
Atualmente, há quatro produtos de T-CAR comercialmente disponíveis no mercado. As 

células T-CAR mostraram altas taxas de remissão e representam uma opção efetiva de 

tratamento para pacientes com malignidades de célula B resistentes ou refratárias. A apro-

vação desses produtos de terapia celular se deu após um longo período de avaliação pré-

-clínica que demonstrou eficácia inédita nessa população difícil de tratar. Este artigo de 

revisão descreve as principais avaliações pré-clínicas necessárias para o desenvolvimento 

de produtos de células T-CAR. 
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com T-CAR no Brasil. Sua significativa complexidade, todavia, re-

presenta um desafio importante para a devida implementação 

e alcance dos mesmos objetivos observados em outros países. 

Este consenso é baseado na opinião de especialistas que apon-

taram os ensaios pré-clínicos mínimos necessários para apoiar 

o desenvolvimento de novas terapias com células T-CAR. 

    

Vetores usados na terapia com células T-CAR
 

Com o crescente progresso nas tecnologias de modificação 

genética, várias abordagens foram testadas para gerar células 

T-CAR. Os dois métodos principais são a transdução viral (vetor 

retroviral ou lentiviral) ou a transfecção com plasmídeo de DNA 

nu (do inglês naked plasmid DNA), integração de DNA media-

da por transposase ou mRNA por eletroporação ou por sistema 

de transfecção com lipídeo (2). Os vetores comumente usados 

e suas vantagens e desvantagens estão listados na Tabela 1. A 

maioria dos estudos atuais usa vetores retrovirais (como vetores 

lenti e retrovirais). Os vetores lentivirais tornaram-se especial-

mente atrativos para as aplicações clínicas graças à sua habi-

lidade de transduzir eficientemente a maioria dos tipos celula-

res, incluindo células não proliferativas, como as células T naive  

(3). Ambos os retrovírus-γ e os lentivírus se integram, de forma 

semialeatória, no genoma da célula hospedeira. Portanto, apre-

sentam um risco de mutagênese insercional e desregulação de 

genes adjacentes ao local da integração (4, 5).

O desenvolvimento e o uso de vetores não integrativos, ou dos 

que se integram em locais específicos, são objetivos importan-

tes para a terapia com CAR. O desenvolvimento de novos ve-

tores tem sido conduzido, principalmente, pela necessidade de 

 
INTRODUÇÃO

Células T que expressam o receptor de antígeno quimérico (cé-

lulas T- CAR) surgiu como uma terapia promissora para malig-

nidades hematológicas. Desde 2017, quatro produtos de células 

T-CAR – axicabtagene ciloleucel (axi-cel), tisagenlecleucel (tisa-

-cel), lisocabtagene maraleucel (liso-cel) e brexucabtagene auto-

leucel – receberam aprovação do US Food and Drug Administra-

tion (FDA) para o tratamento de linfoma não Hodgkin de célula 

B (LNH célula B) recidivado/refratário (RR). Concomitantemente, 

o tisa-cel foi aprovado pelo FDA para o tratamento de leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) R/R (1).

Um aspecto crucial da terapia com células T-CAR é o estabele-

cimento e validação de um processo de manufatura reproduzí-

vel e de alta qualidade, capaz de entregar produtos de células 

T-CAR de grau clínico. Trata-se de um pré-requisito para a vasta 

aplicação dessa tecnologia. Um produto de qualidade precisa 

ser integrado dentro de cada etapa do processo de manufatura 

(Figura 1). 

No entanto, antes da validação de uma plataforma de grau clí-

nico, muitos ensaios pré-clínicos foram realizados. Há vários 

experimentos imperativos exigidos por diferentes agências re-

guladoras internacionais – por exemplo, o FDA e a European Me-

dicines Agency (EMA) – como dados essenciais prévios às etapas 

para o estabelecimento de um dossiê robusto de uma nova dro-

ga investigacional. No Brasil, a Agência de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) incorporou ao seu marco regulatório os mesmos prin-

cípios do FDA e da EMA (65).

Há grandes expectativas para a iminente introdução da terapia 
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Figura 1. Produção de células CAR-T em um laboratório conforme com as boas práticas de manufatura.
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reconhecem o alvo com afinidades diferentes nas moléculas de 

CAR, pode potencialmente permitir a discriminação entre as cé-

lulas saudáveis e as tumorais. Alguns grupos exploraram essa 

abordagem, especialmente no cenário pré-clínico, (9) e a revisa-

ram (10). Resultados recentes mostraram uma potencial toxici-

dade devido ao reconhecimento do alvo fora do tumor quando 

se usam CARs de alta afinidade (11), e isso também advoga a fa-

vor das afinidades reduzidas de CAR em contextos específicos. A 

redução da afinidade dos scFvs anti-CD19 também demonstrou 

benefícios potenciais, como a cinética tardia da ativação das cé-

lulas T (e potencialmente menos indução de CRS) sem a perda 

da capacidade de eliminação do tumor (12). Um aspecto crítico 

dessa abordagem é que alguns antígenos alvo podem ser modu-

lados em diferentes tipos celulares, de acordo com o status de 

inflamação do tecido da exposição farmacológica. Como exem-

plo, CD22, um antígeno alvo da LLA, pode ser modulado com 

drogas tanto in vitro como in vivo, aumentando o reconheci-

mento e destruindo a partir dos CARs específicos das CD22 (13). 

Tais contextos tornam desafiador o ajuste do reconhecimento 

do alvo com base no equilíbrio da afinidade de scFv e o direcio-

namento da densidade de expressão da molécula. 

se abordar a questão da segurança, em especial, o problema da 

mutagênese insercional (6). 

Vetores não virais, como o Sleeping Beauty (SB), PiggyBac (PB) ou 

Tol2, derivados de transposons, tipicamente, necessitam da co-

transfecção do DNA do transposon com uma transposase, como 

um plasmídeo de expressão ou mRNA. Em consequência, isso 

resulta em integração genômica geralmente nas regiões genô-

micas ricas de AT (7). Embora o perfil de integração do trans-

poson possa ser considerado biologicamente seguro, recente-

mente, dois pacientes desenvolveram linfoma maligno após um 

tratamento com células T-CAR anti-CD19 com o uso do vetor PB 

(8). Além disso, é mais fácil produzi-los em larga escala, abrigam 

maior capacidade transgênica e geram menos preocupações 

com relação à biossegurança. Contudo, uma diferença impor-

tante entre as diversas tecnologias é a duração da expressão de 

CAR na célula modificada. Para uma expressão mais duradoura 

(várias semanas), a transdução viral é geralmente empregada, 

enquanto os resultados da eletroporação de mRNA na expressão 

transiente duram cerca de uma a duas semanas. 

A afinidade do scFv pode impactar a especificidade de CAR e 
potencial fora do alvo

A maioria dos alvos moleculares para as células T-CAR não está 

exclusivamente expressa nas células tumorais. Algumas dessas 

moléculas podem ser encontradas expressas, em níveis diferen-

tes, nas células tumorais e nas saudáveis. Explorar os scFvs, que 

Tabela 1. Vetores usados atualmente na terapia com células T-CAR.

Abreviação. PI: propriedade intelectual. 
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conta as partículas capazes de transdução produtiva (IFU/ml). 

A produção viral pode ser medida a partir do uso de técnicas de 

diluição limitantes do vírus que vai transduzir um número es-

pecífico de células e a atividade de transdução pode ser medida 

por citometria de fluxo ou por qPCR (16) (17).

 

Caracterização e teste de controle da produção de células 
T-CAR 

Testes sorológicos

Geralmente, os pacientes submetidos à terapia com células 

T-CAR são repetidamente hospitalizados e expostos a produtos 

sanguíneos. Portanto, o teste para agentes infecciosos deve ser 

realizado como uma etapa de controle de qualidade para garan-

tir a biossegurança do material fonte. O painel mínimo sugeri-

do para doenças infecciosas antes da manufatura das células T 

-CAR é o seguinte: 

• Anti-HTLV I e HTLV II (HTLV I/II);

• Anticorpo de CMV;

• Antígeno de hepatite B (HBSAG);

• Anticorpo contra antígeno do núcleo da hepatite B (HBCAB);

• Teste de sorologia para sífilis (RPR);

• Antígeno de HIV/HCV, realizado por Teste de Ácido Nucleico 

(NAT);

• HIV por NAT;

• HCV por NAT;

• Anti-HIV-1 e HIV-2 (HIV 1/2);

• Anticorpo contra o vírus da hepatite C (HCVAB ou HCV).

Os resultados esperados devem ser HIV/HCV por NAT, Anti-

-HIV1/2, HTLV I/II, HBSAG, HBCAB, HCVAB (HCV) e RPR = Não 

reagente (NR). O CMV pode ser tanto positivo quanto negativo e 

é realizado apenas a critério de informações. 

Citogenética

O longo período de cultura e expansão das células T demanda 

a realização de testes de integridade genômica para assegurar 

que não sejam gerados clones aberrantes como consequência 

da integração viral ou deleções/duplicações de genes ou que 

ocorram padrões maiores de bandas cromossômicas. Geralmen-

te, a análise de pelo menos 20 metafases em um cariótipo de 

banda G é o teste mínimo de informação para checar anomalias 

cromossômicas ou aneuploidias. No entanto, os testes de carió-

tipo não informam sobre deleções ou duplicações em nível mo-

lecular. Caso seja necessário um teste mais preciso, um arranjo 

genômico deve ser considerado para um teste amplo de genoma 

de anomalias de número de cópias e a detecção da perda da 

heterozigosidade (18).

Testes de esterilidade

Como a produção de células T-CAR envolve a manipulação in-

tensa do produto com uma diversidade de reagentes e consu-

míveis plásticos e os sistemas totalmente fechados nem sempre 

estão disponíveis, os testes de esterilidade são obrigatórios para 

verificar a presença de contaminantes microbiológicos antes da 

infusão. Basicamente, os testes de rotina checam a contamina-

ção por micoplasma, bactérias, fungos e endotoxina (19). Todos 

os testes devem ser realizados, preferencialmente, com kits 

Caracterização e teste de controle da produção de vetores 

Produção de vetores de DNA 

 Seja com o uso de vetores virais ou não virais, o início da pro-

dução da maioria dos vetores se dá com a produção do DNA do 

plasmídeo. Os testes dos vetores de DNA devem incluir testes de 

identidade e integridade genética, incluindo a confirmação da 

sequência terapêutica e sequências regulatórias/controladoras, 

ausência de agentes externos, esterilidade e níveis de endoto-

xina. Além disso, a presença/ausência de características espe-

cíficas, como as sequências de CpG, deve ser confirmada por 

métodos viáveis (66). 

Bancos de células 

Os testes de banco de células eucariótica (bancos mestres e em 

operação) conduzidos em linhagens celulares produtoras/empa-

cotadoras (do inglês producer/packing cell lines) devem incluir 

identidade, pureza, número de células, viabilidade, caracteriza-

ção da cepa, genotipagem/fenotipagem. Além disso, os testes 

devem ser realizados para verificar uma possível contaminação 

por vírus acidentais, ausência de contaminação bacteriana ou 

fúngica, bem como de micoplasma (67).

Vetores virais

Qualquer preparação de vetores virais deve ser totalmente ca-

racterizada com relação à atividade de transdução e outras ca-

racterísticas relevantes para as partículas de vetores e a ausência 

de RCL (lentivírus competente em replicação) ou RCR (retrovírus 

competente em replicação). As especificações de liberação de 

lote devem estar baseadas em testes adequados para caracteri-

zar e garantir a integridade do vetor. Para qualquer vetor viral, o 

nível máximo de contaminação pelo DNA do plasmídeo, no lote 

final, deve ser estabelecido e recomenda-se o tratamento com 

DNase para remover o DNA do plasmídeo. O tratamento com 

DNase é essencial para eliminar possíveis contaminações no 

produto viral com VSV-G que codifica o plasmídeo, outras pro-

teínas do envelope ou outras proteínas virais como Gag/Pol (66). 

Vetores retrovirais estão sendo usados em um número crescen-

te de aplicações clínicas de T-CAR. À medida que aumenta o uso 

desse tipo de vetor, há uma preocupação de segurança quanto 

a uma possível recombinação viral e risco de desenvolvimen-

to de um retrovírus competente em replicação (RCR), durante a 

manufatura do material do vetor.  A patogenicidade potencial 

da presença de retrovírus competente em replicação (RCR) exige 

um teste de vigilância para excluir a presença de RCR em pro-

dutos de terapia gênica para humanos à base de vetores. O RCR 

de lentivírus é referido como lentivírus competente em repli-

cação (RCL). Para gerenciar esse risco, as agencias regulatórias 

têm exigido o teste para RCR/RCL nos produtos com células T 

infundidos em pacientes (14, 15).

 

Atividade de transdução 

Aspectos importantes da atividade de transdução são a capaci-

dade de integração, expressão transgênica e funcionalidade. Há 

dois tipos comuns de medidas: física, que determina a concen-

tração da partícula, e.g. quantificação de p24 ou funcional que 



© 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

proliferar e chegar à exaustão (25) (26) (27). Os marcadores mais 

comuns usados para definir as subpopulações de célula T se 

baseiam na expressão dos marcadores de superfície CD45RA, 

CD45RO, CCR7, CD62L, CD95 e CD27 (28) (29) (30). As caracterís-

ticas fenotípicas e funcionais dos diferentes subconjuntos de 

células T CD8+ estão detalhados na Figura 2, de acordo com Gat-

tinoni e colaboradores (31).

Produção de citocinas

A avaliação da produção de citocinas representa uma etapa im-

portante para o perfilhamento dos produtos finais de células 

T-CAR. A liberação de citocinas pode oferecer informações fun-

cionais sobre o status de diferenciação (e.g. perfil efetor, de me-

mória ou progenitor), espectro de polifuncionalidade adquirida, 

bem como a amplitude e potência das respostas das células T, 

considerando também seu potencial neurotóxico (32).

Os testes mais aplicados para avaliar a produção de citocinas 

incluem o ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA), ensaio 

imunospot enzimático (ELISpot) (33), coloração de citocina in-

tracelular por citrometria de fluxo (34) e técnicas de multiplex 

recém-descritas para avaliar os compostos em nível celular in-

dividual (35). A produção de citocinas representa um ensaio im-

portante para a caracterização dos produtos de células T-CAR 

funcionais, embora não haja diretrizes definindo essa etapa 

como um requisito de validação para infusão.

Uma série de estudos usaram um painel padrão de citocinas 

para a caracterização clássica de ativação das células T, incluin-

do IFN-gama, TNF-alfa, Granzima B dentre os fatores avaliados 

(28) (36) (37) (38). O padrão de produção de citocinas pode dife-

renciar de acordo com a escolha do tipo celular original para a 

manufatura de células T-CAR. O uso de células mononucleares 

de sangue periférico (PBMC) ou células T CD3+ totais na primei-

ra etapa de seleção celular pode conduzir o perfil de citocinas/

quimiocinas para um fenótipo misto, incluindo também citoci-

nas tipicamente produzidas por células T CD4+ auxiliares, como 

IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17. Em contraste, as células T-CAR 

geradas a partir de células T CD8+ isoladas produzirão, sobretu-

do, IFN-gama, TNF-alfa, perforina e granzima-B mediante esti-

mulação. 

Importante ressaltar que achados recentes por Alizadeh e co-

laboradores (39) descreveram um papel importante das células 

T-CAR que produzem IFN-gama não apenas na eliminação de 

células tumorais e controle do tumor, mas também na estimula-

aprovados pelas agências reguladoras competentes. Produtos 

contaminados não devem ser usados para infusão em nenhuma 

circunstância. 

Os testes de micoplasma, no geral, envolvem duas técnicas di-

ferentes: 1) O uso de bioluminescência para checar a presença 

de enzimas de micoplasma no produto final ou 2) um teste de 

PCR com oligos que amplificam regiões específicas do genoma 

do micoplasma. Ambas as abordagens usam uma amostra pe-

quena do sobrenadante do produto final para extrair o material 

citoplasmático/genético do micoplasma. A realização das duas 

técnicas é comparável, contudo, a validação interna é necessária 

(19).

A contaminação bacteriana ou fúngica pode ser avaliada por 

meio de métodos automatizados de cultura e pode ser condu-

zida tanto antes quanto depois da produção de células T-CAR. 

Os métodos mais comuns para detectar a produção de CO2 por 

microrganismos mostram os resultados a partir das alterações 

na cor do meio de cultura ou pressão da garrafa. Os principais 

painéis de patógenos incluem S. aureus, P. aeruginosa, B. subti-

lis, C. sporogenes e C. albicans (20).

Por fim, o teste de endotoxina bacteriana (BET) visa detectar a 

presença de substâncias liberadas por bactérias lisadas que po-

dem causar efeitos tóxicos (e.g. LPS gram-negativo). O BET mais 

popular é o Limulus Amebocyte Lysate (LAL) que se baseia na re-

atividade dos amebócitos extraídos de cavalo-marinho quando 

expostos a endotoxinas. Os quatro tipos principais de testes LAL 

incluem um qualitativo (gel composto por proteínas coaguladas) 

e três ensaios quantitativos (turbidimétrico, cromogênico e fator 

C recombinante). Os níveis indicados de endotoxina no produto 

final devem ser inferiores a 5 EU/kg (21).

Caracterização fenotípica e funcional dos produtos de células 
T-CAR 

Caracterização molecular 

Os produtos de células T-CAR são, geralmente, avaliados de 

acordo com seu fenótipo efetor-de memória via análise transcri-

tômica e/ou proteômica. As técnicas mais comuns usadas para 

caracterizar as células T-CAR podem incluir sequenciamento de 

RNA, sequenciamento de RNA de célula individual e citometria 

de fluxo multiparamêtrica (22) (23) (24). Fatores de transcrição e 

moléculas de superfície também podem definir o status da di-

ferenciação da célula T, que pode corresponder a sua habilidade 

em responder aos antígenos tumorais, autorrenovar-se, migrar, 

Tabela 2 – Descrição de citocinas e quimiocinas para a caracterização fenotípica de células T-CAR.  

Categorias de citocinas e quimiocinas solúveis 

Efetoras Estimuladoras Regulatórias Infl amatórias Quimioatrativas

granzima-B, IFN-gama, MI-
P-1alfa, perforina, TNF-al-
fa, TNF-beta

GM-CSF, IL-2, IL-5, IL-7, 
IL-8, IL-9, IL-12, IL-15, IL-
21

IL-4, IL-10, IL-13, IL-22, 
TGF-beta1, sCD137, sC-
D40L

IL-1B, IL-6, IL-17A, IL-17F, 
MCP-1, MCP-4

CCL-11, IP-10, MIP-1beta, 
RANTES

 Abreviações: GM-CSF: Fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos; IL: Interleucina; TGF-Beta1: Fator de transformação do cresci-
mento beta 1; MCP: proteína quimiotática de monócitos; CCL11: ligante de motivo 11 quimiocina; IP-10: proteína induzida por interferon gama 10; 

MIP: proteína infl amatória de macrófago; RANTES: Regulada por Ativação, célula T Normal Expressa e Secretada. 
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Ensaios de co-cultura

A funcionalidade dos produtos de células T-CAR se baseia sobre-

tudo em sua habilidade de reconhecer efetivamente e destruir 

células neoplásicas alvo (47). Mesmo considerando que algumas 

preparações com células T-CAR possam incluir células T CD4+ 

expandidas, a grande maioria dos ensaios estão focados no pa-

pel dos linfócitos T CD8+ citotóxicos (CTLs) na eliminação de cé-

lulas tumorais. A especificidade da célula T-CAR é independente 

de HLA e conta sobretudo com a capacidade de seu domínio de 

ligação extracelular com antígenos de superfície celular, incluin-

do proteínas, carboidratos e glicolipídios (48). Os mecanismos 

classicamente descritos abrangem a via de interação do ligante 

Fas/Fas (FasL), secreção de perforina/granzima e a produção de 

citocinas efetoras como IFN-gama e TNF-alfa (49). Para avaliar o 

efeito citotóxico das células T-CAR, ensaios de co-cultura padrão 

foram descritos (50).

Seguindo o reconhecimento de antígeno, as células T ativadas 

para eliminar podem ser determinadas por um ensaio de libe-

ração de citocina, e a produção de citocina in vitro e a atividade 

citolítica das células T CD8+ estão frequentemente correlacio-

nadas, principalmente porque o IFN-γ melhora a expressão de 

MHC-I e Faz nas células alvo (51) (52). Por outro lado, a detecção 

da liberação de citocina apenas pode ser considerada como um 

marcador potencial para a função citolítica, uma vez que a des-

truição das células alvo requer a produção de linfócitos e libe-

ração posterior de mediadores para indução à destruição, bem 

como a interação de célula com célula (53).

Número de cópias integradas

Há um risco aumentado de oncogênese se o número de cópias 

ção sistêmica da imunidade inata do hospedeiro ao estimular as 

funções pró-inflamatórias dos macrófagos. Estudos adicionais 

concentraram esforços para gerar células T-CAR que adquirem 

características polifuncionais. Essas células são normalmente 

definidas como capazes de secretar, no mínimo, duas citocinas 

ao mesmo tempo, o que representa um grande ganho na capaci-

dade estimuladora in vivo (40). A geração de células T-CAR poli-

funcionais está descrita em modelos pré-clínicos (41) e estudos 

de fase I/II para linfoma não Hodgkin (42) e linfoma de célula B 

(43). Na verdade, as células T polifuncionais foram amplamen-

te associadas a um melhor prognóstico para diferentes tipos de 

câncer sólido ou hematológico (44) (45) (46), mas são necessárias 

melhorias nos protocolos para a ativação e expansão de célu-

las T para gerar uma manutenção continuada dessas células in 

vivo. 

Grupos diferentes de citocinas e quimiocinas devem ser avalia-

das para o perfilamento das células T-CAR. As moléculas podem 

ser subdividas em cinco categorias de acordo com Rossi e cole-

gas (42): efetor, estimulador, regulatório, inflamatório e quimio-

atrativo (Tabela 2).

Ao usarem abordagens de citocina de célula individual, Rossi e 

colaboradores (42) relataram que cerca de 20% dos produtos de 

células T-CAR apresentaram perfil polifuncional em seu proto-

colo. Curiosamente, os pacientes que mostraram respostas ob-

jetivas foram infundidos com células T-CAR CD4+ polifuncionais 

que secretavam citocinas inflamatórias, citocinas regulatórias e 

efetoras (Tabela 2), enquanto pacientes não respondedores rece-

beram células T-CAR CD4+ polifuncionais que produziram mo-

léculas efetoras, em sua maioria (Tabela 2), sugerindo que me-

lhores características polifuncionais das células T-CAR podem 

representar um benefício para o paciente. 
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 Figura 2. Descrição dos estados de diferenciação das células T CD8+ (Gattinoni e colaboradores) (31).
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o tecido tumoral humano na ausência de um sistema imune 

funcional, e os modelos de xenoenxerto são ferramentas para 

testar a seletividade de novos ou mais complexos construtos de 

CAR. Uma área de interesse está no desenvolvimento de CARs 

que dependam de múltiplos TAAs para ativação total para di-

minuir a chance de efeitos fora do tumor ou fuga de antígeno. 

Exemplos de novas estratégias de células T-CAR avaliadas em 

modelos de xenoenxerto são a) CARs biespecíficos direcionando 

tanto CD19 quanto CD20 para o tratamento de linfomas e leu-

cemia linfoblástica aguda (59), b) CARs anti-EGFR mascarados 

(masked CARs) em que os scFVs são complexados com um pep-

tídeo que possui um ligante que é clivado pelas proteases ex-

pressas pelas células tumorais, mas não pelos tecidos saudáveis 

(60) c) Ativação mediada por dispositivo e redirecionamento das 

células T-CAR (Switch-CAR) que direcionam a um novo epítopo 

introduzido em um anticorpo de ligação por TAA (61). Os mo-

delos de xenoenxerto também foram usados para compreender 

os mecanismos de exaustão das células CAR-T. Em duas células 

CAR-T humanas de segunda geração, a exaustão foi evitada com 

a coestimulação de 4-1BB e exacerbada pela coestimulação de 

CD28 (62). 

Modelos de xenoenxerto derivados (PDX) de pacientes represen-

tam um subtipo específico de modelo de xenoenxerto gerado 

pela implantação de uma biópsia de tumor primário em vez 

da injeção de linhagens celulares tumorais em um hospedeiro 

imunocomprometido. As vantagens dos modelos de PDX são a 

melhor obtenção da heterogeneidade do tumor e prevenção da 

exposição a ambientes artificiais usados nos experimentos in 

vitro. Em um modelo de PDX de hepatocarcinoma, Jiang et al. 

mostraram que ele prevê com precisão a resposta do paciente 

e poderia ser útil em determinar o curso do tratamento, como 

uma combinação de bloqueio de checkpoint e terapias com 

T-CAR (63).

Camundongos transgênicos imunocompetentes têm sido o mo-

delo usado com menos frequência nos estudos com T-CAR. Sua 

utilidade conta com seu potencial para avaliação dos efeitos tu-

morais do alvo fora do tumor. Esses camundongos transgênicos 

são desenvolvidos por engenharia para não possuírem a expres-

são de um TAA murinho (knockout) e para expressar um TAA 

humano (knockin) em tecidos específicos e em certo nível. Pe-

gram et al. relataram que o tratamento com células T-CAR CD19 

específicas, que foram posteriormente modificadas para secre-

tar IL-12 constitutivamente, foi capaz de erradicar a doença es-

tabelecida na ausência de condicionamento prévio (36). Além 

disso, a eliminação do tumor exigiu subconjuntos de células T 

CD4(+) e CD8(+), estimulação autócrina de IL-12 e secreção sub-

sequente de IFNγ por células CAR(+) T. Os autores propõem que 

a terapia adotiva com o uso de células T direcionadas por CAR 

e modificadas para secretar IL-12 poderia prevenir ou reduzir a 

necessidade de regimes de condicionamento (36).

Camundongos transgênicos humanizados são camundongos 

imunocomprometidos submetidos ao implante de células imu-

nes humanas além do tumor humano e das células T-CAR-T. A 

principal vantagem desse modelo é o fato de que esses camun-

dongos são tolerantes às células humanas e ainda possuem 

aspectos do sistema imune humano. Vários grupos usaram ca-

mundongos NSG transplantados com células CD34+ humanas 

para investigar a toxicidade das CAR-T contra as células-tronco 

hematopoiéticas (CTH). Em um modelo de sistema imune hu-

manizado (HIS), camundongos recém-nascidos BALB/c Rag2‐/‐

do vetor (VCN) por célula for alto. Devido à vasta distribuição de 

locais de inserção de DNA pró-viral, o risco de oncogênese por 

causa da mutagênese insercional aumenta com o número de 

inserções por genoma celular. Por essa razão, é altamente reco-

mendável que o VCN seja <5 cópias por genoma (67). A medição 

rápida e precisa do VCN é uma etapa importante no controle de 

qualidade necessário para a liberação dos produtos com células 

T-CAR para infusão no paciente e a identificação dos locais de 

integração no genoma humano pode contribuir para a garantia 

da segurança.

Ensaios in vivo – metodologias e modelos animais 

Modelos de camundongos são de importância central na deter-

minação da eficácia e segurança da terapia com células T-CAR. 

De acordo com a natureza do enxerto do tumor e seu receptor, 

os modelos animais podem ser categorizados em quatro grupos: 

a) singênico; b) xenoenxertos humanos; c) transgênico imuno-

competente; e d) modelos de camundongos transgênicos huma-

nizados (54). 

Modelos de aloenxertos de camundongos singênicos ou imu-

nocompetentes usam células T-CAR, tumores e antígenos alvo 

que são todos derivados de murinos. A grande base desse mode-

lo é que o receptor tenha um sistema fisiológico imune, então, 

configurando-se em uma excelente ferramenta para observar a 

interação das células T-CAR com outras células e elementos do 

sistema imune. Além disso, modelos singênicos podem revelar 

toxicidades causadas pela presença de antígenos associados ao 

tumor (TAA) em tecidos murinos saudáveis, as chamadas toxi-

cidades do alvo fora do tumor. No entanto, como a biologia dos 

camundongos nem sempre recapitula precisamente a biologia 

humana e muitos eventos adversos importantes associados à 

terapia com células T-CAR não foram observados em modelos 

singênicos, como a chamada síndrome de liberação de citoci-

na (CRS). Além disso, a persistência na circulação das células 

T-CAR murinas é menor comparada às células T-CAR humanas 

(55). Um exemplo importante da contribuição dos modelos sin-

gênicos foi fornecido pelos estudos do grupo de David Gilham 

que mostraram que CARs de segunda geração com domínios 

co-estimuladores de CD28 induziram aplasia de células B e toxi-

cidade crônica seguida de um aumento de células supressoras 

derivadas de CD11b+Gr‐1+ mieloides (MDSCs) (56) (57). O efei-

to inesperado das MDSCs poderia ser detectado apenas em um 

modelo singênico. 

Os modelos de xenoenxerto se baseiam na injeção de tumores 

humanos e células T-CAR em camundongo imunocomprome-

tido. Atualmente, a maioria dos modelos de camundongos de 

xenoenxerto de terapia com T-CAR usam a linhagem de camun-

dongos NOD‐SCID‐IL2rγnull (NSG) (58). A linhagem parental de 

NOD-SCID foi obtida pelo cruzamento de camundongos não 

obesos diabéticos (NOD), que possuem imunidade inata pre-

judicada, com camundongos com imunodeficiência combina-

da grave (SCID), que são deficientes quanto ao sistema imune 

adaptativo. Os camundongos NSG foram desenvolvidos a partir 

da introdução de uma mutação no gene da cadeia γ do receptor 

de IL-2 que resultou na perda da transdução de sinal de inú-

meras citocinas e imunodeficiência aumentada comparada aos 

camundongos NOD-SCID. Os modelos de xenoenxerto são fre-

quentemente usados para validar estudos de prova de conceito. 

Como nesse modelo, as células T-CAR humanas interagem com 
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Pelo exposto acima, fica claro que não há um único modelo de 

camundongo capaz de contemplar todos os aspectos envolvidos 

na eficácia e segurança da terapia com T-CAR, mas trata-se de 

uma área em movimento em que houve melhorias significativas 

na humanização dos sistemas imunes murinos. No momento, 

ainda precisamos da associação de vários modelos animais que 

fornecerão informações complementares sobre os diferentes as-

pectos do tratamento com células T-CAR. Contudo, é evidente 

que os modelos animais são ferramentas essenciais para predi-

zer a segurança e eficácia das T-CAR no cenário clínico.

 

CONCLUSÃO

A ciência do desenvolvimento e produção das células T-CAR 

evoluiu em um ritmo rápido nos anos recentes. Embora muitos 

aspectos biológicos das células que expressam CAR ainda estão 

revelados, os parâmetros mínimos para a caraterização da fun-

ção das células T-CAR são amplamente aceitos pela comunidade 

científica. Abordamos aqui a maioria dos aspectos importantes 

para a caracterização de um produto celular à base de CAR fun-

cional e de alta qualidade. Os ensaios biológicos para avaliação 

de tais parâmetros também são impactados por novos desen-

volvimentos tecnológicos, enquanto esperam-se as atualizações 

constantes dos testes de validação.

É importante observar que novas tecnologias estão em desen-

volvimento e a ciência revolucionária apoia os desenvolvimen-

tos com células T-CAR de forma que novos aspectos da biologia 

das células T-CAR, como marcadores substitutos para efetivida-

de antitumoral in vivo e exaustão/disfunção, possam ser incor-

porados como critérios de avaliação em um futuro próximo. 
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