Assim sendo, os macréfagos sao
excecionalmente capazes de penetrar nos tumores solidos, enquanto outras células
imunitarias sao fisicamente excluidas ou inativadas (MORRISSEY et al., 2018; NIU et al,
2020). Desta forma, a presenga de macroéfagos é crucial para o crescimento, progressao do

tumor e definicao do prognostico (O’NEILL et al., 2017).

2.2. Métodos de producao de macrofagos

Para utilizar macréfagos como terapéutica, € necessaria a sua prévia obtengao. Até ao
momento varias técnicas foram empregues neste processo. Os macrofagos derivados de
monocitos (MDM) tém sido largamente usados, no entanto, apresentam algumas
desvantagens. Outras células usadas sao os macrofagos residentes dos tecidos, cuja utilizagao
se demonstrou eficaz mas nao ideal, pois os macrofagos podem manter a expressao genética
do hospedeiro apds isolamento e o numero de células obtido nao é significativo
(BERNARREGGI et al, 2019). Para ultrapassar estes problemas a solugio tem sido a
utilizacao de células pluripotentes (BERNARREGGI et al, 2019). Adicionalmente, varios

estudos utilizaram células estaminais pluripotentes induzidas (iPSCs) e células estaminais
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embrionarias (ESCs) de murganho para produzir macroéfagos in vitro (BERNARREGGI et al.,
2019), método este que revelou vantagens. Também iPSCs humanas foram utilizadas para
gerar populagoes homogéneas de células mieloides (BERNARREGGI et al,, 2019), tendo sido

conseguida rapida produgcao de grande numero de macrofagos e dos seus progenitores

(BERNARREGGI et al,, 2019).

Tabela I: Alternativas para a obtencao de macroéfagos.

&lul A
C:e. ulas Vantagens Desvantagens Referéncias
utilizadas
MDM = Caracteristicas especificas do (BERNARREG
dador (pouco suscetiveis a Gl etal, 2019;
manipulagao genética); LEE et al,
. 2016),
= Grandes quantidades de sangue;
* Devolugao dos macroéfagos aos
dadores;
» Curto tempo de vida. dos
monacitos, in vitro.
Macrofagos = Método eficaz. = Expressio genética do (BERNARREG
residentes hospedeiro; Gl et al, 2019)
dos tecidos = Dificil obtengao de n.°
significativo de células
Células = Capacidade proliferativa ilimitada. (ZHANG et
pluripotente al., 2020)
s
IPSCs e * Uma célula do dador consegue (BERNARREG
ESCs gerar elevado n.° de células Gl etal, 2019;
progenitoras; LEE et dl,
. : - 2016)
= Célere velocidade de divisao das
células progenitoras;
= Células derivadas de hESCs sao
similares as células “normais” do
sangue.
iPSCs * Populagées homogéneas de (BERNARREG
humanas células mieloides; Gl et dl, 2019)
= Rapida produgio de macrofagos e
dos seus progenitores.

Legenda: ESCs: células estaminais embrionarias; hESCs: células estaminais embrionarias humanas; iPSCs:
células estaminais pluripotentes induzidas; MDM: macroéfagos derivados de mondcitos; n.°: nimero.
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2.3. Macréfagos no Microambiente Tumoral

O microambiente tumoral (TME) é uma estrutura complexa constituida por grande
variedade de células imunossupressoras (KLICHINSKY et al, 2020), designadamente:
macroéfagos associados ao tumor (TAMs), células T reguladoras (Tregs), natural killer (NK),
células mieloides supressoras (MDSCs), entre outras, que evitam a presen¢a de células T
endogenas e reduzem a apresentagao de antigénios (MOYES et al, 2017). Na sua
constituicao estao também presentes: ECM, fatores soltveis (KIM et al., 2015), fibroblastos e
células vasculares endoteliais. O seu principal componente sao células imunitarias (TENG et
al, 2016), nomeadamente macrofagos (KLICHINSKY et al,, 2020) responsaveis pela presenga
de cerca de 50% dos leucocitos no TME (ZHANG et al,, 2019).

O TME é caracterizado por um microambiente inflamatorio, que promove
instabilidade genética levando ao desenvolvimento de células tumorais epiteliais
(GRIVENNIKQOV et al, 2012) e ao recrutamento de células imunes, nomeadamente
mieloides (KLICHINSKY et al., 2020). Desta forma, o TME protege o tumor da agao do
sistema imunitario e proporciona o aumento da angiogénese e da invasao tumoral
(KLICHINSKY et al., 2020), contribuindo para o crescimento da neoplasia (O’NEILL et al.,
2017).

Os objetivos futuros sao reconhecer os mecanismos utilizados pelos tumores para
superar terapias imunomoduladoras e definir com precisaio a composicio do TME

(NYWENING et al, 2018).

2.4. TAMs, alvos no cancro: Reducao e Reprogramacao

Macroéfagos derivados da medula (LEE et al, 2016) e macréfagos residentes dos
tecidos sao recrutados pelo TME (ZHANG et al, 2019) e polarizados num fenotipo M2,
imunossupressor e pro-tumoral, denominados TAMs (KLICHINSKY et al, 2020), que
aumentam a malignidade do tumor (LEE et al., 2016).

A maioria dos TAMs sao recrutados a partir do sangue periférico, o que indica que
os macroéfagos injetados podem impregnar-se nos tumores (ZHANG et al,, 2019). O CSFI é
o principal responsavel pela atragao de macrofagos para a periferia tumoral. Apos localizagao
na periferia tumoral, os macrofagos sao regulados por um processo de angiogenic switch,
através do qual o tumor se torna metastatico. Caso nao existam macrofagos na periferia
tumoral este processo nao ocorre (O'NEILL et al, 2017). Para além de angiogenic switch,

ocorre transicao epitelial-mesenquimal (EMT) (DENG et al, 2016), em que as células
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cancerigenas perdem as propriedades epiteliais, adquirem um fenétipo mesenquimal,

capacidade invasiva e ha redugao da adesao intercelular (SU et al.,, 2014).

Resumidamente, os TAMs siao as principais células imunossupressoras do TME

(O’NEILL et al.,, 2017), distinguem-se de outras populagoes de macrofagos (FINKERNAGEL

et al, 2016) por contrariarem a agao dos macroéfagos proé-inflamatérios (DENG et al., 2016)

e contribuirem para a progressao tumoral.

Tabela 2: Contribuigao dos TAMs para a progressio tumoral.

Direta Indireta Referéncias
Promocio de:
e instabilidade genética; inibigdo das | (ADAMS et dl, 2014;
respostas a | ANDERSON et al, 2020;

angiogénese;
metastizagao;
imunossupressao;

exclusao de linfocitos;

aderéncia e invasio das células
tumorais;
extravasio e migragio das células

tumorais.

imunoterapia.

FINKERNAGEL et dl,
2016; GYORI et al., 2018;
MOK et dl, 2014; YANG
etal, 2017)

Supletivamente, os TAMs sao um elo de ligacao entre a inflamagao e o cancro

(GRIVENNIKOV et al, 2012) e comegaram também a ser vistos como potenciais

biomarcadores para diagnostico (WANG et al.,, 2015) e prognéstico do cancro, assim como

alvos terapéuticos (YANG et al,, 2015).

Interferéncias na polarizagio podem converter macréfagos M2 em MI e facilitar a

supressao tumoral (DENG et al, 2016). Terapéuticas que repolarizem, diminuam ou

desinibam a atividade fagocitica dos TAMs estao atualmente em desenvolvimento clinico
(KLICHINSKY et al., 2020).

Para combater o efeito dos TAMs, varias estratégias podem ser utilizadas,

nomeadamente redugao do nimero de TAMs ou repolarizagao (KLICHINSKY et al., 2020).
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Tabela 3: Estratégias que podem ser utilizadas para combater o efeito dos TAM.

Reducao do nimero de TAMs Repolarizaciao dos TAMs Referéncias

Através de: Através de:

e Bloqueio da diferenciagio de e Bloqueio de sinais anti- | (ANDERSON et dl,

mondcitos; fagocitarios; 2020; PYONTECK

—_— . et al., 2013;

e Inibicdio do recrutamento adicional e Indugio de vias de sinalizagio | STANLEY et al,
de mondcitos; proé-inflamatérias nos TAMs. 2014)

e Diminuicdo da sobrevivéncia dos
TAMs;

e Eliminagio de TAMs existentes.

Legenda: TAMs: macréfagos associados ao tumor-.

O bloqueio da ligagao CSFI/ recetor do fator estimulantes de colénias (CSFIR) é o
método mais estudado para a redugao da sobrevivéncia dos TAMs (STANLEY et al, 2014).
Este tratamento nao é totalmente eficaz, pois pode ser compensado pelo aumento da
sinalizagao de outras vias pro-sobrevivéncia ou pela atividade das Tregs no TME (GYORI et
al, 2018), no entanto, induz a repolarizagao dos TAMs para M| (PYONTECK et al, 2013) e
a dupla inibicao (CSFI/CSFIR e Treg) tem potencial para ser uma imunoterapia eficaz
(GYORI et al, 2018). E importante notar que a falta de eficacia desta técnica é comum a
todas as técnicas que impliquem deplecao de TAMs no ambiente tumoral, devido a resposta
compensatoria de outros subtipos de células mieloides, podendo por em causa os beneficios
atingidos com a prévia deplegao (NYWENING et al, 2018).

Resumidamente, para atingir um tratamento tumoral efetivo, é fundamental combinar
terapéuticas convencionais com terapias que tém os TAMs como alvo, visto que as terapias

convencionais levam a um aumento local de células mieloides, o que favorece a progressao

tumoral (NYWENING et al,, 2018).

3. CARs

CARs sao recetores transmembranares (MORRISSEY et al, 2018) recombinantes
(O'NEILL et al, 2017), elaborados em laboratorio que redirecionam a atividade celular
(MORRISSEY et al, 2018) para antigénios especificos (ZHANG et al, 2019), contribuindo
para o surgimento de uma resposta imunolégica (MORRISSEY et al, 2018; ZHANG et dl,
2019). Embora as células T tenham sido o foco da investigagado com CARs, a utilizagao
destes recetores foi alargada a outras células do sistema imunitario, tais como NK, natural

killer T (NKT), y6T e macroéfagos. Estas células, para além das capacidades comuns as células
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T, possuem fungoes imunes inatas, com consequente capacidade aumentada de destruir o
tumor. Adicionalmente, demonstraram desencadear menos efeitos secundarios,
comparativamente as células T (BERNARREGGI et al, 2019; CAPSOMIDIS et al., 2018;
KLICHINSKY et al, 2020; O'NEILL et al, 2017), uma vez que possuem mecanismos de

morte celular que diminuem as reagoes de autoimunidade (LIN et al., 2019).

3.1. Células CAR-T

As células CAR-T, também designadas artificial T cell receptors (O’NEILL et al., 2017),
foram apresentadas pela primeira vez em 1989 (ZHANG et al., 2019), por Zelig Eshhar (LEE,
2019), sao células T autdlogas, nas quais é introduzido um CAR (O’NEILL et al., 2017).

Inicialmente é estabelecido o alvo das células CAR-T, seguidamente um fragmento
variavel de cadeia Unica (scFv) substitui o dominio extracelular do recetor de células T
(TCR), o scFv reconhece o alvo de forma dependente do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) (O’NEILL et al, 2017), liga-se e desencadeia cascatas de
sinalizagdo que ativam as células T (O’NEILL et al, 2017). Células CAR-T reconhecem
antigénios especificos, nomeadamente o CD 19, tipicamente expresso a superficie de células
B e tumores derivados destas (MORRISSEY et al, 2018). Por esta razio, o sucesso da
imunoterapia com células CAR-T tem estado associado a sua utilizagdo em tumores
hematologicos (ZHANG et al, 2019). Inimeros ensaios clinicos estudam a utilizagao de
células CAR-T direcionadas a outros marcadores tumorais e atualmente existem ja cinco
farmacos aprovados pela FDA (Breyanzi®, Abecma®, Tecartus™, Yescarta®, Kymriah™)
(FDA, [s.d.]).

A utilizagao de células CAR-T no tratamento de tumores solidos nao apresentou
evolugao significativa (ZHANG et al, 2019), pois um dos requisitos para haver efeito
antitumoral € as células CAR-T atingirem o tumor. Esta situagao ocorre quando as células
efetoras penetram no tecido do estroma, barreira fisica a entrada de células T (ANDERSON
et al, 2020; ZHANG et al, 2019). Mesmo depois da entrada no TME, as células efetoras
encontram condi¢oes desfavoraveis (MOON et al, 2014). Caso as CAR-T sobrevivam ao
TME, ha uma terceira “barreira” a ultrapassar, a expressao heterogénea de antigénios
tumorais, que pode levar a dete¢ao da invasao pelas CAR-T e escape de células tumorais
antigénio negativas (SONG et al, 2021). Outro motivo para a falha desta terapéutica em
tumores solidos é a exaustao das células imunitarias (BREMPELIS et al., 2020) e a qualidade
das células T, pois em terapias autologas esta depende das condigoes do doente (SINGH et
al., 2016). Tém sido feitos estudos no sentido de possibilitar a utilizacao de células CAR-T

no tratamento de tumores solidos, resultados positivos foram alcangados com a utilizagao de
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células CAR-T associadas a proteinas ativadoras de fibroblastos em modelos animais
(ZHANG et al,, 2019) e com tratamento fototérmico (CHEN et al., 2019).

Apesar das células CAR-T parecerem benéficas é importante ter em conta que os
processos de produgao personalizados implicam elevados custos (RATAJCZAK, 2019). Para
além disso, as células T podem viver durante um periodo de tempo indefinido, logo as CAR-
T podem permanecer ativas apds tratamento e desaparecimento do tumor, o que origina
uma sindrome de libertagao de citocinas (CRS) (O’NEILL et al., 2017). A CRS é um evento
toxico habitualmente associado a utilizagdo de células CAR-T classicas, podendo levar
(ZHANG et al.,, 2019) a ativagao descontrolada das células do sistema imunitario (O’NEILL
et al, 2017) e ao direcionamento de células T para locais que nao o tecido tumoral (ZHANG
et al., 2019), ocorrendo efeitos secundarios que podem por a vida em risco (ZHANG et al.,
2019). Associada a CRS é frequente a ocorréncia de neurotoxicidade (KAGOYA et dl,
2018).

Atualmente existem quatro geragoes de CAR-T. As CAR-T de |.* geragao contém
um fragmento extracelular, constituido por um scFv que reconhece antigénios do tumor
(MORRISSEY et al., 2018), contém também um espagador, uma regiao hinge, uma regiao
transmembranar (OLIVEIRA et al.,, 2013) e um dominio de ativagao de células T, constituido
geralmente pela cadeia CD37 (KAGOYA et al, 2018). Na 2.* geragao foi adicionado um
dominio intracelular co-estimulatorio, para ativagao completa das células T (LIU et al., 2017)
sendo assim mais eficazes na ativagdo de alvos especificos (OLIVEIRA et al, 2013). A 3.2
geragao apresenta dois dominios co-estimulatorios para maximizar a proliferagio e
produgdo de citocinas e a ativagao das células T (LIU et al, 2017). Tanto a 2.* como a 3.7
geragao foram desenvolvidas para aumentar a persisténcia das CAR-T in vivo, os seus efeitos

antitumorais e diminuir os efeitos secundarios (GUEDAN et al., 2018).

Dominio co-
estimulatério

Dominio co-
estimulatério

Dominio de
ativagio

Figura 2: Estrutura de CAR-T de |7, 2.7 e 3.7 geragoes (Adaptada de NATIONAL CANCER INSTITUTE,
[s.d.])
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No sentido de colmatar as desvantagens e dificuldades apresentadas pelas CAR-T de
27 e 3.7 geragao (OKAMOTO et al, 2020) e aumentar a seguranga e versatilidade do
tratamento, surgiu a 4.* geragao de CAR-T (KAGOYA et al, 2018). A 4.% geragao contém
dominios funcionais adicionais, com objetivo de melhorar as fungoes das células T (LIU et al.,
2017). Para evitar a ocorréncia de efeitos secundarios resultantes do direcionamento de
CAR-T para tecidos normais foi desenvolvido o duplo sistema CAR, no qual um recetor
Notch sintético deteta um antigénio, levando a indugao da expressao de um segundo CAR,
que reconhece outro antigénio, permitindo maior precisao terapéutica e utilizagdo numa
gama mais vasta de tumores (ROYBAL et al, 2016). Com o objetivo de aumentar a
seguranga das CAR-T, surgiu a split, universal, and programmable (SUPRA) (CHO et al., 2018)
que integra sinais de varios antigénios ativando as células T de forma especifica (CHO et dl,
2018). Outro tipo de CAR-T sao as TRUCK em que, apos detegao do antigénio, o fator
nuclear das células T ativadas (NFAT) induz a expressao de ILI2 (LEE, 2019). Outra
categoria sao as JAK-STAT CAR que demonstraram maior efeito antitumoral, persisténcia e
ativagao antigénio especifica (OKAMOTO et al, 2020). Existem ainda as CAR-T caspase 9
induzidas (iC9), sistema que elimina as CAR-T, melhorando a seguranga das mesmas, pois

contribui para diminuir a ocorréncia de CRS (LIU et al,, 2017).

SUPRA
CAR-T

JACK-5TAT
G::LR-T

Dominio co-
estimulatério

Dominio co-
estimulatério

Dominio de
ativagio

de ILI2

Figura 3: Estrutura dos varios tipos de CAR-T de 4.°geracao (Adaptada de KAGOYA et al,, 2018 e LEE, 2019).
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3.2. Células CAR-NK

As células NK foram descritas pela primeira vez em 1970 (NOGRADY et al.,, 2020)
sao linfécitos criticos para o sistema imune inato, ja que constituem a primeira linha de
defesa e sao as principais células citotoxicas para as células tumorais (BERNARREGGI et al.,
2019). A sua atividade é regulada por recetores de inibicao e ativagdo que reconhecem
expressoes alteradas de proteinas nas células alvo (BERNARREGGI et al., 2019). A ligagao
(MHCI) impede a morte de células saudaveis por células NK. Estas células desencadeiam
secregao de citocinas que regulam outras células do sistema imunitario, tém papel adjuvante
na agao citotoxica e consequente inibicao do crescimento tumoral (BERNARREGGI et dl,
2019).

Em comparagao com as células CAR-T, as CAR-NK revelam-se vantajosas
(KLINGEMANN, 2014). Sao menos dependentes do human leukocyte antigen (HLA)
(NOGRADY, 2020), carateristica que facilita a sua producao, uma vez que as células obtidas
podem ser imunologicamente diferentes das do doente (NOGRADY, 2020). Tém um tempo
de vida mais curto e um perfil de segregacao de citocinas mais seguro, podem desencadear
citotoxicidade, sem prévio reconhecimento do antigénio (BERNARREGGI et al, 2019), sao
capazes de exercer citotoxicidade independente do CAR (KLINGEMANN, 2014) e
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (ADCC) (KLINGEMANN,
2014).

No entanto, sao apontadas preocupagoes relacionadas com a utilizagao de CAR-NK,
o curto tempo de vida, pode pér em causa a eficacia, a sensibilidade a criopreservacao, a
diminuida eficiéncia de transdugao e a baixa representatividade (NOGRADY, 2020). Outro
entrave ¢é a dificuldade no combate a tumores solidos (ABUJAROUR et al,, 2021). Para além
disto, caso obtidas por leucaférese, o tempo e gastos monetarios implicados podem ser
elevados (KLINGEMANN, 2014), dado que a percentagem de células NK no sangue
periférico é pequena e a sua expansao para numeros clinicamente relevantes é uma
dificuldade (KLINGEMANN, 2014). Estratégias para ultrapassar estes obstiaculos tém sido
estudadas, nomeadamente a produgao de células NK a partir de células pluripotentes
(BERNARREGGI et al., 2019). Atualmente, esta a ser estudada a obtengao de células NK a
partir de células do cordao umbilical (BIANCA, 2020). Outra hipdtese é a utilizagao de
hESCs e de iPSCs (BERNARREGGI et al., 2019), técnicas que parecem benéficas por permitir
a produgao sustentada e célere de células efetoras especificas para o alvo (OLIVEIRA et al.,
2013). Apesar dos pontos positivos, as células obtidas podem apresentar instabilidade

genética (RATAJCZAK, 2019), o que n3ao acontece com a utilizagio de células
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estaminais/progenitoras hematopoiéticas (HSPCs) (BIANCA, 2020; RATAJCZAK, 2019) que
demonstram viabilidade e eficacia na geracao de multiplas linhagens de células efetoras
(OLIVEIRA et al., 2013).

Atualmente, varios estudos clinicos estao a decorrer, tendo demonstrado resultados
positivos no tratamento de tumores hematoldgicos (BIANCA, 2020). A associagao de CAR-
NK a inibidores de imuno checkpoints (IIC) é também uma hipotese, uma vez que as células
NK sao reguladas e inativadas por IC que, se inibidos, levam a que as células NK passem a
ativas e hiperfuncionais, podendo debelar o tumor de forma célere (BIANCA, 2020).

A terapia celular com CAR-NK tem vindo a ser alvo de avaliagao, tendo-se revelado,

até ao momento, mais barata e mais segura que as CAR-T (BIANCA, 2020).

3.3. Células CAR-NKT

Células NKT ostentam caracteristicas das células T e NK (SMYTH et al, 2000),
expressam simultaneamente o TCR e recetores NK (SMYTH et al, 2000) e reconhecem
apenas antigénios lipidicos apresentados por moléculas CD1d (MHCI) (SMYTH et al., 2000).
As células NKT representam um elo de ligagao entre a imunidade inata e adaptativa (SMYTH
et al, 2000), facilitando a resposta antitumoral através de varios mecanismos, como por
exemplo, a inibicao dos TAMs (SONG et al,, 2009). Dividem-se em dois subtipos, invariantes
(iINKT) e diversas (dNKT) (WEBB et al., 2020). As iNKT sao mais prevalentes (SMYTH et al,
2000) e apresentam maior atividade antitumoral (SONG et al., 2009).

A semelhanca das células CAR-NK, as CAR-NKT podem exercer citotoxicidade
direta ou indireta (SONG et al, 2009), atuando como fonte primaria de citocinas que
desencadeiam respostas imunes por parte de outras células (SONG et al., 2009).

As células CAR-NKT sao relevantes, dado que os CARs exacerbam a atividade
antitumoral das iINKT (HECZEY et al., 2014), a sua maior infiltragdo no tumor foi associada a
melhores resultados clinicos (METELITSA et al, 2004) e o reconhecimento antigénico
restrito ao CD |d pode reduzir a toxicidade fora do alvo (HECZEY et al., 2014; SONG et al.,
2009). Até a data, estudos pré-clinicos demonstraram viabilidade dos CARs para
redirecionar as NKT e prolongar a sobrevivéncia global (HECZEY et al,, 2014), no entanto,
apenas um ensaio clinico teve inicio, nao sendo para ja possivel retirar conclusoes sobre a
sua aplicacao terapéutica (HECZEY et al, 2017; XU et al, 2019a). Nao obstante, as CAR-
NKT desempenham um papel fulcral na regulacio da imunidade antitumoral, constituindo

uma possivel terapéutica futura.
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3.4. Células CAR-y6T

y6T sao um tipo de células T, com propriedades semelhantes as células imunes inatas
(CAPSOMIDIS et al., 2018) e adaptativas (DENIGER et al., 2014). Expressam as cadeias y e §
do TCR (CAPSOMIDIS et al.,, 2018), através das quais reconhecem e destroem os tumores
(CAPSOMIDIS et al., 2018), sao capazes de se infiltrar no TME e de atuar como APCs, apos
ativagcao (CAPSOMIDIS et al.,, 2018), o que despertou interesse na sua transdugao com CAR
(CAPSOMIDIS et al,, 2018).

As células y8T dividem-se em varios subtipos e a aplicagao do Vy9V62 em
imunoterapia esta a ser predominantemente explorada (CAPSOMIDIS et al., 2018; DENIGER
et al., 2014). Estas células constituem uma alternativa segura quando ocorre CRS severa com
CAR-T, ja que y6TCRs nao reconhecem auto-antigénios e consequentemente as células y&6T
nao tém propensao para autoimunidade_(LIN et al,, 2019).

Estudos pré-clinicos demonstram que as células y8T sao capazes de exercer
citotoxicidade sobre células tumorais (CAPSOMIDIS et al., 2018), através da produgao de
citocinas e de ADCC (CAPSOMIDIS et al, 2018) e que, apds transdugao com CAR podem
expandir-se para numeros clinicamente relevantes, assim como apresentar citotoxicidade
antigénio especifica aumentada, mantendo as suas propriedades antitumorais inatas,
nomeadamente a capacidade de apresentagao cruzada de antigénios (CAPSOMIDIS et al,
2018). A maior infiltragao de yOT esta associada a melhores progndsticos clinicos
(CAPSOMIDIS et al., 2018), revelando estas células maior aptidao de destruicao tumoral que
as CAR-T (CAPSOMIDIS et al.,, 2018). Alguns ensaios clinicos tiveram inicio (BENNOUNA
et al, 2008), mas mais sao necessarios para provar a veracidade dos dados obtidos pré-

clinicamente.
4. CAR-Ms

Estudos anteriores, nos quais macrofagos foram injetados em doentes com cancro
apresentaram resultados que ficaram aquém, o que sugere que os macrofagos necessitam de
sinais adicionais para exercer efeito sobre os tumores (MORRISSEY et al, 2018). Esta
informagao associada a utilizagdo limitada de células CAR-T em tumores solidos e as
caracteristicas dispares dos macroéfagos (NIU et al, 2020), nomeadamente a sua capacidade
de penetrar nestes tumores (MORRISSEY et al, 2018), fez com que surgissem hipoteses de
investigagao de utilizagao de CARs associados a macrofagos (NIU et al,, 2020). Assim sendo,
o desenvolvimento de CAR-Ms teve inicio no ano 2016 (O’NEILL et al., 2017), em 2017 foi
patenteada a sua estrutura e surgiu a designagao de “MOTO-CAR” (O’NEILL et al.,, 2017).
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Para obter os macrofagos que posteriormente sao associados aos CARs, podem ser
utilizados monocitos, macrofagos residentes dos tecidos, hESC e iPSC (BERNARREGGI et
al, 2019), outra hipétese é a utilizagdo de monodcitos/macrofagos autdlogos que sao
transduzidos ex-vivo com um vetor contendo os genes que codificam o CAR (O’NEILL et al.,
2017).

Construidos os CAR-Ms, os macrofagos passam a exercer fungoes dependentes de
antigénios, como, a expressao e secrecao de citocinas (RATAJCZAK, 2019) e sao
direcionados para fagocitar alvos especificos (MORRISSEY et al, 2018), nomeadamente
antigénios tumorais, como a timidina cinase | (TKI) e a hipoxantinaguanina
fosforribisiltransferase (HPRT), pouco expressos em células normais (O’NEILL et al.,, 2017).
Pensa-se que no futuro poderio ser usados quaisquer marcadores antigénicos caracteristicos
de células tumorais que nao estejam expressos em células normais, e, também, proteinas
mutantes, produzidas pela massa tumoral ou em resultado a sua presenga (O’NEILL et al.,
2017). Adicionalmente, os CAR-Ms tém capacidade de minimizar os efeitos
imunossupressores do TME (KLICHINSKY et al, 2020) e melhorar as respostas imunes
inatas e adaptativas antitumorais (KLICHINSKY et al., 2020).

Até ao momento a fagocitose mediada por CAR-Ms foi confirmada pré clinicamente
contra tumores solidos (KLICHINSKY et al, 2020) e hematoldgicos (ANDERSON et al,
2020). Apenas um ensaio clinico teve inicio, nao tendo ainda sido obtidos quaisquer dados
(KLICHINSKY et al., 2020).

Os varios grupos de investigagao estio associados as indUstrias farmacéuticas
Translational Therapeutics e Carisma Therapeutics. O grupo associado a Carisma Therapeutics foi

O que atingiu maiores avangos até a data (KLICHINSKY et al., 2020; ZHANG et al,, 2019).

4.1. Design de CAR-Ms

Os CAR-Ms patenteados possuem uma estrutura que consiste num scFv de um
anticorpo monoclonal humano/humanizado manipulado através de engenharia genética, para
se direcionar para antigénios especificos (O’NEILL et al,, 2017). O scFv é fundido através de
um dominio transmembranar, com a regiao de ativagao intracelular de um toll-like receptor

(TLR) (O’Neill e Weber, 2017).
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Figura 4: Estrutura de CAR-M (Adaptada de O’NEILL et al, 2017).

Em termos gerais, todos os CAR-Ms consistem num dominio extracelular (NIU et al.,
2020), dominio hinge (KLICHINSKY et al, 2020), dominio transmembranar e dominio
intracelular (MORRISSEY et al, 2018) responsavel por ativar os macrofagos, por vezes os
CAR-Ms possuem dominios de sinalizagao co-estimulatorios adicionais como parte dos
dominios intracelulares (O’NEILL et al, 2017). Para evitar problemas devido a ativagao de
CAR-Ms no soro, podem ser colocados sob controlo de um promotor especifico (O’NEILL
etal, 2017).

Nao obstante a estrutura patenteada, os diferentes grupos construiram diferentes
tipos de CAR-Ms, com pequenas variagoes entre si. O dominio extracelular usado é
geralmente um scFv, ja que o reconhecimento pelos CAR-Ms é independente do MHC
(KLICHINSKY et al.,, 2020; O’NEILL et al., 2017). No entanto ha exceg¢des, no caso do grupo
de NIU et al. foi utilizado o ligando de quimiocina 19 (CCLI9), ligando especifico do recetor
7 de quimiocinas (CCR7), em vez de um scFv (2020). O dominio hinge e transmembranar
utilizados tém sido, de forma geral, derivados do CD8. No que toca ao dominio intracelular,
ha algumas variagoes (NIU et al, 2020), este pode ser a porgao citoplasmatica de um TLR,
um recetor de CDI6, ILI ou INFy (O’NEILL et al., 2017), o dominio de ativagao classico (4-
IBB-CD37) (NIU et al., 2020) ou outros dominios identificados pelo grupo de MORRISEY et
al., através de um screening de um conjunto de recetores fagociticos de murinos (2018):
multiple EGF like domains 10 (MEGFI0), MER proto-oncogene, tyrosine kinase (MERTK),
subunidade y comum dos recetores de Fc (FcRy) e BAIl (MORRISSEY et al., 2018). Os CAR-
Ms foram designados de acordo com os seus dominios de sinalizagao intracelular e com os
antigénios a que se dirigem. Células RAW264.7 e CAR-Ms que expressam vetores vazios

foram designados CAR-M (protocadherin (PCDH)) (NIU et al., 2020).
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4.2. Diferentes tipos de CAR-Ms

Tal como referido no ponto anterior, varios foram os CAR-Ms concebidos pelos
diversos grupos de investigacao. O grupo de KLICHINKY et al. gerou o anti-HER2 CAR-
M(CD3Q) e o anti-mesotelina CAR-M(CD3(), com dominios extracelulares com afinidade
para o recetor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) (2020) e para a
mesotelina (PRESS RELEASE, CARISMA THERAPEUTICS, 2021), respetivamente. A Carisma
Therapeutics criou ainda anti-PSMA CAR-Ms que tém como alvo um antigénio presente na
membrana de células neoplasicas da prostata (PRESS RELEASE, CARISMA THERAPEUTICS,
2021).

O grupo de ZHANG et al. produziu o anti-HER2 CAR-M(CD147), constituido por
uma regiao extracelular que reconhece o HER2, uma regiao hinge, uma regiao
transmembranar e uma regiao intracelular de CD 147 (2019) utilizada para ativar a expressao
de MMPs nos macrofagos (ZHANG et al,, 2019).

O grupo de MORRISEY et al. apos screening dos recetores fagociticos de murinos,
construiu diferentes CAR-Ms, contendo diferentes dominios intracelulares (MEGFI0, FcRy,
BAIl e MERTK). Este grupo criou também um CAR-M com um dominio citoplasmatico
expressando a proteina verde fluorescente (GFP), mas sem dominio de sinalizagao, para
testar em que medida é que a adesio mediada pelo fragmento anti-CD19 é suficiente para
desencadear fagocitose (2018).

O grupo de NIU et al. criou anti-CCR7 CAR-Ms, que direcionam os macrofagos para
células CCR7+, pois detetou que grandes gotas lipidicas (LD") CCR7" sao uma populagio de
células imunossupressoras que migram do tecido tumoral para orgaos distais (2020). Ao
destruirem células CCR7+ os CAR-Ms prolongam a sobrevivéncia e suprimem o
crescimento tumoral, por induzirem imunidade antitumoral, ja que retardam a migracao de
células LD" CCR7 " para érgaos distais e previnem a ocorréncia de metastases (NIU et al,

2020).
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4.3. Producio e uso de CAR-Ms

Primeiramente é preciso produzir ou obter macrofagos, atualmente sao utilizados
MDM ou seja, os mondcitos sao recolhidos do sangue periférico por aférese, diferenciados
em macrofagos e depois associados a CARs (processo com duragao de uma semana). Este é
um processo caro e relativamente complexo (GABITOVA et al,, 2021), por isso, o grupo de
ZHANG et al. estuda a obtengao de CAR-Ms a partir de iPSCs. As iPSCs sao obtidas de
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de um dador saudavel, os clones de
iPSCs sao isolados e o CAR pretendido é introduzido por transdugiao lentiviral.
Posteriormente, as iPSCs sao induzidas a converterem-se em linhagem mieloide (2020). As
células obtidas expressam marcadores especificos de macrofagos e a atividade antitumoral
destes CAR-Ms foi comprovada em murganhos NOD Scid Gama, no entanto, a sua eficacia e
persisténcia ainda precisam de ser melhoradas (ZHANG et al., 2020). O grupo de OLIVEIRA
et al. propos a utilizagao de HSPCs, que em contacto com CSF| ou CSF2, se diferenciam em
células mieloides (2013), por sua vez transduzidas com vetores lentivirais contendo CARs
especificos. E, no entanto, importante ter em conta que in vitro sio geradas populacées
mistas de células mieloides (OLIVEIRA et al, 2013). Também o grupo de GABITOVA et al.
estuda uma alternativa, a utilizacgdo de mondcitos CDI4+ diretamente alterados
geneticamente para conter CARs, o que reduz a duragao do processo a um uUnico dia e
demonstra resultados favoraveis, pois os CAR-Ms obtidos revelam boas fungoes efetoras
independentemente da exposicao a CSF2, CSFl ou fatores imunossupressores. Apos
obtencao de macrofagos eles sao associados a um vetor viral que transporta os genes que
codificam o CAR (GABITOVA et al,, 2021).

Para a obtencao do vetor é necessario determinar as caracteristicas do CAR
pretendido, selecionar os genes que codificam para estas caracteristicas e proceder a sua
introdugao no vetor. Seguidamente, ha necessidade de combinar o vetor que codifica o CAR
com os macrofagos, ex-vivo (GABITOVA et al, 2021) e posteriormente injetar o complexo
obtido no doente. Varias estratégias tém sido delineadas para ultrapassar a resisténcia dos
macroéfagos a engenharia genética com vetores padrao, as quais analisaremos seguidamente,

assim como o processo de produgao em profundidade (HEIDT, 2021).
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Figura 5: Imagem esquematica do processo de produgéo e utilizagio de CAR-Ms (Adaptada de SANTONI et
al, 2021).

4.3.1. Plasmideos/vetores utilizados para introducao de CARs nos macroéfagos

Os vetores virais utilizados para construgao de CAR-T nao sao aplicaveis em
macrofagos (HEIDT, 2021) devido a expressio de um fator de restrigaio, SAMHDI, que
interfere na transcricao reversa. Foi desenvolvido um sistema lentiviral que induz a
degradagao de SAMHDI, o que torna possivel a utilizagao de lentivirus como vetores para as
células mieloides humanas primarias (VALERI et al, 2021). Apesar desta técnica parecer
benéfica, desvantagens foram associadas a utilizagio de vetores virais, pois sendo os
macrofagos células imunes inatas, reconhecem os acidos nucleicos virais exdgenos e geram
uma resposta inflamatoria ou apoptética. Posto isto, a Carisma Therapeutics investiga um
método de entrega do mRNA que nao ative este tipo de respostas. Um grupo de
investigacao utilizou eletroporagao para gerar diferentes fragmentos de mRNA, que sao
sujeitos a modificagoes de bases e passam a codificar anti-HER2 CARs. Uma desvantagem
axial é apresentada pelo mRNA tratado com eletroporagao, uma vez que, quando expresso
pelos CAR-Ms nao origina polarizagao MI. Para ultrapassar isto, os CAR-Ms nao virais foram
tratados com IFNP, passando a expressar um fenétipo M| de forma duradoura e resistente a
conversao para M2. O tratamento com IFNP teve também outras consequéncias
interessantes, como o aumento da agao antitumoral dos CAR-Ms e da sua resisténcia a
fatores imunossupressores. Esta técnica permite reduzir os custos, a complexidade de
fabrico e a imunogenicidade associada a vetores virais, representando um avango na
producao de CAR-Ms (OHTANI et al.,, 2020).

No que toca aos vetores utilizados nos ensaios até a data realizados, o grupo de
KLICHINSKY et al. baseou-se no facto dos macrofagos expressarem CD46, proteina
fundamental para o subgrupo B de adenovirus, Ad35, tendo por isso, considerado o Ad5f35
como vetor para entrega dos CARs aos macrofagos (2020). Este grupo introduziu um anti-

HER2 CAR num vetor Ad5f35 e foi gerado o Ad5f35-CAR-HER2-Z. Concluiu-se que esta é
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uma ferramenta viavel para entrega dos genes que codificam os CARs, ja que os macrofagos
transduzidos com Ad5f35-CAR-HER2-{ expressam o CAR com elevada eficiéncia e
reprodutibilidade (KLICHINSKY et al., 2020) e a sua utilizagdo aumenta a probabilidade dos
macroéfagos manterem um fenétipo M1 (HEIDT, 2021).

O grupo de NIU et al. usou o plasmideo pLenti CMV Puro LUC e o vetor de
expressao lentiviral de 3.7 geracao que expressa o gene da luciferase e possui um promotor
CMV, para a construgao de anti-CCR7: CAR-M(TLR2), CAR-M(TLR4), CAR-M(TLR6), CAR-
M(MERTK) e CAR-M(4-1BB-CD3¢) (2020).

Para produzir o lentivirus, o grupo de MORRISEY et al. utilizou células HEK293T
transduzidas com pMD2.G, um vetor lentiviral englobando a construgao de interesse e
pCMV-dR8.91 (2018).

O grupo de ZHANG et al. usou um vetor lentiviral pLenti6/V5-D-TOPO® e uma
técnica de recombinagao homologa para inserir nele todos os fragmentos do CAR (2019).

Em suma, o vetor utilizado pode ser sujeito a pequenas modificagoes no sentido de
melhorar a atividade dos CAR-Ms, por exemplo, introdugao de elementos reguladores ou
promotores que permitem a expressao dos CARs apenas em determinados estadios

celulares ou na presenga de moléculas especificas (OLIVEIRA et al., 2013).

4.3.2. Transducao e infecao viral dos CAR nos macréfagos

Produzidos os macrofagos, os CARs sao geralmente introduzidos por transdugao
viral (MORRISSEY et al., 2018). A transdugao viral pode também ser designada de transfecao
e é o processo no qual outras células passam a expressar os genes transportados pelo virus
(CAPSOMIDIS et al.,, 2018), que na maior parte dos estudos foram lentivirus (MORRISSEY et
al., 2018). Nos varios grupos, apos transdugao, ocorreu selecao do meio lentiviral, filtragao e
concentragao. Posteriormente esse concentrado foi utilizado para infe¢ao (MORRISSEY et
al, 2018; NIU et al,, 2020) lentiviral, que possibilita expressar de forma estavel os CARs nos

macrofagos (MORRISSEY et al., 2018).

4.3.3. Infusdo e diferenciacao dos macrofagos apos infecao

Apos transdugao dos macrofagos com o vetor contendo o CAR, eles passam a
expressa-lo e de seguida os CAR-Ms tém de ser introduzidos no individuo que pretendemos
tratar. De forma geral, os varios grupos estabelecem modelos tumorais animais através da
injecao de células cancerigenas, estes animais sao depois divididos em grupos e injetados
diferenciadamente com os CAR-Ms construidos, CAR-Ms controlo ou um tampao (NIU et

al,, 2020; ZHANG et al., 2019).
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Dada a plasticidade fenotipica dos macréfagos e o facto da infegao viral ativar o
inflamassoma, o grupo de KLICHINSKY et al. estudou a hipotese da exposicao ao Ad5f35
poder induzir um fenotipo M1, nesse sentido foram analisados transcriptomas de macrofagos
de quatro dadores humanos. Observou-se que macroéfagos transduzidos com adenovirus,
apresentaram um fenétipo M1, independentemente da expressio do CAR. Adicionalmente, a
expressao de genes associados a interferoes apos transdugao, as vias celulares ativadas e a
indugao de componentes chave para a apresentagao de antigénios, sio também consistentes
com a expressao de um fenétipo M1, tendo-se concluido que o fenétipo nao é induzido pelo
que o CAR expressa, mas sim pelo vetor viral. De notar que, apés transducao, o fenotipo

MI foi mantido no minimo 40 dias (2020).

4.3.4. Eficiéncia e eficacia da transducio de CAR-Ms/avaliacdo da persisténcia,

biodistribuicdao e trafego de CAR-Ms

A eficiéncia e eficicia da transdugao de CAR-Ms refletem-se na persisténcia e
intensidade da sua expressao, na biodistribuicao e na movimentagao dos CAR-Ms nos
tecidos (OHTANI et al, 2020). Em 2017, no encontro anual da AACR (American
Association for Cancer Research), o Ad5f35 foi identificado como um vetor eficiente na
transdugao de macroéfagos de doentes com cancro, ja que a expressao de CAR-Ms nestes
doentes se demonstrou superior a 70% (KLICHINSKY et al., 2017). A expressao de CAR-Ms
apos transdugao foi da mesma forma avaliada pelo grupo de NIU et al, que verificou que 30
a 50% das células eram CAR+ (2020). O grupo de MORRISEY et al. examinou também os
niveis de expressao dos varios CAR-Ms, tendo os anti-CDI9 CAR-M(GFP) revelado
expressao mais significativa (2018).

A persisténcia de CAR-Ms, ou seja, o tempo durante o qual a sua expressao se
mantém, foi analisada pelo grupo de KLICHINSKY et al., que concluiu que os CAR-Ms in vivo
resistem no minimo 62 dias em murganhos NOD-scid IL2Rgnull-3/GM/SF (NSGS) sem
tumor (2020).

Para avaliar a biodistribuicao e o movimento dos CAR-Ms em diregao ao tumor,
foram administrados macréfagos marcados com fluorescéncia e determinada a sua presenga
5 dias depois, em varios 6rgaos com tumores pré-estabelecidos. Foi detetado tropismo em
direcao a todos os tipos de tumores sélidos avaliados e provou-se que este movimento nao
¢é afetado pela transdugao com adenovirus. Para além disso, detetou-se tropismo especifico
para o figado, ja que em todos os murganhos este foi o primeiro tecido onde se acumularam

CAR-Ms apo6s administragao intravenosa (V) (KLICHINSKY et al., 2020).
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4.4. Caracterizacao da atividade dos CAR-Ms

Os CAR-Ms exercem fungoes dependentes de antigénios (ZHANG et al., 2020) e
podem ser ativados por varias moléculas especificas de células tumorais (O’NEILL et al,
2017). Apos ativagao os CAR-Ms (MORRISSEY et al., 2018) processam os antigénios e
apresentam-nos de forma aumentada as células T, ativas e inativas (KLICHINSKY et al,
2020), sendo responsaveis pelo aumento do recrutamento de células T para o ambiente
tumoral (KLICHINSKY et al, 2020). Adicionalmente, os CAR-Ms passam a expressar
quimiocinas e citocinas pro-inflamatoérias, convertem macréfagos M2 em M| (KLICHINSKY
et al, 2020), aumentam a capacidade proliferativa das T CD8+ (KLICHINSKY et al,, 2017),
podendo estas exercer agao imunitaria local durante um longo periodo de tempo (PRESS
RELEASE, CARISMA THERAPEUTICS, 2021). Para além dasas atividades referidas, os CAR-
Ms desencadeiam vias fagociticas (MORRISSEY et al, 2018), redirecionam macrofagos
primarios (MORRISSEY et al., 2018), induzem marcadores de maturagao e ativagao em célula
dendriticas (DCs) humanas imaturas (KLICHINSKY et al., 2020) e além disso sao resistentes
aos efeitos de citocinas imunossupressoras (KLICHINSKY et al., 2020).
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Figura 6: Atividade dos CAR-M (Adaptada de ANDERSON et al,, 2020).

4.4.1. Avaliacao da capacidade de apresentacao cruzada de antigénios dos CAR-

Ms

Para além da tipica apresentagao de antigénios, ha literatura que sugere comunicagao
sistémica cruzada entre o sistema imunitario e o tecido tumoral, ao nivel da célula e de
fatores soluveis (NIU et al., 2020). Os CAR-Ms demonstram interagir com células do sistema
imunitario (KLICHINSKY et al, 2017) e a sua utilizagdo aumenta a apresentagao cruzada de
antigénios tumorais (MORRISSEY et al, 2018). O grupo de MORRISEY et al. estudou a
capacidade dos CAR-Ms estimularem a proliferagao de células T, no entanto, nao detetou
apresentagao cruzada robusta (MORRISSEY et al, 2018). Dados de estudos mais recentes

confirmam a ocorréncia de apresentagao cruzada robusta (KLICHINSKY et al., 2020).
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No sentido de analisar a capacidade dos CAR-Ms ativarem células T in vivo, foram
gerados modelos tumorais animais, estes foram posteriormente divididos em 3 grupos e
sujeitos a diferentes formas de tratamento: CAR-Ms e células T policlonais derivadas de
dadores, apenas CAR-Ms ou células T. Murganhos tratados com CAR-Ms e células T
policlonais derivadas de dadores manifestaram respostas antitumorais mais intensas do que
os restantes. O efeito sinergistico entre CAR-Ms e células T, deve-se provavelmente a
estimulagao da atividade antitumoral nao especifica de células T mediada por CAR-Ms
(KLICHINSKY et al., 2020).

O grupo de KLICHINSKY et al. avaliou a capacidade de apresentagao cruzada dos
CAR-Ms e demonstrou que os macrofagos, apds fagocitose, sao capazes de apresentar
antigénios derivados do tumor de forma cruzada, indicando que os CAR-Ms podem levar a
disseminagao dos epitopos (2020), a redugao da probabilidade de escape de antigénios, assim
como redugao do reaparecimento e proliferagao de antigénios tumorais.

O grupo de ZHANG et al. avaliou a infiltragao de células nos tumores e nao
observou diferenga no nimero de leucécitos CD45+ infiltrados, DCs, NK ou TAMs. No
entanto, os tumores tratados com anti-HER2 CAR-M(CD147) apresentaram conteudo de
células T CD3+ aproximadamente quatro vezes superior aos tratados com macrofagos
controlo, tal nao se verificou em murganhos deficientes em células T, o que permite concluir
que o processo de tratamento é dependente de células T autdlogas. Adicionalmente
observou-se que os anti-HER2 CAR-M(CD147), gragas a apresentagao de antigénios as
células T, recrutamentam-nas para o ambiente tumoral, o que é necessario para que ocorra
efeito terapéutico (2019).

Estes dados demonstram que os CAR-Ms nao se limitam a diminuir a dimensao dos
tumores e tém também capacidade de induzir atividade antitumoral de longa data, através da
apresentacao de antigénios as células T, protegendo os individuos de recorréncias futuras

(KLICHINSKY et al., 2020; MORRISSEY et al., 2018).

4.4.2. Avaliacao da atividade fagocitica dos CAR-Ms

O grupo de KLICHINSKY et al. estudou a atividade fagocitica em anti-CD|9 CAR-
M(CD37) que expressam um dominio intracelular intacto e em anti-CD19 CAR-M(CD3AQ)
que expressam um dominio truncado. Os anti-CDI19 CAR-M(CD3() desencadearam
fagocitose de células tumorais em fungao de antigénios especificos, mas os anti-CD 19 CAR-
M(CD3AQ) e os macroéfagos nao transduzidos (UTDs) nao (2020). Este grupo gerou também
CAR-Ms que tinham como alvo a mesotelina ou o HER2, antigénios de tumores sdlidos,

observou-se fagocitose de células positivas para estes (KLICHINSKY et al., 2020).
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O grupo de MORRISEY et al. incubou macroéfagos anti-CD19 CAR-M(MEGF|0) com
células CD22+ e macrofagos anti-CD22 CAR-M(MEGF/0) com células CD 19+, em nenhum
dos estudos ocorreu fagocitose (2018). Deste modo, os dados de ambos os grupos
confirmam que os CAR-Ms fagocitam células especificas em fungao de um antigénio alvo
(KLICHINSKY et al, 2020; MORRISSEY et al, 2018). Assim, se os CAR-Ms forem
construidos de forma a terem como alvo varios antigénios, eles permitem direcionar
macroéfagos para diversos antigénios tumorais e desencadear polifagocitose. Para além disto,
o grupo de KLICHINSKY et al. demonstrou que o dominio intracelular CD3( tem um papel
fulcral no direcionamento da atividade fagocitica antitumoral (2020).

Outra caracteristica avaliada foi o potencial fagocitico em fungao da estrutura dos
CAR-M. O grupo de KLICHINSKY et al. determinou-o em anti-CD|9 CAR(CD3{) e anti-
CDI19 CAR(Fcy) (2020). Ja os grupos de MORRISEY et al. e de NIU et al. tiveram em conta
os varios tipos de CAR-Ms por eles desenvolvidos. Concluiram que a atividade dos CAR-Ms
foi equivalente, independentemente dos dominios utilizados na construgao, CD3( ou Fcy
(2018; 2020), no entanto o dominio FcRy associado a um dominio de recrutamento PI3K,
gera um aumento significativo da fagocitose (MORRISSEY et al, 2018). Adicionalmente
observaram que a presenga de determinados dominios (MEGFI0 e FcRy) aumenta a
fagocitose de particulas CD19+ em comparagao com macroéfagos vulgares, mas que outros
dominios (BAIl, MERTK e GFP) nao tém influéncia na ligagao de particulas CD19+, mesmo
estando eles a superficie das células alvo (Morrissey et al, 2018). Relativamente ao anti-
CCR7 CAR-M(MERTK), estes promoveram fagocitose significativa de células tumorais
CCR7+, comparativamente a macrofagos vulgares ou a macrofagos que expressam outros
dominios intracelulares, sendo importante notar que todos os CAR-Ms desenvolvidos por
este grupo possuem um dominio extracelular constituido por um ligante do CCR7 (CCLI9)
(NIU et al.,, 2020).

O terceiro ponto analisado foi a capacidade dos CAR-Ms fagocitarem alvos de
diferentes tamanhos. O grupo de MORRISEY et al. concluiu que anti-CDI9 CAR-
M(MEGF0) fagocitam especificamente particulas com didmetros entre 2.5 pm e 20 uym e sao
eficientes comparativamente ao sistema fagocitico endogeno (2018), demonstrando um
aumento da especificidade fagocitica em fungao do aumento do diametro (MORRISSEY et al.,
2018).

Avaliou-se também a influéncia do bloqueio CD47/SIRPa na atividade fagocitica dos

CAR-Ms, sendo o eixo CD47/SIRPa antifagocitico e um dos principais mecanismos
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responsaveis por regular a fagocitose, constatou-se que o seu bloqueio a aumenta
(KLICHINSKY et al., 2017).

Para além dos estudos efetuados, o grupo de MORRISEY et al. procurou direcionar a
fagocitose para um alvo especifico. Colocou anti-CD 19 CAR-M(MEGF/0) e anti-CD19 CAR-
M(FcRy) em co-cultura com células Raji B, células cancerigenas que expressam elevados
niveis de CDI9. A maior parte dos CAR-M (85% dos anti-CD19 CAR-M(FcRy) e 78% dos
anti-CD 19 CAR-M(MEGF|0)) fagocitaram partes da célula alvo. A remoc¢ao do dominio de
sinalizagao (anti-CD 19 CAR-M(GFP)) reduziu a trogocitose, isto € a transferéncia intercelular
de fragmentos de membrana e moléculas associadas, durante o contacto intercelular, o que
revela dependéncia deste dominio. Anti-CDI9 CAR-M(MEGFI0) foram capazes de
desencadear trogocitose por fibroblastos humanos NIH 3T3, fagocitos nao profissionais, o
que alerta para a possibilidade dos CAR-Ms poderem promover fagocitose dependente de
antigénios tumorais, pelos dois tipos de fagdcitos (profissionais e nao profissionais) (2018).

O grupo de MORRISEY et al. observou também que células Raji B inteiras podem ser
fagocitadas por anti-CDI9 CAR-M(MEGFI0) e anti-CDI19 CAR-M(FcRy), no entanto de
forma esporadica, o que sugere que as interagoes dos macrofagos com o alvo sao
provavelmente parcas para desencadear este tipo de fagocitose (2018). Entiao, este grupo
combinou varios motivos de sinalizagao para desenvolver um recetor (MORRISSEY et al.,
2018). Através da fusio de uma porgao do dominio CDI9 citoplasmatico ao anti-CDI9
CAR-M(FcRy), surgiu o anti-CD |9 CAR-M(tandem), este CAR-M possui uma capacidade de
fagocitose de células inteiras trés vezes superior aos anti-CD19 CAR-M(GFP), o que se
justifica pela combinagao dos varios motivos destinados a recrutar diferentes fagocitos.
Outra forma de aumentar a eficiéncia dos CAR-Ms pode ser através da manipulagao das
propriedades fisicas do alvo de fagocitose, visto que o aumento da rigidez do alvo promove
o aumento da fagocitose (MORRISSEY et al., 2018). Seguidamente, o grupo de MORRISEY et
al. incubou CAR-Ms com células Raji B, para determinar se a combinagao de trogocitose e
fagocitose de células inteiras é suficiente para que ocorra redugao significativa de células
cancerigenas. Os resultados foram favoraveis, no entanto, o ensaio nao permitiu distinguir a
reducao de células cancerigenas obtida através da trogocitose, da conseguida a partir de
fagocitose de células inteiras, podendo ambas contribuir para as taxas de redugao de Raji B.
Em suma, estes dados advertem para o facto de os CAR-Ms serem uma boa estratégia para
direcionar os macrofagos para os tumores, podendo iniciar fagocitose de células inteiras e

trogocitose, com consequente eliminagao de células cancerigenas (2018).
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Posto isto, a medida em que ocorre morte tumoral e fagocitose esta diretamente
relacionada com os niveis de expressao de antigénios alvo e de CAR-Ms (KLICHINSKY et

al., 2020).

4.4.3. Avaliacao da atividade antitumoral dos CAR-Ms

O grupo de NIU et al. efetuou varios estudos para avaliar a atividade antitumoral. In
vivo, o efeito antitumoral dos anti-CCR7 CAR-M(MERTK) foi avaliado num modelo de cancro
da mama 4T| subcutaneo (SC), em que células 4T|-Luc foram implantadas em murganhos
BALB/c. No primeiro estudo, 4 dias apds implantagao de células tumorais, os murganhos
foram injetados com 5x10° células/kg de anti-CCR7 CAR-M(PCDH) (macréfagos controlo),
anti-CCR7 CAR-M(MERTK) ou solugao tampao fisioldgica (phosphate-buffered saline, PBS), o
que se repetiu de 5 em 5 dias, 5 vezes por dia. No 31.° dia, os murganhos que tinham sido
inoculados com anti-CCR7 CAR-M(MERTK) demonstraram aumento do tempo médio de
sobrevivéncia, diminuicao do volume tumoral e elevado nimero de células tumorais
apoptoticas em comparagaio com os murganhos tratados com macréfagos controlo.
Adicionalmente, in vitro foi demonstrado que anti-CCR7 CAR-M(MERTK) inibiram a
disseminagao sistémica das células tumorais. A conclusao obtida foi que anti-CCR7 CAR-M
apresentam agao antitumoral, em modelos pré-clinicos in vitro e in vivo.

No segundo estudo, 4 dias apos implantacio de células tumorais, os murganhos
foram tratados com 5 x 10® células/kg de anti-CCR7 CAR-M(MERTK) ou anti-CCR7 CAR-
M(PCDH) por via IV de 5 em 5 dias, 3 vezes por dia. No 21° dia, os anti-CCR7 CAR-
M(MERTK) demonstraram suprimir o crescimento tumoral, contudo nao foi observada
infiltracao de CAR-Ms nos tecidos tumorais, a nao ser no bago e timo, nos restantes tecidos
ocorreu infiltragdo de células T CD3+, o que pode significar que estas células imunitarias
foram as responsaveis pelos efeitos antitumorais. E de acrescentar que murganhos tratados
com anti-CCR7 CAR-M(MERTK) apresentaram redugao do nimero de células CCR7+ no
tumor, timo, bago e bigodes. Foi também detetado aumento dos niveis de citocinas pro-
inflamatorias nos tecidos tumorais, indicando surgimento de um ambiente inflamatorio
benéfico, aumento que nao se verificou no ensaio in vitro de citotoxicidade. As evidéncias
apresentadas apoiam a hipétese de anti-CCR7 CAR-M(MERTK) suprimirem a progressao
tumoral, por reforcarem a resposta imune sistémica (2020), estes CAR-Ms demonstraram
capacidade de matar células tumorais 3 vezes superior relativamente a anti-CCR7 CAR-
M(PCDH) (controlo) (NIU et al., 2020).

O grupo de ZHANG et al. investigou os efeitos de anti-HER2 CAR-M(CD147) no

crescimento de células tumorais in vitro, realizou co-culturas com macrofagos controlo ou
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com anti-HER2 CAR-M(CD147), nao observou diferencas na capacidade de proliferagao das
células HER2-4T1, na apoptose das células tumorais, no seu ciclo celular, ou, na sua
capacidade de invasdo. Isto significa que os anti-HER2 CAR-Ms(CD147) nao inibiram o
crescimento de células tumorais in vitro quando comparados com macrofagos controlo. Para
determinar o efeito de anti-HER2 CAR-M(CD147) em tumores sdlidos in vivo, estabeleceu
um modelo de cancro da mama em modelos animais, posteriormente injetados por via |V
com macrofagos controlo ou anti-HER2 CAR-M(CDI147). O volume tumoral foi
determinado e conclui-se que os anti-HER2 CAR-M(CD147) reduziram o crescimento de
peso do bago e inibiram o crescimento tumoral em comparagio com os macroéfagos
controlo (2019).

O grupo de KLICHINSKY et al. estudou in vivo a atividade antitumoral dos CAR-Ms,
em dois modelos de murganhos NSGS. No 1° modelo foram injetadas células SKOV3 por via
IV, dando origem a metastases pulmonares. Seguidamente, os murganhos NSGS foram
sujeitos a uma unica injecao IV de soro fisioldgico, macréfagos transduzidos com vetor
Ad5f35 vazio, anti-HER2 CAR-M(CD37) ou macrofagos UTD. Conclui-se que uma unica
infusao de CAR-Ms levou ao prolongamento da sobrevivéncia global e a redugao da carga
tumoral metastatica. Num 2.° modelo, células SKOV3 foram injetadas por via intraperitoneal
originando carcinomatoses. Posteriormente, procedeu-se a uma Unica injegao intraperitoneal
de soro fisiologico, anti-HER2 CAR-M(CD3() ou macréfagos UTD. Observou-se que o
tratamento com CAR-Ms levou a melhoria significativa da sobrevivéncia global e regressao
tumoral acentuada na maioria dos murganhos (2020). O grupo de KLICHINSKY et al.
concluiu que CAR-Ms gerados com Ad5f35 parecem eliminar células tumorais mais
eficazmente do que macréfagos controlo in vitro e in vivo, e que uma Unica infusao de CAR-
Ms humanos diminuiu a carga tumoral e prolongou a sobrevivéncia global (2020).

Num ensaio, in vitro em que se analisou a morte celular com base na atividade da
luciferase, anti-HER2 CAR-M demonstraram capacidade para matar células SKOV3 seis
vezes superior ao trastuzumab (KLICHINSKY et al., 2017).

O grupo de PIERINI et al. estudou pela primeira vez o comportamento de CAR-M
num ambiente imunocompetente in vivo. Administrou tumores CT26-HER2+(SC) em
murganhos BALB/c, tratou-os com UTD ou anti-HER2 CAR-M. Murganhos tratados com
CAR-Ms demonstraram maior sobrevivéncia, controlo tumoral e dissiminagao de epitopos,
nalguns houve sinais de indugao de memoria prolongada relativa aos antigénios associados ao
tumor (TAA). Para avaliar a resposta imune sistémica antitumoral, o grupo sujeitou os
murganhos BALB/c a introdugao de tumores CT26-Wt e CT26-HER2+, em dois flancos

opostos, tratou os tumores HER+ localmente com anti-HER2 CAR-M. Os tumores CT26-
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HER2+ desapareceram em 75% dos animais e o crescimento de CT26-Wt demonstrou-se
significativamente diminuido, o que denota a ocorréncia de efeito abascopal (2021).

O grupo de OLIVEIRA et al. comparou a capacidade apoptotica de células miéloides e
NK transformadas com CARs, as primeiras demonstraram maior taxa de apoptose de
células Raji B (2013).

De forma geral, os varios grupos concluiram que animais tratados com CAR-M
demonstraram diminuicao da carga tumoral, comparativamente ao controlo (KLICHINSKY

et al., 2020; NIU et al., 2020).

4.4.4. Efeito dos CAR-Ms no TME

O grupo de KLICHINSKY et al. avaliou a interagao bidirecional entre os CAR-Ms e o
TME em murganhos NSG com sistemas imunitarios humanizados (HIS) gerados por
transplantagao de células estaminais hematopoiéticas (HSCs) CD34+ humanas. Apds detegao
de células mieloides humanas no sangue periférico, foram inseridos sub-cutaneamente
tumores ovaricos SKOV3, dias depois CAR-Ms ou UTD humanos masculinos foram
injetados intratumoralmente. A utilizagio de CAR-Ms ou UTD masculinos e HSCs permite
distinguir no TME os macroéfagos inseridos adaptativamente, dos macrofagos derivados de
HSCs. Os macrofagos sao caracterizados pela expressao de marcadores, mas neste estudo
apenas os CAR-Ms expressaram genes associados a expressao M|, o que demonstra que os
CAR-Ms mantém um fenotipo M| no TME humano (2020).

O grupo de KLICHINSKY et al. estudou também o efeito dos CAR-Ms no TME
circundante, utilizando um modelo animal com TME humanizado. O TME foi agrupado em
dois clusters (0 e 1), o | enriquecido com UTD (71% UTD, 29% CAR) e o 0 com CAR-M
(86% CAR, 14% UTD). Ao analisar os clusters, inferiu-se que o 0 expressava essencialmente
genes pro-inflamatorios, o que comprova que os CAR-Ms in vivo remodelam o TME para um
fenotipo M. Para validar estes resultados, foi realizado um estudo idéntico in vitro, no qual
se avaliou o efeito dos CAR-Ms em macrofagos M2. Foi corroborado que os CAR-Ms
induzem vias e marcadores proé-inflamatorios em macréofagos M2, ativam e induzem
maturagao de marcadores proé-inflamatérios em DCs imaturas, assim como o recrutamento
de células T ativas e inativas, mantendo a sua atividade antitumoral mesmo na presenga de
macroéfagos humanos M2 e exercendo efeito dominante nas células imunes vizinhas (2020).

O grupo de ZHANG et al. analisou em que medida o anti-HER2 CAR-M(CD47)
pode alterar a sinalizagao interna e afetar o sinal subsequentemente expresso, apés detetar
o HER2. Macrofagos controlo e anti-HER2 CAR-M(CD147) foram colocados em co-cultura

com células HER2-4T|. Posteriormente, os macrofagos foram recolhidos para analise da
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expressao de MMPs. As observacoes realizadas sugerem que o aumento da expressao de
MMPs nos CAR-M(CD[47) esta relacionado com a estimulagao dos antigénios tumorais. Por
outro lado, em anti-HER2 CAR-M(CD147) colocados em co-cultura com wild-type (WT)
4TI, os niveis de expressaio de MMPs foram idénticos aos expressos pelos macrofagos
controlo, o que demonstra que anti-HER2 CAR-M(CD147) ativam a expressao de MMPs em
macroéfagos e reconhecem especificamente o antigénio HER2 (2019).

O grupo de PIERINI et al. estabeleceu um immunocompetent syngeneic mouse model
para avaliar a interagdo dos CAR-M com o sistema imune adaptativo e com o TME.
Inicialmente, macrofagos derivados da medula 6ssea de murinos, foram transduzidos com
um vetor Ad5f35, para expressar anti-HER2 CAR-M. Estes CAR-Ms induziram a expressao
de MHCI e MHCII nas células tumorais e efetuaram apresentagao cruzada de antigénios do
tumor, o que resultou na ativagao de células T CD8+ e fagocitose especifica de células
HER2+, de forma dependente da dose. Assim sendo, a conclusao retirada foi que os CAR-
Ms tém capacidade de reprogramar o TME e induzir uma resposta imune sistémica face a

tumores solidos (2021).

4.4.5. Efeito dos CAR-Ms nos TAMs

Existe interesse crescente em gerar efeito pro-inflamatoério antitumoral através da
diminuicao do numero de TAMs ou da sua repolarizagio para MI. Assim, o grupo de
KLICHINSKY et al. langou a hipotese de monocitos humanos do sangue periférico serem
diferenciados em macréfagos, dotados de dominios especificos de antigénios tumorais e com
a capacidade de se dirigirem para os tumores. Nesse sentido, desenvolveu um método de
transferéncia de genes que conferiu aos macrofagos geneticamente modificados
caracteristicas proé-inflamatorias, assim como potencial de polarizar mais intensamente o
microambiente circundante. Para além da atividade antitumoral direta dos CAR-Ms,
detetaram capacidade de co-estimulagao de células T e apresentagiao cruzada de antigénios
as mesmas, aumentando a possibilidade dos CAR-Ms alterarem as caracteristicas do TME,
diminuirem a carga tumoral e assim gerarem uma resposta imunoldgica (2020).

Perante o facto de os tumores solidos serem ricos em TAMs, o grupo de
KLICHINSKY et al. avaliou a sua interacao bidirecional com CAR-Ms. Os TAMs nao
conseguiram converter CAR-M de M| para M2, mas os CAR-Ms converteram TAM para
MI. A presenca de M2 nao teve impacto na capacidade de morte tumoral dos CAR-Ms,

destacando a sua resisténcia aos componentes imunossupressores do TME (2020).
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4.4.6. Validacao da plasticidade fenotipica dos CAR-Ms

Para avaliar a plasticidade fenotipica, o grupo de KLICHINSKY et al. estimulou in vitro,
macréfagos humanos transduzidos com Ad5f35 ou macroéfagos controlo (UTD), com fatores
indutores M2 ou com meios contendo SKOV3. Apos estimulagao, apenas os macréfagos
UTD expressaram de forma avultada o marcador M2 (CD206) e aumentaram o consumo
basal de oxigénio, situagao expectavel em todos os macréfagos M2 estimulados com IL4,
tendo-se concluido que em UTD a fragao de genes induzidos foi muito superior do que em
CAR-Ms, o que significa que a transdugao com Ad5f35 influencia a plasticidade fenotipica,
dimunuindo-a (2020).

Para avaliar o efeito dos anti-HER2 CAR-M(CD147) no fendtipo dos macrofagos, o
grupo de ZHANG et al. analisou a expressao das moléculas membranares em macroéfagos
apos co-cultura com anti-HER2 CAR-M(CD 147). A fagocitose, produgao de ROS, secregao
de citocinas inflamatorias e expressao das moléculas da superficie membranar, nao sofreram
alteragao, o que indica que anti-HER2 CAR-M(CD 147) ativam especificamente a expressao

MMPs sem afetar outras fungoes (2019). (Anexos: Tabela Il)

4.4.7. Citotoxicidade tumoral e nao tumoral

Os CAR-Ms apresentam atividade direcionada a antigénios, cuja presenga em células
nao tumorais, pode trazer efeitos nefastos consequentes ao uso de CAR-Ms. Por outro lado,
a intensidade da toxicidade em células tumorais tem consequéncias diretas no sucesso da
terapéutica. Posto isto, previamente a utilizagao clinica é importante avaliar detalhadamente
a citotoxicidade (KLICHINSKY et al., 2020).

Até hoje, varios ensaios foram realizados. O grupo de KLICHINSKY et al. efetuou um
ensaio in vitro, utilizando amostras de tecido humano nao tumoral, no qual determinou que
células normais nao sofrem fagocitose por CAR-Ms (2020). O grupo de NIU et al. realizou
um ensaio do mesmo tipo, no qual células 4TI-Luc-CCR7 foram colocadas em co-cultura
com CAR-Ms. As conclusdes retiradas foram que a toxicidade das células efetoras é
influenciada pela atividade luciferase das mesmas, sendo que quanto menor esta atividade,
maior a capacidade dos CAR-Ms para combater alvos tumorais (2020).

Tendo em conta a relevancia deste ponto, foram também efetuados estudos in vivo,
em murganhos BALB/c, nos quais se estudaram os efeitos da infusao (IV) de altas doses de
anti-CCR7 CAR-M(MERTK) e a manifestagcao de citotoxicidade dependente da dose. Para
isso, administraram 5x10® anti-CCR7 CAR-M (MERTK)/kg ou anti-CCR7 CAR-M(PCDH)
(células controlo) e verificaram alopécia temporaria. Com a mesma dose, mas administrada a

cada 2 dias, 5 vezes por dia, notaram diminuigao significativa da temperatura e peso
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corporal, |l dias mais tarde analisaram o6rgaos de murganho e detetaram toxicidade
intestinal. Mantendo a dose, mas com administracdo a cada 5 dias, 5 vezes por dia,
observaram ligeira alopécia, sem alteracao da temperatura e peso corporal, nem detecao de
toxicidade intestinal. Estes resultados confirmaram que os anti-CCR7 CAR-M(MERTK)
apresentam toxicidade dependente da dose, in vivo, especifica para células CCR7+. Foi
observado que o CCR7 é expresso tanto nas vilosidades intestinais como nos foliculos
pilosos, o que justifica a ocorréncia de toxicidade intestinal e cutanea. Assim sendo, conclui-
se que a toxicidade fora do alvo deve-se geralmente a presenga de antigénios alvo em
tecidos normais (NIU et al., 2020).

O grupo de ZHANG et al. para analisar se a reinfusao de anti-HER2 CAR-M(CD 147)
causa CRS, determinou os niveis das citocinas em amostras de soro e homogeneizados
tumorais. Os niveis de citocinas inflamatorias foram inferiores em murganhos tratados com
anti-HER2 CAR-M(CD147) comparativamente com murganhos tratados com macrofagos
controlo, ja os niveis de ILI2 e IFNy que podem ser responsaveis por potentes respostas
antitumorais, foram superiores nos tecidos tumorais de murganhos tratados com anti-HER2
CAR-M(CD147). Concluiram entao que os efeitos de anti-HER2 CAR-M (CD147) sao locais

e especificos do tumor, podendo nao causar CRS (2019).

4.5. CAR-Ms e o sistema imune adaptativo, combinac¢6es racionais com

1Hc

Atualmente é estudada a combinagao de CAR-Ms com IIC, no sentido de aumentar a
eficaicia e prevaléncia dos primeiros (HEIDT, 2021). Um dos requisitos para a
susceptibilidade a terapias com IIC ¢é a infiltragao de células T no tumor (ZHANG et dl,
2019), os anti-HER2 CAR-M(CD147) desenvolvidos pelo grupo de ZHANG et al
demonstraram aumentar esta infiltragao, contribuindo para diminuir a resisténcia dos
tumores as terapias em questao (2019).

Dado o efeito dos CAR-Ms no sistema imune adaptativo, o grupo de PIERINI et al.
decidiu avaliar a combinagao de CAR-Ms com inibidores do checkpoint PD |, num modelo
tumoral CT26-HER2 resistente a terapia com anti-PDI. Os resultados obtidos
demonstraram que a combinagao melhora a sobrevivéncia global e o controlo tumoral de

doentes com tumores solidos resistentes (2021).

4.6. Ensaios clinicos com CAR-Ms

No dia 18 de margo de 2021, a Carisma Therapeutics anunciou que tinha administrado

a primeira dose de anti-HER2 CAR-M num doente, administragio que se realizou no
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contexto de um ensaio clinico multicéntrico, atualmente em Fase | (KLICHINSKY et al,
2020). Trata-se do primeiro ensaio clinico que estuda a aplicagao de CAR-Ms como
terapéutica e estda a ser realizado em doentes com tumores solidos recorrentes ou
metastaticos que sobrexpressam HER2, cujos tumores nao respondem as terapéuticas
existentes ou nao tém terapéuticas aprovadas para este alvo (KLICHINSKY et al, 2020).
Primeiramente, sao colhidos mondcitos do sangue periférico por aférese (BAUML et dl,
2021), estes sao estimulados a diferenciarem-se em macrofagos autdlogos (KLICHINSKY et
al., 2020), que por sua vez, sao transduzidos com adenovirus, que transportam o anti-HER2
CAR (KLICHINSKY et al, 2020), dando origem aos CAR-Ms. Os CAR-Ms produzidos sao
criopreservados para posterior utilizagao (BAUML et al, 2021). O ensaio integra até ao
momento |8 doentes, que foram divididos em dois grupos, sendo que ambos vao receber
iguais quantidades de CAR-Ms. O grupo | vai ser submetido a uma injegao IV, cuja dose €
aumentada ao longo do tempo. O grupo |l recebera no primeiro dia a dose total (IV). Os
objetivos desta fase do ensaio sao estudar a seguranca e tolerancia da terapéutica, através da
determinagao da severidade e frequéncia de efeitos adversos nos doentes em estudo, assim
como a sua viabilidade. Para além disso, pretendem determinar a objective response rate
(ORR), isto é, a proporg¢ao de sujeitos que atinge uma resposta objetiva, quer total, quer
parcial. Esta avaliagao sera feita utilizando o RECIST vl.l., tal como a determinagao da
progression-free survival (PFS), ou seja, o tempo decorrido entre a administragao da primeira
dose e o momento em que é documentada morte ou a primeira progressao na doenga
(KLICHINSKY et al., 2020).

Uma nota importante a ter em conta é que os CAR-Ms utilizados no ensaio possuem

um fenotipo especificamente antitumoral (CARISMA, 2021).
4.7. Aplicacoes Terapéuticas dos CAR-Ms

A expressao de CARs pelos macrofagos permite-lhes fagocitar alvos de diferentes
tamanhos e com diversas caracteristicas, o que torna os CAR-Ms Uteis em varias frentes
terapéuticas (MORRISSEY et al,, 2018), nomeadamente, doencas infecciosas, doengas auto-
imunes e cancro (O’NEILL et al, 2017). Atualmente a Carisma Therapeutics desenvolve
esfor¢cos no sentido de obter macréfagos alogénicos para produzir CAR-Ms, tornando-os

uma solugao terapéutica para uma mais vasta populagao de doentes (CARISMA, 2021).
4.7.1. Terapia em tumores mamarios com CAR-Ms

A ECM tumoral é responsavel por diminuir o efeito de farmacos anticancerigenos,

para evitar isto, foram criados CAR-Ms especificos. Estes CAR-Ms sao ativados apos
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reconhecimento do antigénio HER2 do tumor, desencadeando sinalizagaio CDI147 e
aumentada expressao das MMPs, que contribui para degradar a ECM tumoral e facilitar a
entrada de células T no tumor (ZHANG et al,, 2019). O HER2 é um recetor tirosina cinase
transmembranar que promove varias fungoes celulares. A amplificagao HER2 é identificada
em aproximadamente 30% dos cancros mamarios humanos e pode desencadear ativagao de
vias de proliferagao e antiapoptoticas (MILLING et al., 2017).

O modelo de tumor mamario 4TI-HER2 de murino apresenta semelhangas com a
patologia em humanos, tendo sido, por isso, usado para estudar a efetividade dos anti-HER2
CAR-M(CD147) in vivo. Para avaliar o efeito dos anti-HER2 CAR-M(CD147) na ECM, foi
analisado o contelldo em colagénio dos tecidos tumorais, que se revelou significativamente
reduzido apos a infusio de macréfagos, enquanto a expressio das MMPs 3, 14 e |5 se
apresentou aumentada. Tais observagoes confirmam a degradagao da ECM pelos anti-HER2
CAR-M(CD147), no entanto este efeito pode ter consequéncias nefastas, ja que a
degradagao da ECM facilita a invasao de células tumorais e metastizagao (ZHANG et al,
2019), no entanto o grupo de ZHANG et al. demonstrou que quando o crescimento
tumoral é inibido, ndo ha metastizagao. Em suma, a infusao de anti-HER2 CAR-M(CD 147)
pode degradar a densa ECM tumoral, ou seja, exercer ac¢ao antitumoral, processo que
envolve as MMPs 3, 14 e |5 (2019).

O grupo de ZHANG et al. construiu também um CAR contendo um dominio de
sinalizagao intracelular da molécula CD 147 humana (CAR-h147), com o objetivo de definir
se esta estratégia de tratamento funciona com macrofagos humanos (Zhang et al., 2019). Os
estudos foram realizados em modelos tridimensionais (3D), pois culturas bidimensionais
(2D) nao podem ser utilizadas para estudos de infiltragao celular, tendo-se concluido que os
anti-HER2 CAR-M(CDh147) facilitam a infiltragio de células T, inibindo o crescimento
tumoral, em modelos 3D multicelulares de cancro da mama humano (2019). Posto isto,
futuramente os anti-HER2 CAR-M(CD147) poderao vir a ser usados como terapéutica de

cancros de mama HER2+.

4.7.2. Terapia noutros tumores com CAR-Ms

Apesar do HER2 ser especialmente conhecido pela presenga em tumores mamarios,
existe numa vasta gama de tumores, nomeadamente do trato gastrointestinal, podendo os
CAR-Ms direcionados para HER2 serem usados no tratamento dos mesmos. Atualmente,
estd a decorrer um ensaio clinico com CAR-Ms, onde um critério de inclusao é a existéncia
de tumores HER2+ soélidos metastaticos ou resistentes, tendo sido definida uma lista de

patologias elegiveis para participagdo no ensaio. Estas patologias sio um conjunto de
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adenocarcinoma, cancros, carcinomas e neoplasias, todos eles HER2+ (KLICHINSKY et al,

2020).

Tabela 5: Patologias elegiveis para a aplicagao de CAR-M.

Patologia/Condicdo Referéncia
Adenocarcinoma (KLICHINSKY et al., 2020)
Cancro

e ductos biliares, e mama,

e  pancreatico, e mama inflamatorio,

e trato biliar, e  colorectal.

e  bexiga,
Carcinoma

e ductal, e do epitélio do ovario,

e hepatocelular, e de células escamosas,

e ndo pequenas células do pulmao, e de células de transigao.

e pequenas células do pulmao,
Neoplasia

e  das jungoes esofagogastricas,
e  gastrica,
e do ovario.

4.8. Vantagens e Desvantagens dos CAR-Ms

Tendo em conta os dados apresentados, a utilizaggo de CAR-Ms demonstrou
apresentar vantagens significativas, consequentes as caracteristicas impares dos macrofagos.
Uma vez que os monodcitos e macrofagos sao ativamente recrutados para tumores solidos, é
possivel aplicar esta terapéutica no seu tratamento (CARISMA, 2021). Dado o inferior
tempo de vida médio dos macrofagos relativamente as células T, o risco de CRS é diminuido,
mesmo que os macrofagos persistam no local da infe¢ao durante semanas, nao possuem
capacidade de memoria, o que permite evitar danos desnecessarios nas células normais, pois
os CAR-Ms reconhecem antigénios especificos do tumor, que nao se expressam ou estao
fracamente expressos no tecido normal (O’NEILL et al, 2017). Também a capacidade dos
CAR-Ms sofrerem polarizagao para um fenotipo MI, apos o reconhecimento antigénico, é
um fator relevante, pois permite uma resposta antitumoral mais intensa, ja que os CAR-Ms
passam a ter capacidade de aumentar a expressao de genes, que aumentam a ativagao ou
recrutamento de células imunes, como as células T (CARISMA, 2021), resultando numa
geracao continua de células efetoras (OLIVEIRA et al, 2013), que combatem a forte
imunossupressao exercida pelo tumor (CARISMA, 2021). Adicionalmente, sendo os
macrofagos APCs profissionais capazes de levar a ativagao do sistema imune adaptativo do

doente, com a utilizagdo de CAR-Ms ¢é possivel ultrapassar as desvantagens das terapias que
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se direcionam apenas para um antigénio, que acabam por nao ser totalmente eficazes em
ambientes de heterogeneidade antigénica, como é o caso do ambiente tumoral (CARISMA,
2021). De notar, que a utilizagdo de macroéfagos por si s6 nao tem estes efeitos, sendo eles
conseguidos gragas a associagao dos CARs, responsaveis por reter e incitar a agao
antitumoral dos macrofagos, imunossuprimida nos TAM (CARISMA, 2021).

Esta terapéutica apresenta, mesmo assim, algumas desvantagens, como a CRS que
apesar de ser um efeito secundario largamente associado a tratamentos com CAR-T, foi
atribuida a macrofagos em varios estudos (ZHANG et al,, 2019). Por outro lado, o niUmero
de CAR-Ms que podem ser injetados nos doentes € limitado, o que, associado ao facto dos
macroéfagos nao proliferarem apos injecgao in vitro nem in vivo (CHEN et al,, 2021) pode fazer
com que o numero de células efetoras no doente seja insuficiente. Em contrapartida, mesmo
que o numero de CAR-Ms no doente seja elevado, in vivo, estes apresentam tendéncia de
acumulagao no figado (KLICHINSKY et al., 2020), o que pode dificultar a agao dos CAR-Ms
sobre os tecidos tumorais. Caso os CAR-M atingam o tumor, a elevada heterogeneidade das
células tumorais pode fazer com que a expressao de antigénios alvo nao seja suficiente
(CHEN et al,, 2021). Assim, todos os pontos previamente referidos podem por em causa a
efetividade da terapéutica. Outro ponto negativo € a complexidade associada a concegao de
CAR-Ms, que nao pode ser feita de forma generalista, dado que os efeitos de diferentes
MMPs devem ser tidos em conta quando se concebem CAR-Ms para diferentes tipos de
tumores (ZHANG et al,, 2019). Adicionalmente, o grupo de OLIVEIRA et al. determinou que
a lise efetuada pelos CAR-mieloides apresentam menor especificidade antigénica,

comparativamente a CAR-T e CAR-NK (2013).
5. Conclusdo

As terapéuticas que modulam o sistema imunitdrio sao, por vezes, encaradas como
uma “espada de dois gumes”, uma vez que ao ativarem o sistema imunitario podem gerar
efeitos secundarios auto-imunes e inflamagdes sistémicas inespecificas, mas ao mesmo
tempo, esta ativagao é necessaria para um efeito antitumoral potente (MILLING et dl.,,
2017). Apesar disso, a imunoterapia é encarada como futuro do tratamento do cancro. A
alteragao genética de macrofagos para passarem a expressar CARs parece a partida benéfica,
dado as fungoes efetoras uUnicas dos macrofagos e a sua capacidade de penetragao nos
tumores, nomeadamente solidos. No entanto, previamente a sua utilizagao clinica, diversos
estudos devem ser efetuados. Vérios estudos pré-clinicos in vitro e in vivo estio em
desenvolvimento e um ensaio clinico teve inicio em 2020, do qual ainda niao foram

apresentados quaisquer resultados.
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Dados de ensaios pré-clinicos demonstram que os CAR-Ms conseguem aceder aos
tumores solidos, ambiente hostil onde conseguem sobreviver, fagocitar células que
expressam antigénios especificos (PRESS RELEASE, CARISMA THERAPEUTICS, 2021) e
desencadear apresentagdo cruzada de antigénios e co-estimulagdo de células T
(KLICHINSKY et al, 2020). Para além disso, exercem atividade antitumoral direta, o que
aumenta a possibilidade dos CAR-Ms diminuirem a carga tumoral e alterarem o TME,
levando a propagacao de epitopos (KLICHINSKY et al, 2020) e ao desenvolvimento de
memoria imunolégica (PRESS RELEASE, CARISMA THERAPEUTICS, 2021). Assim, os
resultados até ao momento apresentados demonstram que os CAR-Ms sao capazes de
ultrapassar alguns dos principais desafios encontrados com outras terapias celulares,
representando os CAR-Ms um novo tipo de imunoterapia que pode ser direcionada a
diversos antigénios tumorais. No entanto, futuramente devem ser feitos esfor¢os no sentido
de maximizar a eficacia e seguranga dos CAR-Ms.

Para além disto, dada a interacdo direta entre os CAR-Ms e o sistema imune
adaptativo, combinagoes racionais com |IC estao a ser profundamente investigadas e podem
resultar num efeito sinergistico antitumoral. Outra opgao ¢ a engenharia genética, que tem
vindo a ser utilizada para aumentar a expressao de citocinas anti-tumorais ou co-
estimuladoras pelos CAR-M (CHEN et al,, 2021), com o objetivo de melhorar a capacidade
de apresentagao de antigénios. Ademais, o aumento da expressao de moléculas de migragao
esta a ser analisado, por aumentar a dispersao dos CAR-Ms no tecido tumoral. O acréscimo
da persisténcia é outro alvo de estudo, que pode ser conseguido com uma maior expressao
de moléculas anti-apoptoticas (CHEN et al, 2021), além disso em tumores soélidos muito
resistentes, pode considerar-se combinar CAR-M com CAR-T (CHEN et al,, 2021).

Um fator critico de sucesso para a aplicagio desta terapia na clinica é o
desenvolvimento de um processo de produgiao rentavel e com uma boa transposicao de

escala, assim como a obtengao de CAR-Ms alogénicos.
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