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RESUMO

A imunoterapia com células T modificadas por receptores de antigenos quiméricos (CAR-T) tem
mostrado eficdcia contra malignidades de células B, sendo também investigada em diversos tumores
hematoldgicos e solidos. Essas células sdo produzidas ao extrair células T de um paciente e modificd-las
para expressar o receptor CAR-T, o que permite que elas identifiquem e ataquem as células tumorais.
Conforme essa terapia avanca para ensaios clinicos mais avancados e se torna mais acessivel, a
conformidade do processo de fabricagdo com normas regulatérias globais é crucial. Had desafios
significativos na expansdo do processo de fabricagdo de uma Unica instituicdo para uma producdo em
larga escala em varios locais. Este artigo revé a experiéncia com a terapia CAR-T CD19 CTLO019, discutindo
as etapas de processamento celular, a escolha de vetores ideais para consisténcia e os desafios de
expandir essa terapia para pacientes globalmente.

Palavras-chave: receptor de antigeno quimérico; linfdcitos T; vetor lentiviral; boas praticas de fabricacdo,
terapia celular.

ABSTRACT

Immunotherapy with chimeric antigen receptor-modified T cells (CAR-T) has shown efficacy against B cell
malignancies and has also been investigated in several hematological and solid tumors. These cells are
produced by extracting T cells from a patient and modifying them to express the CAR-T receptor, which
allows them to identify and attack tumor cells. As this therapy moves into more advanced clinical trials
and becomes more affordable, compliance of the manufacturing process with global regulatory
standards is crucial. There are significant challenges in scaling up the manufacturing process from a
single institution to large-scale production across multiple locations. This article reviews the experience
with the CD19 CAR-T therapy CTLO19, discussing the cellular processing steps, the choice of optimal
vectors for consistency, and the challenges of expanding this therapy to patients globally.

Keywords: chimeric antigen receptor; T lymphocytes; lentiviral vector; good manufacturing practices, cell
therapy.
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INTRODUGCAO

A terapia com células T do receptor de antigeno quimérico (CAR) é uma terapia celular
gue redireciona as células T de um paciente para atingir e destruir especificamente as células
tumorais. Os CARs sdo proteinas de fusdo geneticamente modificadas compostas por (1) um de
reconhecimento de antigeno derivado de um anticorpo monoclonal e (2) sinalizacdo intracelular
de células T e dominios coestimulatorios (Bittencourt et al., 2006; Durand et al., 2022; Kuwana
et al., 1987; Simpson; Caballero, 2014).

O uso de células CAR T como tratamento para o cancer tem sido mais extensivamente
investigado em pacientes com malignidades de células B, e os primeiros resultados tém sido
encorajadores. Por exemplo, a terapia com células CAR T demonstrou taxas de resposta
completa de 69% a 90% em pacientes pedidtricos com leucemia linfoblastica aguda recidivante
ou refrataria (LLA) em estudos de fase 1 (Gamberale, 2014; Gomes et al., 2020). O
desenvolvimento da terapia com células CAR T agora se expandiu além dos ensaios de fase 1 e
passou para os ensaios multilocais de fase 2, e uma consideracdo importante para as
instituicdes académicas e a industria é como expandir a producdo de células CAR T de maneira
eficiente.

Analisar as boas praticas de fabricacdo (BPF) aplicadas a producdo de células CAR-T e
identificar os requisitos regulatérios relevantes: Este objetivo visa investigar as diretrizes e
regulamentos existentes que governam a fabricacdo de células CAR-T, como as protegidas por
agéncias reguladoras, como a Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, a
European Medicines Agency (EMA) na Unido Europeia e outras autoridades relevantes. Serdo
identificados como principais diretrizes e requisitos de qualidade, incluindo aspectos
relacionados a identificacdo de fontes de células, controle de qualidade de matérias-primas,
boas praticas de cultivo celular, processos de expansdo e ativagdao das células, controle de
qualidade do produto final e rastreabilidade.

MATERIAL E METODOS

Os critérios utilizados para a selecdo da amostra foram: artigos que abordassem a
tematica em questdo, nacionais e internacionais, abrangendo as diferentes dareas do
conhecimento, publicados em periédicos indexados nas bases de dados eletronicas Google
Académico e Biblioteca Eletrénica Cientifica Online (SciELO). A ordem de prioridade de
escolha para a discussdo de artigos deu-se da seguinte maneira:

(i) artigos publicados em periédicos internacionais;

ii) artigos publicados em periédicos nacionais reconhecidos;

iii) livros publicados por bons editores;

(

(

(iv) teses e dissertacdes,

(v) anais de conferéncias internacionais;
(vi) anais de conferéncias nacionais.

Foram escolhidos artigos nacionais e internacionais que realizaram estudos
relacionados a terapia celular com células T. A metodologia seguiu a leitura do titulo em
buscas das palavras chaves, e em seguida realizou-se a leitura do resumo para verificar se o
estudo realmente tratava o tema escolhido. Apds selecionar os estudos que tratam da
tematica escolhida para esta pesquisa, realizou-se a leitura completa do artigo.
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RESULTADOS e DISCUSSAO

Producgéo de Células CART

A producdo de células CAR T requer vdrias etapas cuidadosamente executadas, e o teste
de controle de qualidade é realizado ao longo de todo o protocolo (Souza et al., 2020). Primeiro,
0 processo envolve o uso de leucaférese para remover o sangue do corpo do paciente, separar
os leucdcitos e devolver o restante do sangue a circulagdo. Apds a colheita de um numero
suficiente de leucécitos, o produto da leucaférese é enriquecido em células T (Figura 1). Este
processo envolve a lavagem das células do tampdo de leucaférese, que contém anticoagulantes.
O enriquecimento de linfécitos pode ser realizado subsequentemente por meio de
centrifugacdo por gradiente de densidade, que separa as células por tamanho e densidade e
mantém a viabilidade celular. A separacdo de subconjuntos de células T no nivel da composicdo
CD4/CD8 usando marcadores ou conjugados de esferas de anticorpos especificos é uma etapa
adicional que pode ser realizada.
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Figura 1: Leucaférese e Isolamento de Células T. Apds um numero suficiente de leucdcitos ter
sido colhido do sangue do paciente via leucaférese, os anticoagulantes no tampdo de
leucaférese sdo lavados do produto e as células sdo concentradas por elutriacdo centrifuga de
contrafluxo, que separa as células por tamanho e densidade. (Keklik et al., 2018) .

A purificacdo de células apresentadoras de antigenos autélogas (APCs) do paciente para
uso na ativacdo de células T exigiria varias etapas adicionais, tornando trabalhoso e dificil obter
um potente produto de células CAR T. Por esse motivo, foi desenvolvida uma abordagem para
ativar as células T de maneira mais padronizada e eficiente usando, por exemplo, granulos
revestidos com anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD28 (Life Technologies). Embora o uso
de anticorpos anti-CD3 sozinhos ou em combina¢cdo com células alimentadoras e fatores de
crescimento, como IL-2, tenha sido a pratica por muitos anos, em comparacdo com granulos
revestidos com anticorpos monoclonais anti-CD3/anti-CD28 ou células baseados em APCs
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artificiais (aAPCs), a ativacdo e a expansao ex vivo sdo subdtimas. Os granulos, ou aAPCs, podem
ser facilmente removidos da cultura por meio de separacdo magnética. Na presenca de
interleucina-2 e aAPCs, as células T podem crescer logaritmicamente em um biorreator de
perfusdo por varias semanas (Burgaleta Alonso de Ozalla, 2022; Zhang et al., 2020).

O uso de aAPCs derivadas da linha celular de leucemia mieldide crénica K562, que pode
ser modificada para expressar os ligantes co-estimuladores necessarios, também foi investigada
como um método de expansdo de células T ex vivo. As condi¢cdes de cultura podem ser ainda
mais refinadas para polarizar as células T para um fendtipo especifico (isto é, Th2 ou Th17)
durante a expansdo. De fato, as células CAR T que foram polarizadas para um fendtipo Th17
demonstraram eficacia em um modelo pré-clinico, sugerindo que a polarizacao das células T é
uma estratégia que pode entrar na clinica no futuro (Silva & Souto, 2022).

Durante o processo de ativacdo, as células T sdo incubadas com o vetor viral que
codifica o CAR e, apds varios dias, o vetor é removido da cultura por diluicdo e/ou troca do
meio. O vetor viral usa maquinaria viral para se ligar as células do paciente e, ao entrar nas
células, o vetor introduz material genético na forma de RNA. No caso da terapia com células
CAR T, esse material genético codifica o CAR. O RNA ¢é transcrito reversamente em DNA e
integra-se permanentemente no genoma das células do paciente; portanto, a expressdo de CAR
é mantida a medida que as células se dividem e crescem em grandes nimeros no biorreator
(Burgaleta Alonso de Ozalla, 2022; Zhao et al., 2018). O CAR é entdo transcrito e traduzido pelas
células do paciente, e o CAR é expresso na superficie celular. Os vetores lentivirais, que tém um
perfil de sitio de integracdo mais seguro do que os vetores gama-retrovirais, séo comumente
usados em ensaios clinicos de terapias com células CAR T, incluindo CTLO19. Outros métodos de
transferéncia de genes, incluindo o sistema de transposon da Bela Adormecida ou transfeccdo
de mRNA, foram investigados como abordagens alternativas para expressar um CAR em células
T. Células CAR T geradas usando transfeccdo transiente de mRNA tém sido usadas na clinica; no
entanto, essa abordagem requer varias rodadas de infusdo de células CAR T (Padilha et al,,
2022). Além disso, embora o sistema de transposon da “Bela Adormecida” seja considerado
barato e tenha sido testado em ensaios clinicos de fase inicial, ainda existem varias
preocupacdes, incluindo a eficiéncia relativa aos vetores lentivirais, o potencial desconhecido de
mutagénese insercional e remobilizacdo de transposons (Cadavid, 2011).

Os sistemas de cultura de biorreator sdo projetados para fornecer os requisitos ideais
de troca gasosa e mistura de cultura necessaria para cultivar grande nimero de células para uso
clinico (Figura 2). O WAVE Bioreactor (agora conhecido como Xuri; GE Healthcare Life Sciences),
que utiliza uma plataforma de balanco, foi usado para expandir a terapia de células CAR T
direcionadas a CD19 CTLO19 (Pello et al., 2020; Zhu et al., 2018). Outro sistema de cultivo que
pode ser utilizado é o G-Rex (Wilson Wolf), que tem a capacidade de expandir células a partir de
baixas densidades de semeadura. O G-Rex usa membranas permedveis a gas, permitindo que o
frasco seja colocado diretamente em uma incubadora de cultura de células. Uma desvantagem
deste sistema, no entanto, é que o frasco deve ser aberto durante a inoculagdo celular. O
CliniMACS Prodigy (Miltenyi Biotec) ¢ um dispositivo Unico que realiza a preparagdo celular,
enriguecimento, ativacdo, transducdo, expansdo, formulacdo final e amostragem (Fernandez et
al., 2019; Mock et al., 2016; Nickolay et al., 2016). Isso contrasta com outros métodos, que
usam maquinas separadas para cultura celular, lavagem celular e outras etapas da preparacdo.
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Foi demonstrado recentemente que o CliniMACs Prodigy é vidvel para gerar células CAR T, e
espera-se que este dispositivo seja usado em breve para preparar células CAR T para ensaios
clinicos (Zhu et al., 2016).
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Figura 2: Cultura e Transducdo de Células T. As células T sdo ativadas usando as APCs,
transduzidas com o vetor viral que codifica o CAR e expandidas para grandes nimeros em um
biorreator. Apds a expansao, as células sdo lavadas, concentradas e criopreservadas (Zhu et al,,
2016).

Terminado o processo de expansdo celular, a cultura celular, que pode atingir um
volume de até aproximadamente 5 L, deve ser concentrada em um volume que possa ser
infundido no paciente. As células lavadas e concentradas sdo criopreservadas em meio infusivel
e, apos a liberagdo do produto, as células congeladas sdo transportadas e descongeladas no
centro onde o paciente serd tratado. Embora os aspectos de lavagem, isolamento e cultura de
células sejam semiautomatizados, melhorar o rendimento das partes manuais atuais do
processamento sera fundamental para o desenvolvimento de terapias com células CAR T que
podem ser usadas para uma ampla gama de indicacGes e populaces maiores (Fernandez et al.,
2019; Glienke et al., 2022; Zhu et al., 2016).

Desafios de trazer a terapia com células CAR T para uma populacdo global de pacientes

Embora ja tenham sido estabelecidos protocolos para a fabricacdo de células CAR T de
nivel clinico, as terapias com células CAR T foram usadas para tratar apenas algumas centenas
de pacientes até o momento. Ao expandir esse complexo processo de fabricagdo para tratar
mais pacientes em ensaios maiores em um numero maior de centros clinicos, o processo deve
ser cuidadosamente avaliado para garantir a eficiéncia da producdo sem comprometer a
integridade e a poténcia do produto final (Zhu et al., 2016). Como as células CAR T podem ser
usadas para atingir varios tipos de cancer, a escala de producdo do vetor e das células CAR T
também dependerd da incidéncia de cada indicacdo. ConsideracGes adicionais incluem a
geracdo consistente de vetores de alta qualidade para modificacdes genéticas previsiveis de
células, compreendendo a seguranca a longo prazo da terapia genética e antecipando
preocupacdes regulatdrias globais (Glienke et al., 2022; Mock et al., 2016; Nickolay et al., 2016;
Zhu et al., 2016).
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Rumo ao processamento celular consistente: uso do vetor ideal

Nos Estados Unidos, o vetor viral usado para transduzir o CAR em células T é
considerado uma matéria-prima chave do processo de fabricacdo de células CAR T, e a célula T
modificada é considerada o produto experimental, também conhecido como medicamento no
Unido Europeia. Em contraste com o produto de células CAR T, que deve ser gerado
individualmente para cada paciente, o vetor viral que codifica o CAR pode ser feito em grandes
guantidades e armazenado a -80°C por 4 anos, segundo as pesquisas até o momento. Outros
relatorios sugerem que os estoques de vetores virais congelados sdo estdveis por até 9 anos
nessa temperatura (Mock et al., 2016; Nickolay et al., 2016).

Assim como no processo de fabricacdo de células CAR T, a geracdo dos estoques de
vetores deve ocorrer em instalacGes de Boas Praticas de Fabricacdo (GMP). A esterilidade do
vetor é crucial porque o produto final da célula CAR T ndo pode ser esterilizado por filtragdo; a
fabricacdo do vetor sob condi¢cBes controladas de sala limpa com processamento aberto
minimo e filtracdo estéril durante os estagios assépticos finais da producdo, tudo apoiado e
verificado por uma série de testes de seguranca, garante a esterilidade e a auséncia de células
de embalagem do produto vetorial final. Além disso, o uso de um vetor lentiviral minimo de
terceira geragdo, incorporando os principais recursos de seguranga, aumenta a segurancga
(Nickolay et al., 2016).

Segundo NICKOLAV e colaboradores, 2016, a fabricacdo em lote do vetor viral para
terapias celulares leva no minimo 2 semanas. A maior parte desse tempo é gasto cultivando
numeros adequados de células, como células HEK293T, para produzir grandes quantidades de
vetor viral com defeito de replicacdo (Nickolay et al.,, 2016). A partir de uma aliquota
criopreservada de um banco de células, as células sdo expandidas em cultura por varios dias até
o numero apropriado para producdo, permitindo uma expansdo consideravel do numero
original de células semeadas. As células sdo entdo transfectadas com plasmideos que resultam
coletivamente na producdo do vetor lentiviral minimo. Esses plasmideos sdo tipicamente (1)
uma construgdo de empacotamento Gag/Pol que codifica as proteinas estruturais virais (Gag) e
enzimas(Pol); (2) uma construcdo que codifica uma glicoproteina de envelope adequada de uma
fonte heterdloga, resultando em pseudotipagem de particula de vetor (por exemplo, VSV-G); (3)
uma construcdo para a expressdo da proteina acessoria viral Rev; juntamente com (4) um
plasmideo de vetor que codifica o construto de CAR, bem como outras sequéncias necessarias
para transcri¢do reversa, empacotamento de RNA e integracdo (Mock et al., 2016).

Os sistemas vetoriais devem empregar uma série de recursos de segurancga importantes
que coletivamente impedem a reaquisicdo da competéncia de replicacdo (por exemplo, Gag/Pol
otimizado por cddon que minimiza a homologia entre os componentes do vetor para evitar a
recombinacdo, sequéncias de repeticdo terminais longas auto-inativadas e remocdo de todas as
sequéncias desnecessdrias e genes acessorios). Dentro de 48 horas apds a transfeccdo, as
células de producdo comecam a liberar o vetor lentiviral que expressa CAR, que pode ser
coletado do meio de cultura. Ao longo de varios dias, a troca de meio permite a colheita de
varios lotes de meio contendo vetor, normalmente duas colheitas (Fernandez et al., 2019;
Nickolay et al., 2016). Apds a filtracdo para remover células e detritos de producdo, o vetor viral
é purificado por meio de processamento a fim de enriquecer o vetor viral enquanto remove as
impurezas e formular o vetor em um tampao de armazenamento apropriado. O vetor pode ser
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congelado neste ponto para permitir a produgdo de varios sub-lotes para produzir quantidades
maiores do produto vetorial final para maior eficiéncia econémica. Uma vez que a quantidade
alvo de vetor esteja disponivel, um outro processo GMP, envolvendo filtracdo esterilizante e
frasco em condi¢cdes assépticas, é realizado. Uma vez concluida a producdo, o vetor é
criopreservado até o uso posterior (Fernandez et al., 2019).

E importante estabelecer testes de controle de qualidade para seguranca, esterilidade,
pureza, poténcia, identidade e titulo para que os centros de fabricacdo possam ter certeza de
gue cada lote de vetor atende aos padrées definidos antes de ser usado para transduzir células
T. Esses testes de controle de qualidade sdo descritos em documentos de orientacdo escritos
pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA e sdo brevemente resumidos aqui. Os testes
de seguranca, que podem envolver experimentos pré-clinicos ou estudos de toxicidade em
animais, visam determinar se o produto é seguro para humanos quando administrado
adequadamente (Zhu et al., 2016).

A esterilidade do produto é testada para garantir que esteja livre de microrganismos
contaminantes; no caso de vetores gamaretrovirais e vetores lentivirais, ensaios para
retrovirus/lentivirus competentes para replicacdo (RCRs/RCLs) e o teste de micoplasma das
células e meios usados no processo ajuda a determinar se o produto final de células CAR T est3
livre de agentes adventicios e é seguro para infusdo em pacientes. As impurezas no produto
vetorial sdo amplamente testadas para (1) verificar a purificagdo consistente fornecida pelo
processo de fabricacdo do vetor e (2) consequentemente garantir que a qualidade do vetor seja
consistente antes de seu uso no processo de fabricagdo de células T. O teste de impureza inclui
o teste de impurezas relacionadas ao processo, como Benzonase (Merck KGaA; usado para
degradar e facilitar a remocdo de DNA) e albumina de soro bovino(originaria do soro bovino
fetal), e também inclui a caracterizagdo tanto do DNA residual da célula hospedeira quanto do
DNA plasmidial residual. Além disso, as células T sdo testadas quanto a contaminagdo
bacteriana e fungica do processo de cultura de células. A poténcia do produto vetorial é testada
para avaliar se ele funciona conforme previsto e sua identidade é comprovada por meio de
testes fisicos, quimicos ou bioldgicos relevantes (Glienke et al., 2022).

Nos primeiros ensaios clinicos realizados na Universidade da Pensilvania, varios
fornecedores de vetores foram usados durante a geracdo da terapia de direcionamento de
CD19 CTLO19. O uso de vetores de diferentes fornecedores como material de partida levanta
questdes adicionais sobre a comparabilidade da pureza, estabilidade e fungdo do vetor.
Portanto, é desejavel que uma Unica fonte de vetor seja usada para a geragdo de células CTLO19
em ensaios clinicos atuais e futuros. Além disso, o fornecedor de vetores deve ser capaz de
atender aos requisitos, como conformidade com GMP, bem como atender a grande demanda
de producdo. Portanto, nossa abordagem foi adotar um processo de fabricacdo de vetor
lentiviral que pudesse atender aos requisitos das autoridades de salude globais e que tivesse a
validacdo de processo de suporte apropriada.

Em outros estudos com o vetor lentiviral fabricado pela Oxford BioMedica (OXB),
descobrimos que a qualidade consistente do vetor minimizava a varia¢do de local para local no
processo subsequente de fabricacdo de células CAR T (Peters et al., 2020). Para fornecer lotes
de tamanho suficiente para atender aos requisitos clinicos e comerciais, o processo foi
projetado e otimizado para fabricar vetores em uma série de varios sublotes em uma
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determinada campanha de fabricacdo que dura varias semanas. Esta abordagem depende de
uma etapa de purificacdo e formulacdo antes da criopreservacdaoe um periodo de retencdo
subseqiiente. Uma vez demonstrado que os sub-lotes atendem a um subconjunto chave de
especificacbes para esse estagio de fabricacdo, sub-lotes especificos sdo selecionados para
preenchimento e o processamento final é concluido em um Unico dia (Peters et al., 2020; Zhu et
al., 2018).

O sistema de fechamento do recipiente intermediario (e o volume de preenchimento
associado), 0s parametros de processamento GMP (condicGes de
congelamento/descongelamento, outras condi¢cbes de processamento asséptico, recipiente
final, etc.) e o tampdo de formulacdo foram todos selecionados para garantir que qualquer
perda no titulo seja minima e para que o produto preenchido resultante atenda as
especificacbes de destino e tenha um desempenho consistente e robusto no processo de
fabricacdo de células T. Além disso, o estagio de espera é suportado por um programa de teste
de estabilidade, que mostra que o titulo do vetor é estdvel no armazenamento por um periodo
prolongado (Zhu et al., 2018).

A otimizacdo do vetor para a transducdo de células CAR T antes de iniciar a fabricacdo
em larga escala reduz a variabilidade e maximiza a eficiéncia. A escala de producdo de vetores
precisa levar em consideracdo o tamanho potencial da populacdo de pacientes, indicacdo por
indicacdo. Com base nisso, nossa estratégia é focar a oferta clinica atual, bem como a oferta
comercial inicial, em plataformas de producdo atuais e bem estabelecidas, enquanto investimos
no desenvolvimento de processos de producdo de Ultima geracdo que fornecerdo uma
qualidade equivalente de vetor funcional em uma escala significativamente maior. Os vetores
mais comuns usados na fabricacdo de células CAR T sdo sistemas de vetores com defeito de
replicacdo baseados em dois tipos de retrovirus: gamaretrovirus e lentivirus (Nickolay et al,,
2016). Tanto os gamma retrovirus quanto os lentivirus fornecem RNA que é transcrito
reversamente em DNA na célula-alvo; esse DNA, que codifica o construto CAR, entdo se integra
ao genoma do hospedeiro por meio de um processo catalisado pela enzima integrasse e varias
sequéncias-chave no construto do vetor. Uma vantagem adicional dos vetores derivados de
lentivirus é que eles retém a capacidade dos lentivirus de infectar células que ndo se dividem,
aumentando assim sua capacidade de transduzir uma ampla variedade de células, incluindo
células quiescentes e dificeis de transduzir. No entanto, conforme descrito anteriormente, a
ativacdo de células T é necessaria para aumentar a eficiéncia da transducdo, e o vetor lentiviral
é introduzido durante a ativacdo celular (Nickolay et al., 2016).

Investigar a seguranca a longo prazo de vetores virais requer acompanhamento do paciente
Avaliar a seguranca a longo prazo do uso de vetores virais para terapias celulares e
genéticas exigird um acompanhamento extenso. Conforme mencionado acima, as diretrizes das
autoridades de salde também exigem o acompanhamento de longo prazo dos estudos com
vetores virais; no entanto, os requisitos podem diferir dependendo dos paises envolvidos. Por
exemplo, um estudo nos Estados Unidos (EUA) foi desenvolvido para monitorar pacientes que
receberam a terapia de células T CAR CD19 CTLO19 por 15 anos apds o tratamento (Peters et
al., 2020). Este estudo incluird pacientes de qualquer idade que foram tratados com CTL0O19
para qualquer malignidade de células B. O objetivo principal deste estudo de acompanhamento
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é descrever eventos adversos tardios suspeitos de estarem relacionados a terapia com células
CD19 CAR T, como o desenvolvimento de novas malignidades, incidéncia ou exacerbacdo de um
disturbio neuroldgico ou autoimune preexistente ou nova incidéncia de um disturbio
hematoldgico. Os objetivos secundarios deste estudo sao monitorar a persisténcia das células
CTLO19 no sangue periférico e a eficacia da terapia a longo prazo. A persisténcia de células
CTLO19 serd examinada usando qPCR para detectar o transgene CD19 CAR em pontos de tempo
especificados. Além disso, sera monitorada a proporcdo de pacientes que recidivam ou
apresentam progressdo da doenca, bem como a incidéncia de morte de pacientes por qualquer
causa a saude reprodutiva e os resultados da gravidez também serdo acompanhados em
pacientes do sexo feminino que foram tratadas com células CAR T. Assim, o design e a
fabricacdo cuidadosos de vetores virais para terapia com células CAR T para maximizar a
seguranga, juntamente com testes de qualidade e seguranga e acompanhamento de longo
prazo do paciente, garantem que a seguranca do paciente seja a principal prioridade
(Fernandez et al., 2019).

Garantir a qualidade do produto ao passar de uma unica instituicdo para um processo de
fabricacdo em larga escala em vdrios locais

Um grande desafio com a expansdo da producdo de terapias com células CAR T é a
transicdo de um processo flexivel em uma Unica instituicdo académica para um processo
altamente controlado que pode ser implementado em muitos locais de coleta, fabricacdo e
tratamento. Portanto, uma coordenacdo efetiva entre os locais de coleta, fabricacdo e
tratamento envolvidos é fundamental para garantir que o material seja manuseado
corretamente e os pacientes sejam agendados adequadamente ao longo do processo
terapéutico (Cadavid, 2011; De Almeida, 2022; Micklethwaite et al., 2021).

O sucesso no desenvolvimento de um processo de fabricacdo global de células CAR T
serd impulsionado por uma compreensdo robusta do produto e do processo, a fim de
estabelecer o perfil do produto alvo e os atributos criticos de qualidade. Para CTLO19, o perfil
do produto alvo inclui as qualidades ja discutidas: células T altamente potentes e especificas do
alvo que sdo capazes de expansdo robusta e persisténcia de longo prazo in vivo. Usando este
perfil de produto, foram explorados atributos criticos de qualidade. NUumero de células,
eficiéncia de transducdo, taxa de crescimento, fendtipo celular, e analise funcional sdo todos
atributos criticos de qualidade do CTLO19 que sdo bem compreendidos e controlados. O
fenotipo celular inclui medidas como distribuicdo de subconjuntos de células T (auxiliar ou
citotoxico, efetor ou memodria, etc.) e funcionalidade (morte celular, liberacdo de citocinas,
capacidade proliferativa, exaustdo, apoptose, etc.). Esses atributos criticos de qualidade serdo
coordenados com a compreensdo do processo para desenvolver um processo de fabricacdo
consistente e uma estratégia de controle que garantira um produto uniforme. Os exemplos
incluem a porcentagem de células T CD3+ no produto e a medicdo da poténcia. No entanto,
deve-se notar que os valores de positividade, viabilidade, fendtipo e poténcia do CAR variam de
produto para produto. A medida que mais experiéncia é adquirida e esses dados comecam a se
tornar publicos, comparacbes justas sobre a utilidade e faixas apropriadas podem ser
avaliadas(Burgaleta Alonso de Ozalla, 2022; De Almeida, 2022; Keklik et al., 2018; Zhang et al.,
2020).
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Atendendo as expectativas regulatdrias globais para a implementagcdo bem-sucedida de terapias
com células CART

Os primeiros resultados da terapia com células CAR T sugerem beneficio significativo
para o paciente e, portanto, essa terapia tem potencial para sucesso clinico, o que pode levar a
uma maior colaboracdo e harmonizacdo regulatdria global. O beneficio para o paciente
oferecido pelas terapias com células CAR T oferece uma oportunidade promissora para criar um
terreno comum entre diferentes autoridades reguladoras e melhorar a cooperacdo
internacional (Silva & Souto, 2022). Garantir a conformidade regulatdria é um fator critico para
o desenvolvimento bem-sucedido dessa nova abordagem terapéutica, e isso sera um desafio
interessante em um ambiente global. A FDA regula as terapias celulares e genéticas ha muitos
anos e desenvolveu uma série de documentos de orientacdo relativos a esses produtos. No
entanto, esses documentos de orientagdo ndo estdo harmonizados com outros paises ou
regiGes. Além disso, cada pais principal tem um foco ligeiramente diferente ao revisar os
pedidos de ensaios clinicos (Silva & Souto, 2022; Zhao et al., 2018).

Portanto, quanto mais paises estiverem envolvidos em ensaios clinicos, mais robusto
serd o processo de fabricacdo para atender a todas as questdes e requisitos regulatérios. Para
trazer harmonizacdo na area emergente de terapias celulares e génicas, em 11 de outubro de
2012, nove membros da comunidade reguladora global, incluindo o Brasil ANVISA; Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA); Saude Canada; Instituto Nacional de Bioldgicos da india
(NIB); Ministério da Salde, Bem-Estar e Trabalho do Japdo/Agéncia de Dispositivos
Farmacéuticos e Médicos; Ministério de Seguranca de Alimentos e Medicamentos da Coréia do
Sul (anteriormente conhecido como Food and Drug Administration [KFDA]); Autoridade de
Ciéncias da Saude de Cingapura (HSA); Swissmedic; e a Food and Drug Administration dos EUA,
reunidos para formar um grupo integrado com o objetivo de discutir as melhores praticas na
regulamentacdo de terapias baseadas em células/genes e apoiar a harmonizagdo
(https://www.iprf.org/en/working-groups/gene-therapy-working-group/ ).

Os desenvolvedores de células CAR T devem ter uma compreensdo completa desse
cendrio regulatério diversificado. Até que regulamentos harmonizados sejam estabelecidos e
haja experiéncia comum entre as regides, podemos esperar um nivel significativo de incerteza
no desenvolvimento do produto e uma maior confianca no julgamento subjetivo dos
reguladores. Exemplificando esse desafio estdo os diferentes requisitos associados a fabricagao
que existem entre as regides. Por exemplo, triagem e teste de doadores, rastreabilidade e
rotulagem, confidencialidade do paciente e requisitos de aférese podem variar amplamente
entre os paises. Isso é particularmente desafiador se o material inicial do doador e o produto
final forem enviados através das fronteiras internacionais (Miranda et al., 2022; Padilha et al.,
2022; Souza et al., 2020). Outro exemplo é que as definicGes dos materiais usados (ou seja, a
partida ou matéria-prima) e os requisitos para controle de qualidade desses materiais variam
entre as regides. Equilibrar os requisitos de diferentes paises com os requisitos de qualidade do
material de partida pode ser um desafio, mas é crucial para ensaios multinacionais. Portanto, a
origem, rastreabilidade, composicdo e certificacdo de cada reagente devem estar prontamente
acessiveis. Por fim, como cada regido possui documentos e recomendacdes exclusivos
relacionados aos materiais usados na fabricacdo de terapia celular e genética, os requisitos para
0 soro humano ou animal usado para cultura de células diferem entre as regiGes globais. Assim,
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para abordar algumas dessas preocupacdes regulatérias, estamos estabelecendo protocolos
para a fabricacdo de células CAR T usando reagentes que atendem aos requisitos de qualidade
das principais regides globais.

Areas adicionais de investigacdo ativa no desenvolvimento e fabricacdo de terapia celular CAR T

Existem vdrias areas pré-clinicas de investigacdo projetadas para melhorar as terapias
com células CAR T e fornecer beneficios a uma populacdo maior de pacientes. Um aspecto sob
investigacdo é o subtipo de células T usadas para terapia com células CAR T. A populacédo inicial
de células usada para muitas terapias de células CAR T consiste em células T CD4 + e CD8 + na
proporcdo presente no sangue periférico do paciente. No entanto, o uso de uma proporcao fixa
de 1:1 de células T CAR CD4 + :CD8 + em pacientes com LLA e linfoma ndao-Hodgkin foi
investigado (Silva & Souto, 2022). Se a proporg¢do de subconjuntos de células T se tornar um
fator importante na terapia com células CAR T, os protocolos de fabricacdo podem precisar ser
alterados para incluir as etapas extras de purificacdo necessdrias para administrar células CAR T
em uma proporcdo fixa de subconjunto.

Outras dareas de consideracdo para o futuro da fabricacdo de uma terapia com células
CAR T incluem a mitigacdo de possiveis eventos adversos, tanto a curto quanto a longo prazo.
Por exemplo, um efeito adverso relacionado a terapia com células CAR T é a sindrome de
liberacdo de citocinas (SRC) grave, que ocorre em uma minoria de pacientes. A SRC é causada
pela liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias diretamente das células CAR T e células tumorais
moribundas. Embora a maioria dos casos de SRC seja manejavel com algoritmos de tratamento
estabelecidos, 54especulou-se que 0os mecanismos para inativar as células CAR T em pacientes
com efeitos adversos poderiam ser Uteis para melhorar a seguranca da terapia com células CAR
T. O uso de um interruptor suicida incorporado a constru¢do do CAR é uma estratégia que esta
sendo investigada atualmente como uma maneira potencial de esgotar especificamente as
células CAR T de maneira controlada e pode se tornar importante a medida que a terapia com
células CAR T é investigada em uma clinica cada vez maior populacdo. Por exemplo, a chave de
seguranca iCasp9 foi efetivamente usada para reduzir a doenca do enxerto contra o hospedeiro
(GVHD) em pacientes que receberam transplante alogénico de células-tronco. No entanto, a
deplecdo de células CAR T também pode anular o beneficio potencial da vigilancia tumoral
mediada por células CAR T a longo prazo (Burgaleta Alonso de Ozalla, 2022; Silva & Souto, 2022;
Zhang et al., 2020).

Outro método de aumentar potencialmente a seguranca da terapia com células CAR T
envolve melhorar a especificidade das células T modificadas. Essa abordagem pode ser
especialmente importante para células CAR T direcionadas a tumores sdlidos, que geralmente
ndo possuem antigenos exclusivamente expressos no tumor. Um estudo pré-clinico mostrou
que as células CAR T podem ser usadas para atingir tumores que expressam dois antigenos,
PSCA e PSMA; as células CAR T ndo mataram as células tumorais que expressam apenas um
desses antigenos. Estratégias combinatdrias de reconhecimento de antigenos podem, portanto,
ser importantes a serem consideradas ao projetar CARs para o tratamento de tumores solidos.
Em nossa experiéncia, a CRS ainda ndo foi observada em ensaios clinicos usando células CAR T
para atingir tumores sélidos, talvez porque menos células tumorais sdo rapidamente mortas de
uma s6 vez devido a massa tumoral sélida (Zhu et al., 2016).
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Uma estratégia adicional sob investigacdo é o uso de células CAR T alogénicas
disponiveis no mercado. Esta plataforma usa a edicdo do genoma para inativar o gene TCRa
endogeno, que limita a capacidade das células alogénicas de causar GVHD. Células CAR T
disponiveis no mercado demonstraram eficacia em modelos de xenoenxerto de linfoma; mas,
embora haja um relato de uso compassivo em um paciente, os resultados do uso controlado em
ensaios clinicos ainda ndo foram relatados (Glienke et al., 2022; Zhu et al., 2016).

Como a qualidade das células do paciente usadas para a transducdo de CAR afeta a
eficacia do produto final de células CAR T também deve ser investigado mais detalhadamente.
Foi demonstrado recentemente que a reducdo de um fendtipo esgotado de células T estd
associada a uma melhor eficacia das células CAR T (Zhu et al., 2016). Portanto, a escolha dos
dominios de sinalizacdo de CAR, a selecdo de subconjuntos de células e o ajuste das condicdes
de cultura de células para diminuir a porcentagem de células que se esgotam durante os
processos de transducdo e expansdo podem ser criticos para gerar o produto de células CAR T
da mais alta qualidade .

CONSIDERACOES FINAIS

Dado o sucesso das células CAR T no tratamento de pacientes nos Estados Unidos com
malignidades de células B, a expansdo da capacidade de fabricacdo de células CAR T permitird o
exame da seguranca e eficacia das terapias com células CAR T em coortes maiores de pacientes
em todo o mundo. No entanto, uma série de desafios regulatérios e de fabricacdo precisam ser
considerados ao tentar trazer uma terapia celular com um processo de fabricacdo complexo
para uma populacdo internacional de pacientes maior. Atualmente, estamos fabricando a
terapia de células T CAR CD19 CTLO19 de uma forma que agilizara o processo de uso da terapia
globalmente. Para conseguir isso, estabelecemos colaboragBes robustas com instituicdes
académicas e fornecedores para investigar minuciosamente o produto e o processo para
garantir que nossos materiais sejam controlados para manter a alta qualidade.
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