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PALAVRAS-CHAVES RESUMO

Novas tecnologias As células CAR-T constituem uma terapia importante para pacientes com malignidades
Terapias com células CAR-T hematolégicas recidivadas e/ou refratarias. Atualmente, hd cinco produtos de células CAR-
Producdo e Entrega de gene -T aprovados pelo FDA, mas varios grupos de pesquisa e/ou empresas biofarmacéuticas
Imunoterapia sdo incentivados a desenvolver novos produtos a base de células CAR, usando células T ou
Terapia Celular de outros tipos. A producdo de células CAR exige um trabalho intensivo, desde os niveis ba-
Terapia Celular Avancada sicos, pré-clinicos até os translacionais, visando superar as dificuldades técnicas e falhas
Terapia Celular Adotiva na producdo. No minimo, cinco etapas comuns sio necessdrias para a manipulacdo de

linfécitos T (ou outras células), sdo elas: selecdo do tipo celular, ativacdo, entrega do gene,
expansao celular e formulacao do produto final. No entanto, a manufatura reprodutivel de
produtos de células CAR de grau clinico de alta qualidade ainda é necessaria para aplicar
essa tecnologia a um maior nimero de pacientes. Este capitulo discute o desenvolvimento
presente e futuro de novas estratégias usando as células CAR que sejam mais seguras e
eficientes, alcangando uma destruicdo mais seletiva das células malignas com menor to-
xicidade no cenario clinico.
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INTRODUGAO

Atualmente, ha cinco produtos de células CAR-T (do inglés, chi-
meric antigen receptor) aprovados pelo FDA e produzidos por
grandes empresas farmacéuticas 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 geracao de células CAR-T autdlogas ou alogénicas ou células
CAR-NK, estdo atualmente em desenvolvimento. A manufatu-
ra dessas células exige um trabalho intensivo desde os niveis
bésicos, pré-clinicos até os translacionais, visando superar as
dificuldades técnicas e as falhas na producao (1). As caracteristi-
cas do produto final, incluindo o niimero de células modificadas
obtidas, e seu grau de ativagdo e funcionalidade também podem
variar de acordo com os diferentes esquemas de produgao e das
caracteristicas intrinsecas dos pacientes.

No geral, a produgao de células CAR-T autélogas exige, pelo me-
nos, cinco etapas comuns para a manipulacdo de linfécitos T,
sdo elas: selecdo do tipo celular, ativacao, entrega do gene, ex-
pansao celular e formulagdo do produto final (Figura 1; Tabela 1).
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Figura 1. Esquema geral para a produgdo de células CAR-T descrevendo cada etapa definida.

Posterior a manufatura, exige-se um teste de controle de quali-
dade, antes da infusdo das células CAR-T nos pacientes.

Neste capitulo, resumimos as principais etapas para a produgao
de células CAR (T ou outras), incluindo algumas novas tecnolo-
gias que estdo em desenvolvimento ou em estudos clinicos de
fase I/IL

Principais Etapas para Manufatura das CAR

1) Selecao do tipo celular

A primeira etapa na producéo das células CAR-T é a obtencéo de
linfécitos T do doador/paciente a partir de células mononuclea-

res do sangue periférico (PBMCs, do inglés peripheral blood mo-
nonuclear cells) ou um produto de leucaférese. Em seguida, os

pesquisadores podem isolar as células T CD3 positivas ou outro
tipo especifico dessas células. A abordagem mais comum para
enriquecer as células T alvo é por separacdo imunomagnética
(IMS), com o uso de microesferas magnéticas conjugadas a an-
ticorpos especificos para marcadores de células alvo (positivas)
ou néo alvo (negativas) a fim de separar uma populagao especi-
fica (2). Geralmente, as células T sdo positivamente selecionadas
com o marcador CD3+, mas a selecdo com CD4+ e CD8+ também
pode ser aplicada ao isolamento especifico de fenétipos auxilia-
res ou citotdxicos, especialmente, quando proporcoes especifi-
cas de CD4:CD8 sao pretendidas (3).
Outros subconjuntos de células T sdo de especial interesse de-
vido a algumas particularidades que podem melhorar a funcao
das células CAR-T. As células T gama-delta (yd) estdo sendo ex-
ploradas como um grupo especifico que exibe uma reatividade
antitumoral natural e ndo precisa de apresentagdo de antigeno
via MHC para reconhecimento e ativacao, aumentando o escopo
de aplicagdo das células CAR-T no cendrio alogénico (4). Além
disso, a expansdo dessas células em cultura se mostrou viadvel
com a aplicacdo de IL-2 e bisfosfonatos (4, 5).
As células T citotéxicas (CTLs, do inglés cytotoxic T lymphocy-
tes) antigeno especificas, como as CTLs do Virus Epstein-Barr
(EBV), cuja eficcia no contexto imunoterapico foi amplamente
demonstrada, também estdo sendo exploradas como uma fonte
para producdo de células CAR-T. O cocultivo de PBMCs com li-
nhagens celulares linfoblastéides de células B EBV+ irradiadas
(LCLs) potencializa as CTLs-EBV em cultura, permitindo sua ex-
panséo e futura aplicacdo nas malignidades das células B e in-
feccoes relacionadas ao EBV (6) (Tabela 1).
Como alternativa, outros tipos celulares estdo hoje sob avaliacdo
em estudos pré-clinicos ou de fase 1-2, tais como macréfagos e
células NK. Klichinsky et al. relataram a insercdo de CARs anti-
-HER2 tanto em linhagens celulares THP-1 quanto em macréfa-
gos priméarios humanos (CAR-M) (7). As CAR-M anti-HER2 foram
eficientes na fagocitose de células tumorais de ovario e elimi-
nacéo in vitro em modelos xenograficos pré-clinicos 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 corddo umbilical (8). Onze pacientes
com leucemia linfocitica cronica recidivada ou linfoma néo-Ho-
dgkin foram tratados com células CAR-NK anti-CD19-IL-15 e
os dados ndo indicaram efeitos adversos ou toxicidade em ne-
nhum dos individuos. Ademais, aproximadamente 70% dos pa-
cientes responderam ao tratamento e as células CAR-NK foram
encontradas na circulacdo dos pacientes por cerca de 12 meses.

2) Ativacao

Os vetores retrovirais derivados do virus da leucemia de Molo-
ney (NLV) exigem que as células alvo estejam ativamente em
ciclo celular para permitir a transferéncia génica enquanto os
vetores lentivirais derivados do HIV se beneficiam da prolifera-
¢do das células T para atingir uma alta eficiéncia de transdugéo
nessas células (9). A ativagdo completa das células T exige o en-
volvimento do sinal 1 (CD3) e 2 (CD28) (10), que se pode alcangar
com o uso dos anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD28
para ativacdo das células T in vitro. Uma contribuicdo 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 transducdo de células T
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in vitro (12), com a suplementagao de citocinas (geralmente IL-2)
amplamente aplicadas nesses protocolos (Tabela 1).

O estimulo e cultura de células T por um longo periodo pode
levar a diferenciacdo terminal. Para superar essa limitacdo e oti-
mizar o fenétipo das células T terapéuticas, alguns grupos co-
mecaram a reduzir o tempo de cultura (13, 14) ou a acrescentar
citocinas que possam ajudar a manter um fendtipo progenitor
e de memoria. Tais citocinas incluem, mas ndo se restringem
a, IL-7, IL-15 (15) e IL-21 (16). Esses protocolos baseados em um
fendtipo progenitor podem potencialmente resultar em proto-
colos de expansdo mais curtos e a infusdo de um niimero menor
de células para alcangar o mesmo efeito bioldgico, uma vez que
essas células se expandem e se diferenciam in vivo, mantendo a
resposta antitumoral (15).

A sinalizacgdo via citocinas pode ser feita por moléculas soluveis
adicionadas a cultura ou por linhagens celulares desenvolvidas
por engenharia que exibem muitos desses sinais na membra-
na, como IL-15, varias moléculas coestimuladoras como CD80 e
até mesmo moléculas CAR alvo, como CD19 (17). Essas células
apresentadoras de antigenos artificias (aAPC, do inglés artificial
antigen presenting cells) estimuladoras podem representar uma
ferramenta valiosa para geragdo de células CAR-T. Uma variacdo
dessa estratégia consiste em usar as LCLs como células estimu-
ladoras com a possibilidade de gerar células CAR-T que direcio-
nem o antigeno tumoral e os antigenos virais. Alguns exemplos
desses protocolos j& foram descritos no cendrio pré-clinico ou
clinico (19).

Além das citocinas, varios grupos de pesquisa estdo caracteri-
zando moléculas diferentes que possam ser usadas para manter
fenétipos 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 transferéncia génica

O sucesso da terapia com células CAR-T depende da selecdo de
um vetor adequado que transportard o construto CAR até as cé-
lulas (Tabela 1). As duas opg¢des mais comumente usadas sdo a
base de vetores virais (retrovirus ou lentivirus) ou vetores nao
virais, que sdo predominantemente vetores de transposons (Fi-
gura 2A). Atualmente, hé cinco produtos de CAR-T langados no
mercado e todos usam vetores virais para introduzir o CAR nas
células T (Figure 2B).
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Figura 2. A) Sistemas de vetores usados nas terapias com células CAR-T. B) Produtos de
CAR-T atualmente no Mercado. Dados disponiveis no banco de dados Integrity (Clarivate
Analytics).

Entrega viral do CAR

Dois dos produtos de CAR-T disponiveis hoje no mercado séo
baseados em vetores retrovirais (Yescarta e Tecartus). O vetor
baseado no virus da leucemia murina (MLV) mais usado é ve-
tor do gamma-retrovirus (22) e foi aplicado com éxito em outras
terapias, como a imunoterapia com células T para imunodefici-
éncia combinada grave (SCID) X1 (23). Embora a imunodeficién-
cia tenha sido tratada com sucesso, em alguns pacientes, houve
o surgimento de leucemia causada pelo local de integracao do
vetor retroviral (23, 24). Os vetores gamma-retrovirais tendem
a se integrar proximos as regides promotoras, o que pode ser a
causa de suas propriedades oncogénicas. Por outro lado, os veto-
res lentivirais, derivados da familia dos retrovirus, Lentiviridae,
mostraram ser mais seguros e com melhores propriedades de
integracdo que suas contrapartidas gamma-retrovirais (25, 26).
Os vetores lentivirais sdo capazes de inserir material genético
em células que ndo estdo em divisdo (27), enquanto os vetores
gamma-retrovirais transduzem apenas células em divisdo (28).
As vantagens do sistema lentiviral estdo refletidas no grande
numero de produtos de CAR-T em desenvolvimento com o uso
desse sistema e trés produtos de CAR-T disponiveis no mercado
usam vetores lentivirais (Kymriah, Breyanzi e Abecma) (Tabela
1). Desde o inicio da terapia com células CAR-T, os vetores virais
demonstraram alta eficiéncia de transducdo. No entanto, esse
tipo de vetor i) apresenta risco de mutagénese insercional (29),
ii) pode ser imunogénico e iii) sua producdo é extremamente
onerosa (30).

Entrega nao viral de CAR

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

Breyanz?‘ TAbecma V1EcARTUS
Bristol-Myers Squibb  Celgene Kite/Gilead
Lentivirus Lentivirus Retrovirus
CD19 BCMA CD19

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



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

Tabela 1- Vantagens e Desvantagens das tecnologias para a produgao de células CAR

Etapas

Vantagens

Desvantagens

1) Selegéo do tipo celular

Seleg¢éo positiva ou negativa
de CD3+ e/ou CD4+ ou CD8+

Facil separagao por esferas
imunomagnéticas;

Na selegao positiva, as células isoladas sao
altamente purificadas quando comparadas a
selecéo negativa

Custos

Métodos de selegéo negativa sdo inerentemente
menos puros que os métodos de selegao
positiva

Células T yo

Possibilidade de uso no contexto alogénico

Numeros pequenos de células; expanséo
laboriosa e cara

LTCs-EBV Uso em malignidades de células B e infegbes Numeros pequenos de células
relacionadas ao EBV
Células NK Aplicavel nos cenarios alogénicos, Numeros pequenos de células; expansao
efeitos de baixa toxicidade, varias fontes laboriosa e dificuldade de modificagcdo genética
Monécitos/ Aplicavel nos cenérios alogénicos, Procedimentos laboriosos de transfecgéo e
Macroéfagos baixa toxicidade em modelos animais, expansao
potencial aplicagdo em tumores sélidas Nao existem ensaios clinicos disponiveis
2) Ativacao
Esferas/anticorpos Ativagéao eficiente, facil manipulagdo Longas culturas podem induzir células T

anti-CD3/CD28

terminalmente diferenciadas/exaustas

Citocinas

IL-2: eficiente para expanséo de células T
IL-7, IL-15, IL-21: indug&do de fendtipo de
memoria e/ou de tipo progenitor

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

Linhagens celulares
estimuladoras

Ativagao eficiente, facil manipulagédo

Risco de células residuais estimuladoras no
produto final, dificuldade de escalonamento e
restricdes de licenciamento

3) Entrega do gene

Entrega viral de CAR

Melhores técnicas estabelecidas para a
entrega de transgene

Risco de ativagdo de oncogene, alto custo de
producao para uso clinico (BPM) e um conjunto
extenso de regulagdes rigorosas deve ser
seguido

Gammaretrovirus

Lentivirus

Usado no Yescarta e Tecartus

Usado no Kymriah, Breyanzi, Abecma e em
muitos outros estudos.

Mais seguro e com melhores propriedades de
integracdo. Insergéo do material genético em
células que ndo estejam em diviséo celular

Propriedades oncogénicas

Custos

Insergao apenas em células em divisao celular
Pode ser imunogénico

Custos
Risco de mutagénese insercional
Pode ser imunogénico

Entrega nao viral de CAR

Mais facil de produzir em larga escala,
caracterizagdo quimica, maior
reprodutibilidade, maior capacidade
transgénica, menos preocupagdes quanto a
biosseguranga

A padronizacéo das técnicas € mais dificil
comparada ao uso de vetores virais

Altas taxas de morte celular com nucleoporagao,
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 multiplo

Baixa taxa de integragdo em larga escala

Piggy bac

Propriedades mais semelhantes aos vetores
virais, também com CAR anti-CD73, MSLN,
EGFRuvIIl e PSMA para tratar tumores soélidos

Dois casos de linfoma maligno derivado de
células T CAR com modificagédo génica
preparadas com o vetor PB

mRNA transcrito in vitro (IVT)

Baixo risco de mutagénese insercional

Expressao temporaria de CAR

Nanoplasmideos

Baixo risco de mutagénese insercional,
expressao transgénica em longo prazo viavel
para a produg&o em larga escala

Dificil de produzir

4) Expansao

Frascos T

Consumiveis de valor mais acessivel

Demanda tempo, manipulagéo por operadores
treinados, risco de contaminagéo, sem agitacdo

Bolsa de cultura

Baixo risco de contaminagéo

Manipulagado por operadores treinados, sem
agitacao

G-Rex

Demanda menos tempo dos operadores,
volume final superior

Manipulagao por operadores treinados, sem
agitacdo

Biorreator com movimento

Sistema fechado, baixa probabilidade de
contaminagao, células mantidas em agitagao
constante, volume final de até 25 litros

Nao indicado para células sensiveis a forga de
cisalhamento
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son. Um transposon é uma sequéncia de DNA com a habilidade
de mudar de posicao dentro de um genoma via excisdo e inser-
cdo da transposase (3). Diversos sistemas a base de transposon
foram relatados para a producdo 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
obstaculo para o uso do transposon SB em larga escala é sua
lenta taxa de integracdo. Novos sistemas, como o SB1 e SB100X,
possuem taxas muito maiores de transposi¢do que o transpo-
son SB nativo (31, 32). O SB foi o primeiro vetor nao viral a ser
usado em estudos clinicos para geragdo de células CAR-T CD19
especificas para o tratamento de LNH (linfoma ndo Hodgkin) e
LLA (leucemia linfocitica aguda) (NCT00968760, NCT01497184)
e, recentemente, iniciou-se um novo estudo clinico com células
CAR-T SLAMF?7, preparadas com SB100X, para o tratamento de
pacientes com mieloma maultiplo (33). Embora o perfil de integra-
¢ado 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 geragdo de células CAR-T contra CD19 para o trata-
mento de malignidades hematolédgicas (34) e também com CAR
anti-CD73 (35), MSLN (36), EGFRVIII (37) e PSMA (38) para o trata-
mento de tumores sélidos (Tabela 1).

E importante citar que dois casos de linfomas malignos deriva-
dos de células CAR-T que sofreram modificacdo génica 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 transferéncia
génica usados na imunoterapia clinica.

Orisco de mutagénese 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
nanoplasmideos. 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. Varios estudos clinicos em
andamento estdo testando a eficiéncia e seguranca das células
CAR-T desenvolvidas por engenharia com mRNA para tratar pa-
cientes com céancer (NCT01355965, NCT01897415, NCT02277522
e NCT02624258) e os dados sugerem que uma expressao tempo-
raria de CAR, apds a infusdo das células, ja seria suficiente para
desencadear respostas antitumorais (40).

Os nanoplasmideos estdo surgindo como uma alternativa mais
segura de integracdo de vetores. Os vetores plasmidiais a base
de S/MAR (do inglés scaffold e matrix attachment region) possi-
bilitam a retencdo do plasmideo no nicleo da célula hospedeira
por meio de intera¢des com as proteinas nucleares da matriz,
garantindo a segregacdo adequada do plasmideo durante a mi-
tose (41). Bozza et al. (2021) demonstraram que esse tipo de vetor
pode ser usado de forma eficiente para manipular linfécitos T
humanos e sustentar a expressdo transgénica em longo prazo,
ademais, ele pode ser escalonado e é viavel para uso clinico (42).
Inovagdes para otimizar os vetores que possam ser usados na
terapia com células CAR certamente continuarao a surgir.

4) Expansao

Os protocolos convencionais para ativacdo/expansédo de células

T ex-vivo incluem uma combinacéo das trés etapas para melhor
qualidade do produto final: estratégia de ativagdo, método de
entrega de gene e expansdo. Os perfis fenotipicos e funcionais
das células CAR-T podem variar de acordo com o esquema usa-
do para expansdo e ainda com as caracteristicas intrinsecas dos
pacientes. Alguns estudos sugeriram vantagens no desenvolvi-
mento de células CAR-T que apresentam fenétipos como me-
moria da célula-tronco (43) e memoria central (44), desta forma,
os processos de expansdo de células CAR-T sdo criticos para a
qualidade do produto final. Na verdade, a escolha do esquema
de cultura para expansao representa um dos principais fatores
para a expanséo de células T. Como revisado por Vormittag e co-
legas (3), os sistemas de cultura mais usados, relatados nos es-
tudos clinicos, podem ser categorizados em trés tipos principais:
1) Placas ou frascos T, presentes em 22% dos estudos; 2) Bolsas
de cultura estatica, encontradas em 35% dos relatos; e 3) Bior-
reator em movimento, relatado por 43% dos estudos clinicos.
As vantagens e desvantagens de cada uma dessas condicoes de
cultura estdo listadas na Tabela 1.

Considerando a variagao nos fluxos de trabalho para a obtencao
de um numero satisfatério de células para infusdo, hd uma ne-
cessidade urgente de padronizagdo dos protocolos clinicos.

5) Formulagao/produto final

A formulacdo final dos produtos envolve etapas criticas de vali-
dacao antes da criopreservacao. Esses testes visam checar a se-
guranga, pureza e poténcia, incluindo a viabilidade das células T
e a expressdo de CAR na superficie celular. A férmula de criopre-
servagdo pode conter de 5 a 10% de DMSO de grau clinico, jun-
tamente com uma solugéo eletrolitica, albumina sérica humana
e solucdo coloidal em varias combinagdes. 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 entdo ser
transferido para um tanque de nitrogénio liquido. Os produtos
de CAR-T também devem ser liberados a partir de testes de es-
terilidade e pureza a fim de garantir a seguranga do produto. Os
protocolos padrao consistem em testar para contaminacao bac-
teriana, fingica ou de micoplasma bem como para endotoxinas.

Novas abordagens para os produtos de CAR-T
Modulacao das funcées das CAR-T

Uma série de limitacdes foi reportada sobre o uso da terapia
com células CAR-T. A preocupacgdo principal é a magnitude in-
controlavel da ativagdo e expansdo das células CAR-T apds in-
fusdo (45, 46). Além disso, os pacientes que responderam bem
ao tratamento com as células CAR-T CD19 especificas também
apresentaram aplasia de células B e, consequentemente, hipo-
gamaglobulinemia, uma complica¢do que geralmente requer a
administragdo periédica de imunoglobulina intravenosa. Para
sobrepor essas complicagdes, 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 ativagdo das células infundidas. Fe-
dorov e colaboradores (47) desenvolveram um sistema inibidor
de CAR (iCAR) ao combinarem o dominio de reconhecimento
do antigeno com a sinalizagdo intracelular inibidora por meio
dos receptores CTLA-4 e PD-1, duas moléculas envolvidas na

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



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

supressdo da célula T. Essa estratégia leva a uma capacidade li-
mitada dos linfécitos T, reduzindo a proliferacdo das células T,
citotoxicidade e producéo de citocinas. Outras séries de estudos
aplicaram o uso de drogas via pequenas moléculas capazes de
controlar a magnitude da ativagio das células CAR-T (48-50). Re-
centemente, Jan e colegas relataram o uso de lenalidomida em
um sistema induzivel de dispositivos de “liga e desliga” para a
ativacdo e degradagdo das células CAR-T, respectivamente. Para
a degradacdo do receptor de CAR-T, uma marcag¢ado para um zinc
finger do gene IKZF3 foi inserida nos dominios intracelulares de
4-1BB e CD3z, tornando-o acessivel para a ligagdo da lenalido-
mida. Isso levard ao recrutamento da ubiquitina-ligase, seguida
de uma poliubiquitinagéo e, posteriormente, a degradagéo tem-
poraria do CAR. Em contrapartida, no esquema do dispositivo
ligar, os autores construiram um CAR com dois componentes:
uma subunidade de CAR, contendo a por¢do transmembrana
de CD28 e os dominios intracelulares compostos pelo zinc finger
do gene IKZF3 dependente de lenalidomida, e a segunda subu-
nidade composta por um dominio de CD28, um CRBN mutado
e um dominio de sinaliza¢do de CD3-zeta. Nesses contextos, a
dimerizacao dependente de lenalidomida induziu um aumento
de cinco vezes da ativacdo das células CAR-T.

Células CAR-T biespecificas/triespecificas

Uma série de estudos recentes mostrou o aparecimento de cé-
lulas B neopléasicas desprovidas de expressdo de CD19 em uma
proporcao 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 biespecificas ou triespecificas, capazes de atacar
simultaneamente diferentes antigenos tumorais.

O primeiro estudo clinico de fase 1 foi publicado, recentemente,
por Shah e colaboradores (53) sobre o uso de células CAR-T an-
ti-CD19/CD20 biespecificas para o tratamento de pacientes que
apresentavam linfoma n&o-Hodgkin de células B ou leucemia
linfocitica crénica. A partir do uso do sistema CliniMACS Pro-
digy (Miltenyi), células CAR-T anti-CD19/CD20 biespecificas néo
criopreservadas foram testadas em 22 pacientes. Os resultados
indicam uma alta taxa de resposta (82%) e uma baixa taxa de
citotoxicidade (5%) de sindrome de liberagdo de citocinas.
Outra estratégia publicada, recentemente, relatou resultados
promissores in vitro e pré-clinicos com o emprego de células
CAR-T triespecificas capazes de direcionar os antigenos CD19,
CD20 e CD22. Fousek et al. (54) apresentaram a construgao de
um CAR anti-CD19/CD20/CD22 triespecifico, utilizando apenas
um Unico transgene que expressava trés moléculas com endo-
dominios 4-1BB e CD3¢. Os resultados obtidos a partir de ensaios
in vitro e in vivo mostraram que as células CAR-T anti-CD19/
CD20/CD22 triespecificas apresentaram atividade superior de
destruicdo e controle do tumor quando comparadas as célu-
las CAR-T anti-CD19 unicas, mesmo nas linhagens celulares
tumorais desprovidas da molécula de CD19. Em consonancia,
Schneider e colegas (55) relataram células CAR-T anti-CD19/
CD20/CD22 triespecificas recém-desenvolvidas por engenharia
a partir do uso de vetores lentivirais ao testarem multiplos mo-
tivos de sinalizacdo intracelulares de células T. As células CAR-T
anti-CD19/CD20/CD22 triespecificas foram capazes de eliminar
e produzir citocinas de forma eficiente, quando incubadas com
uma variedade de linhagens celulares tumorais que expressa-

vam niveis diferentes de CD19, CD20 e CD22. Nos ensaios pré-
-clinicos, células Raji criadas por engenharia que expressavam
niveis heterogéneos de moléculas de CD19, CD20 e CD22 foram
completamente eliminadas em camundongos NSG em cerca de
14 dias apés a infusdo.

Producao automatizada e entrega de CAR

A rotina de um sistema “aberto” para a producdo de células
CAR-T ainda é altamente laboriosa e onerosa. O surgimento de
sistemas fechados totalmente automatizados foi de grande con-
tribuicdo para superar esses desafios.

O sistema CliniMACS® Prodigy, lancado em 2016 pela Miltenyi
Biotec, € um grande exemplo de como esse tipo de sistema pode
ser viavel e aplicado nos protocolos de terapia celular dos la-
boratérios. A principal vantagem tecnolégica oferecida por esse
sistema é a automacéo totalmente fechada de, pelo menos, qua-
tro etapas da producdo de células CAR-T (separacdo celular, ati-
vagdo, transdugdo e expansdo) em uma maquina uni modular,
em cerca de 10 dias de producao (56).

Os estudos pré-clinicos que usaram a maquina 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 as 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 clinico foram publicados
para linfoma ou leucemia CD19+ refratéria adulta e pediatrica
(NCT03144583) com o uso de produtos de células CAR-T autélo-
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 pediatrico) com uma expansdo méaxima de
2.160 x 106 células com 48,2% de células CAR+. A viabilidade ce-
lular apés a producdo variou de 90 a 100% e todos os produtos
finais estavam totalmente livres de contaminantes biolégicos e
quimicos. 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 apds 100 dias de infuséo.

Outra op¢do para a expansdo automatizada de células T é o sis-
tema Cytiva’s Xuri Cell Expansion System W25. Esse sistema é
composto por uma bandeja de agitacdo com temperatura con-
trolada que visava promover a mistura suave e aera¢ao na bolsa
de cultura celular. O equipamento é auxiliado por um software
para o ajuste de varios parametros de cultura celular (e.g., tem-
peratura, angulo de agitacdo e concentragdo gasosa). A ultima
versdo aceita uma gama de aplicagdes para cultura celular (T,
NK e outras células aderentes) e expande em um volume de até
25 litros (61).

CONCLUSAO

As células CAR-T representam uma terapia importante para
pacientes com malignidades hematoldgicas recidivadas e/ou
refratarias. Além disso, devido ao langamento no mercado de
cinco produtos de células CAR-T estabelecidos como opgoes
confidveis para o tratamento de doencas celulares malignas, di-
versos grupos de pesquisa e/ou empresas farmacéuticas foram
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incentivados a desenvolver novos produtos com células CAR-T.
No entanto, a manufatura reprodutivel dos produtos de CAR-T
de grau clinico de alta qualidade ainda precisa aplicar essa tec-
nologia a um maior nimero de pacientes. O isolamento, modi-
ficagdo genica e expansdo de células T sdo etapas primordiais
para o sucesso da producdo de células CAR-T. O desenvolvimen-
to de novas estratégias de produgdo de CARs que sejam mais se-
guras e mais eficientes é necessario para aprimorar essa terapia,
alcangando a destruicdo mais seletiva das células malignas com
pouca toxicidade.
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