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Resumo

A imunoterapia com células CAR-T, apesar de seu sucesso em malignidades hematolégicas, ¢ limitada por
toxicidades significativas e altos custos de produgdo. A imunoterapia CAR-NK surge como alternativa, com potencial
para produtos alogénicos "off-the-shelf" mais seguros e acessiveis. Objetivou-se analisar criticamente as evidéncias
sobre a producdo, eficacia, desafios e perspectivas futuras da imunoterapia CAR-NK. Realizou-se uma revisdo
sistematica por meio do protocolo SWIM (Synthesis Without Meta-analysis), com analise de 83 documentos (apds
aplicados critérios de inclusdo e exclusdo) analisados via Analise de Contetido de Bardin. Demonstrou-se alta eficacia
em malignidades hematoldgicas, mas sucesso limitado em tumores solidos devido a baixa persisténcia e a supressao
pelo Microambiente Tumoral (TME). A transicdo estratégica para Células-Tronco Pluripotentes Induzidas (iPSCs) ¢ a
base para a producdo de imunoterapias CAR-NK universais. A superag@o das barreiras em tumores solidos depende
da engenharia de células CAR-NK "blindadas" multifuncionais. Isso inclui o desenvolvimento de construgdes "NK-
céntricas" (como o dominio NKG2D), a co-expressao de Interleucinas de suporte (IL-15/IL-21) para aumentar a
persisténcia, e a edicdo genética (via CRISPR-Cas9) para resistir a supressao pelo TME e ao estresse metabdlico (ex:
ablacdo de DRP1). A integracdo dessas estratégias avancadas em plataformas de iPSC ¢ fundamental para consolidar
a terapia CAR-NK como um pilar acessivel e eficaz no tratamento do cancer e de doengas autoimunes. Para isso, ¢ de
suma importancia a realiza¢do de mais estudos que possuam maior robustez, a fim de aprimorar a evidéncia cientifica
acerca dessa terapia.

Palavras-chave: Imunoterapia Celular Adotiva; Células Assassinas Naturais; Terapia por Receptor Antigénico
Quimérico; Receptores de Antigenos Quiméricos; Oncologia.

Abstract

CAR-T cell immunotherapy, despite its success in hematological malignancies, is limited by significant toxicities and
high production costs. CAR-NK immunotherapy emerges as an alternative, with the potential for safer and more
accessible "off-the-shelf" allogeneic products. The objective was to critically analyze the evidence on the production,
efficacy, challenges, and future perspectives of CAR-NK immunotherapy. A systematic review was conducted using
the SWIM (Synthesis Without Meta-analysis) protocol, with the analysis of 83 documents (after applying inclusion
and exclusion criteria) analyzed via Bardin's Content Analysis. High efficacy was demonstrated in hematological
malignancies, but limited success in solid tumors due to low persistence and suppression by the Tumor
Microenvironment (TME). The strategic transition to Induced Pluripotent Stem Cells (iPSCs) is the foundation for
producing universal CAR-NK immunotherapies. Overcoming barriers in solid tumors depends on the engineering of
multifunctional "armored" CAR-NK cells. This includes the development of "NK-centric" constructs (such as the
NKG2D domain), the co-expression of supportive Interleukins (IL-15/IL-21) to increase persistence, and gene editing
(via CRISPR-Cas9) to resist TME suppression and metabolic stress (e.g., DRP1 ablation). The integration of these
advanced strategies into iPSC platforms is fundamental to consolidating CAR-NK therapy as an accessible and
effective pillar in the treatment of cancer and autoimmune diseases. For this, conducting more robust studies is of
utmost importance in order to improve the scientific evidence regarding this therapy.

Keywords: Adoptive Cell Therapy; Natural Killer Cells; Chimeric Antigen Receptor Therapy; Chimeric Antigen
Receptors; Oncology.

Resumen

La inmunoterapia con células CAR-T, a pesar de su éxito en neoplasias hematologicas, esta limitada por toxicidades
significativas y altos costos de produccion. La inmunoterapia CAR-NK surge como una alternativa, con potencial para
productos alogénicos "off-the-shelf" mas seguros y accesibles. El objetivo fue analizar criticamente la evidencia sobre
la produccion, eficacia, desafios y perspectivas futuras de la inmunoterapia CAR-NK. Se realizd una revision
sistematica mediante el protocolo SWIM (Synthesis Without Meta-analysis), con el analisis de 83 documentos (tras
aplicar criterios de inclusion y exclusion) analizados a través del Analisis de Contenido de Bardin. Se demostré una
alta eficacia en neoplasias hematologicas, pero un éxito limitado en tumores s6lidos debido a la baja persistencia y la
supresion por el Microambiente Tumoral (TME). La transicion estratégica hacia Células Madre Pluripotentes
Inducidas (iPSCs) es la base para la produccion de inmunoterapias CAR-NK universales. La superacion de las
barreras en tumores solidos depende de la ingenieria de células CAR-NK "blindadas" multifuncionales. Esto incluye
el desarrollo de construcciones "NK-céntricas" (como el dominio NKG2D), la coexpresion de Interleucinas de soporte
(IL-15/IL-21) para aumentar la persistencia, y la edicién genética (via CRISPR-Cas9) para resistir la supresion del
TME vy el estrés metabdlico (ej: ablacion de DRP1). La integracion de estas estrategias avanzadas en plataformas de
iPSC es fundamental para consolidar la terapia CAR-NK como un pilar accesible y eficaz en el tratamiento del cancer
y de enfermedades autoinmunes. Para ello, es de suma importancia la realizacion de mas estudios con mayor robustez,
con el fin de mejorar la evidencia cientifica sobre esta terapia.

Palabras clave: Inmunoterapia Celular Adoptiva; Células Asesinas Naturales; Terapia con Receptores de Antigenos
Quiméricos; Receptores de Antigenos Quiméricos; Oncologia.
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1. Introducio

Essa revisdo sistematica teve como objeto de estudo e analise a imunoterapia com células Assassinas Naturais (NK)
geneticamente modificadas por meio de Receptores de Antigenos Quiméricos (CARs), como uma alternativa terapéutica para o
tratamento de malignidades oncologicas, em contraponto as limitacdes da imunoterapia CAR-T; onde a andlise realizada
abrangeu os diferentes métodos de producao e fontes celulares, como as Células-Tronco Pluripotentes Induzidas (iPSCs), a
otimizacdo e evolugdo do design dos receptores CAR, a eficacia clinica da terapia em malignidades hematoldgicas e os desafios
em tumores sélidos, como a baixa persisténcia ¢ a supressdo pelo Microambiente Tumoral (7ME), além das perspectivas
futuras e inovagdes em engenharia genética, como as células 'blindadas'; a justificativa deste estudo ocorreu pela necessidade
de sintetizar o crescente corpo de evidéncias sobre a imunoterapia CAR-NK, que surge como uma alternativa mais segura e
acessivel no arsenal da imunoterapia contra o cancer.

A imunoterapia celular adotiva, especificamente a terapia com células T geneticamente modificadas para expressar
Receptores de Antigenos Quiméricos (CAR-T), representa uma das mais notaveis revolu¢des na oncologia contemporanea. Ao
reprogramar as células T de um paciente para reconhecer e eliminar células tumorais com alta especificidade, esta tecnologia
alcancou taxas de remissdo completas sem precedentes em pacientes com malignidades hematolégicas de células B, como
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) e Linfomas Nao-Hodgkin (LNH), que eram anteriormente refratarios a multiplas linhas
de tratamento (Basar, Daher & Rezvani, 2020; Li, H. ef al., 2022; Lamers-Kok et al., 2022; Yang et al., 2024). O sucesso
clinico da terapia CAR-T validou de forma inequivoca o principio de que a engenharia do sistema imune pode superar os
sofisticados mecanismos de evasdo do cancer (Zanfagnin & Mathur, 2022; Li, T. ef al., 2024).

Apesar de seu impacto transformador, a ampla aplicacdo da imunoterapia CAR-T ¢ restringida por desafios intrinsecos
de natureza bioldgica, logistica e econdmica. As toxicidades agudas e potencialmente fatais, como a Sindrome de Liberacao de
Citocinas (CRS) e a Sindrome de Neurotoxicidade Associada a Células Efetoras Imunes (/CANS), sdo uma consequéncia direta
da potente ativagdo das células T e da subsequente liberacdo massiva de citocinas pro-inflamatorias, como a Interleucina-6 (IL-
6) e a Interleucina-1 (IL-1) (Rafei, Daher & Rezvani, 2021; Zanfagnin & Mathur, 2022; Khan ef al., 2025; Pang ef al., 2022).
Essas complicagdes exigem um manejo clinico especializado ¢ frequentemente internacdo em unidades de terapia intensiva, o
que aumenta a complexidade e o custo do tratamento (Rafei, Daher & Rezvani, 2021; Zanfagnin & Mathur, 2022).

Adicionalmente, o modelo de producdo da maioria das imunoterapias CAR-T aprovadas ¢ autdlogo, dependendo da
coleta de linfocitos do proprio paciente (leucaférese), sua modificacdo genética ex vivo e posterior reinfusdo. Este processo ¢
logisticamente complexo, demorado (podendo levar varias semanas) e extremamente caro, com custos que podem ultrapassar
centenas de milhares de dolares por paciente (Kilgour ef al., 2023; Wrona, Borowiec & Potemski, 2021; Daher & Rezvani,
2018). Para pacientes com doengas de progressdo rapida, o tempo de espera pela fabricagdo do produto pode ser proibitivo.
Além disso, a eficacia da imunoterapia CAR-T contra tumores s6lidos tem sido, até o0 momento, decepcionante. Este insucesso
¢ atribuido a uma combinagdo de fatores, incluindo a dificuldade de as células T traficarem para o sitio tumoral, a sua
incapacidade de se infiltrarem na matriz densa do tumor e a sua exaustao funcional dentro do Microambiente Tumoral (TME),
que ¢ ativamente imunossupressor (Peng et al., 2024; Balkhi et al., 2025; Wittling et al., 2024). Essas limita¢des nao sdo falhas
isoladas, mas sim consequéncias diretas da biologia da célula T e do modelo de produgdo autélogo. Esta constatagdo gerou
uma necessidade cientifica e comercial urgente pela busca de plataformas celulares alternativas que possam reter a poténcia do
direcionamento por CAR, mas com um perfil de seguranga aprimorado e uma logistica de producdo mais eficiente e escalavel
(Daher & Rezvani, 2018; Zhong & Liu, 2024).

Neste cendrio, as células Assassinas Naturais (NK) emergiram como uma plataforma celular excepcionalmente

promissora para a engenharia de CARs. Como linfécitos citotoxicos do sistema imune inato, as células NK possuem um
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conjunto de vantagens bioldgicas que as posicionam de forma ideal para superar as principais limitagdoes da terapia CAR-T
(Xie et al., 2020; Rafei, Daher & Rezvani, 2021; Zhang et al., 2023; Wlodarczyk & Pyrzynska, 2022).

Primeiramente, a atividade antitumoral das células NK ¢ inata e ndo requer sensibilizagdo prévia. Sua fungdo ¢
regulada por um balango de sinais provenientes de receptores ativadores e inibitérios. Crucialmente, as células NK podem
reconhecer ¢ eliminar células-alvo de maneira independente do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), um
mecanismo que lhes permite atacar células tumorais que frequentemente diminuem a expressdao de moléculas de MHC para
evadir a vigilancia das células T, um dos mecanismos de escape imunoldgico mais comuns no cancer (Li & Feng, 2024; Kong
etal.,2024; Li, T. et al., 2024).

Em segundo lugar, e talvez mais importante, as células NK exibem um perfil de seguranga intrinsecamente superior. O
espectro de citocinas que elas produzem apos a ativagdo ¢ diferente daquele das células T, com niveis notavelmente mais
baixos de IL-1 e IL-6, os principais mediadores da CRS grave. Consequentemente, o risco de inducdo de CRS e ICANS severas
¢ drasticamente reduzido, como observado nos primeiros ensaios clinicos (Liu ef al., 2020; Basar, Daher & Rezvani, 2020;
Jorgensen et al., 2025). A vantagem mais definitiva, no entanto, ¢ que as células NK alogénicas (derivadas de um doador
saudavel e infundidas em um paciente ndo aparentado) ndo medeiam a Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (GvHD), uma
complicacgdo grave e frequentemente fatal associada ao uso de células T alogénicas (Rafei, Daher & Rezvani, 2021; Li, H. et
al., 2022; Wrona, Borowiec & Potemski, 2021).

A auséncia da GvHD ¢ a caracteristica biolégica que destrava um paradigma terapéutico transformador: o
desenvolvimento de produtos celulares alogénicos "off-the-shelf" (prontos para uso). Esta abordagem permite que as células
CAR-NK sejam fabricadas em larga escala a partir de doadores saudaveis (ou outras fontes renovaveis), criopreservadas em
lotes, e disponibilizadas imediatamente para multiplos pacientes como um produto farmacéutico padronizado (Lu & Feng,
2021; Senti Bio, 2025). Isso climina os atrasos, a complexidade logistica ¢ os custos proibitivos associados a fabricagdo
autologa, com o potencial de democratizar o acesso a imunoterapia celular avancada (Khan et al., 2025; Kilgour et al., 2023;
Xia, Minamino & Kuwabara, 2020). Esta mudanca de um "procedimento médico" para um "produto farmacéutico" tem
implicacdes profundas ndo apenas para a pratica clinica, mas também para os modelos de negocios, regulamentagao e logistica
da cadeia de suprimentos da industria de biotecnologia (Guo, Zhang & Cui, 2024; Uhlig et al., 2025).

A engenharia de células NK com CARs (imunoterapia CAR-NK) busca combinar a especificidade de direcionamento
de um antigeno tumoral, conferida pelo CAR, com as vantagens bioldgicas e de seguranga inerentes as células NK (Park ef al.,
2025; Gierschek et al., 2024). O campo esta evoluindo rapidamente, com um corpo crescente de evidéncias de estudos pré-
clinicos e ensaios clinicos de fase inicial (Yang et al., 2024; Jorgensen et al., 2025).

Apesar do enorme potencial, a translagdo da imunoterapia CAR-NK para a pratica clinica enfrenta seus proprios
obstaculos. Estudos iniciais revelaram que, embora altamente eficazes contra malignidades hematolégicas, as células CAR-NK
demonstram uma eficacia limitada contra tumores so6lidos. Os principais desafios incluem a baixa persisténcia das células
infundidas in vivo, o trafego ineficiente para os sitios tumorais e a supressdo funcional imposta pelo TME (Khorasani, Yousefi
& Bashash, 2022; Valeri et al., 2022; Xue, 2023).

Face ao exposto, denota grande relevancia responder a questdo norteadora da pesquisa ‘’Quais sdo as abordagens de
produgdo, terapéuticas, os desfechos de eficacia e seguranca, os principais desafios limitrofes e as perspectivas futuras da
imunoterapia com células CAR-NK quando aplicada na area oncolodgica, tanto para malignidades hematoldgicas quanto para
tumores solidos?”’

Considerando o rapido acimulo de dados heterogéneos provenientes de publicagdes cientificas, ensaios clinicos em
andamento, registros de patentes e pré-publicagdes, torna-se essencial uma sintese sistematica, abrangente e critica da

literatura. Portanto, o objetivo desta revisdo sistematica, conduzida utilizando o protocolo SWIM ¢ analisar criticamente as
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evidéncias sobre a producdo, eficdcia, desafios e perspectivas futuras da imunoterapia CAR-NK. Serdo abordados de forma
abrangente os métodos de produgdo e engenharia, os resultados clinicos e pré-clinicos, os desafios a serem superados e as

estratégias inovadoras que moldardo o futuro desta modalidade terapéutica.

2. Métodos

Essa revisdo sistematica ¢ de natureza qualitativa (Pereira et al., 2018), e possui carater bibliografico (Snyder, 2019).
Foi conduzida e relatada em conformidade com as diretrizes do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA2020). Devido a alta heterogeneidade esperada nos desenhos dos estudos (pré-clinicos, clinicos de fase
inicial), fontes de células NK (sangue periférico, corddao umbilical, iPSCs, linhagens), construgdes diferentes de CARs,
populagdes de pacientes e métricas de desfecho, uma meta-analise quantitativa tradicional ndo foi considerada apropriada ou
viavel. Portanto, a sintese dos resultados foi guiada pelo protocolo Synthesis Without Meta-analysis (SWIM), que promove uma
abordagem transparente e estruturada para a sintese narrativa de evidéncias (Campbell et al., 2020).

O protocolo SWIM foi desenvolvido para ser utilizado em estudos onde uma meta-analise seja inviavel,
principalmente pelo fato da heterogeneidade de resultados, desenhos dos estudos, interven¢des e demais nuances acerca das
pesquisas selecionadas para a composi¢do desse estudo, sendo assim, o protocolo SWIM é de suma relevancia para o proposito
do mesmo (Campbell et al., 2020). O protocolo SWIM foi encontrado e acessado por meio da Rede EQUATOR.

A aplicag@o detalhada de cada um dos nove itens do protocolo SWIM serviu como base para erigir a estrutura desta
revisdo sistematica, objetivando uma selegdo e sintese subsequente das evidéncias cientificas acerca da imunoterapia CAR-NK
e garantindo uma abordagem transparente ¢ metodologicamente sélida para esse tipo de revisdo. A visualizagdo completa do

protocolo SWIM esta descrita e pode ser visualizada no Quadro 1.

Quadro 1 - Itens do protocolo SWIM aplicados nesta revisdo sistematica.

DESCRICAO DA APLICACAO DO ITEM NESTA REVISAO SISTEMATICA SOBRE

ITEM SWIM IMUNOTERAPIA CAR-NK

Os 83 documentos selecionados foram agrupados em quatro categorias tematicas para a sintese
ITEM 1: Agrupamento dos Estudos narrativa: 1) Produgdo e Engenharia de Células CAR-NK; 2) Eficacia e Seguranga Clinica; 3)
Limitagoes e Desafios Fundamentais; e 4) Inovagdes e Perspectivas Futuras.

As métricas chave identificadas nos estudos clinicos incluiram: Taxa de Resposta Objetiva (ORR),
Taxa de Resposta Completa (CR), e incidéncia de eventos adversos (CRS, ICANS, GvHD). Em
ITEM 2: Métrica Padronizada estudos pré-clinicos, as métricas incluiram redu¢do do volume tumoral e sobrevida em modelos
animais. Nao foram aplicados métodos de transformag@o estatistica; a sintese focou na sumarizagao
descritiva dos valores e da dire¢@o dos efeitos observados.

A sintese foi realizada por meio de uma abordagem narrativa e descritiva, informada pela Analise de
Contetido (Bardin, 2016). Os achados de cada categoria tematico foram resumidos, analisados
ITEM 3: Métodos de Sintese criticamente e integrados para identificar tendéncias. Para estudos pré-clinicos e patentes, o foco foi
na prova de conceito e nos mecanismos de inovagdo. Para ensaios clinicos, a sintese concentrou-se
nos resultados de seguranca e eficacia relatados.

Os critérios de priorizagdo incluiram: Robustez da evidéncia (dados de ensaios clinicos priorizados
sobre pré-clinicos para eficacia), recéncia da publicagdo (énfase em dados dos ultimos 5 anos, apesar
de ndo ser aplicado um recorte temporal propriamente dito), relevancia para a inovagao (patentes e
preprints para perspectivas futuras) e impacto da fonte (publicagdes em periodicos de alto impacto).

ITEM 4: Critérios de Priorizaciao

A heterogencidade foi analisada criticamente e explorada qualitativamente na se¢do 'Discussdo’,
comparando diretamente os resultados de diferentes fontes de células (ex: iPSC vs. corddo
umbilical), desenhos de CAR (ex: dominios 2B4 vs. 4-1BB) e alvos tumorais (hematolégicos vs.
solidos). As diferengas nos resultados foram atribuidas a variagdes na persisténcia, trafego e
resisténcia ao TME.

ITEM 5: Investigaciao da
Heterogeneidade
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A certeza da evidéncia geral ¢ atualmente baixa a moderada. Embora os resultados em malignidades
hematoldgicas sejam consistentes e promissores, eles se baseiam em um niimero limitado de ensaios
clinicos de fase inicial. A evidéncia para tumores solidos é majoritariamente pré-clinica ou de
ensaios de fase I, necessitando de validag@o clinica de maior robustez.

ITEM 6: Certeza da Evidéncia

Os dados foram estruturados em Quadros para detalhar as estratégias de busca e caracterizar os 83
ITEM 7: Apresentacao dos Dados documentos incluidos (Quadro 10) nessa revisdo sistematica, oferecendo uma base de evidéncias
transparente. A analise e interpretagdo foram apresentadas de forma narrativa na Discussdo.

Os resultados foram relatados de forma objetiva na secéo 'Resultados', primariamente através de um
ITEM 8: Forma do Relato quadro detalhad(_) (Ql}adro 10) que resume as caracteristicas e os principais achados de cgda um QOS
83 documentos incluidos. Uma analise aprofundada e interpretativa desses resultados foi fornecida
na 'Discussio’.

As principais limitagdes da sintese incluiram a alta heterogeneidade das fontes, o que impede
comparagdes diretas e a realizagdo de metanalises. A maior parte dos dados clinicos ainda ¢é de fase
ITEM 9: Limitacoes da Sintese inicial, e houve uma forte dependéncia de modelos pré-clinicos, preprints e literatura cinzenta para
avaliar novas estratégias, o que limita a generalizagdo dos achados para a pratica clinica e conota
cautela na interpretagdo dos dados.

Fonte: Autores (2025).

Para orientar a estratégia de busca e assegurar a relevancia dos estudos incluidos, a pergunta de pesquisa foi
estruturada com base no acronimo PICO (Populacdo/Paciente, Intervencdo, Comparagao, Desfecho/Outcome) (Hosseini et al.,
2024). A aplicagdo dessa abordagem sistematica contribui para garantir que todos os elementos essenciais da pergunta

orientadora sejam devidamente considerados na selec@o da literatura. A estrutura PICO utilizada nesta revisdo estd detalhada

no Quadro 2.
Quadro 2 - Estratégia PICO para desenvolvimento da questdo norteadora.
COMIII%I\(I;ENTE DESCRICAO DO COMPONENTE

Pacientes com malignidades oncoldgicas (hematoldgicas e tumores solidos) ou modelos de estudo relevantes in

1 ol ol PR G vitro e in vivo (ex: modelos de xenoenxerto).

Uso terapéutico de células NK geneticamente modificadas para expressar pelo menos um Receptor de Antigeno

L) Quimérico (CAR-NK).

Terapias padrdo (ex: quimioterapia), outras imunoterapias celulares (ex: CAR-T), cé¢lulas NK nao modificadas, ou
C (Comparagao) grupo controle/placebo, quando disponivel. Estudos sem um grupo comparador direto foram incluidos se
relatassem desfechos primarios de interesse.

Eficacia terapéutica (taxas de resposta objetiva, resposta completa, sobrevida), perfil de seguranga (incidéncia de
O (Desfecho/Outcome) CRS, ICANS, GvHD), persisténcia celular in vivo, métodos de produgdo e engenharia, superacdo das limitagdes
(trafego tumoral, resisténcia ao TME) e perspectivas futuras da terapia.

Fonte: Autores (2025).

Foi realizada uma busca sistematica e abrangente em multiplas fontes de informacao, com o objetivo de captar a
totalidade da produgao cientifica relevante incluindo literatura publicada, literatura cinzenta e fontes de inovagao tecnologica.
As buscas foram conduzidas entre fevereiro e junho de 2025, sem restrigdo de idiomas e sem limitagdo de data inicial, de modo
a contemplar a evolugdo historica do campo. As estratégias de busca foram adaptadas para cada base de dados e plataforma,
empregando combinac¢des de descritores controlados (DeCS e/ou MeSH) e termos livres, estruturados conforme os objetivos

especificos desta revisao.
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O estabelecimento de critérios de elegibilidade rigorosos, detalhados no Quadro 3, foi um passo mandatério para
garantir a validade e a qualidade dos estudos incluidos. Esta abordagem estruturada serve como um mecanismo de filtragem
para assegurar que a sintese de evidéncias seja construida unicamente a partir de fontes diretamente alinhadas a pergunta de

pesquisa.

Quadro 3 - Critérios de inclusdo e exclusdo aplicados aos estudos.

* Artigos de pesquisa originais (estudos pré-clinicos in vitro e in vivo,
ensaios clinicos de todas as fases);

* Revisdes sistematicas e narrativas com metanalise de alta
qualidade;

» RevisOes sistematicas sem metanalise de alta qualidade;

« Patentes relevantes detalhando inovagdes em construg¢do ou
manufatura das células CAR-NK;

* Registros de ensaios clinicos com resultados prévios de qualidade;

* Pré-publicagdes de qualidade dos servidores bioRxiv ¢ medRxiv;

« Artigos de opinido, editoriais, cartas ao editor sem dados originais;
* Resumos de conferéncias sem texto completo ou dados suficientes
para extracao;

* Estudos nao focados primariamente na imunoterapia CAR-NK
(exemplo: exclusivamente em CAR-T);

« Fontes nio cientificas (blogs, artigos do tipo Wikipédia);

« Estudos com dados insuficientes ou irrelevantes para a questdo de
pesquisa;

* Artigos duplicados.

* Artigos que abordem produgdo, engenharia, eficacia, seguranga,
limitagdes e/ou estratégias futuras da terapia CAR-NK em oncologia;
* Artigos publicados em quaisquer idiomas.

Fonte: Autores (2025).

A selecao dos estudos esteve a cargo de uma dupla de pesquisadores, que atuaram de forma independente para
garantir a reprodutibilidade do processo e minimizar vieses no processo. A etapa inicial consistiu na triagem de titulos e
resumos, sendo esta sucedida pela analise criteriosa do texto integral dos artigos pré-selecionados como potencialmente
elegiveis. Eventuais divergéncias de parecer entre os revisores foram dirimidas por consenso ou, na impossibilidade deste, pela
deliberagdo de um terceiro pesquisador sénior. O detalhamento esquematico de todo o percurso seletivo foi apresentado na
se¢do dos Métodos, por meio de um fluxograma em conformidade com a diretriz PRISMA.

Os Quadros 4 a 8 expdem as estratégias de busca pormenorizadas que foram aplicadas as diversas fontes de
informagao consultadas. Tais quadros objetivam demonstrar a amplitude e a sistematica do levantamento bibliografico
exaustivo que alicerca a presente revisdo. O Quadro 4 expde as estratégias de busca utilizadas nas bases de dados sdlidas,
sendo elas: PubMed, Scopus, Embase, Web of Science, SciELO, LILACS e Google Académico, sendo melhor visualizadas a

seguir.

Quadro 4 - Estratégias de busca e resultados nas bases de dados na pesquisa principal.

(("Receptors, Chimeric Antigen"[Mesh] OR "CAR-NK"[tiab] OR "Chimeric Antigen Receptor
NK"[tiab]) AND ("Killer Cells, Natural"[Mesh] OR "NK Cells"[tiab])) AND 853
("Neoplasms"[Mesh] OR "Cancer"[tiab] OR "Tumor"[tiab])

PubMed

( "CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor Natural Killer" ) AND ( Cancer OR Tumor OR

Neoplasm OR Malignancy ) AND ( Immunotherapy OR "Cell Therapy" ) L

Scopus

('Chimeric Antigen Receptor Natural Killer Cell'/exp OR 'CAR NK':ti,ab,kw) AND ('Cancer'/exp

OR 'Neoplasm'/exp OR '"Tumor":ti,ab,kw) AND (‘'Adoptive Immunotherapy'/exp) A0

Embase

7
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("CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor Natural Killer") AND ("Immunotherapy OR "Cell 846
Therapy")
(ti:("CAR-NK" OR "Receptor de Antigeno Quimérico")) AND (ab:(Cancer OR Neoplasia OR 3
Tumor))
(tw:("CAR-NK" OR "Receptor de Antigeno Quimérico")) AND (tw:(Cancer OR Neoplasia)) 97
Allintitle: "CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor NK" “’Cancer’” OR “’Tumor’’ 75
“’Immunotherapy’’

Fonte: Autores (2025).

Como complemento a busca sistematica principal, foi conduzida uma prospecgdo suplementar nas plataformas
Nature, The Lancet e ScienceDirect (Elsevier). Esta etapa visou resgatar publicagdes pertinentes que pudessem nao ter sido
identificadas pela estratégia de busca primaria. Os estudos recuperados por meio desta via foram subsequentemente
submetidos ao processo de triagem. As sintaxes de busca empregadas nesta fase complementar encontram-se detalhadas e

sistematizadas no Quadro 5.

Quadro 5 - Estratégias de busca e resultados nas plataformas complementares.

("CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor Natural Killer") AND (Cancer OR Tumor OR
Oncology)

("CAR-NK" OR "chimeric antigen receptor natural killer") AND (Cancer OR Oncology) 36

("CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor NK") AND (Cancer OR Neoplasm) AND

"Immunotherapy" Lk

Fonte: Autores (2025).

Adicionalmente, buscas adicionais foram conduzidas em plataformas para registros de ensaios clinicos, objetivando
identificar estudos que possuam resultados parciais/preliminares que ainda ndo tenham sido publicados em bases de dados

cientificas. As estratégias de busca empregadas podem ser totalmente visualizadas no Quadro 6.

Quadro 6 - Estratégias de busca e resultados nos registros de ensaios clinicos.

“’CAR-NK Cells’’ OR “’Chimeric Antigen Receptor in NK Cells’> AND ’Cancer’” OR
“’Hematologic Malignancy’” OR “’Solid Tumor”’

"CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor Natural Killer" AND “’Cancer’” OR

“’Malignancy’’ 2164

Condition: “’Cancer’” AND "CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor NK" 5

Fonte: Autores (2025).
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Com o objetivo de mapear de forma abrangente do estado da arte tecnoldgico, foram conduzidas buscas sistematicas
em bases de dados de patentes de relevancia internacional. As estratégias de busca, delineadas com base em classificagdes
internacionais de patentes e palavras-chave especificas do dominio técnico, foram aplicadas as plataformas: Google Patents;
Espacenet (EPO); WIPO Patentscope ¢ USPTO. O Quadro 7 detalha a sintaxe e a logica combinatéria empregada em cada

base, garantindo a transparéncia e a reprodutibilidade do levantamento de anterioridade.

Quadro 7 - Estratégias de busca e resultados nas bases de dados de patentes.

Google Patents ("CAR-NK" OR Chlmer{c Antigen Receptmt NK OB CAR NK") AND (construct OR 15806
expansion OR manufacturing OR immunotherapy)
Es([]:;)cg)let “CAR-NK’’ OR “’Chimeric Antigen Receptor Natural Killer Cell”’ 32572
WIPO om n " g 3 3 "
EN_ALL:("CAR-NK" OR "Chimeric Antigen Receptor NK") 5503
Patentscope =
USPTO “?CAR-NK’” AND “’Cancer’’ in PPUBS (Patent Public Basic Search) 1348

Fonte: Autores (2025).

A fim de garantir a incorporagdo das evidéncias mais contemporaneas e mitigar o viés de publicacdo, as estratégias de
busca também foram estendidas aos principais repositorios de pré-publicagdes (preprints). A prospecgdo concentrou-se nas
plataformas bioRxiv e medRxiv, dada a sua proeminéncia e especializagdo tematica nas ciéncias da vida e da saude. Esta
abordagem permitiu a identificagdo de manuscritos relevantes que ainda ndo haviam sido submetidos a revisdo por pares, mas
que poderiam conter dados pertinentes a questdo de pesquisa do presente estudo. O Quadro 8 elucida as estratégias de busca

especificas empregadas, evidenciando o compromisso com uma cobertura bibliografica atualizada e abrangente.

Quadro 8 - Estratégia de busca e resultados nas plataformas de pré-publicagdes.

eI ("CAR-NK" OR "CAR NK") AND (efficacy OR "solid tumor" OR "preclinical" OR
RICL safety OR construct) l

("CAR-NK" OR "CAR NK") AND ("clinical trial" OR "hematologic malignancy" OR

medRxiv i)

5463

Fonte: Autores (2025).

A constitui¢ao do corpus de analise procedeu de um rigoroso processo seletivo conduzido com rigor metodologico. A
etapa inicial consistiu na triagem criteriosa dos documentos, fundamentada na avaliagdo de seus titulos, resumos e descritores.
Apenas esses avangaram para a fase subsequente de analise aprofundada. Nesta segunda etapa, realizou-se a leitura integral dos
documentos completos, permitindo a aplicagdo estrita dos critérios de elegibilidade previamente definidos. A coorte final de

publicagdes selecionadas foi, assim, formada com base em critérios consistentes e reprodutiveis. O percurso completo do
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processo de selecdo estd sistematizado na Figura 1, por meio de um fluxograma construido segundo as diretrizes do
PRISMA2020.

Figura 1 - Fluxograma PRISMA de selecdo da amostra de documentos.

Identificacio de documentos por meio de bancos de dados e plataformas
e Registros identificados nas bases de Registros removidos antes da triagem:
-] dados: PubMed = 853; Scopus = 1009; Artigos duplicados em bases de dados
% Embase = 210; Web of Science = 846; removidos = 481
é SciELO = 3; LILACS = 97; Google Excluidos pelo titulo =2103
'i"E' Académico = 75. Excluidos por outros motivos = 51
)
= Registros em plataformas de busca Excluidos pelo titulo ou resumo em
complementar: Nature = 326; The Lancet plataformas de busca complementar =
= 36; ScienceDirect = 1395. 1657
Registros de ensaios clinicos em Registros de ensaios clinicos removidos
plataformas: ClinicalTrials.gov = 34558; por tratarem de processos ja abordados no
ICTRP (OMS) = 2164; EU Clinical Trials artigo = 36677
Register = 5. Registro de ensaios clinicos removidos
por tratarem de alvos, eficacias ou
Registros de patentes em plataformas: limitagdes ja abordados no artigo = 49
Google Patents = 15806; Espacenet
(EPO) = 32572; WIPO Patentscope = Registros de patentes removidos por
5503; USPTO = 1348. tratarem de construgdes iguais = 50102
Registros de patentes removidos por
Registros de  pré-publicacdes em tratarem de alvos iguais = 5122
plataformas: bioRxiv = 8107; medRxiv =
5463. Registros de pré-publicagdes removidos
por tratarem de achados ja abordados no
Registro total de documentos = 110376 artigo ou dados insuficientes = 13566
£ Registros selecionados = 568 Registros excluidos pelo resumo = 371
)
& . v
= Relatérios procurados para recuperagdo = 0
=~ . ] s
Registros excluidos pelo objetivo = 81
_ v
o Relatérios avaliados para elegibilidade = Relatorios excluidos:
L] 116
_3 P(ir fugir do escopo = 19 .
= Estudos incluidos nesta revisdo = 83 Nao atender af que os pesquisadores
buscam estudar = 14

Fonte: Autores (2025).

O processo de extragdo de dados foi realizado pelos pesquisadores de forma independente, com base em um protocolo
de pesquisa estabelecido a priori. Durante a extragdo das informagdes qualitativas para analise, procedeu-se a compila¢do
sistematica dos seguintes dados de cada artigo incluido: referéncia dos autores, periédico e ano da publicacdo, tipo de desenho
do estudo, perfil da populacdo amostral, critérios de inclusdo e exclusdao aplicados, instrumento utilizado para a coleta de
dados, possiveis variaveis analisadas e os principais resultados e conclusdes dos estudos.

Para a analise qualitativa dos dados extraidos dos 83 documentos selecionados, foi empregado o método de Analise de
Conteudo (Bardin, 2016). Este método permite uma exploragao sistematica e objetiva do contetido textual, visando a inferéncia
de conhecimentos relativos as condi¢des de produgdo/recepgao dessas mensagens. A aplicagdo do método foi organizada em
trés fases cronoldgicas, garantindo o rigor na codificag@o, categorizagdo e interpretagao dos dados.

O Quadro 9 a seguir descreve as fases da Analise de Contetido, método fundamental para a interpretagcdo qualitativa e

a categorizag¢ao dos dados extraidos da literatura selecionada.

10


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v14i8.49317

Research, Society and Development, v. 14, n. 8, 0514849317, 2025
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOLI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v14i8.49317

Quadro 9 - Fases da Analise de Conteudo de Laurence Bardin que foram aplicadas.

FASE ETAPA DESCRICAO DA APLICABILIDADE

Realizagdo de uma leitura exaustiva e aprofundada dos 83 documentos selecionados para

Leitura Flutuante . ~ i . . A .
obter uma impregnacdo do contetdo e identificar as ideias centrais.

Formulagao de

[hieses 6 Defini¢ao de que os principais focos da literatura seriam a produgdo, a eficacia clinica, as

1. Pré-analise limitacdes e as inovagdes futuras, orientando a busca por categorias.

Objetivos
- Estabelecimento de que as unidades de registro seriam temas/conceitos (ex: "iPSC",
Definig¢éo das W arictAncial TTNRY M " : . :
. - persisténcia", "TME", "armored CAR-NK") e as unidades de contexto seriam os paragrafos
Unidades de Analise - .
ou segdes onde esses temas apareciam.
Codificacio Os dados extraidos foram segmentados e codificados. Por exemplo, trechos sobre "sangue
¢ de corddo umbilical" ou "iPSCs" foram codificados sob a categoria "Fontes Celulares".
2. Exploracao do . . .
Material Categorizacio Os codigos foram agrupados por semelhanga em categorias mais amplas, resultando na
-ateg sa criagdo dos quatro eixos tematicos centrais que estruturam a discussdo: 1) Produgdo e
(Criagéo dos Eixos . ad 28 & B g A .
e Engenharia; 2) Eficacia e Seguranga Clinica; 3) Limitagdes ¢ Desafios; 4) Perspectivas

Futuras e Inovagoes.

Os dados categorizados foram sintetizados de forma narrativa na segdo 'Discussdo’. A

Sintese e Analise A o . . . . e
frequéncia e a co-ocorréncia de temas permitiram inferir tendéncias, como a transi¢do para

Critica . A .
3. Tratamento dos fontes de iPSC ¢ a énfase na engenharia para superar o TME.
Resultados,
Inferéncia e . . . .
Interpretagio Os resultados da analise foram interpretados a luz do problema de pesquisa, conectando os
Interpretacao achados para construir uma argumentagdo coesa sobre o estado da arte e o futuro da terapia

CAR-NK.

Fonte: Autores (2025).

Os dados dos estudos incluidos foram extraidos por meio de um formulario padronizado, capturando informagdes
sobre autoria, ano de publicagdo, fonte do documento, tipo de estudo, alvo do CAR, fonte das células NK, e principais achados
relacionados aos desfechos de interesse. Conforme o protocolo SWIM, foi realizada uma sintese narrativa e qualitativa dos
dados. Os achados foram agrupados nos ecixos tematicos definidos na Analise de Conteudo para facilitar a analise e a
apresentacao.

As figuras apresentadas nessa revisdo foram criadas exclusivamente pelos autores, por meio de inteligéncia artificial
generativa via comando textual, o software utilizado para criagdo das imagens foi o Gemini 2.5 Pro. Os prompts de comando
podem ser identificados de maneira idéntica a forma como foram criados e utilizados, escritos em sua forma completa nas

notas que foram alocadas abaixo das legendas das figuras, garantindo transparéncia quanto ao processo de criagdo visual.

3. Resultado

A busca sistematica abrangente nas bases de dados cientificas, plataformas complementares, registros de ensaios
clinicos, bancos de patentes e servidores de pré-publicagdes identificou uma quantidade massiva de documentos. Apds
aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo seguindo todos os pardmetros do fluxograma de sele¢do de documentos. Ao final,
83 fontes foram selecionadas para inclusdo nesta revisao sistematica, compreendendo artigos cientificos, patentes chave, pré-
publicagdes e documentos. Um fluxograma detalhado, seguindo o modelo PRISMA2020, ilustrou este processo de selecao
(Figura 1). As 83 fontes selecionadas para esta revisdo fornecem uma visdo multifacetada e atualizada do campo da terapia
CAR-NK. A andlise de conteudo (Bardin, 2016) do corpus documental permitiu a identificacdo de categorias tematicas

centrais. Os alvos de CAR mais frequentemente investigados nos estudos clinicos e pré-clinicos foram CD/9, BCMA e CD33
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para malignidades hematoldgicas, e HER2, ROR1, ligantes de NKG2D e Mesotelina para tumores solidos. Uma tendéncia clara

observada na andlise temporal dos documentos ¢ a transicdo das fontes celulares: estudos mais antigos dependiam

predominantemente de Sangue Periférico (PB) e da linhagem NK-92, enquanto publicacdes, patentes e ensaios clinicos mais

recentes demonstram um foco crescente no uso de Sangue de Cordao Umbilical (UCB) e, principalmente, de Células-Tronco

Pluripotentes Induzidas (iPSCs) como a plataforma preferencial para o desenvolvimento de produtos "off-the-shelf".

O Quadro 10 apresenta as caracteristicas detalhadas de cada uma das 83 fontes incluidas, servindo como base de

evidéncias cientificas para a analise subsequente.

Quadro 10 - Caracteristicas dos estudos, patentes e pré-publicacdes incluidos nesta revisao sistematica.

PRIMEIRO ‘ TIPO DE
TITULO DO REVISTA/ <
AUTOR/ ARTIGO/PATENTE FONTE RESUMO DO MOTIVO DA INCLUSAO ESTUDO/
ANO FONTE
New Relato pioneiro do primeiro ensaio clinico em
. Use of CAR-Transduced humanos com CAR-NK de sangue de cordao, . oo
Liu et al. . . England : .. Ensaio Clinico
Natural Killer Cells in CD19- estabelecendo a prova de conceito clinica com
(2020) .. . Journal of o Fase I/Ila
Positive Lymphoid Tumors Medicine altas taxas de resposta (73%) e seguranga
excepcional (sem CRS grave ou GvHD).
Apresenta os resultados de um ensaio clinico de
fase 1/2 com células CAR-NK (CAR19/IL-15)
derivadas de sangue de corddo umbilical para
malignidades de células B. O estudo demonstrou
uma taxa de resposta global de 48,6% e um perfil
de seguranca favoravel, sem toxicidades notaveis
e e como Sindrome d'e .leerar,:ao de Citocinas (CRS)
determinants of response of grave, neurotoxicidade ou Doenga do Enxerto
Marin et al. . pons Nature Contra o Hospedeiro (GvHD). O motivo Ensaio Clinico
allogeneic CD19-specific .. . . . -
(2024) . Medicine fundamental para a inclusdo ¢ a identificacao de Fase I/I1
CAR-NK cells in CD19 B . n ~
sl o £ s 1 (ol que a qualidade da unidade de sangue do cordao
' umbilical (CBU) ¢ o preditor mais significativo
para o sucesso clinico, com "CBUs 6timas" (baixo
contetdo de células vermelhas nucleadas e curto
tempo de criopreservagao) resultando em
resultados superiores. Esta descoberta reforga a
importancia da selecdo do doador para o sucesso
de terapias alogénicas "off-the-shelf".
O estudo compara cé¢lulas CAR-NK engenheiradas
para expressar IL-21 versus IL-15. Demonstrou
Interleukin-21 engineering que a engenharia com IL-21 resultou em
enhances CD19-specific Experimental citotoxicidade, persisténcia e atividade antitumoral ,
He et al. . - . . ) . Estudo Pré-
(2025) CAR-NK cell activity against Hematology superiores contra o linfoma de células B, tanto in clinico
B-cell lymphoma via & Oncology vitro quanto in vivo, devido a melhoria das vias
enriched metabolic pathways metabdlicas. E fundamental por apresentar uma
estratégia de "blindagem" (armoring) superior para
a terapia.
Detalha a avaliacao pré-clinica e um ensaio de .
Sriisly et ey G CDER- Experimental fase I de células CAR-NK anti-CD33 para LMA, Estgd.o pre-
Huang et al. targeted CAR-NK cell 2 5 : clinico e
Hematology demonstrando eficacia (60% RC MRD-negativa) . o
(2025) therapy for " .. Ensaio Clinico
& Oncology com toxicidade limitada e perfil de seguranga
relapsed/refractory AML . ~ Fase I
favoravel em comparagdo com CAR-T.
Intracranial injection of L L S
e 10— Primeiro ensaio clinico a explorar a inje¢ao
. intracraniana de células CAR-NK (HER2) em g ey
Burger et al. with a HER2-targeted Neuro- . Ensaio Clinico
L . . glioblastoma, estabelecendo a seguranga e
(2023) chimeric antigen receptor in Oncology LS e Fase I
. : viabilidade desta abordagem para tumores solidos
patients with recurrent
. no SNC.
glioblastoma
Jorgensen et The clinical landscape of Journal for Fornece uma analise abrangente de 120 ensaios Revisdo
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al. (2025) CAR NK cells ImmunoTher clinicos de CAR-NK, detalhando alvos, doengas, Sistematica de
apy of fontes celulares e estratégias de fabricacao, Ensaios
Cancer destacando a crescente aplicagdo em doengas Clinicos
autoimunes.
Efficacy and safety of natural Realiza uma metanalise sobre a eficacia e
Park. H. ot killer cell therapy in patients Frontiers in seguranga da terapia com células NK em tumores Revisao
al (’202' 4) with solid tumors: a Immunolo solidos. Fundamental para suportar a conclusao de Sistematica e
’ systematic review and meta- &y que as respostas clinicas neste cenario sdo, em sua Metanalise
analysis maioria, modestas.
Chimeric anfigen recentor Fornece uma sintese exaustiva da evidéncia pré-
natural Killer cé:gll therap A clinica (71 estudos em animais) sobre a eficacia da
Karamivandi . jerapy: terapia CAR-NK em malignidades hematologicas o
. systematic review of Human i . Revisao
shi et al. .. . e tumores solidos, detalhando o impacto de ] s
preclinical studies for Immunology . ~ Sistematica
(2025) hematologic and solid diferentes construgdes de CAR, fontes celulares e
mali gnancies dosagens, sendo fundamental para contextualizar
£ os desafios translacionais.
. Reporta resultados preliminares dos ensaios com
. CAIR NS Calll Mismgtes NKX101 (anti-NKG2D) ¢ NKX019 (anti-CD19),
Hastings Show Preliminary Safety and : 0 Reportagem de
. OncoLive mostrando altas taxas de resposta (60% CR em ] L.
(2022) Efficacy in AML, Non- . a Ensaio Clinico
Hodekin Lymphoma LMA) e seguranga em pacientes fortemente pré-
& ymp tratados.
Reportagem sobre os resultados clinicos da terapia
S e SIS AL "off-the-shelf" SENTI-202 para LMA. Essencial
Senti Bio Therapy SENTI-202 Shows Pharmacy Reportagem de
. . por fornecer um exemplo concreto e nomeado do . L.
(2025) Potential for Complete Times . N . Ensaio Clinico
Remission in R/R AML paradigma de produto farmacéutico padronizado e
pronto para uso.
Allogenic CD19 CAR NK
Cells Therapy in Refractory Apresenta dados de um ensaio clinico mostrando
Yu et al Systemic Lupus ACR que a terapia CAR-NK ¢ segura e eficaz para Relato de
’ Erythematosus: An Open- Convergence Lapus Eritematoso Sistémico (LES), com 4 de 8 . .
(2024) Ensaio Clinico
label, Single Arm, 2024 pacientes alcangcando remissao DORIS,
Prospective and expandindo a aplicagao para doengas autoimunes.
Interventional Clinical Trial
NKX101. Intravenous Descreve o protocolo e status de um ensaio clinico
ClinicalTrial Allogencic C’AR NK Cells. in NCT046239 de fase 1 com CAR-NK alogénico (NKX101) Protocolo de
s.gov (2024) Adﬁlts With AML or MD,S 44 contra ligantes de NKG2D em LMA e SMD, uma Ensaio Clinico
fonte importante de dados sobre alvos e seguranga.
Investiga a exaustdo metabolica como um
mecanismo de resisténcia a imunoterapia com
células CAR-NK. Usando analises de célula tnica,
demonstra que a interagdo com tumores
Loss of metabolic fitness metabolicamente ativos leva a perda de "fitness"
Li L etal drives tumor resistance after Science metabodlico das células NK, resultando em Estudo pré-
EZ(523) ’ CAR-NK cell therapy and Advances disfuncao e recidiva do tumor. O estudo prova que clinich)
can be overcome by cytokine a co-expressao de IL-15 pode restaurar
engineering parcialmente essa aptidao metabolica e prolongar
a persisténcia das células. E fundamental por
elucidar um mecanismo de falha terapéutica e por
propor uma solugdo clinica (uma segunda infusao)
para supera-lo.
Engincerine of potent CAR Apresenta uma abordagem de engenharia genética
NgK cells ﬁsin pnon-viral nao viral, o sistema de transposon 'Sleeping
Bexte et al. Sleening Beau gtrans osition Molecular Beauty', para a modificaco estavel de células Estudo Pré-
(2024) frrc))mgminithIistic ]I))N A Therapy CAR-NK. Crucial por exemplificar uma solugao clinico
o para a baixa eficiéncia da transdugdo viral em
células NK primarias.
Wane et al Precision Enhancement of bioRxiv Apresenta uma abordagem inovadora de Pré-publicacio
@ (%2 4) ’ CAR-NK Cells through Non- () engenharia ndo viral (transposon TcBuster) (Estudo pré-
Viral Engineering and Highly P combinada com edi¢do de base multiplex para clinico)
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Multiplexed Base Editing

aprimorar a fungdo das células CAR-NK,
superando limitagdes de vetores virais.

Preclinical assessment of
CAR-NK cell-mediated

Estabelece um modelo de xenotransplante em
larvas de peixe-zebra para avaliacdo pré-clinica

Pré-publicacao

liel e & killing efficacy and blOR)%IV rapida da eficacia de células CAR-NK contra (Estudo pré-
al. (2023) S . (Preprint) R " 5 ..
pharmacokinetics in a rapid cancer de mama metastatico, validando a clinico)
zebrafish xenograft model citotoxicidade in vivo.
LEFpom D @ 1T, NI, (CAIR .T Revisao que destaca a importancia do 'fitness'
and CAR NK Cell Metabolic P . .
Krug, . . . metabolico das células CAR-NK para uma terapia
. Fitness for Effective Anti- ~
Martinez- Cancer Therapy: A eficaz. Fundamental por estabelecer a conexao
Turtos & . Py Cancers entre o0 TME hostil (hipoxico, com privagao de Revisao
Continuous Learning Process ; A - . .
Verhoeyen . R nutrientes) e o prejuizo a fun¢do mitocondrial,
(2021) Allowing the Optimization of justificando a necessidade de engenharia
T, NK and CAR-Based Anti- A
A metabdlica.
Cancer Therapies
Aborda um desafio central para a terapia CAR-NK
em tumores sélidos: a disfungdo celular induzida
pela hipoxia no microambiente tumoral (TME). A
pesquisa demonstra que a inativagdo de DRP1,
. uma proteina chave na fissdo mitocondrial, . L
Verhezen et D13 dt?pletlon protects WIS bioRxiv protege a fun¢do mitocondrial e a citotoxicidade Pre publlcagao
cells against hypoxia-induced . : . Bt (Estudo preé-
al. (2025) dvsfunction (Preprint) das células NK em ambientes hipoxicos. A i)
y dele¢do de DRP1 via CRISPR-Cas9 em células
CAR-NK "blindadas" com IL-15 permitiu que elas
mantivessem sua eficécia, apresentando uma
estratégia de engenharia metabdlica para
"proteger" as células NK da supressdo tumoral.
Revisa as estratégias de engenharia genética para
Advancing Natural Killer células NK, incluindo métodos virais e nao virais
Cell Therapy: Genetic Annals of (como eletroporagdo e nanoparticulas), e o uso de
Park et al. . . . R , .
(2025) Engineering Strategies for Laboratory CARs para superar as limita¢des das células NK Revisao
Enhanced Cancer Medicine nao modificadas, sendo fundamental para a
Immunotherapy discussdo sobre os métodos de produgio e
engenharia.
. CAR NK cell therapy in Analisa os desafios da terapia CAR-NK,
Khorasani, . . . . . . )
Yousefi & hematologic malignancies International especialmente em tumores solidos (TME, trafego),
Bashash and solid tumors; obstacles Immunophar e discute estratégias para melhorar a eficacia, Revisdo
and strategies to overcome macology como a engenharia genética e terapias
(2022) .
the challenges combinadas.
Chimeric anfigen recentor- Realiza uma analise quantitativa da literatura
. & P Human sobre a terapia CAR-NK (1.259 publicagdes) para
: natural killer (CAR-NK) cell 5 3 " N O et -
Li & Feng . ) Vaccines & identificar tendéncias, os principais paises (EUA e Analise
immunotherapy: A . L , R
(2024) o . . Immunothera China), institui¢cdes e autores, além de prever os Bibliométrica
bibliometric analysis from " 5 :
peutics futuros pontos de interesse na area, fornecendo um
2004 to 2023 :
panorama geral do campo de pesquisa.
Fornece uma revisdo das atualizagdes recentes
CAR-NK cell therapy for sobre a terapia CAR-NK para malignidades
. . . Journal of -~ L
Huang et al. hematological malignancies: hematologicas (ASH 2022). Relevante por discutir .
Hematology 5 Revisao
(2023) recent updates from ASH avangos no design de receptores, como a
& Oncology . ~ A - L.
2022 incorporacao de dominios coestimulatorios
especificos de NK para otimizar a citotoxicidade.
Discute as vantagens das células CAR-NK 'off-
the-shelf' e as estratégias de engenharia para
_ CAR-NK cells in me?horar a pe.r51st~enma ca ﬁ_mg:ao, gbordan,d(? a
Li, J. et al. combination theranpy aeainst Helivon principal limitagdo da terapia, a baixa eficacia Revisio
(2024) pyag Y contra tumores solidos devido ao TME,

cancer: A potential paradigm

destacando estratégias como TRUCKs/CARs
blindados, sendo uma abordagem chave para a
proxima geragdo de terapias.
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Keynote Presentation:

Apresentagdo que discute a engenharia de células
CAR-T para melhorar a durabilidade ('fitness'

Rafiq (2024) Engineering Metabolically Labroots metabodlico e memoria). Relevante por destacar o Apreiemntaqao
4 Fit, Memory-Rich CAR T desafio de "desacoplar a durabilidade da .
. " : . Conferéncia
cells for Treatment of Cancer toxicidade", um conceito central para a proxima
geracao de terapias celulares, incluindo CAR-NK.
Molecular Revisao fundamental sobre a engenharia de CARs
Guedan ef al. sy and Desion e Therapy - que detalhg como a otlmlz,agao c_le componentes, o
. . . Methods & como a afinidade do scFv, é crucial, estabelecendo Revisao
(2019) Chimeric Antigen Receptors . . . .
Clinical o principio de que afinidades muito altas podem
Development levar a sinalizagdo técnica e exaustdo celular.
Artigo de perspectiva que explora o uso do
DNAM-1 chimeric receptor- receptor ativador DNAM-1 como um componente
Cifaldi et al. engineered NK cells: a new Frontiers in de sinalizagao para construcdes de CAR-NK. Perspectiva/Re
(2023) frontier for CAR-NK cell- Immunology Relevante por detalhar o potencial do DNAM-1 visao
based immunotherapy para potencializar a citotoxicidade e servir como
uma estratégia "NK-céntrica" promissora.
detalha as limita¢des da terapia com células NK
(baixa persisténcia, trafego deficiente e supressio
pelo TME) e cataloga as estratégias de engenharia
N et i ik genética para"superzir cada um dessgs degaﬁos.
Daher & Current Fornece um "mapa" conceitual que justifica a
. cells for cancer S . . o - -
Rezvani . ; . Opinion in necessidade da engenharia de proxima geragao, Revisao
immunotherapy: the promise . . - .2
(2018) of senetic engincerin Immunology explicando como a modifica¢ao de citocinas (IL-
& & & 15), receptores de quimiocinas (CXCR4) e a
resisténcia ao TME (bloqueio de TGF-) sao
essenciais para o futuro da imunoterapia CAR-
NK.
Detalha as abordagens de engenharia para células
CAR-NK, focando na otimizagdo da construo do
Biederstadt Engineering the next International LR i DmnEs e dobradl(;a,.
. . transmembrana e abordagens de engenharia .
& Rezvani generation of CAR-NK Journal of . . . Revisdo
. . multiplexada, incluindo CRISPR/Cas9), fontes
(2021) immunotherapies Hematology .y oA
celulares e estratégias para aumentar a persisténcia
e a atividade antitumoral com base na biologia
NK-céntrica.
Foca nos mecanismos de resisténcia a terapia
. Overcoming tumor resistance Lo CAR-NK, incluindo exaustdo celular, trafego
Valeri et al. . . Frontiers in . P g
mechanisms in CAR-NK cell tumoral deficiente e a curta persisténcia in vivo, e Revisao
(2022) Immunology ~ . e
therapy propde o uso de engenharia genética
(CRISPR/Cas9) para supera-los.
Demonstra uma estratégia de "blindagem"
Engineering the TGFf3 (armoring) para superar a imunossupressao
receptor to Enhance the Clinical causada pelo TGFf no microambiente tumoral do
Burga et al. Therapeutic Potential of Cancer neuroblastoma. Células NK foram modificadas Estudo Pré-
(2019) Natural Killer Cells as an com um receptor de TGF3 dominante-negativo clinico
Research e, .
Immunotherapy for para converter o sinal inibitorio em ativador,
Neuroblastoma resultando em maior citotoxicidade e sobrevida
em modelos pré-clinicos.
. SNl A sttt . . Revisa as fontes de,cellul.as NK, 0 Qes1gn de CARS
Xie et al. cellular immunotherany for EBioMedicin e os resultados pré-clinicos e clinicos da terapia Revisio
(2020) cancer Py e CAR-NK, destacando seu potencial como uma
imunoterapia celular segura e eficaz.
Advances in CAR-NK cell o Foce_l 10s avangos da te'ra.pla CAR-NK para
Yang et al. . Frontiers in malignidades hematologicas, detalhando o -
therapy for hematological o ~ Revisao
(2024) . . Immunology progresso terapéutico, as construgdes de CAR
malignancies o
utilizadas e os desafios remanescentes.
Li, T. etal. CAR-NK cells for cancer Frontiers in Artigo de revisdo fundamental que mapeia o Revisio
(2024) immunotherapy: Recent Immunology cenario atual da terapia CAR-NK. Essencial por
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advances and future
directions

sintetizar os "avangos recentes" e as "direcdes
futuras", servindo como base para a analise da
trajetoria do campo.

CAR-NK cell therapy:

Detalha as tendéncias e conceitos emergentes na

Ll T promise and challenges in Frontiers in engenharia de CAR-NK de proxima geragdo, com Revisao
(2025) . Immunology - e
solid tumors foco na aplicacdo e desafios em tumores sélidos.
Preclinical and clinical Oferece uma visdo geral abrangente das fontes de
Li, H. et al. . Frontiers in células NK (PB, UCB, iPSC, NK-92), métodos de .
studies of CAR-NK-cell . 2 ol At Revisdo
(2022) . . . Immunology transdugao e alvos pré-clinicos para malignidades
therapies for malignancies 25 o
hematologicas e tumores solidos.
e, il Chimeric antigen receptor British Detalha as vantagens lf)loAlog.was das células NK,
. (CAR) natural killer (NK)- os desafios de persisténcia e do TME, e as s
& Rezvani . Journal of P . 2 Revisao
cell therapy: leveraging the estratégias de engenharia para supera-los, como a
(2021) h . . Haematology ~ .
power of innate immunity expressdo de citocinas.
_ Advancements in CAR-NK o Analisa c_rltAlcament,e os desafios da tera}p_la CI‘AR'
Kilgour et al. ) Frontiers in NK (persisténcia, trafico, fitness metabdlica) a luz .
(2023) e e (o 59 [nmsd Immunology da experiéncia com CAR-T, propondo solugdes de Revisdo
from CAR-T therapy -
engenharia.
. Chinese Compara criticamente as diferentes fontes de
G, Zeiay TSI G Journal of células NK (PB, UCB, NK-92, iPSC) para a =
& Cui against tumors: Who is the . . Revisao
. . Cancer fabricag@o de produtos CAR-NK, analisando
(2024) ideal supplier?
Research vantagens e desvantagens de cada uma.
Basar, Daher Nt et @3l Apre,senta uma visdo geral do papel emergente das
. . . Blood células CAR-NK como uma alternativa mais s
& Rezvani therapies: the emerging role 24 8 . Revisdao
Advances segura ¢ acessivel a terapia CAR-T, destacando os
(2020) of CAR-NK cells 5 L
resultados de ensaios clinicos iniciais.
Zanfaenin & CAP Today Embora focada em CAR-T, a revisdo detalha
Ma%hur CAR T-Cell Therapies: (Comunicad desafios como toxicidades e acesso, que sdo o Reportagem e
(2022) Opportunities and Challenges ode principal motivador para o desenvolvimento de Revisao
Imprensa) alternativas como a CAR-NK.
Apresenta o status clinico das terapias com células
Natural killer cells in clinical WS a!oordand_o prc_)dutos nao engenhelrad_os,
Journal of engenheirados (incluindo CAR-NK) e terapias de
Lamers-Kok development as non- P . -
. . Hematology combinagdo. E fundamental por analisar as fontes Revisao
etal. (2022) engineered, engineered, and ; 2
S . & Oncology celulares, métodos de produgio e os resultados de
combination therapies . e i1
ensaios clinicos para tumores solidos e
hematologicos.
Advances in CAR T cell Analisa os obstaculos da terapia CAR-T (custo,
Khan et al. therapy: antigen selection, Frontiers in toxicidade) e introduz a CAR-NK como uma Revisio
(2025) modifications, and current Immunology alternativa "off-the-shelf" com potencial para
trials for solid tumors superar essas limitagoes.
Discute os avangos e desafios das imunoterapias
CAR-T and CAR-NK as com ,celulas CAR—T e CNAR—NK, com fqu nos
Cellular & obstaculos para aplicagdo em tumores solidos.
Peng et al. cellular cancer g
(2024) T —— - Molecular Compara as vantagens e desvantagens da CAR- Revisao
oS Immunology NK em relagdo a CAR-T, sendo fundamental para
a contextualizagdo e analise comparativa das duas
plataformas.
Wrona, International Revisa as diferengas, vantagens e desvantagens
Borowiec & CAR-NK Cells in the Journal of das terapias CAR-T e CAR-NK, destacando a Revisio
Potemski Treatment of Solid Tumors Molecular maior facilidade de manipulacao e o perfil de
(2021) Sciences seguranga superior das CAR-NK.
Zhane et al Chimeric antigen receptor Experimental Fornece uma visdo geral das melhorias no design
g ) engineered natural killer cells Hematology de CAR-NK, fontes celulares, métodos de Revisdo
(2023) ~ R ST
for cancer therapy & Oncology transducdo e alvos em estudos pré-clinicos e
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clinicos atualizados, avaliando também os desafios
remanescentes ¢ as solugdes futuras.

Chimeric antigen receptor-
natural killer cell therapy:

Explora os avangos e limita¢des da terapia CAR-

K(zrzl(g)zei)al. current advancements and Ifrllﬂr(;lrigleorlsom NK, discutindo estratégias para superar desafios Revisao
strategies to overcome &y como o TME hipoxico e imunossupressor.
challenges
Naral Simiesles o e Apresenta uma revisao sobre as novas estratégias
Guo et al fumor immunotherapy Frontiers in para superar a resisténcia a imunoterapia com
(2025) ’ resistance using CAR NK Immunolo células CAR-NK. Relevante por focar na Revisao
cell ;g &y engenharia genética para "blindar" as células e
permitir a sua fungdo em tumores solidos.
CAR-NK cells from STEM Argumenta a favor das iPSCs como a fonte ideal
Lu & Feng engineered pluripotent stem CELLS para produtos CAR-NK "off-the-shelf", Revisio
(2021) cells: Off-the-shelf Translational destacando a capacidade de criar bancos de células
therapeutics for all patients Medicine mestre clonais e homogéneos.
Disease therapy with Patente que descreve construgdes de CAR (ex:
Immunomedi chimeric antigen receptor WO02016201 anti-Trop-2) para uso em células T ou NK,
cs Inc. (car) constructs and t cells 300A1 indicando o interesse precoce em aplicar a Patente
(2016) (car-t) or nk cells (car-nk) tecnologia CAR a células NK para diversas
expressing car constructs doengas.
UCL Patente descrevendo uma construgéo de CAR anti-
Business Chimeric antigen receptor US20170066 GD2, um alvo importante em neuroblastoma, com Patente
Ltd. (2017) (CAR) 838A1 aplicabilidade para células T e NK, mostrando a
’ exploragao de alvos de tumores sélidos.
. L . Patente recente focada em CARs anti-ROR1 para
L . AwiHNCIR slifwsnts Sz W02024073 células NK, destacando o ROR1 como um alvo
Therapeutics receptors (cars), car-nk cells . 1 o1 Patente
Tnc. (2024) and related methods 583A1 comercialmente relevante para tumores solidos ¢ o
. foco da industria em plataformas CAR-NK.
Miltenyi Method for expansion and Patente que descreve um método inovador para
Biotec B.V. maintenance o? nk cells for US20240415 expansdo de células NK usando MSCs com MHC Patente
& Co. KG immunothera 892A1 deletado, abordando um gargalo chave na
(2024) Py produgao em larga escala de terapias celulares.
Shanghai Patente descrevendo uma construgdo de CAR
Gene- L . universal que incorpora a sequéncia completa de
Optimal Chlm;rllg Sgélflf;éggep tor W%giiz 22 NKG2D e DAP10, permitindo o reconhecimento Patente
Biotech de multiplos ligantes e o tratamento de diversos
tumores com um tnico produto.
2024 (ni d
Fornece uma revisdo focada nos ensaios clinicos
Curio, A summary of current que utilizam a plataforma CAR baseada em
Jonsson & NKGZD-basz CAR clinical Immunothera NKG2D. Essencial para contextualizar a Revisio
Marinovi¢ il py Advances importancia clinica e o avango de uma das
(2021) constru¢des de CAR mais inovadoras para a
biologia NK.
Comparative analysis of - . .
iPSC-derived NK colls from o Compara duas esFrateg.las de diferenciagao de
Huyghe et al. two differentiation strateeies Frontiers in células NK a partir de iPSCs, revelando perfis Estudo Pré-
(2024) reveals distinct i naturesgan d Immunology distintos de maturagdo e atividade citotoxica, clinico
it ac%ivi tios crucial para a otimizag¢do da manufatura.
CAR NK92 Cells Targeting Demonstra a eficacia de células CAR-NK da
Park, E. et al. BCMA Can Effectively Kill Biomedicine linhagem NK-92 direcionadas ao BCMA contra Estudo Pré-
(2024) Multiple Myeloma Cells Both s mieloma multiplo em modelos pré-clinicos, clinico
In Vitro and In Vivo validando o alvo para a plataforma NK.
Bergman et Human NK-92 Cells Anticancer Estudo que investiga a citotoxicidade contra a Estudo Pré-
al. (2020) Function as Target Cells for Research linhagem celular NK-92. Relevante por fornecer clinico
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Human NK Cells —
Implications for CAR NK-92
Therapies

contexto sobre as caracteristicas e limitagdes da
plataforma NK-92, como a necessidade de
irradiagdo, que impacta a sua persisténcia e
eficacia na sua variagdo em CAR NK

Effective targeting of CD19

Descreve o uso de nanoparticulas lipidicas (LNPs)

Salehl—. positive primary B-ALL cells bioRxiv para entregar mRNA de CAR em células NK, uma Pre—pubhcag:rao
Shadkami et . . — . > (Estudo pré-
al. (2024) using CAR-NK cells (Preprint) abordagem ndo v1r~al promissora para a geracao de Sifien)
’ generated with mRNA-LNPs terapias "off-the-shelf".
Wiodarczvk CAR-NK as a Rapidly Revisa a produgdo de células CAR-NK como um
Y Developed and Efficient produto "off-the-shelf", detalhando métodos de .
& Pyrzynska . Cancers N . Revisao
Immunotherapeutic Strategy transducdo e a dupla capacidade de morte das
(2022) . .
against Cancer células NK.
Refie, Al linica,com Toco o fontes celulnes ¢
Franzén & CAR NK Cells: The Future Is Review of plcac § o U -
métodos de transferéncia de genes, e aborda Revisdo
Pecher Now Cancer .
. problemas e perspectivas futuras para superar
(2023) Biology L . L.
limitagdes e ampliar sua eficacia.
CAR-NK Cell Therapy: A Explora o design inovador de CAR-NK, o uso de
Li, W. etal. Transformative Approach to Biomolecule novas citocinas e receptores para melhorar a Revisio
(2024) Overcoming Oncological s eficacia e a capacidade inica de combater a
Challenges heterogeneidade tumoral.
Emerging roles of CAR-NK Sintetiza as pesquisas recentes e avangos clinicos,
Zhong & Liu cell therapies in tumor Cell Death focando nos beneficios terapéuticos e nos gargalos Revisio
(2024) immunotherapy: current Discovery de desenvolvimento, especialmente em tumores
status and future directions solidos.
e Efﬁcz}cy g ool Fornece uma sintese quantitativa dos dados de
. CD-19 Directed CAR-NK 2.5
Carfagnini et . . eficécia e seguranga de quatro estudos -
Therapy in Adults with B- Blood . Meta-Analise
al. (2024) Cell Malignancies: A Meta- prospectivos, confirmando o perfil de seguranca
& L favoravel da terapia CAR-NK CD19.
Analysis
ﬁggycegig tl: r?ifll:tl;:it}a))flz Demonstra a viabilidade e seguranca de células
Lei et al. . Nature CAR-NK CD19 com coestimulagdo 4-1BB, Ensaio Clinico
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Fonte: Autores (2025).

4. Discussao

A analise de conteudo aprofundada e a sintese das evidéncias selecionadas revelam que a terapia com células CAR-NK
estd em uma trajetoria de rapido desenvolvimento, posicionando-se ndo apenas como uma alternativa, mas como uma evolugao
logica e promissora da imunoterapia celular (Basar, Daher & Rezvani, 2020; Xie et al., 2020; Li, T. et al., 2024).

A discussao a seguir foi estruturada com base nas categorias tematicas emergentes da Analise de Contetido (Bardin,
2016), sintetiza e interpreta os resultados, abordando os eixos que definem o estado da arte e o futuro deste campo: a revolucao
na producao celular, a otimizagdo do design de receptores, a eficacia clinica contrastante entre diferentes tipos de cancer, as

barreiras criticas ao sucesso da terapia e as estratégias inovadoras para supera-las.

4.1 A revolucio "Off-the-Shelf": analise da producio e fontes de células CAR-NK

A categoria "Produgdo e Fontes de Células CAR-NK" ¢ um tema central dessa abordagem terapéutica inovadora,
refletindo a busca da industria por um produto terapéutico ideal. A escolha da fonte de células NK ndo ¢ apenas uma decisao
logistica, mas um fator determinante que molda o paradigma terapéutico, a escalabilidade e a acessibilidade do tratamento

(Guo, Zhang & Cui, 2024; Li, H. et al., 2022). As células NK de Sangue Periférico (PB-NKs) de doadores alogénicos, embora
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acessiveis, apresentam unidades de significacdo recorrentes como "alta variabilidade" e "dificuldade de expansao", limitando
sua padroniza¢do (Huang ef al., 2022). As células NK de Sangue do Cordao Umbilical (UCB-NKs) foram cruciais para a prova
de conceito clinica (Liu ef al., 2020), sendo uma fonte alogénica com maior capacidade proliferativa. Contudo, a variabilidade
entre doadores ainda ¢ um desafio, com a qualidade da unidade de corddo impactando diretamente os resultados (Marin ef al.,
2024). A linhagem celular NK-92, por sua vez, ¢ excelente para pesquisa, mas sua origem tumoral exige irradiacdo pré-infusdo,
0 que compromete severamente a persisténcia in vivo e, consequentemente, a eficacia a longo prazo (Wrona, Borowiec &
Potemski, 2021; Park, E. et al., 2024; Bergman et al., 2020).

Nesse cendrio, as células NK derivadas de Células-Tronco Pluripotentes Induzidas (iPSC-NKs) emergem como a
plataforma definitiva para o futuro da terapia (Lu & Feng, 2021; Ghobadi ef al., 2025; Raftery, Franzén & Pecher, 2023). A
analise de patentes e publicacdes recentes mostra um claro consenso em torno das iPSCs. Elas permitem a criacdo de um banco
de células mestres clonais, que podem ser geneticamente modificadas com precisdo para gerar lotes virtualmente ilimitados de
células CAR-NK homogéneas ¢ padronizadas (Huyghe et al., 2024; Qihan Biotech, 2024). Esta abordagem representa a
transi¢do de uma "terapia" para um "produto farmacéutico" universal e de qualidade controlada (Lu & Feng, 2021). A
otimizacdo da producdo, como o uso de células mesenquimais com MHC deletado como camada alimentadora (Miltenyi
Biotec No. US20240415892A1, 2024), e a superagdao dos desafios de engenharia genética sdo cruciais. A resisténcia das
cé¢lulas NK primarias a transdugdo viral (Matosevic, 2018) estd sendo contornada por métodos ndo virais mais seguros e
eficientes, como a eletroporacdo de mRNA em nanoparticulas lipidicas (Salehi-Shadkami ez al., 2024; Hung et al., 2018) e
sistemas de transposons como o TcBuster ¢ o Sleeping Beauty, que permitem engenharia multiplexada estavel (Wang ef al.,
2024; Bexte et al., 2024). A convergéncia de iPSCs com engenharia ndo viral é, portanto, a estratégia mais robusta para
industrializar a imunoterapia CAR-NK, tornando-a acessivel e consistente (Park ez al., 2025; Uhlig et al., 2025).

Uma representacdo geral das fontes celulares, do modo de producdo e da estrutura do Receptor de Antigeno

Quimérico (CAR) ¢ apresentada a seguir na Figura 2.
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Figura 2 - Visdo geral das fontes celulares, produgdo e estrutura CAR da imunoterapia com células CAR-NK.
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Legenda: Essa imagem ilustra os meios de producdo da imunoterapia com células CAR-NK, sendo produzidas a partir de trés fontes
alogénicas distintas, além disso a figura mostra um detalhamento do Receptor de Antigeno Quimérico (CAR). (1) A primeira fonte advém de
doadoras saudaveis, de onde se realiza a (3) coleta de sangue periférico, que passa pelo processo de (4) Leucaférese para o isolamento das
células linfocitarias NK. (2) A segunda fonte é o sangue do corddo umbilical. De ambas as fontes, procede-se com a (5) identificagdo e
isolamento das (6) células NK. Uma terceira e inovadora fonte sdo as (8) Células-Tronco Pluripotentes Induzidas (iPSCs), que podem ser
diferenciadas em células NK. A seguir, as células NK (sejam primarias ou derivadas de iPSC) sdo geneticamente modificadas para expressar
0 (10) Receptor de Antigeno Quimérico. O receptor é composto por um dominio de ligacdo extracelular (que reconhece o antigeno alvo),
uma regido de dobradi¢a (chamada de hinge), um dominio transmembrana (que ancora o receptor na célula) e dominios de sinalizagdo
intracelular (que ativam a célula). A célula NK modificada da origem a (7) Célula CAR-NK, o produto final que serd administrado ao
paciente para o (9) uso da imunoterapia CAR-NK no tratamento oncologico.

Nota: Imagem gerada com o software Gemini 2.5 Pro, em 12 de julho de 2025, com o prompt exato "Crie uma imagem em esquema que
ilustra as etapas de producdo da imunoterapia CAR-NK, o esquema precisa estar em fundo branco e a ilustrag@o precisa ter a composi¢ao
grafica entre 2D a 2,5D; as etapas da imagem devem ser as seguintes: 1. Paciente doador (uma imagem simples de um paciente sentado em
cadeira prestes a doar, detalhe somente o paciente ¢ a cadeira); 2. Corddo umbilical (podendo ser somente o corddo umbilical, sem nenhum
tipo de detalhamento adicional); 3. Coleta de sangue (seringa com sangue dentro, equipada com uma agulha); 4. Leucaférese (maquina que
centrifuga o sangue coletado); 5. Identifica¢@o das células NK (microscopio sozinho ou em laboratdrio); 6. Célula NK sem receptores de
membrana (imagem em formato grande da célula NK simples, sem possuir receptores de antigenos quiméricos em sua membrana, no caso,
membrana lisa); 7. Célula CAR-NK (com receptores de antigenos quiméricos em sua membrana celular); 8. Uma célula-tronco pluripotente
(também chamada de iPSCs, célula diferenciada, que pode dar origem a quaisquer células do organismo em sua diferenciagdo); 10.
Detalhamento da membrana celular da célula CAR-NK (mostrando a dupla camada fosfolipidica e os receptores de antigenos quiméricos em
zoom, essa imagem deve mostrar a ilustrag@o externa e interna do CAR e seus dominios; de ligagdo; dobradica; transmembrana e sinalizagdo
intracelular) e 9. Paciente que ira receber a imunoterapia CAR-NK (pode criar essa imagem da etapa 9 no mesmo estilo da imagem da etapa
1, como um paciente sentado em uma cadeira)".

Fonte: Autores (2025).

4.2 Otimizacao do "Hardware'": a evolucdo do design do CAR para a biologia NK

A andlise de conteudo dos estudos sobre engenharia de receptores mostra uma clara evolugdo de uma abordagem "T-
céntrica" para uma "NK-céntrica". O desenvolvimento inicial das células CAR-NK simplesmente adaptou construgdes
otimizadas para células linfocitarias T, com dominios como CD28 ou 4-1BB (Zhang et al., 2023; Lei et al., 2025). O conceito
de aplicar esta tecnologia a células NK ja era previsto precocemente, com patentes de 2016 descrevendo constru¢des de CAR

para uso em ambas as plataformas celulares e indicando o interesse inicial do setor na versatilidade desta abordagem
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(Immunomedics Inc. No. WO2016201300A1, 2016). Embora isso tenha validado o conceito, a pesquisa mais recente
reconhece que as células NK possuem uma biologia de sinalizagdo tnica que deve ser explorada para maximizar sua eficacia
clinica (Biederstddt & Rezvani, 2021; Li & Feng, 2024; Li, W. et al., 2024).

O verdadeiro avanco reside em criar CARs que se integram e potencializam as vias de sinalizagdo citotdxica inatas da
NK. Estudos pré-clinicos e patentes demonstram que a incorporagdo de dominios coestimulatorios especificos de NK, como
2B4 (CD244), ou adaptadores de sinalizagdo como DAPI0 e DAPI2, resulta em uma citotoxicidade superior em comparagao
com os CARs convencionais (Biederstidt & Rezvani, 2021; Huang et al., 2023).

A otimizacdo do "hardware" da célula CAR-NK transcende a simples escolha de dominios coestimulatérios,
abrangendo uma reengenharia complexa de toda a estrutura modular do receptor para maximizar a sinergia com a biologia da
célula NK. O dominio de ligacdo ao antigeno (scFv), por exemplo, requer um ajuste fino e preciso de sua afinidade. Uma
afinidade excessivamente alta, embora intuitivamente desejavel, pode induzir um estado de "Sinalizagdo Toénica" (7Tonic
Signaling) independente do antigeno, que leva a exaustao funcional da célula CAR-NK e limita sua persisténcia (Guedan et al.,
2019). Adicionalmente, as regides de dobradica (hinge) e o Dominio Transmembrana (7M) ndo sdo meros espagadores, mas
componentes criticos que modulam a fungdo do receptor final. O comprimento e a composi¢do da dobradiga possuem a
capacidade de determinar a distdncia entre a célula NK ¢ seu antigeno alvo, influenciando diretamente na flexibilidade do
receptor e na formagdo de uma agdo imunologica eficaz. Da mesma forma, o dominio transmembrana impacta a estabilidade e
o dimerismo do CAR na membrana celular, podendo influenciar sua integracdo com as vias de sinaliza¢do endodgenas da célula
NK, um fator crucial para uma resposta citotoxica robusta e sustentada (Biederstddt & Rezvani, 2021).

A busca por uma constru¢do verdadeiramente "NK-céntrica" impulsionou o desenvolvimento de CARs que
incorporam dominios de sinaliza¢do de receptores ativadores nativos das células NK. Além do ja validado NKG2D, outras vias
de ativag@o potentes estdo sendo exploradas, como a que envolve o receptor DNAM-1 (CD226), crucial para o reconhecimento
de multiplos ligantes tumorais. A incorporagdo do dominio de sinalizagdo do DNAM-I em construgdes de CAR demonstrou
potencializar a citotoxicidade contra tumores que por meio de outras construgdes, seriam resistentes (Cifaldi et al., 2023). Essa
estratégia ¢ vantajosa, pois acopla a especificidade do scFv a uma cascata de sinalizagdo que a célula NK ja utiliza com alta
eficiéncia. A fronteira da inovacdo reside, portanto, ndo apenas na utilizagdio de um unico dominio, mas na combinagio
racional de multiplos sinais coestimulatorios (como 2B4 e 4-1BB) em uma unica constru¢do, mimetizando a complexa
integragdo de sinais que governa a ativagdo natural das células NK e evitando a dependéncia de vias de sinaliza¢do
primariamente otimizadas para células linfocitarias T (Biederstddt & Rezvani, 2021).

Para superar as barreiras impostas pelo Microambiente Tumoral (TME), o proprio "hardware" do CAR esta sendo
transformado em uma plataforma multifuncional, dando origem aos CARs de quarta geragdo, ou "CARs blindados" (armored
CARs). A abordagem mais proeminente ¢ a engenharia de CARs do tipo TRUCK (T-cells/NK-cells redirected for universal
cytokine-mediated killing), que sdo modificados para produzir e secretar citocinas pro-sobrevivéncia, como a Interleucina-15
(IL-15). Ao ser liberada na sinapse imunolégica, a /L-15 atua de forma autdcrina (liberando moléculas sinalizadoras que ligam-
se na propria célula que as liberou) e paracrina (liberando moléculas sinalizadoras que afetam células vizinhas, mas, ndo afeta a
propria célula que a liberou), promovendo a proliferagdo, a aptiddo metabdlica e a persisténcia das proprias células CAR-NK,
além de recrutar e ativar outras células do sistema imune no local do tumor (Daher & Rezvani, 2018; Li, J. et al., 2024). Essa
estratégia transforma cada célula CAR-NK em uma fonte local de citocinas, modificando de forma ativa o microambiente
tumoral de imunossupressor para inflamatoério, ligando diretamente a engenharia do receptor a superacao dos desafios de
persisténcia e da hostilidade do TME.

Uma das abordagens mais inovadoras, identificada em uma patente recente, ¢ o uso do receptor ativador NKG2D

como base para a constru¢do do CAR. Uma constru¢do que incorpora a sequéncia completa de NKG2D e seu parceiro de
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sinalizacdo DAP10 pode reconhecer multiplos ligantes de estresse superexpressos em uma vasta gama de tumores (Shanghai
Gene-Optimal Biotech No. W02024250865A1, 2024). Esta estratégia cria um CAR "pan-cancer" que aproveita uma via de
reconhecimento de tumor ja existente nas células NK, representando um salto qualitativo no design de receptores. Esta
otimizacdo do "hardware" bioldgico ¢é fundamental para desbloquear todo o potencial terapéutico da plataforma NK (Li, H. e?
al., 2022; Curio, Jonsson & Marinovi¢, 2021). A viabilidade desta abordagem ja avanga no cenario clinico, com ensaios de
fase 1 em andamento para avaliar terapias CAR-NK alogénicas que utilizam receptores contra ligantes de NKG2D em

malignidades hematologicas (ClinicalTrials.gov No. NCT04623944, 2024).

4.3 Eficacia clinica: o contraste entre malignidades hematolégicas e tumores sélidos

Os resultados das andlises clinicas revelaram uma dicotomia marcante. A categoria "Eficdcia em Malignidades
Hematoldgicas" esta repleta de dados positivos de ensaios de fase inicial. O estudo pioneiro de Liu et al. (2020) com CAR-NK
anti-CD19 de corddo umbilical relatou uma taxa de resposta objetiva (ORR) de 73% ¢ 64% de Resposta Completa (CR) em
pacientes com linfoma e LLC, com um perfil de seguranga excepcional. Dados de seguimento e outros ensaios corroboram
esses achados, com ORRs entre 50-70% e CRs de até 60% (Hastings, 2022; Marin et al., 2024; Carfagnini et al., 2024).
Reforcando essa tendéncia, ensaios clinicos de fase 1 mais recentes come¢am a validar o uso de plataformas de iPSCs,
demonstrando ndo apenas baixa toxicidade, mas também a viabilidade da produgdo 'off-the-shelf para o tratamento de linfomas
de células B refratarios (Ghobadi et al., 2025). Contudo, um desafio conhecido com as terapias que visam o CDI9 ¢ a
possibilidade de recidiva devido a perda do antigeno-alvo pelas células tumorais. Para superar este mecanismo de resisténcia, a
investigagdo de alvos alternativos ¢ uma estratégia-chave, com a avaliagdo pré-clinica de células CAR-NK direcionadas ao
antigeno CD22 ja demonstrando resultados promissores para o tratamento de malignidades de células B (Lee et al., 2024). A
eficacia também se estende a outras doengas, como LMA, onde CARs anti-CD33 alcangaram 60% de RC MRD-negativa com
toxicidade manejavel (Gierschek et al., 2024; Huang et al., 2025), ¢ até mesmo a doengas autoimunes como o lapus, onde a
terapia CAR-NK induziu remissdo (Yu et al., 2024; Riedell, 2024).

Em contrapartida, a analise da categoria "Eficacia em Tumores So6lidos" revela um cendrio muito mais desafiador
(Balkhi et al., 2025; Peng et al., 2024; Wittling et al., 2024). Embora haja sinais de atividade, como no ensaio de injegdo
intracraniana de CAR-NK anti-HER?2 para glioblastoma, que demonstrou seguranca e viabilidade (Burger et al., 2023), as
respostas clinicas sdo, na melhor das hipoteses, modestas, consistindo majoritariamente em doenga estavel (Jorgensen et al.,
2025; Park, H. et al., 2024). Este esforgo para transpor a barreira dos tumores solidos néo ¢ recente, com o desenvolvimento de
propriedade intelectual para alvos especificos, como o neuroblastoma, ocorrendo ha varios anos. Patentes descrevendo
construgdes de CAR aplicaveis a células NK, como as que visam o antigeno GD2, exemplificam essa busca continua por
solu¢des (UCL Business Ltd. No. US20170066838A1, 2017).

A andlise de conteudo aponta para uma "muralha do tumor solido" como a causa, uma barreira multifacetada
composta por trés unidades de significacdo recorrentes: (1) trafego ineficiente, (2) persisténcia limitada e (3) um
Microambiente Tumoral (TME) hostil (Valeri et al., 2022; Khorasani, Yousefi & Bashash, 2022). Essa barreira multifacetada
foi corroborada por uma extensa revisdo sistematica de estudos pré-clinicos, que analisou 71 modelos animais de terapias
CAR-NK. A pesquisa concluiu que a eficacia antitumoral em modelos de tumores s6lidos ¢ altamente variavel e dependente de
multiplos fatores, como a linhagem celular utilizada, a geracdo do receptor CAR, a dosagem de células e o modelo tumoral
especifico. Essa heterogeneidade nos resultados pré-clinicos destaca a complexidade intrinseca de se obter uma resposta
consistente contra tumores solidos, revelando que os desafios enfrentados na clinica ja estdo profundamente enraizados na

biologia e na interagdo da imunoterapia CAR-NK com o TME desde os estdgios mais iniciais de desenvolvimento
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(Karamivandishi ez al., 2025). A mesma alogeneidade que confere seguranca e o potencial "off-the-shelf" leva a uma rejeicao
mais rapida pelo sistema imune do hospedeiro, resultando em baixa persisténcia (Kilgour ef al., 2023).

A baixa persisténcia das células CAR-NK alogénicas ¢ um obstadculo imunoldgico previsivel, mas significativo. O
sistema imune do hospedeiro, especialmente suas proprias células T e NK residentes, ¢ apto a reconhecer e eliminar as células
infundidas. As células T do paciente podem identificar as moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
que sdo diferentes (ndo-proprias) na superficie das células CAR-NK do doador, desencadeando uma resposta de rejeigdo
classica. Adicionalmente, as proprias células NK do hospedeiro podem atacar as células CAR-NK infundidas por meio do
mecanismo de “missing-self”’, onde a auséncia de ligantes inibitorios especificos do hospedeiro nas células do doador sinaliza
para a destruicdo. Esse duplo mecanismo de vigilancia imunolédgica ¢ a principal causa para a rapida eliminagdo das células
terapéuticas, limitando a janela de sua atividade antitumoral (Kilgour ef al., 2023; Xue, 2023).

Portanto, o desafio central da engenharia de proxima geragdo ¢ desacoplar a durabilidade da toxicidade, um tema
recorrente na literatura, visando a melhoria da persisténcia com base em outras estratégias de engenharia genética (Li, J. et al.,
2024; Rafiq, 2024). No entanto, a valida¢do de novos alvos em modelos pré-clinicos robustos continua a gerar otimismo.
Esfor¢os de pesquisa tém validado alvos como o GPC3 para o carcinoma hepatocelular (Yu ef al., 2018) ¢ o MUCI para o
carcinoma espinocelular oral (Lin et al., 2024), ilustrando a ampla gama de tumores sélidos que s@o alvos potenciais para esta
abordagem.

Nas linhas seguintes, a Figura 3 apresenta a "Muralha do Tumor Soélido", ilustrando o trafego ineficiente e a

persisténcia limitada causada pela hostilidade do Microambiente Tumoral, que dificultam a eficacia das células CAR-NK.
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Figura 3 - Representagdo conceitual e ilustrativa da "Muralha do Tumor Sé6lido" e os desafios enfrentados pela

imunoterapia CAR-NK.

Hostilidade do Microambiente
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Detalhamento do
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Legenda: A imagem detalha os desafios que a imunoterapia de (1) Células CAR-NK funcionais enfrenta ao tentar combater um tumor sélido.
O primeiro obstaculo ¢ o (2) Trafego ineficiente, que representa a dificuldade da célula em migrar da circulag@o e se infiltrar no tecido
tumoral. Em seguida, a célula sofre com a (3) Persisténcia limitada, um processo de exaustdo ou eliminacdo que a torna enfraquecida e
menos viavel. Ao finalmente se aproximar do (5) Tumor sélido, a célula debilitada encontra a (4) Hostilidade do Microambiente Tumoral
(TME), que ativamente a repele e suprime sua fungdo. O (6) Detalhamento do tumor solido mostra a composigdo dessa barreira: a massa de
células tumorais em si e 0 microambiente que a envolve, funcionando como um escudo fisico e quimico que impede a agdo terapéutica.

Nota: Imagem gerada com o software Gemini 2.5 Pro, em 13 de julho de 2025, com o prompt exato "Crie uma imagem cientifica e
conceitual. A imagem deve ilustrar células CAR-NK tentando aproximar-se de um tumor sélido. O tumor deve ser representado como uma
massa saliente ¢ deformada, tendo uma barreira de células ao redor dele. Ilustre as trés principais barreiras representadas: 1. O trafego
ineficiente (as células CAR-NK tentando aproximar-se do tumor, onde, quanto mais préximo, menor ela ¢ e menor ¢ sua eficacia, além disso,
ilustre algo que dificulta a passagem da célula para o Microambiente Tumoral (TME), como uma barreira de células envolta do tumor); 2.
Persisténcia Limitada (as células CAR-NK devem parecer gradualmente menores e com cores representativas dessa baixa persisténcia ao se
aproximar do Microambiente Tumoral (TME); 3. Tumor e Microambiente Tumoral (TME) Hostil (aqui, o tumor deve estar cercado por um
estroma celular denso, representando o estroma tumoral, o que dificulta a passagem das células para o devido reconhecimento e eficacia da
imunoterapia, o estroma tumoral deve estar expelindo substancias que repelem as células CAR-NK além de diminuir sua persisténcia); 4.
Imagem aproximada do Microambiente Tumoral (TME) Hostil (mostrando detalhes aproximados do tumor sélido). O estilo da imagem deve
ser esquematico, com cores que diferenciem claramente as células, as barreiras, o tumor e a visdo aproximada do TME. O fundo da imagem
deve ser branco e a composi¢do grafica da imagem precisa ser entre 2D e 2,5D".

Fonte: Autores (2025).

4.4 A fronteira da inovac¢io: engenharia de células CAR-NK "Blindadas" (Armored) e perspectivas futuras

A analise da literatura mais recente, incluindo preprints e patentes, revela que a fronteira da inovagéo esta focada em
desenvolver estratégias de engenharia genética para "blindar" as células VK, permitindo que superem a muralha imposta pelos
tumores so6lidos (Kong et al., 2024; Guo et al., 2025). O futuro ndo reside em um Unico avanco disruptivo, mas na integragao
de maltiplas estratégias de "blindagem" em uma uUnica plataforma celular, provavelmente baseada em iPSCs (Lu & Feng,
2021; Daher & Rezvani, 2018).

Entre as abordagens mais validadas para combater a baixa persisténcia das células CAR-NK esta a co-expressao de
citocinas de suporte, como a /L-15. Ao projetar as células para produzir sua propria /L-15, elas tornam-se independentes do

suporte exdgeno, o que demonstrou aumentar substancialmente sua persisténcia e fungdo antitumoral in vivo (Li, L. ef al.,
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2023; Li, J. et al., 2024; Wang et al., 2024; Lu et al., 2021). Para superar a limitagdo do trafego, outra estratégia ativa consiste
na introducdo de receptores de quimiocinas como o CXCR4, que atuam como um "GPS molecular", guiando as células ao TME
(Valeri et al., 2022).

Ja no combate a capacidade imunossupressora do TME, a tecnologia de edi¢do genética com CRISPR-Cas9 tem sido
empregada para nocautear geneticamente receptores inibitorios, como o TGF-BRII (permitindo resisténcia a sinalizagdo
supressora do TGF-f), ou genes reguladores negativos como o CISH, que limita a sinalizagdo a /L-15 (Valeri et al., 2022;
Burga et al., 2019).

Uma alternativa promissora ao uso da /L-15 ¢ a engenharia de células CAR-NK para expressarem Interleucina-21 (/L-
21), estratégia que resultou em persisténcia e atividade antitumoral superiores in vivo. Esse efeito foi atribuido a melhora da
aptiddo metabdlica das células, promovendo enriquecimento das vias de citotoxicidade e de sinalizagdo por citocinas,
posicionando a /L-21 como uma estratégia de "blindagem" (armoring) potencialmente mais eficaz para futuras imunoterapias
CAR-NK (He et al., 2025).

A engenharia metabolica também representa uma fronteira critica. O TME, caracterizado como um ambiente hipoxico
e depletor de nutrientes, compromete a fungdo mitocondrial (Krug, Martinez-Turtos & Verhoeyen, 2021). Um preprint recente
demonstrou que a abla¢do do gene DRPI, que regula a fissdo mitocondrial, pode proteger as células CAR-NK da disfuncdo
induzida por hipoxia, preservando sua capacidade citotdxica (Verhezen ef al., 2025).

Buscando maximizar o potencial terap€utico, especialmente contra a barreira dos tumores s6lidos, hd um interesse
crescente na combinagdo da imunoterapia CAR-NK com outras modalidades. A associagdo com inibidores de checkpoint
imunolégico, por exemplo, pode reverter a exaustdo funcional induzida pelo TME, prolongando sua atividade antitumoral.
Outra estratégia promissora ¢ a combina¢@o com radioterapia ou quimioterapia, capazes de induzir morte celular imunogénica,
liberando antigenos tumorais e remodelando o TME, tornando-o mais receptivo a infiltragdo e agdo das células CAR-NK. Tais
sinergias transformam a abordagem terapéutica, utilizando estratégias complementares para enfraquecer as defesas tumorais
enquanto intensificam o ataque das células imunomoduladas, sendo um caminho logico para amplificar a eficicia clinica
(Khorasani, Yousefi & Bashash, 2022; Li ef al., 2024; Gierschek et al., 2024).

A combinagdo dessas abordagens, como descrito em patentes recentes (Fate Therapeutics No. W02024073583A1,
2024) e preprints (Wang et al., 2024), tem impulsionado o desenvolvimento de células CAR-NK "blindadas", multifuncionais e
projetadas para ndo apenas matar, mas também para sobreviver, trafegar e resistir & supressio em ambientes hostis,
representando a proxima gera¢do da imunoterapia celular (Testa, Castelli & Pelosi, 2025). O foco da industria no alvo RORI,
por exemplo, ¢ um claro indicativo dessa tendéncia inovadora, sendo objeto ndo apenas de patentes (Fate Therapeutics No.
WO02024073583A1, 2024), mas também de antncios de desenvolvimento de novas terapias por empresas de biotecnologia
(Kanner, 2022).

Além da engenharia das células propriamente ditas, a inovagdo nas ferramentas de avaliagdo pré-clinica surge como
uma fronteira essencial para acelerar o progresso. Testar multiplas estratégias de armoring em modelos animais tradicionais é
complexo, caro e demorado, representando um gargalo significativo. Nesse cenario, o uso de plataformas mais rapidas e
acessiveis, como modelos de xenoenxerto em larvas de peixe-zebra, tem ganhado destaque. Esses modelos permitem avaliar
com agilidade a eficacia e a farmacocinética de células CAR-NK contra tumores s6lidos metastaticos, representando um avango

metodoloégico relevante (Shankar ef al., 2023).

5. Conclusao

A presente revisdo sistematica conclui que a imunoterapia com células CAR-NK deixou de ser concebida apenas como

uma alternativa a terapia CAR-T, assumindo um papel proprio enquanto abordagem terapé€utica com vantagens tecnologicas e
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bioldgicas distintas. Seu principal alicerce reside na combinag¢do de um perfil de seguranc¢a intrinsecamente favoravel, com
auséncia de Doenca do Enxerto Contra o Hospedeiro (GvHD) e menor risco de neurotoxicidades graves, com o potencial
transformador de um modelo de producdo “off-the-shelf’. Essa concep¢ao representa um salto qualitativo ao contornar as
limitagdes logisticas e econdmicas inerentes aos modelos autdélogos, propondo uma alternativa celular padronizada, escaldvel e
com perspectiva de ampla acessibilidade.

As evidéncias clinicas atuais revelam uma dicotomia no que concerne a eficacia. Em malignidades hematologicas, os
resultados sdo robustos e promissores, com ensaios clinicos demonstrando taxas de remissdo de até 70% em linfomas e
leucemias refratarias. Além disso, seu campo de aplicacdo estd se expandindo para além da oncologia, com dados iniciais
apontando para seu potencial terapéutico no tratamento de doengas autoimunes, como o lipus eritematoso sistémico (LES). Em
contrapartida, o enfrentamento dos tumores sélidos permanece um desafio significativo. Essa resisténcia multifatorial ¢
representada pela chamada “muralha do tumor sélido”, composta por baixa persisténcia in vivo, trafego celular limitado e um
microambiente tumoral (7ME) fortemente imunossupressor, que impde estresse metabolico severo e compromete a
funcionalidade mitocondrial das células CAR-NK.

Superar essa muralha tornou-se o novo fronte de inovagdo, impulsionando a engenharia de células CAR-NK
"blindadas" (armored), que integram multiplas funcionalidades em uma unica plataforma. Nesse contexto, o futuro desta
terapia reside na sinergia de quatro pilares tecnologicos; (1) a plataforma de producdo definitiva: as Células-Tronco
Pluripotentes Induzidas (iPSCs) emergiram como a fonte celular ideal, permitindo a criagdo de bancos de células mestras
clonais, geneticamente modificadas com precisdo e capazes de gerar lotes virtualmente ilimitados de um produto homogéneo;
(2) hardware "NK-céntrico": a evolugdo do design do CAR para além de constru¢des "T-céntricas" ¢ crucial, incorporando
dominios de sinalizagdo nativos da propria biologia NK (como DAPI0 ou 2B4) ou utilizando receptores ativadores completos,
como o NKG2D, para criar um CAR eficaz contra multiplos tipos tumorais; (3) engenharia de autossuficiéncia e resisténcia
funcionais: para aumentar a persisténcia celular, a co-expressao de citocinas de suporte, como a /L-15 ou a mais potente /L-21,
cria um ciclo de sobrevivéncia autdnomo, simultaneamente, a tecnologia CRISPR-Cas9 ¢ usada para nocautear receptores
inibitorios (como o TGF-SRII) e blindar as células contra a supressdo do TME; (4) aptidio metabolica aprimorada: a
engenharia metabdlica, como a ablagdo de DRPI para proteger as mitocondrias da disfun¢do induzida por hipoxia, é uma
estratégia de vanguarda para garantir que as células CAR-NK permane¢am funcionais no cerne do tumor.

Infere-se, portanto, que a convergéncia dessas estratégias de engenharia avangada, especialmente quando aplicadas a
modelos derivados de iPSCs, representa um caminho concreto para viabilizar o potencial clinico pleno da imunoterapia CAR-
NK. A validagdo continua de células “blindadas”, multifuncionais em ensaios clinicos sera fundamental para que essa
abordagem terapéutica transcenda o status experimental ¢ se consolide como um recurso seguro, eficaz e acessivel no
enfrentamento do cancer e de doengas imunomediadas. Para isso, ¢ imperativa a realizagdo de estudos clinicos mais robustos,
capazes de definir com precisdo as melhores estratégias terapéuticas e fortalecer a base cientifica dessa nova geragdo de

imunoterapias celulares.
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