
As células CAR-T constituem uma terapia importante para pacientes com malignidades 

hematológicas recidivadas e/ou refratárias. Atualmente, há cinco produtos de células CAR-

-T aprovados pelo FDA, mas vários grupos de pesquisa e/ou empresas biofarmacêuticas 

são incentivados a desenvolver novos produtos à base de células CAR, usando células T ou 

de outros tipos. A produção de células CAR exige um trabalho intensivo, desde os níveis bá-

sicos, pré-clínicos até os translacionais, visando superar as dificuldades técnicas e falhas 

na produção. No mínimo, cinco etapas comuns são necessárias para a manipulação de 

linfócitos T (ou outras células), são elas: seleção do tipo celular, ativação, entrega do gene, 

expansão celular e formulação do produto final. No entanto, a manufatura reprodutível de 

produtos de células CAR de grau clínico de alta qualidade ainda é necessária para aplicar 

essa tecnologia a um maior número de pacientes. Este capítulo discute o desenvolvimento 

presente e futuro de novas estratégias usando as células CAR que sejam mais seguras e 

eficientes, alcançando uma destruição mais seletiva das células malignas com menor to-

xicidade  no cenário clínico. 
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pesquisadores podem isolar as células T CD3 positivas ou outro 

tipo específico dessas células. A abordagem mais comum para 

enriquecer as células T alvo é por separação imunomagnética 

(IMS), com o uso de microesferas magnéticas conjugadas a an-

ticorpos específicos para marcadores de células alvo (positivas) 

ou não alvo (negativas) a fim de separar uma população especí-

fica (2). Geralmente, as células T são positivamente selecionadas 

com o marcador CD3+, mas a seleção com CD4+ e CD8+ também 

pode ser aplicada ao isolamento específico de fenótipos auxilia-

res ou citotóxicos, especialmente, quando proporções específi-

cas de CD4:CD8 são pretendidas (3).

Outros subconjuntos de células T são de especial interesse de-

vido a algumas particularidades que podem melhorar a função 

das células CAR-T. As células T gama-delta (γδ) estão sendo ex-

ploradas como um grupo específico que exibe uma reatividade 

antitumoral natural e não precisa de apresentação de antígeno 

via MHC para reconhecimento e ativação, aumentando o escopo 

de aplicação das células CAR-T no cenário alogênico (4). Além 

disso, a expansão dessas células em cultura se mostrou viável 

com a aplicação de IL-2 e bisfosfonatos (4, 5). 

As células T citotóxicas (CTLs, do inglês cytotoxic T lymphocy-

tes) antígeno específicas, como as CTLs do Vírus Epstein-Barr 

(EBV), cuja eficácia no contexto imunoterápico foi amplamente 

demonstrada, também estão sendo exploradas como uma fonte 

para produção de células CAR-T. O cocultivo de PBMCs com li-

nhagens celulares linfoblastóides de células B EBV+ irradiadas 

(LCLs) potencializa as CTLs-EBV em cultura, permitindo sua ex-

pansão e futura aplicação nas malignidades das células B e in-

fecções relacionadas ao EBV (6) (Tabela 1).

Como alternativa, outros tipos celulares estão hoje sob avaliação 

em estudos pré-clínicos ou de fase 1-2, tais como macrófagos e 

células NK. Klichinsky et al. relataram a inserção de CARs anti-

-HER2 tanto em linhagens celulares THP-1 quanto em macrófa-

gos primários humanos (CAR-M) (7). As CAR-M anti-HER2 foram 

eficientes na fagocitose de células tumorais de ovário e elimi-

nação in vitro em modelos xenográficos pré-clínicos de células 

tumorais SKOV3. Além disso, Liu e colaboradores publicaram re-

centemente o primeiro estudo de fase 1-2 que usou células CAR-

-NK derivadas de células do cordão umbilical (8). Onze pacientes 

com leucemia linfocítica crônica recidivada ou linfoma não-Ho-

dgkin foram tratados com células CAR-NK anti-CD19-IL-15 e 

os dados não indicaram efeitos adversos ou toxicidade em ne-

nhum dos indivíduos. Ademais, aproximadamente 70% dos pa-

cientes responderam ao tratamento e as células CAR-NK foram 

encontradas na circulação dos pacientes por cerca de 12 meses.

  

2) Ativação

Os vetores retrovirais derivados do vírus da leucemia de Molo-

ney (NLV) exigem que as células alvo estejam ativamente em 

ciclo celular para permitir a transferência gênica enquanto os 

vetores lentivirais derivados do HIV se beneficiam da prolifera-

ção das células T para atingir uma alta eficiência de transdução 

nessas células (9). A ativação completa das células T exige o en-

volvimento do sinal 1 (CD3) e 2 (CD28) (10), que se pode alcançar 

com o uso dos anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD28 

para ativação das células T in vitro. Uma contribuição crucial 

veio posteriormente quando foram desenvolvidas esferas (bea-

ds) carregadas com anticorpos anti-CD3/CD28 (11), constituindo 

a base para a maioria dos protocolos de transdução de células T 

 
INTRODUÇÃO

Atualmente, há cinco produtos de células CAR-T (do inglês, chi-

meric antigen receptor) aprovados pelo FDA e produzidos por 

grandes empresas farmacêuticas com o uso de sistemas auto-

matizados ou semi-automatizados, que permitem a manufatura 

de células CAR-T em larga escala. Contudo, outros protocolos 

distintos, que usam tecnologias semelhantes ou diferentes para 

a geração de células CAR-T autólogas ou alogênicas ou células 

CAR-NK, estão atualmente em desenvolvimento. A manufatu-

ra dessas células exige um trabalho intensivo desde os níveis 

básicos, pré-clínicos até os translacionais, visando superar as 

dificuldades técnicas e as falhas na produção (1). As característi-

cas do produto final, incluindo o número de células modificadas 

obtidas, e seu grau de ativação e funcionalidade também podem 

variar de acordo com os diferentes esquemas de produção e das 

características intrínsecas dos pacientes.

No geral, a produção de células CAR-T autólogas exige, pelo me-

nos, cinco etapas comuns para a manipulação de linfócitos T, 

são elas: seleção do tipo celular, ativação, entrega do gene, ex-

pansão celular e formulação do produto final (Figura 1; Tabela 1). 

Posterior à manufatura, exige-se um teste de controle de quali-

dade, antes da infusão das células CAR-T nos pacientes. 

Neste capítulo, resumimos as principais etapas para a produção 

de células CAR (T ou outras), incluindo algumas novas tecnolo-

gias que estão em desenvolvimento ou em estudos clínicos de 

fase I/II.

Principais Etapas para Manufatura das CAR

1) Seleção do tipo celular

A primeira etapa na produção das células CAR-T é a obtenção de 

linfócitos T do doador/paciente a partir de células mononuclea-

res do sangue periférico (PBMCs, do inglês peripheral blood mo-

nonuclear cells) ou um produto de leucaférese. Em seguida, os 
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Figura 1. Esquema geral para a produção de células CAR-T descrevendo cada etapa definida. 
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Entrega viral do CAR

Dois dos produtos de CAR-T disponíveis hoje no mercado são 

baseados em vetores retrovirais (Yescarta e Tecartus). O vetor 

baseado no vírus da leucemia murina (MLV) mais usado é ve-

tor do gamma-retrovírus (22) e foi aplicado com êxito em outras 

terapias, como a imunoterapia com células T para imunodefici-

ência combinada grave (SCID) X1 (23). Embora a imunodeficiên-

cia tenha sido tratada com sucesso, em alguns pacientes, houve 

o surgimento de leucemia causada pelo local de integração do 

vetor retroviral (23, 24). Os vetores gamma-retrovirais tendem 

a se integrar próximos às regiões promotoras, o que pode ser a 

causa de suas propriedades oncogênicas. Por outro lado, os veto-

res lentivirais, derivados da família dos retrovírus, Lentiviridae, 

mostraram ser mais seguros e com melhores propriedades de 

integração que suas contrapartidas gamma-retrovirais (25, 26). 

Os vetores lentivirais são capazes de inserir material genético 

em células que não estão em divisão (27), enquanto os vetores 

gamma-retrovirais transduzem apenas células em divisão (28). 

As vantagens do sistema lentiviral estão refletidas no grande 

número de produtos de CAR-T em desenvolvimento com o uso 

desse sistema e três produtos de CAR-T disponíveis no mercado 

usam vetores lentivirais (Kymriah, Breyanzi e Abecma) (Tabela 

1). Desde o início da terapia com células CAR-T, os vetores virais 

demonstraram alta eficiência de transdução. No entanto, esse 

tipo de vetor i) apresenta risco de mutagênese insercional (29), 

ii) pode ser imunogênico e iii) sua produção é extremamente 

onerosa (30).

Entrega não viral de CAR 

Uma alternativa para os vetores virais é o sistema de transpo-

in vitro (12), com a suplementação de citocinas (geralmente IL-2) 

amplamente aplicadas nesses protocolos (Tabela 1).

O estímulo e cultura de células T por um longo período pode 

levar à diferenciação terminal. Para superar essa limitação e oti-

mizar o fenótipo das células T terapêuticas, alguns grupos co-

meçaram a reduzir o tempo de cultura (13, 14) ou a acrescentar 

citocinas que possam ajudar a manter um fenótipo progenitor 

e de memória. Tais citocinas incluem, mas não se restringem 

a, IL-7, IL-15 (15) e IL-21 (16). Esses protocolos baseados em um 

fenótipo progenitor podem potencialmente resultar em proto-

colos de expansão mais curtos e a infusão de um número menor 

de células para alcançar o mesmo efeito biológico, uma vez que 

essas células se expandem e se diferenciam in vivo, mantendo a 

resposta antitumoral (15).

A sinalização via citocinas pode ser feita por moléculas solúveis 

adicionadas à cultura ou por linhagens celulares desenvolvidas 

por engenharia que exibem muitos desses sinais na membra-

na, como IL-15, várias moléculas coestimuladoras como CD80 e 

até mesmo moléculas CAR alvo, como CD19 (17). Essas células 

apresentadoras de antígenos artificias (aAPC, do inglês artificial 

antigen presenting cells) estimuladoras podem representar uma 

ferramenta valiosa para geração de células CAR-T. Uma variação 

dessa estratégia consiste em usar as LCLs como células estimu-

ladoras com a possibilidade de gerar células CAR-T que direcio-

nem o antígeno tumoral e os antígenos virais. Alguns exemplos 

desses protocolos já foram descritos no cenário pré-clínico ou 

clínico (19).

Além das citocinas, vários grupos de pesquisa estão caracteri-

zando moléculas diferentes que possam ser usadas para manter 

fenótipos melhores de células CAR-T para atuarem como fortes 

agentes antitumorais uma vez infundidas nos pacientes. Tais 

moléculas incluem alguns inibidores de AKT (20) ou PI3K (21), 

entre outros candidatos.

3) Entrega ou transferência gênica 

O sucesso da terapia com células CAR-T depende da seleção de 

um vetor adequado que transportará o construto CAR até as cé-

lulas (Tabela 1). As duas opções mais comumente usadas são à 

base de vetores virais (retrovírus ou lentivírus) ou vetores não 

virais, que são predominantemente vetores de transposons (Fi-

gura 2A). Atualmente, há cinco produtos de CAR-T lançados no 

mercado e todos usam vetores virais para introduzir o CAR nas 

células T (Figure 2B). 

Figura 2. A) Sistemas de vetores usados nas terapias com células CAR-T. B) Produtos de 
CAR-T atualmente no Mercado. Dados disponíveis no banco de dados Integrity (Clarivate 
Analytics).
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Tabela 1- Vantagens e Desvantagens das tecnologias para a produção de células CAR  
Etapas Vantagens Desvantagens 

1) Seleção do tipo celular   
Seleção positiva ou negativa 
de CD3+ e/ou CD4+ ou CD8+ 
 

Fácil separação por esferas 
imunomagnéticas;  
Na seleção positiva, as células isoladas são 
altamente purificadas quando comparadas à 
seleção negativa 

Custos 
Métodos de seleção negativa são inerentemente 
menos puros que os métodos de seleção 
positiva 
 

Células T γδ  
 

Possibilidade de uso no contexto alogênico  Números pequenos de células; expansão 
laboriosa e cara  

LTCs-EBV 
 

Uso em malignidades de células B e infeções 
relacionadas ao EBV 

Números pequenos de células 

Células NK  Aplicável nos cenários alogênicos, 
efeitos de baixa toxicidade, várias fontes 

Números pequenos de células;  expansão 
laboriosa e dificuldade de modificação genética 

Monócitos/ 
Macrófagos 

Aplicável nos cenários alogênicos, 
baixa toxicidade em modelos animais, 
potencial aplicação em tumores sólidas 

Procedimentos laboriosos de transfecção e 
expansão  
Não existem ensaios clínicos disponíveis 

2) Ativação   
Esferas/anticorpos    
anti-CD3/CD28  

Ativação eficiente, fácil manipulação Longas culturas podem induzir células T 
terminalmente diferenciadas/exaustas  
 

Citocinas IL-2: eficiente para expansão de células T 
IL-7, IL-15, IL-21: indução de fenótipo de 
memória e/ou de tipo progenitor 

IL-2: altas doses e culturas em longo prazo 
podem induzir a exaustão das células T ou 
expansão de células T  CD4+ reguladoras 
  

Linhagens celulares 
estimuladoras  

Ativação eficiente, fácil manipulação Risco de células residuais estimuladoras no 
produto final, dificuldade de escalonamento e 
restrições de licenciamento 

3) Entrega do gene   
Entrega viral de CAR  Melhores técnicas estabelecidas para a 

entrega de transgene 
Risco de ativação de oncogene, alto custo de 
produção para uso clínico (BPM) e um conjunto 
extenso de regulações rigorosas deve ser 
seguido 

Gammaretrovírus 
 
 
 
 
Lentivírus  

Usado no Yescarta e Tecartus  
 
 
 
 
Usado no Kymriah, Breyanzi, Abecma e em 
muitos outros estudos.  
Mais seguro e com melhores propriedades de 
integração. Inserção do material genético em 
células que não estejam em divisão celular  

Propriedades oncogênicas 
Custos 
Inserção apenas em células em divisão celular 
Pode ser imunogênico 
 
Custos 
Risco de mutagênese insercional  
Pode ser imunogênico  
 

Entrega não viral de CAR  
 

Mais fácil de produzir em larga escala, 
caracterização química, maior 
reprodutibilidade, maior capacidade 
transgênica, menos preocupações quanto à 
biossegurança  

A padronização das técnicas é mais difícil 
comparada ao uso de vetores virais 
Altas taxas de morte celular com nucleoporação, 
toxicidade induzida por  
lipofetamina 

Sleeping Beauty (SB) Bons resultados nas células T, atividade 
antitumoral in vitro e in vivo,  
SB100X foi iniciado para tratar pacientes com 
mieloma múltiplo 

Baixa taxa de integração em larga escala  

Piggy bac Propriedades mais semelhantes aos vetores 
virais, também com CAR anti-CD73, MSLN, 
EGFRvIII e PSMA para tratar tumores sólidos  

Dois casos de linfoma maligno derivado de 
células T CAR com modificação gênica 
preparadas com o vetor PB 
 

mRNA transcrito in vitro (IVT)  Baixo risco de mutagênese insercional Expressão temporária de CAR  
Nanoplasmídeos Baixo risco de mutagênese insercional, 

expressão transgênica em longo prazo viável 
para a produção em larga escala 

Difícil de produzir  

4) Expansão   
Frascos T Consumíveis de valor mais acessível  Demanda tempo, manipulação por operadores 

treinados, risco de contaminação, sem agitação 
Bolsa de cultura Baixo risco de contaminação Manipulação por operadores treinados, sem 

agitação 
G-Rex Demanda menos tempo dos operadores, 

volume final superior 
Manipulação por operadores treinados, sem 
agitação 

Biorreator com movimento Sistema fechado, baixa probabilidade de 
contaminação, células mantidas em agitação 
constante, volume final de até 25 litros 

Não indicado para células sensíveis à força de 
cisalhamento 
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T ex-vivo incluem uma combinação das três etapas para melhor 

qualidade do produto final: estratégia de ativação, método de 

entrega de gene e expansão. Os perfis fenotípicos e funcionais 

das células CAR-T podem variar de acordo com o esquema usa-

do para expansão e ainda com as características intrínsecas dos 

pacientes. Alguns estudos sugeriram vantagens no desenvolvi-

mento de células CAR-T que apresentam fenótipos como me-

mória da célula-tronco (43) e memória central (44), desta forma, 

os processos de expansão de células CAR-T são críticos para a 

qualidade do produto final. Na verdade, a escolha do esquema 

de cultura para expansão representa um dos principais fatores 

para a expansão de células T. Como revisado por Vormittag e co-

legas (3), os sistemas de cultura mais usados, relatados nos es-

tudos clínicos, podem ser categorizados em três tipos principais: 

1) Placas ou frascos T, presentes em 22% dos estudos; 2) Bolsas 

de cultura estática, encontradas em 35% dos relatos; e 3) Bior-

reator em movimento, relatado por 43% dos estudos clínicos. 

As vantagens e desvantagens de cada uma dessas condições de 

cultura estão listadas na Tabela 1.

Considerando a variação nos fluxos de trabalho para a obtenção 

de um número satisfatório de células para infusão, há uma ne-

cessidade urgente de padronização dos protocolos clínicos. 

5) Formulação/produto final

A formulação final dos produtos envolve etapas críticas de vali-

dação antes da criopreservação. Esses testes visam checar a se-

gurança, pureza e potência, incluindo a viabilidade das células T 

e a expressão de CAR na superfície celular. A fórmula de criopre-

servação pode conter de 5 a 10% de DMSO de grau clínico, jun-

tamente com uma solução eletrolítica, albumina sérica humana 

e solução coloidal em várias combinações. Além disso, a taxa 

de congelamento deve estar entre um ou dois graus Celsius por 

minuto, pelo menos até -40°C, quando o produto pode então ser 

transferido para um tanque de nitrogênio líquido. Os produtos 

de CAR-T também devem ser liberados a partir de testes de es-

terilidade e pureza a fim de garantir a segurança do produto. Os 

protocolos padrão consistem em testar para contaminação bac-

teriana, fúngica ou de micoplasma bem como para endotoxinas. 

Novas abordagens para os produtos de CAR-T

Modulação das funções das CAR-T 

Uma série de limitações foi reportada sobre o uso da terapia 

com células CAR-T. A preocupação principal é a magnitude in-

controlável da ativação e expansão das células CAR-T após in-

fusão (45, 46). Além disso, os pacientes que responderam bem 

ao tratamento com às células CAR-T CD19 específicas também 

apresentaram aplasia de células B e, consequentemente, hipo-

gamaglobulinemia, uma complicação que geralmente requer a 

administração periódica de imunoglobulina intravenosa. Para 

sobrepor essas complicações, estudos recentes descreveram 

estratégias para ligar e desligar as células CAR-T. Dentre essas 

abordagens, alguns grupos projetaram dispositivos reguladores 

para inibir ou promover a ativação das células infundidas. Fe-

dorov e colaboradores (47) desenvolveram um sistema inibidor 

de CAR (iCAR) ao combinarem o domínio de reconhecimento 

do antígeno com a sinalização intracelular inibidora por meio 

dos receptores CTLA-4 e PD-1, duas moléculas envolvidas na 

son. Um transposon é uma sequência de DNA com a habilidade 

de mudar de posição dentro de um genoma via excisão e inser-

ção da transposase (3). Diversos sistemas à base de transposon 

foram relatados para a produção de células CAR-T. O sistema 

de transposon sleeping beauty (SB) mostrou bons resultados em 

células T modificadas com CAR anti-CD19, apresentando ativi-

dade antitumoral tanto in vitro quanto in vivo (18). O principal 

obstáculo para o uso do transposon SB em larga escala é sua 

lenta taxa de integração. Novos sistemas, como o SB1 e SB100X, 

possuem taxas muito maiores de transposição que o transpo-

son SB nativo (31, 32). O SB foi o primeiro vetor não viral a ser 

usado em estudos clínicos para geração de células CAR-T CD19 

específicas para o tratamento de LNH (linfoma não Hodgkin) e 

LLA (leucemia linfocítica aguda) (NCT00968760, NCT01497184) 

e, recentemente, iniciou-se um novo estudo clínico com células 

CAR-T SLAMF7, preparadas com SB100X, para o tratamento de 

pacientes com mieloma múltiplo (33). Embora o perfil de integra-

ção do SB possa ser considerado biologicamente seguro, outros 

transposons, como o PiggyBac (PB), demonstraram propriedades 

mais semelhantes aos vetores virais (31). O PB foi utilizado com 

sucesso na geração de células CAR-T contra CD19 para o trata-

mento de malignidades hematológicas (34) e também com CAR 

anti-CD73 (35), MSLN (36), EGFRvIII (37) e PSMA (38) para o trata-

mento de tumores sólidos (Tabela 1).

É importante citar que dois casos de linfomas malignos deriva-

dos de células CAR-T que sofreram modificação gênica foram 

descritos em pacientes que receberam células CAR-T anti-CD19 

preparadas com o vetor PB (39), o que enfatiza a necessidade do 

monitoramento constante dos novos métodos de transferência 

gênica usados na imunoterapia clínica. 

O risco de mutagênese insercional tem guiado o desenvolvimen-

to de outras metodologias inovadoras de entrega de gene, como 

o nanocarreador, que entrega o CAR transcrito in vitro (IVT), e os 

nanoplasmídeos. O mRNA transcrito in vitro (IVT) surgiu como 

uma nova classe de drogas inovadoras que podem ser usadas 

para entregar o CAR nas células T. Vários estudos clínicos em 

andamento estão testando a eficiência e segurança das células 

CAR-T desenvolvidas por engenharia com mRNA para tratar pa-

cientes com câncer (NCT01355965, NCT01897415, NCT02277522 

e NCT02624258) e os dados sugerem que uma expressão tempo-

rária de CAR, após a infusão das células, já seria suficiente para 

desencadear respostas antitumorais (40).

Os nanoplasmídeos estão surgindo como uma alternativa mais 

segura de integração de vetores. Os vetores plasmidiais à base 

de S/MAR (do inglês scaffold e matrix attachment region) possi-

bilitam a retenção do plasmídeo no núcleo da célula hospedeira 

por meio de interações com as proteínas nucleares da matriz, 

garantindo a segregação adequada do plasmídeo durante a mi-

tose (41). Bozza et al. (2021) demonstraram que esse tipo de vetor 

pode ser usado de forma eficiente para manipular linfócitos T 

humanos e sustentar a expressão transgênica em longo prazo, 

ademais, ele pode ser escalonado e é viável para uso clínico (42).

Inovações para otimizar os vetores que possam ser usados na 

terapia com células CAR certamente continuarão a surgir. 

4) Expansão

Os protocolos convencionais para ativação/expansão de células 



© 2021 Associação Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular. Todos os direitos reservados.

Consenso da Associação Brasileira de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular sobre Células Geneticamente Modificadas, Agosto/2021

vam níveis diferentes de CD19, CD20 e CD22. Nos ensaios pré-

-clínicos, células Raji criadas por engenharia que expressavam 

níveis heterogêneos de moléculas de CD19, CD20 e CD22 foram 

completamente eliminadas em camundongos NSG em cerca de 

14 dias após a infusão. 

Produção automatizada e entrega de CAR

A rotina de um sistema “aberto” para a produção de células 

CAR-T ainda é altamente laboriosa e onerosa. O surgimento de 

sistemas fechados totalmente automatizados foi de grande con-

tribuição para superar esses desafios.

O sistema CliniMACS® Prodigy, lançado em 2016 pela Miltenyi 

Biotec, é um grande exemplo de como esse tipo de sistema pode 

ser viável e aplicado nos protocolos de terapia celular dos la-

boratórios. A principal vantagem tecnológica oferecida por esse 

sistema é a automação totalmente fechada de, pelo menos, qua-

tro etapas da produção de células CAR-T (separação celular, ati-

vação, transdução e expansão) em uma máquina uni modular, 

em cerca de 10 dias de produção (56).

Os estudos pré-clínicos que usaram a máquina Prodigy tiveram 

sucesso ao mostrar que as células transduzidas e expandidas 

nesse sistema poderiam eliminar as células tumorais in vitro e 

in vivo. Quando expostas às células tumorais CD19+, as células 

CAR+ produziram altas taxas de IFN-gama, TNF-alfa e granzi-

ma-B, provando seu efeito antitumoral (57, 58).

Dois relatos recentes de um estudo clínico foram publicados 

para linfoma ou leucemia CD19+ refratária adulta e pediátrica 

(NCT03144583) com o uso de produtos de células CAR-T autólo-

gas transduzidas com um vetor lentiviral por meio do sistema 

Prodigy (59, 60). Em 2020, foram tratados 34 pacientes com LLA, 

LLC e LNH (adulto e pediátrico) com uma expansão máxima de 

2.160 x 106 células com 48,2% de células CAR+. A viabilidade ce-

lular após a produção variou de 90 a 100% e todos os produtos 

finais estavam totalmente livres de contaminantes biológicos e 

químicos. No segundo relato, em 2021, um total de 58 pacientes 

foi tratado no mesmo fluxo de trabalho padronizado. Os resul-

tados mostraram que cerca de 71% dos pacientes apresentaram 

taxa de resposta completa após 100 dias de infusão. 

Outra opção para a expansão automatizada de células T é o sis-

tema Cytiva’s Xuri Cell Expansion System W25. Esse sistema é 

composto por uma bandeja de agitação com temperatura con-

trolada que visava promover a mistura suave e aeração na bolsa 

de cultura celular. O equipamento é auxiliado por um software 

para o ajuste de vários parâmetros de cultura celular (e.g., tem-

peratura, ângulo de agitação e concentração gasosa). A última 

versão aceita uma gama de aplicações para cultura celular (T, 

NK e outras células aderentes) e expande em um volume  de até 

25 litros (61).

CONCLUSÃO

As células CAR-T representam uma terapia importante para 

pacientes com malignidades hematológicas recidivadas e/ou 

refratárias. Além disso, devido ao lançamento no mercado de 

cinco produtos de células CAR-T estabelecidos como opções 

confiáveis para o tratamento de doenças celulares malignas, di-

versos grupos de pesquisa e/ou empresas farmacêuticas foram 

supressão da célula T. Essa estratégia leva a uma capacidade li-

mitada dos linfócitos T, reduzindo a proliferação das células T, 

citotoxicidade e produção de citocinas. Outras séries de estudos 

aplicaram o uso de drogas via pequenas moléculas capazes de 

controlar a magnitude da ativação das células CAR-T (48-50). Re-

centemente, Jan e colegas relataram o uso de lenalidomida em 

um sistema induzível de dispositivos de “liga e desliga” para a 

ativação e degradação das células CAR-T, respectivamente. Para 

a degradação do receptor de CAR-T, uma marcação para um zinc 

finger do gene IKZF3 foi inserida nos domínios intracelulares de 

4-1BB e CD3z, tornando-o acessível para a ligação da lenalido-

mida. Isso levará ao recrutamento da ubiquitina-ligase, seguida 

de uma poliubiquitinação e, posteriormente, à degradação tem-

porária do CAR. Em contrapartida, no esquema do dispositivo 

ligar, os autores construíram um CAR com dois componentes: 

uma subunidade de CAR, contendo a porção  transmembrana 

de CD28 e os domínios intracelulares compostos pelo zinc finger 

do gene IKZF3 dependente de lenalidomida, e a segunda subu-

nidade composta por um domínio de CD28, um CRBN mutado 

e um domínio de sinalização de CD3-zeta. Nesses contextos, a 

dimerização dependente de lenalidomida induziu um aumento 

de cinco vezes da ativação das células CAR-T.

Células CAR-T biespecíficas/triespecíficas

Uma série de estudos recentes mostrou o aparecimento de cé-

lulas B neoplásicas desprovidas de expressão de CD19 em uma 

proporção importante de pacientes tratados com células CAR-T 

anti-CD19, sugerindo um mecanismo de escape (51, 52). Estraté-

gias recentes apresentaram células CAR-T que carregam estru-

turas de TCR biespecíficas ou triespecíficas, capazes de atacar 

simultaneamente diferentes antígenos tumorais.  

O primeiro estudo clínico de fase 1 foi publicado, recentemente, 

por Shah e colaboradores (53) sobre o uso de células CAR-T an-

ti-CD19/CD20 biespecíficas para o tratamento de pacientes que 

apresentavam linfoma não-Hodgkin de células B ou leucemia 

linfocítica crônica. A partir do uso do sistema CliniMACS Pro-

digy (Miltenyi), células CAR-T anti-CD19/CD20 biespecíficas não 

criopreservadas foram testadas em 22 pacientes. Os resultados 

indicam uma alta taxa de resposta (82%) e uma baixa taxa de 

citotoxicidade (5%) de síndrome de liberação de citocinas.

Outra estratégia publicada, recentemente, relatou resultados 

promissores in vitro e pré-clínicos com o emprego de células 

CAR-T triespecíficas capazes de direcionar os antígenos CD19, 

CD20 e CD22. Fousek et al. (54) apresentaram a construção de 

um CAR anti-CD19/CD20/CD22 triespecífico, utilizando apenas 

um único transgene que expressava três moléculas com endo-

domínios 4–1BB e CD3ζ. Os resultados obtidos a partir de ensaios 

in vitro e in vivo mostraram que as células CAR-T anti-CD19/

CD20/CD22 triespecíficas apresentaram atividade superior de 

destruição e controle do tumor quando comparadas às célu-

las CAR-T anti-CD19 únicas, mesmo nas linhagens celulares 

tumorais desprovidas da molécula de CD19. Em consonância, 

Schneider e colegas (55) relataram células CAR-T anti-CD19/

CD20/CD22 triespecíficas recém-desenvolvidas por engenharia 

a partir do uso de vetores lentivirais ao testarem múltiplos mo-

tivos de sinalização intracelulares de células T. As células CAR-T 

anti-CD19/CD20/CD22 triespecíficas foram capazes de eliminar 

e produzir citocinas de forma eficiente, quando incubadas com 

uma variedade de linhagens celulares tumorais que expressa-
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incentivados a desenvolver novos produtos com células CAR-T. 

No entanto, a manufatura reprodutível dos produtos de CAR-T 

de grau clínico de alta qualidade ainda precisa aplicar essa tec-

nologia a um maior número de pacientes. O isolamento, modi-

ficação genica e expansão de células T são etapas primordiais 

para o sucesso da produção de células CAR-T. O desenvolvimen-

to de novas estratégias de produção de CARs que sejam mais se-

guras e mais eficientes é necessário para aprimorar essa terapia, 

alcançando a destruição mais seletiva das células malignas com 

pouca toxicidade.
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