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PALAVRAS-CHAVES RESUMO

Imunoterapia Atualmente, hd quatro produtos de T-CAR comercialmente disponiveis no mercado. As
Receptor de antigeno quimérico células T-CAR mostraram altas taxas de remissdo e representam uma opc¢ao efetiva de
Terapia celular adotiva tratamento para pacientes com malignidades de célula B resistentes ou refratarias. A apro-
Estudos pré-clinicos vacao desses produtos de terapia celular se deu ap6s um longo periodo de avaliagdo pré-
Terapia celular avancada -clinica que demonstrou eficacia inédita nessa populacéo dificil de tratar. Este artigo de

revisdo descreve as principais avaliagdes pré-clinicas necessérias para o desenvolvimento
de produtos de células T-CAR.
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INTRODUGAO

Células T que expressam o receptor de antigeno quimérico (cé-
lulas T- CAR) surgiu como uma terapia promissora para malig-
nidades hematoldgicas. Desde 2017, quatro produtos de células
T-CAR - axicabtagene ciloleucel (axi-cel), tisagenlecleucel (tisa-
-cel), lisocabtagene maraleucel (liso-cel) e brexucabtagene auto-
leucel - receberam aprovagao do US Food and Drug Administra-
tion (FDA) para o tratamento de linfoma ndo Hodgkin de célula
B (LNH célula B) recidivado/refratario (RR). Concomitantemente,
o tisa-cel foi aprovado pelo FDA para o tratamento de leucemia
linfoblastica aguda (LLA) R/R (1).

Um aspecto crucial da terapia com células T-CAR é o estabele-
cimento e validagdo de um processo de manufatura reproduzi-
vel e de alta qualidade, capaz de entregar produtos de células
T-CAR de grau clinico. Trata-se de um pré-requisito para a vasta
aplicacdo dessa tecnologia. Um produto de qualidade precisa
ser integrado dentro de cada etapa do processo de manufatura

(Figura 1).
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com T-CAR no Brasil. Sua significativa complexidade, todavia, re-
presenta um desafio importante para a devida implementacao
e alcance dos mesmos objetivos observados em outros paises.
Este consenso é baseado na opinido de especialistas que apon-
taram os ensaios pré-clinicos minimos necessarios 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 modificacdo
genética, varias abordagens foram testadas para gerar células
T-CAR. Os dois métodos principais sdo a transducéo viral (vetor
retroviral ou lentiviral) ou a transfec¢do com plasmideo de DNA
nu (do inglés naked plasmid DNA), integracdo de DNA media-
da por transposase ou mRNA por eletroporac¢do ou por sistema
de transfecgdo com lipideo (2). Os vetores comumente usados
e suas vantagens e desvantagens estdo 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 aplicagdes clinicas gracas a sua habi-
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Figura 1. Produgéo de células CAR-T em um laboratério conforme com as boas praticas de manufatura.

No entanto, antes da validacdo de uma plataforma de grau cli-
nico, muitos ensaios pré-clinicos foram realizados. Ha varios
experimentos imperativos exigidos por diferentes agéncias re-
guladoras internacionais — por exemplo, o FDA e a European Me-
dicines Agency (EMA) — como dados essenciais prévios as etapas
para o estabelecimento de um dossié robusto de uma nova dro-
ga investigacional. No Brasil, a Agéncia de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) incorporou ao seu marco regulatério os mesmos prin-
cipios do FDA e da EMA (65).

H4 grandes expectativas para a iminente introdugdo da terapia

lidade de transduzir eficientemente a maioria dos tipos celula-
res, incluindo células néo proliferativas, como as células T naive
(3). Ambos os retrovirus-y e os lentivirus se integram, de forma
semialeatodria, no genoma da célula hospedeira. Portanto, apre-
sentam um risco de mutagénese insercional e desregulagéo de
genes adjacentes ao local da integragao (4, 5).

O desenvolvimento e o uso de vetores nao integrativos, ou dos
que se integram em locais especificos, sdo objetivos importan-
tes para a terapia com CAR. O desenvolvimento de novos ve-
tores tem sido conduzido, principalmente, pela necessidade de
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se abordar a questdo da segurancga, em especial, o problema da
mutagénese insercional (6).

Vetores ndo virais, como o Sleeping Beauty (SB), PiggyBac (PB) ou
Tol2, derivados de transposons, tipicamente, necessitam da co-
transfec¢do do DNA do transposon com uma transposase, Como
um plasmideo de expressdo ou mRNA. Em consequéncia, isso
resulta em integracdo gendmica geralmente nas regides geno-
micas ricas de AT (7). Embora o perfil de integracdo do trans-
poson possa ser considerado biologicamente seguro, recente-
mente, dois pacientes desenvolveram linfoma maligno apés um
tratamento com células T-CAR anti-CD19 com o uso do vetor PB
(8). Além disso, é mais facil produzi-los em larga escala, abrigam
maior capacidade transgénica e geram menos preocupagoes
com relagdo a biosseguranga. Contudo, uma diferenga impor-
tante entre as diversas tecnologias é a duragdo da expressao de
CAR na célula modificada. Para uma expressido mais duradoura
(varias semanas), a transducgdo viral é geralmente empregada,
enquanto os resultados da eletroporacao de mRNA na expressao
transiente duram cerca de uma a duas semanas.

reconhecem o alvo com afinidades diferentes nas moléculas de
CAR, pode potencialmente permitir a discriminacdo entre as cé-
lulas saudaveis e as tumorais. Alguns grupos exploraram essa
abordagem, especialmente no cendrio pré-clinico, (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 especificos. A
reducdo da afinidade dos scFvs anti-CD19 também demonstrou
beneficios potenciais, como a cinética tardia da ativacdo das cé-
lulas T (e potencialmente menos indugdo de CRS) sem a perda
da capacidade de eliminagdo do tumor (12). Um aspecto critico
dessa abordagem é que alguns antigenos alvo podem ser modu-
lados em diferentes tipos celulares, de acordo com o status de
inflamac&o do tecido da exposigdo farmacoldgica. Como exem-
plo, CD22, um antigeno alvo da LLA, pode ser modulado com
drogas tanto in vitro como in vivo, aumentando o reconheci-
mento e destruindo a partir dos CARs especificos das CD22 (13).
Tais contextos tornam desafiador o ajuste do reconhecimento

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

Viral vectors Non viral vectors
Lentiviral Retroviral Adenovirus Adeno- Transposon mRNA CRISPR/Cas9
vector vector vector associated
virus vector
Infected cells Dividing Dividing cells Dividing and Dividing Dividing Dividing Dividing cells
and quiescent cells and cells cells
quiescent quiescent
cells cells
Large transgene No No No No Yes Yes Yes
capacity
Safe and well Most used now Less used, but with great potential
tolerated in
clinical studies
Permanent Yes Yes No Yes Yes No Yes
modification of
the cells
IP protection N4 vV vV vV N4 N4 NS
Cost of Costly and laborious Cheap and simple
production
Advantages High efficiency Cheap No .Precis'e gene
High integrati | insertion,
efficiency onrisks, | Don’tneed
Cheaper | €xogenous
than promoter
virus
product
Expensive,
Low
efficiency,
Potential off
targets

Abreviagdo. PI: propriedade intelectual.

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 nio estd
exclusivamente expressa nas células tumorais. Algumas dessas
moléculas podem ser encontradas expressas, em niveis diferen-
tes, nas células tumorais e nas saudaveis. Explorar os scFvs, que

do alvo com base no equilibrio da afinidade de scFv e o direcio-
namento da densidade de expressdo da molécula.
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Caracterizagao e teste de controle da producao de vetores
Producao de vetores de DNA

Seja com o uso de vetores virais ou ndo virais, o inicio da pro-
ducdo da maioria dos vetores se di com a produgdo do DNA do
plasmideo. Os testes dos vetores de DNA devem incluir testes de
identidade e integridade genética, incluindo a confirmacgdo da
sequéncia terapéutica e sequéncias regulatérias/controladoras,
auséncia de agentes externos, esterilidade e niveis de endoto-
xina. Além disso, a presenga/auséncia de caracteristicas espe-
cificas, como as sequéncias de CpG, deve ser confirmada por
métodos viaveis (66).

Bancos de células

Os testes de banco de células eucaridtica (bancos mestres e em
operacao) conduzidos em linhagens celulares produtoras/empa-
cotadoras (do inglés producer/packing cell lines) devem incluir
identidade, pureza, nimero de células, viabilidade, caracteriza-
cdo da cepa, genotipagem/fenotipagem. Além disso, os testes
devem ser realizados para verificar uma possivel contaminacdo
por virus acidentais, auséncia de contaminacdo bacteriana ou
fungica, bem como de micoplasma (67).

Vetores virais

Qualquer preparagdo de vetores virais deve ser totalmente ca-
racterizada com relacdo a atividade de transducdo e outras ca-
racteristicas relevantes para as particulas de vetores e a auséncia
de RCL (lentivirus competente em replicacdo) ou RCR (retrovirus
competente em replicacdo). As especificacdes de liberagdo de
lote devem estar baseadas em testes adequados para caracteri-
zar e garantir a integridade do vetor. Para qualquer vetor viral, o
nivel maximo de contaminacio pelo DNA do plasmideo, no lote
final, deve ser estabelecido e recomenda-se o tratamento com
DNase para remover o DNA do plasmideo. O tratamento com
DNase é essencial para eliminar possiveis contaminag¢des no
produto viral com VSV-G que codifica o plasmideo, outras pro-
teinas do envelope ou outras proteinas virais como Gag/Pol (66).
Vetores retrovirais estdo sendo usados em um numero crescen-
te de aplicacdes clinicas de T-CAR. A medida que aumenta o uso
desse tipo de vetor, hd uma preocupacédo de seguranca quanto
a uma possivel recombinacdo viral e risco de desenvolvimen-
to de um retrovirus competente em replicacdo (RCR), durante a
manufatura do material do vetor. A patogenicidade potencial
da presenca de retrovirus competente em replicacéo (RCR) exige
um teste de vigilancia para excluir a presenca de RCR em pro-
dutos de terapia génica para humanos a base de vetores. O RCR
de lentivirus é referido como lentivirus competente em repli-
cacdo (RCL). Para gerenciar esse risco, as agencias regulatdrias
tém exigido o teste para RCR/RCL nos produtos com células T
infundidos em pacientes (14, 15).

Atividade de transducao

Aspectos importantes da atividade de transdugao sdo a capaci-
dade de integracgdo, expressao transgénica e funcionalidade. H4
dois tipos comuns de medidas: fisica, que determina a concen-
tragdo da particula, e.g. quantificacdo de p24 ou funcional que

conta as particulas capazes de transdugdo produtiva (IFU/ml).
A producéo viral pode ser medida a partir do uso de técnicas de
diluicdo limitantes do virus que vai transduzir um nimero es-
pecifico de células e a atividade de transducdo pode ser medida
por citometria de fluxo ou por qPCR (16) (17).

Caracterizacdo e teste de controle da producio de células
T-CAR

Testes soroldgicos

Geralmente, os pacientes submetidos a terapia com células
T-CAR sao repetidamente hospitalizados e expostos a produtos
sanguineos. Portanto, o teste para agentes infecciosos deve ser
realizado como uma etapa de controle de qualidade para garan-
tir a biosseguranca do material fonte. O painel minimo sugeri-
do para doencas infecciosas antes da manufatura das células T
-CAR é o seguinte:

e Anti-HTLV I e HTLV II (HTLV V/II);

¢ Anticorpo de CMV;

¢ Antigeno de hepatite B (HBSAG);

¢ Anticorpo contra antigeno do nicleo da hepatite B (HBCAB);

e Teste de sorologia para sifilis (RPR);

* Antigeno de HIV/HCV, realizado por Teste de Acido Nucleico
(NAT);

e HIV por NAT;

e HCV por NAT;

¢ Anti-HIV-1 e HIV-2 (HIV 1/2);

e Anticorpo contra o virus da hepatite C (HCVAB ou HCV).

Os resultados esperados devem ser HIV/HCV por NAT, Anti-
-HIV1/2, HTLV V/II, HBSAG, HBCAB, HCVAB (HCV) e RPR = Nao
reagente (NR). O CMV pode ser tanto positivo quanto negativo e
é realizado apenas a critério de informacdes.

Citogenética

O longo periodo de cultura e expansédo das células T demanda
a realizacdo de testes de integridade gendmica para assegurar
que ndo sejam gerados clones aberrantes como consequéncia
da integracdo viral ou delecbes/duplicacées de genes ou que
ocorram padrdes maiores de bandas cromossémicas. Geralmen-
te, a andlise de pelo menos 20 metafases em um cariétipo de
banda G é o teste minimo de informacao para checar anomalias
cromossémicas ou aneuploidias. No entanto, os testes de carié-
tipo ndo informam sobre delec¢ées ou duplicacées em nivel mo-
lecular. Caso seja necessario um teste mais preciso, um arranjo
gendmico deve ser considerado para um teste amplo de genoma
de anomalias de nimero de cépias e a detecgdo da perda da
heterozigosidade (18).

Testes de esterilidade

Como a producdo de células T-CAR envolve a manipulagdo in-
tensa do produto com uma diversidade de reagentes e consu-
miveis plésticos e os sistemas totalmente fechados nem sempre
estdo disponiveis, os testes de esterilidade sdo obrigatérios para
verificar a presenca de contaminantes microbioldgicos antes da
infusdo. Basicamente, os testes de rotina checam a contamina-
¢do por micoplasma, bactérias, fungos e endotoxina (19). Todos
os testes devem ser realizados, preferencialmente, com kits
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Tabela 2 — Descri¢éo de citocinas e quimiocinas para a caracterizagao fenotipica de células T-CAR.

Categorias de citocinas e quimiocinas sollveis

Efetoras

Estimuladoras

Regulatérias

Inflamatorias

Quimioatrativas

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

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

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

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

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

fa, TNF-beta 21 D40L

Abreviagdes: GM-CSF: Fator estimulador de colénias de granuldcitos-macréfagos; IL: Interleucina; TGF-Beta1: Fator de transformacéo do cresci-
mento beta 1; MCP: proteina quimiotatica de mondcitos; CCL11: ligante de motivo 11 quimiocina; IP-10: proteina induzida por interferon gama 10;

MIP: proteina inflamatéria de macréfago; RANTES: Regulada por Ativagao, célula T Normal Expressa e Secretada.

aprovados pelas agéncias reguladoras competentes. Produtos
contaminados ndo devem ser usados para infusdo em nenhuma
circunstancia.

Os testes de micoplasma, no geral, envolvem duas técnicas di-
ferentes: 1) O uso de bioluminescéncia para checar a presenca
de enzimas de micoplasma no produto final ou 2) um teste de
PCR com oligos que amplificam regides especificas do genoma
do micoplasma. Ambas as abordagens usam uma amostra pe-
quena do sobrenadante do produto final para extrair o material
citoplasmatico/genético do micoplasma. A realizacdo das duas
técnicas é comparavel, contudo, a validacdo interna é necessaria
(19).

A contaminacdo bacteriana ou fungica pode ser avaliada por
meio de métodos automatizados de cultura e pode ser condu-
zida tanto antes quanto depois da produgdo de células T-CAR.
Os métodos mais comuns para detectar a producao de CO2 por
microrganismos mostram os resultados a partir das alteragdes
na cor do meio de cultura ou pressdo da garrafa. Os principais
painéis de patdégenos 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
presenca de substancias liberadas por bactérias lisadas que po-
dem causar efeitos téxicos (e.g. LPS gram-negativo). O BET mais
popular é o Limulus Amebocyte Lysate (LAL) que se baseia na re-
atividade dos amebdcitos extraidos de cavalo-marinho quando
expostos a endotoxinas. Os quatro tipos principais de testes LAL
incluem um qualitativo (gel composto por proteinas coaguladas)
e trés ensaios quantitativos (turbidimétrico, cromogénico e fator
C recombinante). Os niveis indicados de endotoxina no produto
final devem ser inferiores a 5 EU/kg (21).

Caracterizagdo fenotipica e funcional dos produtos de células
T-CAR

Caracterizagdo molecular

Os produtos de células T-CAR sdao, geralmente, avaliados de
acordo com seu fenétipo efetor-de memoéria via andlise transcri-
tomica e/ou protedmica. 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 multiparamétrica (22) (23) (24). Fatores de transcricdo e
moléculas de superficie também podem definir o status da di-
ferenciacdo da célula T, que pode corresponder a sua habilidade
em responder aos antigenos tumorais, autorrenovar-se, migrar,

proliferar e chegar a exaustdo (25) (26) (27). Os marcadores mais
comuns usados para definir as subpopulacdes de célula T se
baseiam na expressdo dos marcadores de superficie CD45RA,
CD45RO, CCR7, CD62L, CD95 e CD27 (28) (29) (30). As caracteris-
ticas fenotipicas e funcionais dos diferentes subconjuntos de
células T CD8+ estdo detalhados na Figura 2, de acordo com Gat-
tinoni e colaboradores (31).

Producao de citocinas

A avaliacao da producdo de citocinas representa uma etapa im-
portante para o perfilhamento dos produtos finais de células
T-CAR. A liberagao de citocinas pode oferecer informacdes fun-
cionais sobre o status de diferenciagao (e.g. perfil efetor, de me-
moria ou progenitor), espectro de polifuncionalidade adquirida,
bem como a amplitude e poténcia das respostas das células T,
considerando também seu potencial neurotéxico (32).

Os testes mais aplicados para avaliar a produgado de citocinas
incluem o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), ensaio
imunospot enzimdtico (ELISpot) (33), coloracdo de citocina in-
tracelular por citrometria de fluxo (34) e técnicas de multiplex
recém-descritas para avaliar os compostos em nivel celular in-
dividual (35). A producdo de citocinas representa um ensaio im-
portante para a caracteriza¢do dos produtos de células T-CAR
funcionais, embora ndo haja diretrizes definindo essa etapa
como um requisito de validagao para infusao.

Uma série de estudos usaram um painel padrdo de citocinas
para a caracterizacdo classica de ativagdo das células T, incluin-
do IFN-gama, TNF-alfa, Granzima B dentre os fatores avaliados
(28) (36) (37) (38). O padrao de produgédo 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 selecdo celular pode conduzir o perfil de citocinas/
quimiocinas para um fendtipo 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 produzirdo, sobretu-
do, IFN-gama, TNF-alfa, perforina e granzima-B mediante esti-
mulacao.

Importante ressaltar que achados recentes por Alizadeh e co-
laboradores (39) descreveram um papel importante das células
T-CAR que produzem IFN-gama ndo apenas na eliminacdo de
células tumorais e controle do tumor, mas também na estimula-
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Figura 2. Descrigdo dos estados de diferenciagdo das células T CD8+ (Gattinoni e colaboradores) (31).

cdo sistémica da imunidade inata do hospedeiro ao estimular as
fungdes pré-inflamatérias dos macréfagos. Estudos adicionais
concentraram esforgos para gerar células T-CAR que adquirem
caracteristicas polifuncionais. Essas células sdo normalmente
definidas como capazes de secretar, no minimo, duas citocinas
ao mesmo tempo, 0 que representa um grande ganho na capaci-
dade estimuladora in vivo (40). A geracdo de células T-CAR poli-
funcionais esta descrita em modelos pré-clinicos (41) e estudos
de fase I/II para linfoma ndo Hodgkin (42) e linfoma de célula B
(43). Na verdade, as células T polifuncionais foram amplamen-
te associadas a um melhor prognéstico para diferentes tipos de
cancer sélido ou hematolégico (44) (45) (46), mas sdo necessarias
melhorias nos protocolos para a ativacdo e expansao de célu-
las T para gerar uma manutencao 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, regulatério, inflamatério 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 inflamatoérias, citocinas regulatérias e
efetoras (Tabela 2), enquanto pacientes nado respondedores rece-
beram células T-CAR CD4+ polifuncionais que produziram mo-
léculas efetoras, em sua maioria (Tabela 2), sugerindo que me-
lhores caracteristicas polifuncionais das células T-CAR podem
representar um beneficio para o paciente.

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 neoplasicas alvo (47). Mesmo considerando que algumas
preparacoes com células T-CAR possam incluir células T CD4+
expandidas, a grande maioria dos ensaios estdo focados no pa-
pel dos linfécitos T CD8+ citotéxicos (CTLs) na eliminacgéo de cé-
lulas tumorais. A especificidade da célula T-CAR é independente
de HLA e conta sobretudo com a capacidade de seu dominio de
ligacdo extracelular com antigenos de superficie celular, incluin-
do proteinas, carboidratos e glicolipidios (48). Os mecanismos
classicamente descritos abrangem a via de interagdo do ligante
Fas/Fas (FasL), secrecdo de perforina/granzima e a producao de
citocinas efetoras como IFN-gama e TNF-alfa (49). Para avaliar o
efeito citotéxico das células T-CAR, ensaios de co-cultura padrao
foram descritos (50).

Seguindo o reconhecimento de antigeno, as células T ativadas
para eliminar podem ser determinadas por um ensaio de libe-
racdo de citocina, e a produgdo de citocina in vitro e a atividade
citolitica das células T CD8+ estdo frequentemente correlacio-
nadas, principalmente porque o IFN-y melhora a expressao de
MHC-I e Faz nas células alvo (51) (52). Por outro lado, a deteccao
da liberacao de citocina apenas pode ser considerada como um
marcador potencial para a fungao citolitica, uma vez que a des-
truicdo das células alvo requer a producéo de linfécitos e libe-
racdo posterior de mediadores para indugdo a destruicdo, bem
como a interacao de célula com célula (53).

Numero de cépias integradas

H4 um risco aumentado de oncogénese se o numero de cépias
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do vetor (VCN) por célula for alto. Devido a vasta distribuicéo de
locais de inser¢do de DNA pré-viral, o risco de oncogénese por
causa da mutagénese insercional aumenta com o nimero de
insercOes por genoma celular. Por essa razdo, é altamente reco-
mendével que o VCN seja <5 cépias por genoma (67). A medicdo
rapida e precisa do VCN é uma etapa importante no controle de
qualidade necessario para a liberacdo dos produtos com células
T-CAR para infusdo no paciente e a identificacdo dos locais de
integracdo no genoma humano pode contribuir para a garantia
da seguranga.

Ensaios in vivo - metodologias e modelos animais

Modelos de camundongos sdo de importéncia central na deter-
minacdo da eficacia e seguranca 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) singénico; b) xenoenxertos humanos; c) transgénico imuno-
competente; e d) modelos de camundongos transgénicos huma-
nizados (54).

Modelos de aloenxertos de camundongos singénicos ou imu-
nocompetentes usam células T-CAR, tumores e antigenos alvo
que sao todos derivados de murinos. A grande base desse mode-
lo é que o receptor tenha um sistema fisiolégico imune, entéo,
configurando-se em uma excelente ferramenta para observar a
interacdo das células T-CAR com outras células e elementos do
sistema imune. Além disso, modelos singénicos podem revelar
toxicidades causadas pela presenca de antigenos associados ao
tumor (TAA) em tecidos murinos saudéveis, 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 a
terapia com células T-CAR ndo foram observados em modelos
singénicos, como a chamada sindrome de liberagdo de citoci-
na (CRS). Além disso, a persisténcia na circulagdo das células
T-CAR murinas é menor comparada as células T-CAR humanas
(55). Um exemplo importante da contribuicdo dos modelos sin-
génicos foi fornecido pelos estudos do grupo de David Gilham
que mostraram que CARs de segunda geracdo com dominios
co-estimuladores de CD28 induziram aplasia de células B e toxi-
cidade cronica 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 singénico.

Os modelos de xenoenxerto se baseiam na injecdo 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-IL2rynull (NSG) (58). A linhagem parental de
NOD-SCID foi obtida pelo cruzamento de camundongos nao
obesos diabéticos (NOD), que possuem imunidade inata pre-
judicada, com camundongos com imunodeficiéncia combina-
da grave (SCID), que sdo deficientes quanto ao sistema imune
adaptativo. Os camundongos NSG foram desenvolvidos a partir
da introducdo de uma mutagdo no gene da cadeia y do receptor
de IL-2 que resultou na perda da transducdo de sinal de ind-
meras citocinas e imunodeficiéncia aumentada comparada aos
camundongos NOD-SCID. Os modelos de xenoenxerto sao fre-
quentemente usados para validar estudos de prova de conceito.
Como nesse modelo, as células T-CAR humanas interagem com

o tecido tumoral humano na auséncia de um sistema imune
funcional, e os modelos de xenoenxerto sao ferramentas para
testar a seletividade de novos ou mais complexos construtos de
CAR. Uma darea de interesse estd no desenvolvimento de CARs
que dependam de multiplos TAAs para ativacdo total para di-
minuir a chance de efeitos fora do tumor ou fuga de antigeno.
Exemplos de novas estratégias de células T-CAR avaliadas em
modelos de xenoenxerto sio a) CARs biespecificos direcionando
tanto CD19 quanto CD20 para o tratamento de linfomas e leu-
cemia linfoblastica aguda (59), b) CARs anti-EGFR mascarados
(masked CARs) em que os scFVs sdo complexados com um pep-
tideo que possui um ligante que é clivado pelas proteases ex-
pressas pelas células tumorais, mas nao pelos tecidos saudaveis
(60) c) Ativacao mediada por dispositivo e redirecionamento das
células T-CAR (Switch-CAR) que direcionam a um novo epitopo
introduzido em um anticorpo de ligacdo por TAA (61). Os mo-
delos de xenoenxerto também foram usados para compreender
os mecanismos de exaustdo das células CAR-T. Em duas células
CAR-T humanas de segunda geragao, a exaustdo foi evitada com
a coestimulacdo de 4-1BB e exacerbada pela coestimulacdo de
CD28 (62).

Modelos de xenoenxerto derivados (PDX) de pacientes represen-
tam um subtipo especifico de modelo de xenoenxerto gerado
pela implantacdo de uma bidpsia de tumor primario em vez
da injecdo de linhagens celulares tumorais em um hospedeiro
imunocomprometido. As vantagens dos modelos de PDX sdo a
melhor obten¢do da heterogeneidade do tumor e prevencao da
exposicao a ambientes artificiais usados nos experimentos in
vitro. Em um modelo de PDX de hepatocarcinoma, Jiang et al.
mostraram que ele prevé com precisdo a resposta do paciente
e poderia ser util em determinar o curso do tratamento, como
uma combinacao de bloqueio de checkpoint e terapias com
T-CAR (63).

Camundongos transgénicos imunocompetentes tém sido o mo-
delo usado com menos frequéncia nos estudos com T-CAR. Sua
utilidade conta com seu potencial para avaliacdo dos efeitos tu-
morais do alvo fora do tumor. Esses camundongos transgénicos
sdo desenvolvidos por engenharia para ndo possuirem a expres-
sdo de um TAA murinho (knockout) e para expressar um TAA
humano (knockin) em tecidos especificos e em certo nivel. Pe-
gram et al. relataram que o tratamento com células T-CAR CD19
especificas, que foram posteriormente modificadas para secre-
tar IL-12 constitutivamente, foi capaz de erradicar a doenca es-
tabelecida na auséncia de condicionamento prévio (36). Além
disso, a eliminagdo do tumor exigiu subconjuntos de células T
CD4(+) e CD8(+), estimulagdo autédcrina de IL-12 e secregdo sub-
sequente de IFNy por células CAR(+) T. Os autores propdem 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 transgénicos humanizados sdo 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 sdo tolerantes as células humanas e ainda possuem
aspectos do sistema imune humano. Varios 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-/-
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yc -/-, subletalmente irradiados, receberam a injecdo de células
CD34+ humanas. O uso de camundongos imunodeficientes re-
cém-nascidos foi importante porque eles suportaram melhor o
desenvolvimento das células T, uma vez que eles ndo mostram
involugdo do timo e atividade fagocitica contra a enxertia de cé-
lulas imunes humanas vista em camundongos adultos. Hom-
bach et al. usaram um modelo HIS para testar se células T-CAR
anti-CD30 poderiam erradicar o linfoma sem aplasia duradou-
ra de células B (64). As CTH também expressam CD30 durante
ativacdo, mas em niveis menores do que as células do linfoma.
Essa diferenca no nivel de expressio, bem como a expressio do
inibidor de granzima B pelas CTH, pode ter contribuido para a
protecao das CTH enxertadas a partir da toxicidade mediada pe-
las T-CAR. Uma grande preocupacao quanto aos modelos huma-
nizados é o fato de que as taxas de células linfoides e mieloides
produzidas pelas células CD34+ humanas, assim como o perfil
das citocinas circulantes, sdo diferentes daquelas encontradas
em humanos e, portanto, nao refletem o desenvolvimento da
célula imune humana.

Pelo exposto acima, fica claro que ndo hd um tnico modelo de
camundongo capaz de contemplar todos os aspectos envolvidos
na eficicia e seguranca da terapia com T-CAR, mas trata-se de
uma area em movimento em que houve melhorias significativas
na humanizacdo dos sistemas imunes murinos. No momento,
ainda precisamos da associacdo de varios modelos animais que
fornecerao informagoes complementares sobre os diferentes as-
pectos do tratamento com células T-CAR. Contudo, é evidente
que os modelos animais sdo ferramentas essenciais para predi-
zer a seguranca e eficacia das T-CAR no cenario clinico.

CONCLUSAO

A ciéncia do desenvolvimento e producdo das células T-CAR
evoluiu em um ritmo rapido nos anos recentes. Embora muitos
aspectos biolégicos das células que expressam CAR ainda estdo
revelados, os pardmetros minimos para a caraterizagdo da fun-
¢do das células T-CAR sdo amplamente aceitos pela comunidade
cientifica. Abordamos aqui a maioria dos aspectos importantes
para a caracterizacdo de um produto celular a base de CAR fun-
cional e de alta qualidade. Os ensaios bioldgicos para avaliagdo
de tais pardmetros também sdo impactados por novos desen-
volvimentos tecnoldgicos, enquanto esperam-se as atualizagdes
constantes dos testes de validacao.

E importante observar que novas tecnologias estdo em desen-
volvimento e a ciéncia revoluciondria 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 exaustdo/disfuncao, possam ser incor-
porados como critérios de avaliagdo em um futuro préximo.
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