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RESUMO

Introducdo: O preparo de produtos para terapias avancadas inclui, frequentemente, a
manipulacdo extensa de células primarias in vitro, o que pode acarretar em alteracdes da
populacéo celular final. A padronizacdo dos métodos de obtencdo das culturas, seguindo as
regras das Boas Praticas de Fabricacdo, com a realizagéo dos controles de qualidade do processo
e do produto final, é essencial para garantir a seguranca do paciente e a comparabilidade dos
resultados clinicos obtidos. Objetivo: Este estudo buscou identificar os ensaios, prevalentemente
citados na literatura cientifica ou em normas sanitarias, aplicados na avaliacdo da qualidade de
células primarias humanas, passiveis de serem inseridos na rotina dos Centros de Processamento
Celular. Método: Foi realizado o levantamento de artigos cientificos e de normas sanitarias que
tratassem de terapia celular e dos ensaios de qualidade associados. Resultados: Foi evidenciado
que as normas regulamentares direcionadas a produtos com base em células cultivadas in
vitro nao detalham os ensaios de qualidade, o que torna urgente a discussao dessa matéria.
Conclusdes: Evidenciamos a necessidade de preparo do produto na forma de um lote de
células, que deve ser controlado para a qualidade, a partir de amostras representativas do todo
e propomos a realizacao de uma bateria de ensaios, que definem a qualidade do produto de
terapia avancada, a base de células cultivadas in vitro, com detalhamento dos pontos em que
estes devem ser realizados, organizados como fluxogramas de processamento.

PALAVRAS-CHAVE: Centro de Processamento Celular; Biotecnologia; Cultivo Primario;
Cultura de Células; Controle de Qualidade

ABSTRACT

Introduction: Preparations of products for advanced therapies include an extensive manipulation
stage of the cell primary culture, which can lead to changes in the final cellular population.
Standardization of the technique for obtaining the cellular cultures, in complying with Good
Manufacturing Practices (GMP), and carrying out quality controls of process and final product,
are essential to ensure patient safety and comparability of clinical outcomes. Objective: The
purpose of this study was to identify the most prevalent trials cited in the scientific literature
or in health standards applied to the evaluation of the quality of human primary cells, which
could be inserted in the routine of the Cell Processing Centers. Method: A survey was carried
out of scientific articles and health standards related to cell therapy and associated quality
assays. Results: This study showed that the advanced cellular therapy products regulation do
not specify the tests that should be used for quality control or, when specified, do not define
acceptance or rejection ranges for the products, which makes urgent the discussion of such
matter. Conclusions: In this article, we highlight the need to prepare the product in the form
of a single batch that should be quality-controlled from samples representative of the whole.
In addition, we mention some of the trials that define the quality of the advanced cellular
therapy product, detailing the points at which they are to be performed in the flowchart.

KEYWORDS: Cell Processing Center; Biotechnology; Primary Culture; Cell Culture; Quality Control
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INTRODUCAO

Células obtidas de tecidos humanos e cultivadas in vitro podem
ser utilizadas em pesquisas clinicas ou em terapias e, até mesmo,
serem disponibilizadas comercialmente, dependendo da regula-
¢ao sanitaria do pais de origem.

Globalmente, para avaliar propostas de uso terapéutico de células,
as agéncias regulatorias exigem que as células sejam preparadas
em atendimento as Boas Praticas de Fabricacao (BPF - Good Manu-
facturing Practices) e que tenham comprovacao de seguranca,
reprodutibilidade e eficacia do uso'2. Além disso, ddo tratamento
regulatorio diferenciado de acordo com o processamento labora-
torial ao qual as células sdo submetidas, sendo este classificado
em manipulacdo minima ou manipulacdo extensa. A diferenca
basica para estes dois tipos de processamentos € a possibilidade
da ocorréncia de alteracdes significativas das caracteristicas celu-
lares fisiologicas, funcionais ou propriedades estruturais, relevantes
para o uso pretendido, como estado de diferenciacao, potencial de
proliferacao e atividade metabdlica, para a manipulacdo extensa
e a néo possibilidade, para a manipulacdo minima. Todo tipo de
cultivo celular caracteriza manipulacao extensa e atos como cor-
tar, separar, centrifugar caracterizam a manipulacdo minima. O
segundo aspecto que da tratamento diferenciado ao produto base-
ado em células é o uso, quando este é direcionado para que as
células exercam funcao diferente daquela de origem. Desta forma,
células extensamente manipuladas in vitro ou células cuja funcéo
na terapia é diferente da sua funcdo de origem, sdo classificadas
como produtos de terapia avancada.

No Brasil, o uso clinico de células cultivadas in vitro é, atual-
mente, permitido apenas em pesquisas, desde que sejam aprova-
das pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), ou em
terapias, quando autorizadas pelo Conselho Federal de Medicina
(CFM) ou Conselho Federal de Odontologia (CFO), e desde que
tais células tenham sido manipuladas em laboratérios autorizados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), os Centros
de Processamento Celular, conforme determinado pela Resolucao
da Diretoria Colegiada (RDC) no 214, de 7 de fevereiro de 2018 ou
pelas resolucdes que venham a substitui-la®. Em condicoes excep-
cionais, o uso clinico das células cultivadas também é permitido,
quando representa a Unica oportunidade de melhora do paciente
que apresenta risco de morte. Sendo chamada terapia de compai-
x&o, autoridades médicas e legais autorizam o uso proposto, num
prazo muito curto, com base em dados publicados na literatura
cientifica e na experiéncia do grupo clinico envolvido.

Em outros paises, como nos EUA e Canada, os produtos de tera-
pia avancada sao classificados como “Produtos de Terapia Avan-
cada da Medicina Regenerativa”, regulamentados pela Secao n°
351 do Ato de Servico de Salde Publica dos EUA e podem ser
disponibilizados comercialmente, apo6s aprovacao pela agéncia
reguladora Food and Drugs Administration (FDA), por comprova-
¢ao de seguranca e eficacia. O primeiro produto de terapia avan-
cada aprovado nos EUA foi o Carticell (condrocitos autélogos),
em 1997, o qual foi seguido por outros, como Laviv (fibroblastos
autodlogos) e Gentuit (queratindcitos e fibroblastos alogénicos).
0 primeiro produto baseado em terapia celular e génica, CAR-T,
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teve aprovacao inicial pela Sociedade Internacional de Terapia
Celular (SITC) em agosto de 2017 e segue em analise pela FDA.

Na Unido Europeia (UE), as terapias que fazem uso de células cul-
tivadas in vitro sao classificadas como Produtos Médicos de Terapia
Avancada (PMTA) e reguladas pela diretiva UE n°1.394/2007. Essa
é aplicavel a todos os paises membros da Comunidade Europeia
e contém as regras para autorizacao, inspecao e requerimentos
técnicos relacionados as caracteristicas e informacdes dos pro-
dutos, preparados na indUstria ou em instituicdes académicas. O
Comité para Terapias Avancadas (CAT - Committee for Advanced
Therapies), da agéncia reguladora European Medicines Agency
(EMA), centraliza as autorizacdes para comercializacao dos PMTA.
Em 2014, a EMA aprovou a primeira terapia baseada em células-
-tronco adultas, retiradas da cornea, cultivas in vitro e aplicadas
na regeneracédo da cornea do proprio paciente doador, o Holoclar.

Da mesma forma que é variavel para cada comunidade, de
acordo com sua estrutura regulatoria, o entendimento de produ-
tos de terapia avancada baseados em células cultivadas in vitro,
também é variavel a exigéncia da qualidade do produto final. Por
unanimidade, as agéncias reguladoras afirmam que tais produtos
devem ter qualidade, seguranca e eficacia garantidas, mas nao
definem quais os ensaios de qualidade devem ser aplicados a
cada situacao. A escassez de detalhes acerca dos ensaios de qua-
lidade que devem ser realizados, incluindo seus limites de acei-
tacdo, torna urgente sua discussao. E necessaria sua descricao
com definicdo dos requisitos de liberacao das células para uso, o
que sera fundamental para a comparacao dos resultados clinicos
obtidos, tanto na pesquisa clinica, como na terapia.

Assim, nosso interesse segue no sentido de definir os ensaios que
possam ser aplicados, de forma direta, as células preparadas para
o uso clinico, e que estes se tornem uma ferramenta capaz de
definir e harmonizar os produtos finais, estabelecendo a equiva-
léncia entre os lotes produzidos. Os ensaios deverao ser aplicados
a todos os lotes de células preparadas, especialmente para aque-
les que sao criopreservados, descongelados e retornam ao cultivo
in vitro, até o momento em que sao solicitados para o uso clinico.

O presente estudo descreve uma bateria de ensaios que definem
a qualidade do produto de terapia avancada, sempre que um dos
componentes contenha as células cultivadas in vitro, e detalha
0s pontos em que estes devem ser realizados. Um fluxograma de
processamentos para cada uma das principais situacoes de mani-
pulacdo de células esta proposto, e deve guiar tanto a aplicacao
de células extensivamente manipuladas in vitro em estudos cli-
nicos quanto o seu uso em procedimentos terapéuticos.

METODO

Este estudo foi conduzido pelo levantamento de artigos cientificos,
com o objetivo de identificar os principais ensaios realizados para o
controle de qualidade de células primarias humanas, cultivadas in
vitro. A pesquisa de literatura cientifica foi realizada por consulta a
base de dados PubMed (empregando palavras-chave como: quality

Vigil. sanit. debate 2018;6(1):84-95 | 85



R

control, Cell Processing Center; Biotechnology; Primary Culture,
Cell Culture, Cell Therapy). O levantamento realizado incluiu o
periodo de 1990 até 2018. A pesquisa das exigéncias de realizacdo de
ensaios de controle de qualidade de produto e processo, definidas
pela Anvisa, foi feita no sitio http://portal.anvisa.gov.br/legislacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo de células primarias - matéria-prima para as
terapias celulares

As células progenitoras mesenquimais (MSC) sao consideradas atu-
almente o tipo celular mais frequentemente cultivado in vitro com
a finalidade de uso em aplicac&o clinica. O primeiro pesquisador a
isolar e caracterizar estas células a partir de amostra de medula
Ossea foi Friedenstein®. Desde entéo, outros tecidos foram utiliza-
dos como fonte, entre eles, o tecido adiposo, o cordao umbilical e
a polpa dentaria®®’, devido ao grande interesse em seu potencial
terapéutico em doencas isquémicas, degenerativas, ou inflamato-
rias, como acidente vascular cerebral (AVC)?, isquemias de mem-
bros inferiores’®, Ulceras cronicas™, degeneracao dos tecidos mus-
culoesqueléticos'2, imunomodulacdo da doenca enxerto versus
hospedeiro, doenca grave que acomete pacientes apos a realizacao
do transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas™,
entre outras. Os beneficios clinicos do uso sistémico das MSC sao
resultantes da combinacao dos diferentes mecanismos de acao
possiveis delas. Essas células progenitoras mostram o potencial de
diferenciacdo em varias células do tecido lesionado: osteoblastos,
condrocitos, adipocitos, células de vasos sanguineos, de musculo
esquelético ou do tendao. Elas produzem as citocinas que promo-
vem a angiogénese e/ou atraem novas células progenitoras tecidu-
ais ou, ainda, atuam na modulacao e reducao da atividade inflama-
toria local™. Estes processos dependem do tipo da lesao original,
da qualidade do leito tecidual e da sua evolucao, antes e depois do
tratamento, fazendo que a compreensao e a comprovacao da efica-
cia da terapia alcancada com o uso de MSC seja um desafio, tanto
para os pesquisadores, quanto para as organizacoes regulatorias.

Muitos outros tipos celulares cultivados in vitro também pos-
suem aplicacdo clinica, como os queratindcitos e melanocitos
da pele humana, combinados ou nao com fibroblastos e célu-
las mesenquimais, utilizados principalmente em terapias como
queimadura, vitiligo, ulceracdes cronicas'®'. Ja os condrocitos
cultivados sao utilizados em lesdes da cartilagem’®.

0O ponto comum ¢é que os protocolos clinicos de terapia celular e
bioengenharia necessitam de elevado nimero de células. Assim, a
possibilidade de aumento do nimero de células por meio do cultivo
in vitro € uma grande vantagem, pois viabiliza o uso aut6logo ou alo-
génico de células obtidas a partir de um pequeno volume de tecido
doador, quando comparado a doacdo de tecido para transplante
imediato. Entretanto, a fase de cultivo in vitro pode ter consequ-
éncias complexas, ocasionalmente desastrosas. A maioria das cul-
turas primarias sdo heterogéneas e os tipos celulares constituintes
possuem capacidades proliferativas peculiares as caracteristicas do
tecido, do doador e/ou das condicoes ambientais. Os tipos que apre-
sentam a taxa de proliferacao maior tendem a dominar a cultura.
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As condicoes de cultivo em baixas densidades celulares podem ter
como consequéncia uma selecdo clonal. Uma das maiores preocu-
pacoes € a possivel deriva de células cultivadas em células poten-
cialmente neoplasicas, causando o crescimento celular canceroso
depois da sua implantacao terapéutica em organismo receptor. Além
disso, as culturas podem apresentar contaminagdes, microbioldgi-
cas ou quimicas, alterar a taxa normal de proliferacdo e diferen-
ciacdo celular e entrar em senescéncia, num procedimento natural
do esgotamento da sua capacidade de replicacao, ou em resposta
a condicoes sub-6timas do sistema. Ou seja, o sistema de cultivo
celular é complexo, dindmico e de dificil padronizacéo, o que torna
o produto de terapia avancada a base de células cultivadas diferente
dos produtos terapéuticos com bases quimicas definidas.

Quando ¢ alcancado o numero desejado de células para a terapia,
estas sao, geralmente, criopreservadas em ultrabaixas temperatu-
ras (menor que 135°C negativos), e assim permanecem mantendo as
suas capacidades vitais até que sejam solicitadas para o uso clinico.

Os produtos de terapia avancada, a base de células cultivadas in
vitro, devem ser preparados na forma de um lote homogéneo, via-
bilizando, desse modo, a utilizacao de pequena parte como amos-
tra representativa do todo nos ensaios de controle de qualidade.

Ensaios de qualidade celular

0 cultivo de células deve ser padronizado e acrescido dos contro-
les de qualidade pertinentes, desde a obtencao da cultura prima-
ria até o lote preparado de células a ser liberado para uso. Diante
de tantas variaveis e das possiveis adversidades do sistema, os
controles devem assegurar a qualidade e possibilitar consequente-
mente a harmonizacao do produto de terapia avancada, e a defi-
nicdo das modificacdes clinicas resultantes da sua aplicacdo. Para
uso de cada produto de terapia avancada sao necessarias, minima-
mente, as informacoes sobre as propriedades listadas em seguida.

Pureza

A pureza compreende o resultado negativo para os ensaios de
deteccdo de fungos, bactérias, incluindo os micoplasmas, e
endotoxinas. Sao utilizados os ensaios recomendados pela far-
macopeia nacional, para liberacao de produtos estéreis.

Para a questao da pureza quanto a presenca de virus, as legislacoes
sanitarias brasileira e da UE possuem uma lista pré-estabelecida de
testes diagnosticos a serem realizados para a coleta de tecidos com
finalidades terapéuticas. Entretanto, ndo ha exigéncia para a reali-
zacao de ensaios diagndsticos de patogenos virais, potencialmente
presentes nos produtos de células cultivadas.

ARDC-Anvisa n° 214/2018, que regula os Centros de Tecnologia Celu-
lar, no Brasil, apresenta no artigo 60 os ensaios de qualidade e segu-
ranca de células cultivadas in vitro autologas e alogénicas, sendo:

IV - para células (que ndo CPH-MO, CPH-SP ou CPH-SCUP,
para fins de transplante convencional) e Produtos de Terapias
Avancadas, em amostra do Produto Final: a) contagem do total
de células relevantes; b) teste de identidade ou fenotipagem
apropriado para o produto e quantificacdo das populacoes
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celulares presentes; c) viabilidade celular; d) teste de
pureza: inclui, quando couber, a verificacdo de substancias
ou células que possam ser prejudiciais ao Receptor e, no caso
de Manipulacao Extensa, obrigatoriamente a verificacao da
presenca de endotoxinas; e) testes microbioldgicos: deve-se
seguir odisposto noart. 49 desta Resolucao e, quando aplicavel,
realizar a repeticao dos respectivos testes no Produto Final,
e, em caso de Manipulacédo Extensa, incluir também o teste
para deteccao de contaminacao por micoplasma; f) deteccao
de acido nucleico dos virus CMV, HIV-1 e HIV-2, HTLV-1 e HTLVII,
EBV, HBV, HCV e B19, e, caso aplicavel, de outros agentes
virais de relevancia clinica em humanos, somente em caso
de Manipulacdo Extensa para uso alogénico; g) citogenética,
somente em caso de Manipulacdo Extensa; e h) teste de
poténcia, quando couber: a atividade bioldgica relevante das
células, caso conhecida, ou dos produtos sintetizados pela
célula devera ser definida e quantificada.

O FDA-USA exige que o produto final contendo células, quando
destinado para uso como produto terapéutico, seja testado para
os patogenos Citomegalovirus (CMV), Virus da Imunodeficiéncia
Humana tipos | e 2 (HIV-1 e 2), Virus Linfotrépico da Célula Humana
tipos 1 e 2 (HTLV-1 e 2), Virus Epstein-Barr (EBV), Virus da Hepatite
B (HBV), Virus da Hepatite C (HCV), Eritrovirus B19 (B19) e, ainda,
orienta que sejam avaliadas as condicdes gerais do processo, para
identificacdo da necessidade da pesquisa de outros patogenos'.

0 motivo da indicacdo da pesquisa de virus, ao término do cultivo,
deve-se ao fato de que muitos deles possuem a propriedade de man-
terem-se em estado de laténcia no organismo infectado. Pode ser
citada, como exemplo, a familia dos herpes virus (Herpes simplex
virus - HSV), na qual est&o incluidos o herpes oral (HSV tipo I), o Vari-
cela-Zoster e o CMV. Depois da infeccao primaria, que pode ocorrer
com ou sem sintomas, os herpes virus podem permanecer latentes no
interior de células por um periodo indeterminado e reativar sua repli-
cacao causando doenca, devido a baixa imunolégica do portador'®™.
As condicdes de cultivo celular podem ser propicias a reativacao da
atividade proliferativa dos virus, presentes no tecido de origem da
cultura primaria. As infecgdes que as células, como produto tera-
péutico avancado, podem causar s&o potencialmente severas e até
mesmo letais, de acordo com a condicao geral do paciente receptor.

Aparéncia morfolédgica

A avaliacdo da qualidade das culturas primarias comeca pela
observacao rotineira, ao microscopio otico invertido e com con-
traste de fase, para determinar as suas caracteristicas morfo-
logicas. Esta pratica permite ao manipulador habituar-se aos
aspectos normais das culturas e perceber, precocemente, a
ocorréncia de eventos indesejados, como a presenca de células
morfologicamente distintas ou com aspecto indicativo de sofri-
mento. Sao exemplos de eventos indesejados para o cultivo a
presenca de contaminagdes quimicas e/ou microbioldgicas e o
uso de materiais ou reagentes de baixa qualidade ou pureza.

As culturas primarias devem ter, portanto, acompanhamento
rotineiro para a aparéncia morfologica, para observacdo dos
seguintes aspectos:
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i. Verificacdo da presenca de células com morfologia conven-
cional, esperada em funcao da sua origem tecidual;

ii. Verificacdo do percentual de confluéncia da monocamada;

iii. Presenca de sujidades (debris) e/ou células soltas e/ou mor-
tas no sobrenadante, que é indicio de aplicagdo de sistema
de cultivo insatisfatorio ou presenca de contaminacdes qui-
micas ou microbiologicas.

iv. Verificacdo da presenca de células com morfologia modifi-
cada para: aumento do citoplasma celular com bordas irre-
gulares, serrilhadas e mal definidas, aumento de organelas
ou inclusdes citoplasmaticas, aumento de vacuolos citoplas-
maticos que sao indicios de senescéncia celular, ou presenca
de micronlcleos que sdo indicios de apoptose;

v. Verificacdo da presenca de microrganismos, como fungos e
bactérias (incluindo micoplasmas); alguns contaminantes
podem ser observados ao microscopio 6tico, mas sao facil-
mente confundidos com outras sujidades. O ideal é o acom-
panhamento da cultura com ensaios especificos para detec-
cao de contaminagdes microbiologicas.

Caracterizacado da populacao celular

A caracterizacdo de uma cultura primaria é feita pela evidéncia
de uma ou mais caracteristicas peculiares da populagcdo, como
expressao de genes, presenca de proteinas da membrana plas-
matica, do citoesqueleto ou de proteinas secretadas, atividade
metabdlica, capacidade funcional, entre outras. Esses procedi-
mentos podem incluir manipulacées laboratoriais complexas e,
sempre que possivel, o0 método eleito deve ser o de menor custo
e complexidade, desde que resulte em informacao satisfatoria.

A caracterizacdo populacional faz-se necessaria, uma vez que os
tecidos sdo heterogéneos, contendo varios tipos celulares, com a
possivel excecdo da cartilagem. O processo de cultivo in vitro é
capaz de alterar as caracteristicas originais das populagées celulares
primarias. Na medula dssea humana, por exemplo, as MSC represen-
tam 0,001%%, enquanto que, no tecido adiposo, 2%*'. No entanto,
apos o periodo de cultivo e expans&o in vitro, as MSC podem alcan-
car o percentual > 95%%, independentemente do tecido de origem.

Muitos tipos celulares possuem caracteristicas que podem ser reco-
nhecidas diretamente por uso de ensaios colorimétricos ou de fluo-
rescéncia, como os linfocitos e macrofagos. Essas caracteristicas se
definem com uso de anticorpos especificos para as proteinas, lipi-
deos ou glicoconjugados de membrana geralmente definidos com
os cluster definition (CD) antigens, as proteinas do citoesqueleto
ou componentes nucleares, pela presenca das atividades metabdli-
cas, ou pela producao in vitro da matriz extracelular.

Outros tipos celulares necessitam da combinacao de marcadores de
exclusao e/ou de métodos para sua caracterizacdo. Sao exemplos, as
células progenitoras hematopoiéticas e as células MSC. Para as MSC,
foi estabelecido um consenso entre os pesquisadores para os requisitos
minimos que a cultura celular deve apresentar, os quais foram adota-
dos pela SITC, sendo eles: aderéncia ao plastico quando mantidas em
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condigoes padrdes de cultivo, mais de 95% das células com expressao
dos marcadores CD73, CD90, CD105 e nao expressao de (< 2%) CD45,
CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19, e HLA-DR, e capacidade de
diferenciacdo, quando expostas as condicoes necessarias, em células
das linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica?.

Quantificacdo celular e determinacdo do percentual de
células viaveis

A citometria de fluxo é atualmente uma técnica amplamente
usada na quantificacdo de células associada com a sua fenoti-
pagem, por agregar exatidao, reprodutibilidade e rastreabili-
dade. E utilizada em pesquisas clinicas e em ensaios diagnos-
ticos, na quantificacdo de populacdes celulares especificas, o
que é garantido pela disponibilidade comercial de kits para este
fim. O uso associado de marcadores permite, simultaneamente,
contar e subdividir as populacdes celulares em células vivas,
mortas, senescentes e apoptoticas. A Anexina V, por exemplo,
é uma proteina que possui alta afinidade pelo fosfolipidio de
membrana celular fosfatidilserina, o qual é exposto nas fases
iniciais da atividade de apoptose. Devido a esta caracteristica,
a conjugacao da Anexina V a um fluorocromo, possibilita sua
utilizacdo como marcador para células que estdo no inicio do
processo de apoptose. Complementarmente, seu uso associado
a corantes de acido nucleicos, como o iodeto de propidio ou
o 7-amino-actinomicina (7-AAD), possibilita a identificacao de
células na fase avancada de apoptose ou de células mortas. As
células com membranas integras excluem estes corantes e as
membranas danificadas, sao permeaveis.

Células coletadas da medula 6ssea, sangue periférico ou sangue
do cordao umbilical e placentario, que expressam o CD34, uti-
lizadas para o transplante de células progenitoras hematopoi-
éticas, sdo quantificadas e tém seu percentual de viabilidade
determinado por meio da técnica de citometria de fluxo, com
uso do marcador de viabilidade celular 7-AAD, seguindo a reco-
mendacao da SITC.

No entanto, a contagem manual de células, com uso da camara
de Neubauer (ou hemocitdmetro), é o método utilizado, roti-
neiramente, pelos laboratérios de cultivo celular, por ser um
método rapido, de baixo custo, simples e direto*. O uso da
camara de Neubauer, associado ao corante de exclusdo Azul
de Tripan, permite a obtencdo do percentual de células mor-
tas. Portanto, a menos que seja necessaria a determinacao de
células em atividade apoptotica, o uso da camara de Neubauer
e do corante Azul de Tripan permite a obtencao de resultados
confiaveis, do nimero total de células e seu percentual de via-
bilidade. A acuracia desta técnica esta diretamente relacionada
ao cuidado do manipulador para o preparo da suspensao celular
e diluicao da amostra.

Capacidade proliferativa: tempo de duplicacdo e
progressado do ciclo celular

0 aumento progressivo do tempo de geracao das células normais
(ou diploides) cultivadas in vitro é esperado, conforme o limite
de Hayflick®. As células aumentam seu tempo de geragao apos
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um periodo ativo de replicagdo, independentemente de haver
outras causas contribuindo para este fato, como a restricao de
nutrientes ou a presenca de contaminantes. No entanto, este
aumento do tempo de geragao também ocorre quando as células
se encontram em condi¢des insatisfatorias de cultivo. Portanto,
para os produtos de terapia avancada a base de células que pas-
sam por manipulacao extensa, é fundamental a determinacédo do
potencial de proliferacao celular. O tempo de geracao (G) pode
ser calculado com uso da formula G = 3,322 (log Y-log 1), sendo
(Y) o valor total de células obtidas com o subcultivo e () o valor
total de células utilizadas no inicio da cultura.

Outra forma de acompanhar o estado proliferativo da cultura
celular é através da analise da progressdo do ciclo celular, por
meio do método de Vindelov. Este é um método simples, quan-
titativo, com rastreabilidade possivel, relevante para a com-
paracdo de condicdes de cultivo pela quantificacdo de células
em varias fases do ciclo celular. Utiliza a analise do conteGdo
de DNA de células, identificando as paradas em fase de GO/G1,
comparando-as com células na fase ativa da duplicacdo do DNA
(fase S), e com as que entraram na fase G2, ja com o DNA inte-
gralmente duplicado. A quantificacdo do DNA/célula é feita por
citometria de fluxo?%7:2,

Ensaios para determinacdo do potencial maligno
de células cultivadas

Ainda nao ha consenso cientifico ou médico sobre o desenvol-
vimento de tumores em humanos, em consequéncia do uso de
células somaticas humanas normais submetidas ao prolongado
cultivo primario in vitro. As terapias podem ser categorizadas
como seguras, mas as células que passam pela manipulacao
extensa devem ser monitoradas para deteccao de potenciais
transformagdes malignas. Tradicionalmente, é realizado o ensaio
de cariotipo, para identificar algum tipo de instabilidade gené-
tica?. Este ensaio deve ser considerado de baixa sensibilidade,
uma vez que analisa uma pequena quantidade de células e a sua
relevancia é consequentemente limitada®.

De forma complementar, o ensaio de formacao de coldnias celu-
lares em soft agar é utilizado para a deteccao de crescimento
clonal de células em gel de agar, que ndo sustenta a adesao celu-
lar. Com excecao de células das linhagens linfo e mielopoiéticas,
todas as células humanas normais sdo dependentes para a sua
proliferacdo de ancoragem num substrato sélido, e nao podem
formar col6nias em soft agar. A conversao de células humanas
normais em células cancerosas aufere a capacidade de cresci-
mento em gel ndo aderente’'. Consequentemente, o cultivo em
condicdes clonogénicas de soft agar pode ser aplicado a uma
amostra relativamente grande de células cultivadas, e a pre-
senca de uma Unica colonia pode ser indicativa da presenca de
uma célula potencialmente neoplasica.

0 resultado positivo do ensaio deve ser verificado pela coleta do
clone suspeito e a sua potencial identificacao como pertencente
as linhagens hematopoiéticas, o que representa um resultado
falso-positivo. Uma coloracao com os corantes tradicionais para
essas células, como o May-Griinwald-Giemsa ou Peppenheim,
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é suficiente. Entende-se que na coleta original do tecido a ser
cultivado, o sangue do doador pode ter sido introduzido na cul-
tura. Alguma célula normal de linhagens sanguineas pode ter
sido mantida ao longo do cultivo, e ela pode gerar um resul-
tado falso-positivo. Por outro lado, as células cancerosas ocultas
enddgenas podem também circular no sangue do doador, como
as células individuais ou como as micro-metastases®. Elas serdo
também potencialmente identificadas pelo ensaio de soft agar.
A sua identificacao pode ser importante para uma nova avaliacao
e revisao da saude do doador de células, no caso de auséncia de
informacoes prévias sobre a presenca de um processo neoplasico.
Elas serao relevantes também quando uma terapia avancada se
dirige, num contexto autélogo, para uma aplicacdo em procedi-
mentos de tratamento das lesdes iatrogénicas associadas ao tra-
tamento prévio de cancer. E o caso de restauracao das ablacées
teciduais extensas, como uma mastectomia, ou tratamento das
lesdes de dificil cicatrizacao, como lesdes teciduais consecutivas
a quimio ou a radioterapia. A deteccdo de células neoplasicas
circulantes nesses casos também pode ser relevante para a revi-
s&o da salde e das intervencdes terapéuticas no paciente.

Capacidade funcional

Além da sua capacidade proliferativa que deve garantir a quanti-
dade de células para o seu uso terapéutico, a potencial fungao de
células cultivadas in vitro, a serem usadas em terapias avancadas,
depende das propriedades relativas a sua origem e da manutencao
ao longo do cultivo celular da sua capacidade natural em organi-
zacao, reparo e regeneracao tecidual. A necessidade da determi-
nacao da capacidade funcional dos produtos de terapia avancada,
contendo as células cultivadas in vitro, € unanimidade para todas
as agéncias regulatorias. No entanto, os ensaios nao foram defini-
dos, bem como os limites de aceitacao para os resultados espera-
dos. Recomenda-se que sejam aplicados os ensaios apropriados ao
uso pretendido do produto. Sao exemplos de ensaios funcionais os
da capacidade de diferenciacao de células progenitoras nas linha-
gens osteogénicas, condrogénicas, adipogénicas, neurogénicas ou
hematopoiéticas, os de absorcdo de antigenos por células den-
driticas, entre outros. A interpretacao deve ser, entretanto, pon-
derada em funcao da origem do tecido e das caracteristicas das
suas acoes esperadas no paciente. Um dos exemplos € a ja citada
recomendacao da SITC sobre os ensaios necessarios a avaliacao
das populacdes de células mesenquimais, propostas para utiliza-
cao em terapias. Quando expostas as condicoes especificas, as
células mesenquimais devem se diferenciar em células das linha-
gens adipogénica, condrogénica e osteogénica. Entretanto, para a
aceitacao de seu uso especifico, devem ser capazes de diferenciar
em, pelo menos, duas destas trés linhagens?.

Os Ensaios de Qualidade Celular manipuladas in vitro, descritos
nas secoes anteriores, devem ser realizados sob a responsabilidade
do Centro de Processamento Celular, que deve garantir essencial-
mente a auséncia de efeitos potencialmente adversos no paciente
em todas as terapias. Por outro lado, as definicdes das propriedades
funcionais de células se dirigem essencialmente a questao da manu-
tencdo ou da modificacdo dos efeitos terapéuticos esperados ao
longo do cultivo de células. Consequentemente, a documentacao
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que acompanha o registro formal de um produto de terapia avan-
cada deve conter a descricao detalhada e completa dos ensaios
de controle da capacidade funcional do produto. O Centro de Pro-
cessamento Celular deve receber e integrar esses ensaios a sua
capacidade operacional, ja que os mesmos deverao ser realizados
paralelamente aos ensaios de qualidade celular, em todos os lotes a
serem produzidos e disponibilizados para uso clinico.

Proposta da organizacao e realizacdo dos ensaios de
qualidade e de capacidade funcional de células destinadas
as terapias avancadas

Produtos de terapias avancadas, a base de células cultivadas in
vitro, devem ser preparados de forma padronizada, criteriosa, ras-
treavel e controlada, para garantir a qualidade final, alcancando
dois propositos principais: (1) garantir a qualidade do produto,
com a consequente seguranca do paciente tratado e (2) garantir
a possibilidade de alcancar os resultados clinicos e terapéuticos
desejados. A concordancia de pesquisadores e agéncias regulato-
rias sobre este fato resultara em uma definicdo dos ensaios que
devem ser aplicados especificamente para cada uma das categorias
de culturas celulares, assim como dos limites de aceitacao para
seus resultados.

A RDC n° 214/2018 dispde sobre as Boas Praticas em Células
Humanas para Uso Terapéutico e Pesquisa Clinica e se aplica a
todos os Centros de Processamento Celular, aptos para a manipu-
lacdo extensa de varios tipos de células humanas, gerando pro-
dutos de terapias avancadas. Essa nova denominacao inclui os
Laboratorios de processamento de medula 6ssea e sangue peri-
férico, os bancos de sangue de cordao umbilical e placentario e
os centros de tecnologia celular e define as especificidades para
o fornecimento de produtos a base de células e aos produtos de
terapias avancadas, com objetivo de garantir a qualidade e segu-
ranca dos produtos fornecidos para uso terapéutico e pesquisa
clinica e minimizar os riscos aos pacientes. Esses produtos com-
preendem: (1) produtos de terapia celular avancada; (2) produ-
tos de engenharia de tecidos; e (3) produtos de terapia génica
constituidos por ou a base de células. As trés categorias serdo
liberadas para uso somente depois de se analisar, individual-
mente, cada uma delas, associando as caracteristicas do produto
final com os procedimentos da sua obtencao. Nesse momento,
os controles de qualidade especificos para cada um deles seréo
exigidos, analisados e aplicados. Como as trés categorias de pro-
dutos contemplam a manipulacao de células, a qualidade dessa
manipulacao sera exigida e verificada especificamente para cada
caso. Ao longo do desenvolvimento e liberacao de novos produ-
tos e dos processos de manipulacdo associados, essas exigéncias
poderao ser usadas como precedentes para estabelecimento dos
parametros de qualidade a serem exigidos. Cumulativamente,
eles poderao constituir um valioso elenco das qualidades a
serem requeridas para garantir os produtos de terapias avanca-
das, colocados a disposicdo da populacdo nacional. A consulta
publica n° 416/2017, que segue em analise pela Anvisa, trata
da regulacao de ensaios clinicos, para fins de comprovacao de
seguranca e eficacia, a serem realizados com produtos de tera-
pia avancada investigacionais, passivos de registro, no Brasil, e
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exige a manipulacgao de células e produtos de terapias avancadas
em Centros de Processamento Celular autorizados pela Anvisa®.

Ha, atualmente, um consenso de que a potencialidade das célu-
las para gerar os beneficios das terapias realizadas com os pro-
dutos de terapia avancada depende da quantidade de células
disponiveis*. A eficiéncia terapéutica do produto dependera das
condicdes com quais as células sdo expandidas in vitro e criopre-
servadas. Consequentemente, o lote de células a ser usado em
uma terapia podera ser obtido em culturas paralelas ou cumu-
lativas ao longo do tempo, com a sua criopreservacao parcial ou
global. Cada lote devera ser submetido aos controles adequados,
no momento da sua liberacdo para o uso. Essa exigéncia sera
atendida em trés contextos, descritos em seguida.

(I) Recepcdo, manipulacdo extensa e expansao de células em
cultura primaria, até a obtencdo da quantidade necessaria para
o procedimento terapéutico, e a sua liberacdo para o uso. Eo
procedimento de terapias celulares autdlogas com a expansao
basica das células (Figura 1).

() Recepgdo, manipulacdo extensa e expansao de células em
cultura primaria, obtencdo da quantidade necessaria para o
procedimento terapéutico, seguida de criopreservacao. O lote
preservado sera usado em um segundo tempo, para atender ao
paciente, no momento apropriado para o uso terapéutico, e nos
tempos subsequentes, quando podem ocorrer tratamentos repe-
tidos, com uso do mesmo lote de células. Depois do descongela-
mento, as células serdo mantidas em cultivo por tempo limitado,
para voltar a viabilidade adequada e para acondiciona-las, ade-
quadamente, com o veiculo de administracao (Figura 2).

(ll) Recepcdo, manipulacdo extensa e expansao de células em
cultura primaria, criopreservacao e estocagem das células num
Master Bank para uso futuro. Sempre quando necessario, um lote
do Master Bank sera descongelado e, novamente, expandido,
para ser fornecido para o uso clinico ou para uma nova expansao
do Master Bank. Nesse caso, cada nova expansao gera um novo
lote que deve passar pelos controles de qualidade necessarios. E
o procedimento mais complexo, que se aplica ao uso de células
alogénicas, produtoras de mediadores paracrinos ou associadas
com os produtos de bioengenharia (Figura 3).

Em todos os casos, na recepcao deve ser realizado o Controle
de Qualidade 1 (CQ1), para verificar a presenca de contami-
nantes microbiologicos. Para este ensaio pode ser usada a
amostra de veiculo utilizado no acondicionamento do mate-
rial. Uma amostra representativa deve ser guardada para uso
futuro, caso necessario.

0 Controle de Qualidade 2 (CQ2) € o principal controle de quali-
dade de células manipuladas e expandidas in vitro. Ele sera rea-
lizado ao longo da expansao primaria de células, concluindo-o no
momento de sua liberagao para uso ou para a criopreservacao.
Ele é composto da seguinte bateria de exames:

o Contagem das células;

« Capacidade proliferativa;
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«  Apoptose/Necrose e Ciclo Celular, ambos por citometria de fluxo;

» Caracterizacao populacional ou Fenotipagem, apropriadas
ao produto de terapia avancada;

» Viabilidade celular (azul de tripan);

» Impurezas: inclui a verificacao da presenca de endotoxinas e outras
substancias ou células que possam ser prejudiciais ao receptor;

« Controle microbioldgico (contaminantes fungos, bactérias e
micoplasmas);

« Cariotipo e Crescimento celular em soft agar (ensaio in vitro
para deteccao de eventual presenca de células cancerosas);

o Poténcia: Ensaio funcional, quando couber, apropriado ao
produto final de terapia avancada: a atividade bioldgica
relevante das células, caso conhecida, ou dos produtos sin-
tetizados pela célula devera ser definida e quantificada. A
nao realizacao deste teste deve ser justificada.

No caso | (Figura 1), as células devem ser testadas para a bateria
de ensaios de controle de qualidade, acima listada, em passagem
anterior a liberacao para uso. Caso os resultados ndao tenham
sido liberados, antes do preparo para o uso, o médico responsa-
vel deve estar ciente e se responsabilizar pela liberacao.

No caso Il (Figura 2), as células devem ser testadas para a bateria
de ensaios de controle de qualidade, acima listada, em passagem
anterior ao processo de criopreservacao (antes da adicao de crio-
protetores); e amostra(s) de células representativa(s) do(s) lote(s)
criopreservado(s) deve(m) ser testada(s) para a presenca de con-
taminantes (fungos, bactérias e micoplasmas), contagem de célu-
las e viabilidade (com uso de corante de exclusao azul de tripan).

No caso Il (Figura 3), as células devem ser testadas para a bate-
ria de ensaios de controle de qualidade, acima listada, em pas-
sagem anterior ao processo de criopreservacao (antes da adicao
de crioprotetores); e amostra(s) de células representativa(s) do(s)
lote(s) criopreservado(s) deve(m) ser testada(s) para a presenca
de contaminantes (fungos, bactérias e micoplasmas), contagem
de células e viabilidade (com uso de corante de exclusdo azul de
tripan). Para cada etapa de expansao (expansao do Master Bank),
as células devem ser, novamente, testadas para os ensaios de con-
trole de qualidade (bateria de ensaios descrita acima) em passagem
anterior ao processo de criopreservacao (antes da adicao de crio-
protetores); e amostra(s) de células representativa(s) do(s) lote(s)
criopreservado(s) deve(m) ser testada(s) para a presenca de conta-
minantes (fungos, bactérias e micoplasmas), contagem de células e
viabilidade (com uso de corante de exclusao azul de tripan).

As Figuras de 1 a 3 apresentam os fluxogramas de processamento do
material bioldgico humano para a obtencao da cultura primaria de
células e preparo do produto de terapia avancada e indica os pontos
de retirada de amostras para a realizacao dos ensaios de controle
de qualidade, para os casos I, Il e lll, conforme acima descrito.

Na liberacao das células para uso, em qualquer das situaces, as célu-
las preparadas devem ser testadas para a presenca de contaminantes
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Coleta de material biolégico
(ambiente cirlrgico ou ambulatorial)

Envio do material biolégico
ao Centro de Processamento Celular

Controle de qualidade (CQ1):

Recepcao de Processamento Celular . . B
no Centro de Processamento Celular q e Contaminantes microbiologicos

(fungos, bactérias e micoplasmas)

Processamento do material biologico: Controle de qualidade (CQ2):

obtencao e aumento do numero de células

-

e Contaminantes microbiologicos (fungos,
bactérias e micoplasmas);

Contagem de células;

Capacidade proliferativa;

Apoptose/Necrose e Ciclo Celular, ambos
por citometria de fluxo;

Caracterizacao populacional ou Fenotipa-
gem, apropriadas ao produto de terapia

Retirada de
avancada;

amostra para

realizacao dos

ensaios de controle Verificacio da presenca de endotoxinas e

de qualidade outras substancias ou células que possam
ser prejudiciais ao receptor;

Viabilidade celular (azul de tripan);

Cariotipo e Crescimento celular em soft agar;

Ensaio funcional, quando couber, apropriado
ao produto de terapia avancada.

Produto nao
aprovado (CQ2):
Células nao
liberadas para uso

Definicao técnica
e/ou clinica para
tratamento ou
descarte

Produto aprovado
(CQ2): células
liberadas para uso

Y
Envio para uso »
Controle de qualidade (CQ3):

e Contaminantes microbioldgicos
(fungos, bactérias e micoplasmas)

e Contagem de células;
e Viabilidade celular (azul de tripan)

Figura 1. Fluxograma do processamento do material biolégico humano, que passa por manipulacao extensa, seguida por preparacao e envio das células
para o uso (caso |); indicacao dos pontos de retirada de amostra, para realizacao dos ensaios de controle de qualidade. CQ: controle de qualidade.
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Produto aprovado
(CQ2 e 3): células
liberadas para uso

!
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Descongelamento
tratamento ou de cultivo in vitro, .
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passagens

—
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—

Controle de qualidade (CQ1):

e Contaminantes microbioldgicos
(fungos, bactérias e micoplasmas)

Controle de qualidade (CQ2):

e Contaminantes microbioldgicos
(fungos, bactérias e micoplasmas);

e Contagem de células;

Capacidade proliferativa;

e Apoptose/Necrose e Ciclo Celular, ambos
por citometria de fluxo;

e Caracterizacao populacional ou
Fenotipagem, apropriadas ao produto
de terapia avancada;

e Viabilidade celular (azul de tripan);

e Verificacao da presenca de endotoxinas e
outras substancias ou células que possam
ser prejudiciais ao receptor;

e Caridtipo e Crescimento celular
em soft agar;

e Ensaio funcional, quando couber,
apropriado ao produto
de terapia avancada.

Controle de qualidade (CQ3):

e Contaminantes microbiologicos
(fungos, bactérias e micoplasmas)

e Contagem de células;

e Viabilidade celular (azul de tripan).

Controle de qualidade (CQ4):

e Contaminantes microbiologicos
(fungos, bactérias e micoplasmas)

e Contagem de células;

e Viabilidade celular (azul de tripan).

Células extensamente manipuladas para uso em produtos de terapia avancada

Figura 2. Fluxograma do processamento do material bioldgico humano, que passa por manipulagao extensa, seguida por criopreservacao das células, sendo estas

células descongeladas, imediatamente, para o uso ou descongeladas, para retorno ao cultivo in vitro, por uma ou duas passagens, e entdo, sao preparadas e
enviadas para o uso (caso Il); indicacao dos pontos de retirada de amostra, para realizacao dos ensaios de controle de qualidade. CQ: controle de qualidade.
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(fungos, bactérias e micoplasmas)

e Contagem de células;
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Controle de qualidade (CQ4):

e Contaminantes microbioldgicos (fungos,
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e Apoptose/Necrose e Ciclo Celular, ambos
por citometria de fluxo;
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e Viabilidade celular (azul de tripan);
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outras substancias ou células que possam
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Controle de qualidade (CQ5):
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e Contagem de células;
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Controle de qualidade (CQ6):
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Células extensamente manipuladas para uso em produtos de terapia avancada

Figura 3. Fluxograma do processamento do material biolégico humano, que passa por manipulacao extensa, seguida por criopreservacao das células,

descongelamento e segunda etapa de expansao (expansao do Master Bank), e entao, sdo preparadas e enviadas para o uso (caso lll); indicacao dos
pontos de retirada de amostra, para realizacao dos ensaios de controle de qualidade. CQ: controle de qualidade.
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microbioldgicos, fungos e bactérias, além de serem quantificadas e
de terem seu percentual de viabilidade determinado.

CONCLUSOES

A fim de contribuir para a qualidade do produto final, oferecido
para o uso do paciente, e favorecer a comparabilidade dos resul-
tados clinicos obtidos com produtos de terapia avancada, que
usam as células cultivadas in vitro, propomos que estes produtos
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