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PALAVRAS-CHAVES RESUMO

Terapia celular As células T quiméricas do receptor de antigeno (CAR-T), especialmente contra o marcador
Terapia celular adotiva CD19, presente em linfomas e leucemia aguda B, proporcionaram uma revolugao no tra-
Terapia com células CAR-T tamento de doencas neoplasicas hematoldgicas. A manufatura das células CAR-T requer
Doencas malignas de células B a adocdo de métodos compativeis com as boas praticas de manufatura. A manufatura de
Mieloma multiplo células CAR-T requer a coleta de células mononucleares do paciente (ou de seu doador),
Criopreservacao em geral por procedimento de aférese, a selegdo de células T, a sua ativagdo, transducdo
Controle de qualidade e expansao ex vivo e, por fim, a sua armazenagem, na maioria das vezes criopreservado,
Imunoterapia até o momento de uso. Aspecto importante sdo os testes de controle de qualidade do pro-

duto final, por exemplo, a caracterizacao de sua identidade e pureza, testes para detectar
contaminacdo por microrganismos (bactérias, fungos e micoplasma) e a sua poténcia. O
descongelamento e a infusdo intravenosa do produto ndo diferem muito do que é preco-
nizado para produto de células progenitoras hematopoéticas. Depois da infusdo, também
é importante verificar a presenca e a concentracido no sangue periférico do paciente das
células CAR-T, assim como monitorar o seu impacto clinico, por exemplo, a ocorréncia de
complicacdes de curto prazo, como a sindrome de liberagdo de citocinas e complicagdes
neurolégicas, e de longo prazo, o que requer o seguimento do paciente por muitos anos.
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INTRODUGAO

A manufatura de produtos celulares para uso clinico estd ain-
da em suas fases iniciais de desenvolvimento. Um exemplo é
a producao de células geneticamente modificadas com especi-
ficidade contra antigenos expressos nos tumores, as células T
quiméricas do receptor de antigeno (CAR-T, do inglés, chime-
ric antigen receptor T cell). Para os produtos de terapia celular,
a evolugao dos estudos de fase III até a aprovagdo do produto
final, ou de sua plataforma de manufatura, pelas agéncias re-
gulatérias governamentais é estimada em menos de 15%, en-
quanto para produtos farmacéuticos o indice é de quase 50% (1).
A manufatura de um produto celular requer passos adicionais
em relagdo a manufatura de um agente molecular, como sele-
cdo, purificacdo, eventual modificagdo de suas caracteristicas,
formulacdo, preservacao e, por fim, distribuicdo das células de
interesse. Pode inclusive ser necessdria a adogdo de ensaios la-
boratoriais para avaliar eventual alteracdo sofrida pelas células
depois de sua administragao, pois as células sdo “drogas vivas”
que podem adquirir caracteristicas nao previstas inicialmente,
ou perder as caracteristicas que se esperava que conservassem.
Pequenas mudancgas no processo de manufatura podem acar-
retar alteragdes significativas no produto final, de modo que o
controle de qualidade do produto oferece grandes desafios aos
laboratérios de terapia celular e as agéncias regulatérias.

Um dos aspectos criticos na confec¢do de um produto celular
diz respeito a sua origem, se autéloga ou alogénica, mesmo que
a finalidade seja a mesma. Os critérios de seguranga costumam
ser mais estritos em caso de uso alogénico de produto celular,
especialmente em razdo do maior risco de transmissao de agen-
tes infecciosos do doador para o receptor. Por isso, o doador das
células tem de ser submetido a uma série de ensaios laborato-
riais para detectar os agentes mais comumente transmitidos, o
que depende da regido ou do pais em que a doagdo é feita. Em
geral, os testes obrigatdrios para a doagdo de sangue sdo os mes-
mos para a doagdo de outros tipos celulares ou tecidos. Entre-
tanto, o produto final também tem de ser testado para agentes
infecciosos que possam ter contaminado o produto durante a
fase de manufatura, por exemplo, bactérias, fungos e micoplas-
ma. Aspecto importante para a seguranga do produto é o méto-
do do cultivo das células, em sistema aberto ou sistema fechado.
Evidentemente, os sistemas fechados conferem maior seguran-
¢a ao processo de manufatura, pois reduzem substancialmente
o risco de contaminagdo por agentes infecciosos. Ademais, os
sistemas fechados, como os biorreatores, permitem ganho de
escala ou de tempo no processo de expansao do numero de cé-
lulas de interesse, aspectos criticos na terapia celular, mesmo
em caso de produto celular autélogo de CAR-T, em que, frequen-
temente, o paciente se encontra em estado clinico que requer
agilidade na administracdo do tratamento. Além da questdo da
esterilidade, o produto final também tem de ser testado quanto
a presenca de residuos oriundos do processo de manufatura, por
exemplo, a quantidade de microesferas (beads) em produto de
células CAR-T.

O produto final também tem de ser avaliado quanto as suas ca-
racteristicas basicas, como o tipo celular que o constitui (iden-
tidade), e em que grau de pureza, assim como a poténcia que se
espera que venha a ter, afinal, é a sua poténcia que determina
em grande parte a sua utilidade clinica. Esse tltimo item é par-

ticularmente dificil de avaliar num produto celular, em grande
parte por ndo haver, em regra, ensaios disponiveis que possam
predizer com acurécia os efeitos que o produto celular provoca-
ra in vivo.

Coleta de linfécitos

A coleta de linfécitos para a manufatura de células CAR-T é feita,
em geral, por meio da leucaférese (2). A maioria das institui¢des
que coleta células progenitoras hematopoéticas (CPH) tem a
competéncia de coletar linfécitos, até porque este procedimen-
to ndo difere muito do primeiro do ponto de vista técnico. Ade-
mais, a coleta de linfécitos néo requer a sua mobiliza¢io para
o sangue periférico (SP), como é de regra para as CPHs. O rendi-
mento da coleta por aférese é de aproximadamente 40-50% das
células mononucleares (e dos linfécitos) circulantes. O objetivo
final é obter o minimo de 1-2 x 109 células CD3+, o que pode ndo
ser facil em numero significativo de pacientes com linfopenia,
em grande parte por terem sido submetidos a varias linhas de
tratamento quimioterdpico. Concentragdes de linfécitos inferio-
res a 300/pL podem tornar inviavel a coleta. Além disso, depois
de quimioterapia recente, a primeira subpopulacdo linfocitaria
a incrementar no SP é a de células NK, e ndo a de CD3+. Com a
concentracdo de linfécitos de 500-600/ulL, pode ser necessario o
processamento de trés ou mais volemias. Por exemplo, paciente
com concentragdo de linfécitos de 500/pL no SP, e de 300/pL de
células CD3+, teria a coleta de 150/pL dessa ultima subpopula-
¢do, ou seja, 1,5 x 108 por litro processado. Portanto, deve-se pro-
cessar, nesse caso, pelo menos 10L de SP para atingir o objetivo
minimo (1,5 x 109 de células CD3+), mas, de preferéncia, 15-20
L, correspondente a mais de 3 volemias, para, além de garantir
a dose minima, obter um certo “excedente”, que podera ser be-
néfico para a confecc¢do de produto final com “dose étima”. Por
isso, é importante quantificar os linfécitos CD3+ no SP antes do
inicio (ou ao inicio) do procedimento de leucaférese, a fim de
programar o processamento de volume que permita atingir o
objetivo de coleta (3)(4). Em nossa experiéncia, o rendimento da
coleta é de aproximadamente 50%, ou seja, a metade das células
mononucleares que passam pela méaquina de aférese é coletada.
Os efeitos adversos da leucaférese sdo, em geral, pouco graves
e de curta duracgdo, como a hipocalcemia, que provoca princi-
palmente parestesia nas extremidades. Um problema pode ser
o0 acesso venoso periférico inadequado para o procedimento de
aférese em grande nuimero de pacientes, que, por essa razéo,
necessitam da implantacdo de cateter em veia central, com os
riscos dai decorrentes (5).

Concentracio e enriquecimento das células T

Esta etapa visa a reduzir os contaminantes celulares que po-
dem comprometer a qualidade do produto final. Entre as célu-
las contaminantes com efeito negativo no processamento estao
os mondcitos, os granulécitos, as plaquetas e os eritrécitos. Por
exemplo, os mondcitos e os granuldcitos inibem a expanséo e a
transducdo das células T.

A lavagem com solugdo salina, manual ou automatica, remove
as plaquetas e o plasma remanescente. A seguir, vem a etapa da
separacdo das células mononucleares, em Ficoll® ou LSM®, ou
através de equipamentos como Sepax II ou Rotea, por exemplo.
No entanto, depois dessas duas etapas, com frequéncia sobra
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grande nimero de mondcitos, que, entretanto, podem ser remo-
vidos pelo método de aderéncia a uma superficie ou por elutria-
¢do. Uma alternativa aos métodos mencionados é a separacdo
imunomagnética, em que é possivel reter as células de interesse
e eliminar todas as outras que ndo expressam o marcador da cé-
lula a reter (CD4+/CD8+, no caso de CAR-T)(6); (7). A contamina-
¢do por células NK pode ser um problema, de modo que alguns
autores recomendam a sua remogdo sempre que seu numero
exceder 10% do total. O produto final desta etapa tem de ser ava-
liado quanto as suas caracteristicas imunofenotipicas. Essa fase
pode ser finalizada com a criopreservacdo das células, para ar-
mazend-las até o momento de proceder as fases posteriores, ou
entdo ter seguimento nas fases de ativacao e de transdugao (8).

Ativacdo das células T

A ativagdo das células T é uma fase critica do processo de ma-
nufatura de células CAR-T, configurando um pré-requisito para
a etapa de transdugdo. Normalmente, a ativacdo das células T
se da por meio da sua interacdo com células apresentadoras de
antigenos, como, por exemplo, as células dendriticas (CD). Como
o cultivo de células T com CD é trabalhoso, outros métodos que
mimetizam essa interacdo foram postos em pratica, como a
ativacdo por anticorpos. A ativacdo é proporcionada por meio
da adi¢do do anticorpo (ou de seu fragmento Fab) anti-CD3, em
combinac¢do com o anticorpo anti-CD28, a suspensdo celular,
imobilizados (anticorpos soliiveis parecem ser menos eficazes)
num substrato, por exemplo, microesferas imunomagnéticas
(beads) (ex. Dynal Dynabeads; Human T-activator). As microesfe-
ras magnéticas tém o didmetro de 4,5 pm e sdo recobertas pelos
anticorpos ativadores. O problema dessa estratégia é a necessi-
dade de remover, com o emprego de um im4, a quase totalidade
(< 100 microesferas para 3 x 106 células) das microesferas do
produto antes de sua infusdo, um procedimento relativamente
trabalhoso e que requer, como ensaio de controle de qualida-
de, a sua quantificacdo no produto final (9). Outros substratos
podem ser utilizados em lugar das microesferas, cuja principal
vantagem seria a de prescindir do procedimento de remocao,
como, por exemplo, a estreptactina (StreptActin) associada aos
fragmentos Fab dos anticorpos anti-CD3/CD28, que pode ser re-
movida com o procedimento de lavagem da suspensao celular,
ou uma nanomatriz biodegradével a qual os referidos anticor-
pos estariam ligados (10); (8).

Transducao

O processo de transdugdo requer o emprego de um vetor viral,
lentivirus ou retrovirus, ou néo viral, como o transposon/trans-
posase. Os retrovirus foram os primeiros a ser usados, entretan-
to, os lentivirus sdo atualmente os preferidos, por razdes de se-
guranca e porque oferecem a vantagem de também transduzir
células que néo estejam em divisdo (11).

O processo da transducdo se di com a incubacdo das células T
ativadas com o vetor viral (ou ndo viral) que alberga o transgene
(os fragmentos correspondentes as sequéncias CAR, a molécula
coestimulatéria B4-1BB ou CD28 e a molécula sinalizadora CD3()
a ser introduzido nas células. O emprego de vetor néo viral (ex.
sleeping beauty e piggyBac) é considerado relativamente sim-
ples, entretanto, de menor eficicia de transducdo, e também
apresenta o risco de integracdo aleatdria do transgene, e, por-

tanto, da ocorréncia de mutagénese insercional. Em contrapar-
tida, o emprego de vetor viral apresenta custo muito mais alto,
por depender de um laborioso processo de producdo, além de
requerer infraestrutura de sala limpa e da adocdo de medidas
de seguranca, tanto de carater ambiental quanto referentes ao
produto final(9).

Expansao celular

Depois da fase de transducdo, as células CAR-T tém de passar
por processo de expansdo de seu nimero antes de sua infusdo
no paciente. Essa fase pode ser realizada em frascos T de cultivo
celular, em bolsas plasticas, em biorreatores ou no sistema Cli-
niMACS Prodigy (Miltenyi BioTec). Os frascos T caracterizam-se
por ser um sistema aberto, com os riscos dai decorrentes, e tém
de ser manipulados individualmente as suas varias unidades
para o processo de cultivo de um unico lote de células, o que o
torna pouco préatico, especialmente se se pretende aumentar a
escala de produgao. Os biorreatores oferecem muitas vantagens,
tais como a de contar com um sistema fechado de cultivo, o que
atende as questdes de seguranca microbioldgica, além de per-
mitir o manuseio de um Unico equipamento, assim como o sis-
tema Prodigy, que possibilita a realizagdo de praticamente todo
o processo de manufatura em um unico sistema fechado, o que
permite prescindir de infraestrutura de sala limpa de alta clas-
sificacdo. Entretanto, esse sistema é relativamente dispendioso,
pois, além do equipamento em si, todos os insumos nele utili-
zados sao de natureza exclusiva, ou seja, ndo permitem adapta-
¢Oes as realidades locais (10); (8)

Criopreservagao

A criopreservacdo de células CAR-T ndo é etapa obrigatéria em
todos os casos, entretanto, esse procedimento pode ser neces-
sario por razoes logisticas, como, por exemplo, angariar tempo
suficiente a fim de preparar o paciente para a infusdo do pro-
duto celular ou para atender as normas regulatérias quanto a
realizacdo de ensaios laboratoriais de controle de qualidade. A
criopreservacio também pode ser necessaria em caso de envio
do produto celular para outro servigo, inclusive de fora do pais.
Em contrapartida, a urgéncia de uso de células CAR-T em neo-
plasias hematoldgicas tem tornado mais frequente o seu uso “a
fresco”, ou seja, sem a etapa da criopreservagao, a despeito de
seu relativamente reduzido tempo de estabilidade quando ar-
mazenado em forma liquida a temperaturas de geladeira, além
de assim, haver maior probabilidade de crescimento de micror-
ganismos contaminantes.

Até o momento, ndo se conhecem plenamente os efeitos do pro-
cesso de criopreservacgdo (aqui incluido o de descongelamento)
sobre as células CAR-T. Sdo duas as principais consideragdes re-
lativas a essa questdo no contexto da manufatura das células
CAR-T; a primeira diz respeito ao seu impacto na qualidade das
células T, especialmente quanto aos seus efeitos na eficicia das
etapas posteriores de transducgdo e expansao, e a segunda, ao
impacto da criopreservacdo das células CAR-T na sua viabilida-
de e na funcao in vivo.

Quando o produto de partida é criopreservado, o nimero de
células viaveis no inicio do processamento € significativamen-
te inferior aquele observado em produto fresco, entretanto, a
capacidade de expansdo, a eficicia da transdugédo, a percenta-
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gem de células CD3+ e a razdo CD4:CD8 do produto final néo
diferiram entre os dois tipos de produto inicial, criopreservado e
fresco. Além disso, ndo foi demonstrada influéncia do tempo de
armazenagem do produto criopreservado quanto aos parame-
tros elencados acima (12). Os mesmos autores mostraram que
produtos que sofreram dupla criopreservacao (antes do inicio do
processamento e depois do término da manufatura das células
CAR-T) tiveram maior recuperacédo de células CAR-T (final) que
de células mononucleares (inicial). Outro achado importante foi
que ndo houve diferenca quanto aos desfechos clinicos com a
infusdo de produto fresco e produto criopreservado na mesma
dose de células. Por fim, o indice de falha na producéo das célu-
las CAR-T nao diferiu entre os grupos com produto inicial fresco
ou criopreservado (12). Outro grupo, no entanto, sugeriu que a
capacidade de secretar interleucina-2, fator de necrose tumoral-
-alfa e interferon-gama, estava reduzida nos produtos celulares
previamente criopreservados (13). Outro estudo retrospectivo
(fase I/II), em pacientes com linfoma ndo Hodgkin, também su-
geriu ndo haver diferenca quanto aos desfechos clinicos entre
o grupo que recebeu produto criopreservado (n= 15) e produto
fresco (n= 8), por exemplo, a taxa de resposta clinica e a ocorrén-
cia da sindrome da liberacdo de citocinas e a neurotoxicidade
foram similares nos dois grupos (14).

Antes da criopreservacdo, o produto da aférese deve ser arma-
zenado entre as temperaturas de 2 e 8°C, uma vez que assim
a viabilidade é mantida elevada por, pelo menos, trés dias, en-
quanto entre 10 e 25°C ocorre queda significativa da viabilidade
com apenas 24 horas de armazenagem (15). A criopreservagao
de células CAR-T requer o emprego de um ou mais agentes crio-
protetores, entre os quais o dimetilsulféxido (DMSO), na maioria
das vezes na concentracgao final de 5 a 10%. Panch e colaborado-
res usaram o DMSO na concentragao final de 5%, associado ao
hidroxietilamido a 6% e a albumina a 4%. O descongelamento foi
feito em banho-maria a 370C, seguido de dilui¢do com Plasma-
-Lyte A contendo heparina 10 U/mL (12). A velocidade de conge-
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lamento deve ser lenta (1-3°C/min) e o processo de descongela-
mento deve ser rapido. O congelamento com equipamentos que
permitem congelar a temperatura programada tem sido empre-
gado com maior frequéncia, pois garantem maior seguranga do
processo, entretanto, alguns grupos tém congelado produto de
CAR-T a temperatura de 80°C negativos, em congelador meca-
nico. Esse ultimo método também permite que se atinja a ve-
locidade de congelamento de 1-3°C/min, desde que se valide
a temperatura para o volume padrao da bolsa de CAR-T, que,
no caso, deve ter aproximadamente 100 mL (volumes menores
estdo expostos a velocidades maiores de congelamento, o que
pode comprometer a viabilidade das células). Recomenda-se
que a armazenagem do produto de células CAR-T seja feita a
temperaturas inferiores a 150°C negativos, imerso ou, preferen-
temente, para evitar a possibilidade de contaminacdo cruzada,
na fase de vapor de tanque de nitrogénio liquido (16); (8).

Descongelamento e infusao

O descongelamento do produto de células CAR-T deve ser rapi-
do, por exemplo, em banho-maria a 37°C, eventualmente, a beira
do leito, seguido de infusdo sem ulterior manipulagao, ou de in-
fusdo precedida por diluicdo das células com solugdes compa-
tiveis. As vantagens da dilui¢do sdo basicamente duas: reduzir
a concentracdo de DMSO a qual as células ficardo expostas até
a sua efetiva infusdo (que deve durar aproximadamente 15-30
minutos), a fim de reduzir a toxicidade do DMSO as células, e
talvez a de prevenir a formacdo de grumos celulares apds o des-
congelamento (acredita-se que solucdo contendo citrato ofere-
¢a essa potencialidade). Além disso, a dilui¢do pode possibilitar
menor perda de células no circuito em caso de produto final de
pequeno volume.

A figura 1 descreve as principais etapas no processo de manufa-
tura das células CAR-T e exemplos de tecnologias e dispositivos
disponiveis.
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Figura 1: Principais etapas no processo de manufatura das células CAR-T e exemplos de tecnologias e dispositivos disponiveis. Abreviagdes: AAPC (do inglés, artificial antigen-presenting cells);

MPC (do inglés, magnetic particle concentration)
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II- Controle de qualidade

O controle de qualidade de um produto celular visa a avaliar
os seus dois aspectos principais, que sdo as suas caracteristicas
intrinsecas associadas a expectativa de sua eficicia e também
quanto as questoes de seguranca, tanto para o paciente quanto
para o pessoal da manufatura e o meio-ambiente. Por isso, todos
os tépicos de controle de qualidade discutidos abaixo atendem
a esses dois objetivos (Tabela 1).

Identidade

A identidade do produto celular é determinada por meio da ca-
racterizacdo imunofenotipica das células nele contidas. No caso
de produto de células CAR-T, tem-se de determinar a quanti-
dade de células CD3+, assim como das subpopulagdes CD4+
e CD8+ ou das células de memoéria. Também é imprescindivel
quantificar as células que apresentam a modificacdo genética
pretendida, ou o seu resultado, por exemplo, as CAR-T que ex-
pressam o receptor para o marcador CD19, o que informa ainda
sobre a eficicia do processo de transducio.

Pureza

Além das células de interesse, também é importante avaliar o
conteddo de células “contaminantes”, como as populagdes de
linfécitos NK e B e também de mondcitos. As impurezas néo ce-
lulares também tém de ser identificadas, como a endotoxina.
Idealmente, as ferramentas usadas para a modificagdo genética
ndo devem estar presentes no produto final, ou, se presentes, ter
sua quantidade significativamente reduzida.

Viabilidade

A viabilidade das células tem de ser determinada imediatamen-
te antes da criopreservacdo do produto, ou antes de sua infu-
sdo, em caso de produto fresco. Os métodos mais empregados
sdo o da exclusdo de corante vital, como o azul de tripan, ou
a contagem por citometria de fluxo das células marcadas com
7-aminoactinomicina D (7AAD). Considera-se que a viabilidade
tenha de ser > 70%.

Poténcia

Recomenda-se avaliar a poténcia do produto celular, especial-
mente quando se tratar de ensaio clinico de fase 3 (uso com-
passivo ou ensaio clinico de fase 1 ndo requerem essa avalia-
¢ao), apesar das dificuldades de extrapolar eventuais resultados
obtidos em animais ou em ensaios in vitro para uma situagao
clinica de tratamento de um paciente. No caso das células CAR-
-T, ensaio de citotoxicidade de células-alvo (em geral, nédo é
possivel utilizar células-alvo autélogas, de modo que se podem
empregar células de linhagem que expressam o marcador-alvo)
pode trazer informacdo relevante, extrapolavel, pelo menos em
parte, para o contexto clinico. No entanto, espera-se que as cé-
lulas CAR-T sofram processo de expansao in vivo, de magnitude
dificil de prever, fendmeno que pode aumentar a sua poténcia in
vivo além daquela que se pudesse prever por ensaios in vitro ou
mesmo em modelo animal. O ensaio pode ser direto, de prefe-

réncia quantitativo (também pode ser qualitativo), por exemplo,
a percentagem de células-alvo efetivamente mortas (citotoxici-
dade), mas também pode ser indireto, por exemplo, a quantifica-
¢do de citocinas (ex. INF-0Q) liberadas ap6s estimulo das células
CAR-T pelas células-alvo.

Seguranca

A seguranca do produto celular é um dos pilares do controle
de qualidade de que ele é objeto. O risco conferido por um pro-
duto de células geneticamente modificadas depende do tipo e
da origem das células, do tipo de vetor usado ou do método de
modificagdo genética, do processo de manufatura, do conteudo
de células contaminantes e dos elementos néo celulares e da
sua finalidade de uso. Serdo aqui abordados os dois principais
topicos relacionados a seguranga do produto de células CAR-T:
a deteccdo de contaminacédo microbioldgica e a comprovagao da
auséncia de virus replicante no produto final (evidentemente,
em caso de emprego de vetor viral). H4 ainda a questdo da se-
guranca a longo prazo, necesséria, em grande parte, por causa
da administracdo de células geneticamente modificadas, cujos
efeitos adversos ndo sdo plenamente conhecidos. Portanto, o
controle de qualidade de um produto de células CAR-T ndo se
encerra com a sua administracdo. Os pacientes tém entdo de
ser acompanhados por anos a fio, a fim de que se possa avaliar
o aparecimento de complicac¢do tardia, como outra neoplasia.

A contaminag8@o microbiolégica pode ser avaliada por métodos
de cultura de bactérias ou fungos em amostra da suspenséo ce-
lular, associados ou ndo a métodos como a coloragdo de Gram, e
a pesquisa de micoplasma. Um problema da cultura microbiolé-
gica é a auséncia de sistemas validados para um produto celular
(eles foram validados para o sangue). Em geral, é empregado um
sistema automatizado de cultura, como o Bactec (Becton Dickin-
son) ou o BacT/ALERT 3D (bioMérieux), que teriam de ser vali-
dados localmente para o produto de células CAR-T. No Brasil,
é obrigatdria a realizacdo de cultura para bactérias aerdbicas e
anaerdbicas e para fungos, e, em caso de produto que reque-
reu “manipulacdo extensa” (RDC 508, de 27 de maio de 2021)(17),
como ocorre com o produto de células CAR-T, também é obri-
gatéria a realizacdo de teste laboratorial para a deteccdo de mi-
coplasma “em amostras do produto pds-processamento e antes
da criopreservacdo, antes ou apés a adicdo de crioprotetores”.
A deteccdo de micoplasma pode ser feita por meio do emprego
de método de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) ou o ensaio
MycoAlert (Lonza) (8).

E preciso ainda aplicar ensaios de deteccio de vetor viral repli-
cante no produto final, a menos que sua auséncia tenha sido
plenamente estabelecida no material de partida e que tenha
sido minimizado o risco de sua ocorréncia durante o processo
de manufatura.

Estabilidade

A integridade e a funcionalidade das células tém de ser avalia-
das, especialmente para definir seu tempo de validade quando
criopreservadas. No inicio de atividade de producdo de células
CAR-T é razodvel que essa informagao ainda néo esteja disponi-
vel, entretanto, deve haver implementado um plano de avalia-
cao da estabilidade.
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As células CAR-T representam um divisor de dguas no tratamen-
to de doengas neoplésicas hematoldgicas. A sua manufatura re-
quer a adocio de métodos compativeis com as boas praticas de
manufatura, o que requer instalacoes adequadas, qualificacao

de pessoal e o estabelecimento de procedimentos operacionais
para todas as fases do processo, da coleta de células mononu-
cleares até a sua administrag¢do. O resultado clinico depende, em
grande parte, do rigoroso controle de para cada etapa da confec-
¢do do produto e se estende inclusive para além do momento de

sua infusdo no paciente.

Tabela 1- Parametros e ensaios de controle de qualidade de produto de células CAR-T

Parametro Ensaios (objetivos)
Identidade Contagem de células CAR-T por citometria de fluxo (expresséo do CAR)
Pureza Células contaminantes (o minimo de outras células: mondcitos, linfécitos NK etc)
Contagem de microesferas (< 100/3 x 106 células)
Endotoxina (auséncia)
Citocinas (auséncia; concentragdo minima ndo estabelecida)
Viabilidade 7-AAD ou azul de tripan, ou equivalente (= 70% de células viaveis)
Poténcia Citotoxicidade de células alvo (tumor em animais ou células de linhagem)
Concentragéo de citocinas a exposicéo das células CAR-T com as células-alvo
Segurancga Esterilidade microbiana (auséncia de bactérias, fungos e micoplasma)
Virus replicante no produto (auséncia)
Estabilidade Preservacao da expressao do transgene
Criopreservagao (= 70% de células viaveis, avaliacédo periddica)
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