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RESUMO

Haddad, F. Avaliacdo dos danos em genes de reparo no processo de manufatura
das células T-CAR. 2023. Dissertacdo (Mestrado em ciéncias). Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo Paulo, 2023.

O CAR-T CELL (sigla em inglés para chimeric antigen receptor T-cell) ou células
T-CAR sdao células T geneticamente modificadas para expressar um receptor de
antigeno quimérico e, por isso, € classificada como uma modalidade de terapia
celular avancada. Atualmente, seu uso é investigado no tratamento de doencas
de inumeras etiologias, porém tem seus melhores resultados no tratamento de
doencas malignas refratarias, tais como as neoplasias de células B. Através
dessa terapia, 0 sistema imunoldgico tem sua fungéo otimizada, pois as células
T, ao expressarem 0 novo receptor de antigeno quimérico (CAR), adquirem
especificidade antigénica construida por manipulacao in vitro, potencializando o
reconhecimento do antigeno das células neoplasicas. Para que se possa
produzir as células T-CAR, uma plataforma em escala clinica e com
incontestavel padrdo de qualidade e seguranca precisa ser desenvolvida.
Atualmente, a terapia com as células T-CAR é indicada para pacientes refratarios
ou recaidos a inuUmeras linhas de tratamento citotoxico, de tal forma que, séo
pacientes com alto risco potencial de apresentarem mutacdes genéticas ou dano
de DNA. Por isso, potencial falha ou prejuizo no reparo ao dano do DNA poderia
implicar em prejuizo no processo de manufatura das células T-CAR ou até
mesmo inviabilizar a producéo de células T-CAR autoélogas para fins terapéuticos
sendo assim, analises de genotoxicidade podem se tornar uma abordagem (til
para a manufatura celular, podendo levar a compreensédo de novas areas de
estudos genéticos e assim, possibilitando manejar de forma mais eficiente a
manufatura das células T-CAR e ajudar clinicamente pacientes tratados com tal
terapia.

Palavras-chave: terapia celular, células T-CAR; DNA; Genes de reparo;



ABSTRACT

Haddad, F. Assessment of damage to repair genes in the CAR T-cell
manufacturing process. 2023. Dissertation (Master of Science). Faculty of
Medicine of Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo, 2023.

CAR-T cells (Chimeric Antigen Receptor T-cells), or CAR-T cells, are genetically
modified T cells engineered to express a chimeric antigen receptor, making them
a category of advanced cell therapy. Currently, their use is under investigation for
the treatment of various etiologies of diseases, but they show the most promising
results in the treatment of refractory malignant diseases, such as B-cell
neoplasms. Through this therapy, the immune system's function is optimized, as
T cells, by expressing the new chimeric antigen receptor (CAR), gain antigenic
specificity constructed through in vitro manipulation, enhancing the recognition of
neoplastic cell antigens. To produce CAR-T cells, a clinically scalable platform
with unquestionable quality and safety standards must be developed. Currently,
CAR-T cell therapy is indicated for patients refractory or relapsed after multiple
lines of cytotoxic treatment, often those with a high potential risk of genetic
mutations or DNA damage. Therefore, potential failure or impairment in DNA
damage repair could result in setbacks in CAR-T cell manufacturing or even make
the production of autologous CAR-T cells for therapeutic purposes unfeasible.
Hence, genotoxicity analyses may become a useful approach for cellular
manufacturing, potentially leading to the understanding of new areas of genetic
studies and, thus, enabling more efficient management of CAR-T cell
manufacturing and clinical assistance for patients treated with this therapy.

Keywords: cell therapy, CAR-T cells, DNA, DNA repair genes.
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1 INTRODUCAO

Os linfécitos T ou as células T séo células originadas na medula 6ssea de
progenitores linféides, que possuem a capacidade de se diferenciar em linfécitos com
antigenos especificos possuindo desenvolvimento no timo. Esses precursores tém a
funcéo de proliferar, rearranjar os genes, codificando os subconjuntos do receptor
antigénico dos linfocitos T e assim especificando antigenos que passam por outros
graus posteriores de programacao para executar a resposta imune (MURPHY, 2014;
ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Diferentemente dos linfécitos B, células T
reconhecem peptideos derivados de proteinas estranhas e que estejam ligados a
proteinas de superficie das células hospedeiras, em um fenbmeno denominado
apresentacdo de antigenos. Essas proteinas presentes na superficie das células
hospedeiras sdo conhecidas como moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility complex) (FEINS;
KONG; WILLIAMS; MILONE; FRAIETTA, 2019).

O reconhecimento antigénico dos linfécitos T pode ser agrupado em trés
grupos, de acordo com a funcao que exercem: os linfocitos T auxiliares, os linfocitos
T citotoxicos (CTLs) e os linfdcitos T reguladores (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Os linfécitos T auxiliares tém como caracteristica a expressao o marcador de
superficies CD4 (linfécitos T CD4+) e sdo capazes de produzir diversas citocinas que
influenciam a atividade e o comportamento de outras células. As células T citotoxicas
(ou linfécitos CD8+), sdo células efetoras que atuam, de forma especifica, contra
patdégenos intracelulares ou processos tumorais (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
Os linfocitos T reguladores (linfécitos Treg) tém a funcdo de auxiliar no controle da
resposta imunolégica e de suprimir a atividade linfocitaria. A resposta imunolégica
mediada pelos linfocitos Treg tem como objetivo suprimir a resposta imunoldgica
contra antigenos proprios, autoantigenos. (MURPHY, 2014).

Durante o processo de reconhecimento dos linfocitos T, receptores e co-
receptores tém papel importante no desempenho da defesa do corpo contra
patdbgenos e células cancerosas, receptores de antigenos de linfécitos T séo
heterodimeros, baseados em 2 cadeias polipeptidicas transmembranas, nomeadas
como TCR (receptores de superficie) a e B, unidas por uma ligagao covalente. As

proteinas CD3 e ( (Zeta) estdo associadas, de forma ndo covalente, ao heterodimero
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TCR a e B, com a fungdo de formar um complexo de TCR, quando ocorrer o
reconhecimento do antigeno. A associacdo dessas proteinas desencadeia uma
traducédo de sinais (o primeiro sinal), tendo como resultado a ativacdo de células T. A
especificidade antigénica do TCR independe da presencga das proteinas CD3 e (,
sendo essas proteinas encontradas em todas as células T definindo seu papel de
transducéo de sinal e ndo de reconhecimento do antigeno (MURPHY, 2014).

A ativagdo das células T envolve co-receptores presentes em sua superficie,
nomeados como CD28, que se ligam as moléculas co-estimuladoras da familia B7,
presentes na superficie de APCs, tais como B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86). Para que
ocorra a expressao de co-estimuladores B7, € necessaria uma regulacao via ativacao
da resposta inata. A existéncia do segundo sinal garante que a ativacdo dos linfocitos
T seja executada apenas quando necessaria, por exemplo, contra infec¢cdes em que
0 patégeno induz forte resposta inata (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

Devido a essa potente capacidade de defesa dos linfocitos T, as ultimas e
décadas o avanco da imunoterapia com modificacdes genéticas nessas células tém
oferecido resultados notaveis para o campo de tratamento de céanceres
hematolégicos. Além das terapias convencionais como quimioterapia e radioterapia,
as modificacbes genéticas, possiveis de ocorrerem nos linfocitos T quando
submetidas a manipulacdo em laboratério, oferece potencial terapéutico para
tratamento de pacientes que possuem leucemia linfoblastica aguda de células B
recidivante e/ou refrataria (B-ALL) ou linfoma de grandes células B (LNH). Através do
desenvolvimento de receptores de antigeno quimérico (CAR) é possivel modificar
geneticamente os linfocitos T e alterar a sua especificidade, por exemplo, para
reconhecer o alvo CD19, presente nas doencas citadas acima. Tal imunoterapia tem
o potencial de entregar cerca de 30% a 50% de chances de sobrevida para pacientes
submetidos a esse tipo de tratamento. (DINOFIA; GRUPP, 2021; MAUDE; LAETSCH,;
BUECHNER; RIVES; BOYER; BITTENCOURT; BADER; VERNERIS; STEFANSKI;
MYERS, 2018; NEELAPU,; LOCKE; BARTLETT,; LEKAKIS; MIKLOS; JACOBSON;
BRAUNSCHWEIG; OLUWOLE; SIDDIQI; LIN, 2017)

Com a possibilidade das transdugcbes de genes a partir de manipulacdo
genética, as células T autdlogas tém a capacidade de expressar receptores que
direcionam a célula ao ataque das células alvo, gerando um potencial terapéutico de
maior eficiéncia ao ja existente no sistema imunolégico. Apos a insercao dos genes

recombinantes, as células T do paciente, modificadas geneticamente, irdo expressar
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0 antigeno recombinante. Tais células sdo expandidas com o objetivo de gerar células
de memoria e efetoras, fornecendo uma resposta antitumoral robusta e potente. Tal
processo é utilizado para a manipulacdo génica dos CAR, sendo receptores sintéticos
que combinam a capacidade efetora de células T e a capacidade desses receptores
de reconhecerem antigenos com alto grau de especificidade em sua superficie, nao
sendo restrito a molécula MHC (complexo principal de histocompatibilidade) (FEINS;
KONG; WILLIAMS; MILONE; FRAIETTA, 2019).

Na primeira etapa de geragdo das CAR-T CELL, o doador das células T,
paciente ou individuo sadio, € submetido a coleta por leucaférese, processo fisico de
centrifugacdo em tempo real, de uma populacdo heterogénea de leucécitos
funcionais, a partir do sangue periférico. A leucaférese de pacientes onco-
hematoldgicos pode levar a contaminagcédo do produto celular por células malignas
que, dependendo da quantidade, podem comprometer o processo de geracdo das
CAR-T CELL, a despeito de enriquecimento prévio. (LEVINE et al., 2017; OLIVEIRA,
2016; FEINS; KONG; WILLIAMS; MILONE; FRAIETTA, 2019).

Apébs o processo de separacdo e enriquecimento dos linfocitos T, ocorre a
segunda etapa, marcada pela deplecdo de mondcitos, que sdo contaminantes para a
manufatura. Posteriormente, ocorre a estimulacdo com beads magnéticasanti-
CD3/CD28 e IL-2 (interleucina 2) , processo através do qual, é possivel ativar as
células T, aumentar tamanho e complexidade, com consequente expansao celular,
respectivamente. Porém, o processo de ativagdo e expansdo celular in vitro também
€ capaz de promover a morte celular, sobretudo em protocolos que entreguem alto
nivel de ativacdo celular em curto periodo de tempo. (FU; LEI; LIU; CUI; WANG,;
QIAN; LI; SHEN; FAN; LIN, 2019). Apos ativacédo, as ceélulas sao cultivadas na
presenca do vetor viral para a transducéo e introducdo do gene codificador do CAR
no genoma das células T. Uma vez modificadas, as células T passam a expressar o
CAR em sua superficie celular e sdo mantidas sob condi¢des de expanséo continua,
até que se atinja a dose ideal para infusdo no paciente (FEINS; KONG; WILLIAMS;
MILONE; FRAIETTA, 2019). Todo o processamento esta demonstrado na figura 1.
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Figura 1- PROCESSAMENTO T-CAR
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A imagem representa o processo de manufatura para o desenvolvimento da imunoterapia com células
T-CAR.

A diviséo celular é um evento complexo e altamente exigente para a célula. A
preservacdo da estrutura e funcdo do DNA é indispensével para um processo de
divisdo celular de forma que ocorram mutacdes decorrentes de fungéo inadequada

da maquinaria celular. Como forma de regular o processo de divisdo, a maquinaria
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celular possui sofisticados sistemas de corre¢des de forma a reduzir a ocorréncia de
eventos que promovam danos de DNA. (MOURA; HOUTEN, 2010).

Os danos de DNA mais comuns que causam mutacdes genéticas e fazem jus
a funcéo das vias de reparo séo divididos em subclasses, definidos e ordenados como:
quebras de fita simples, quebras de fita dupla, dano a base nitrogenada, dano do
acucar (glicacéo), ligacdo cruzada de DNA e locais danificados agrupados. Todas as
subclasses de danos séo passiveis de causar cancer e reduzir a sobrevida celular,
sendo a mais comum causada por quebra de fita simples. Os processos de reparo de
DNA sao demonstrados na figura 2 (CECCALDI; RONDINELLI; D’ANDREA, 2016; LI
et al., 2019).

Figura 2-IMPACTO EM VIAS DE REPARO E SUAS VIAS DE REPARO
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A figura representa de maneira simplificada as vias de danos, juntamente com as causas de tais danos
e guais as vias de reparo que ocorrem para resolver os problemas nas fitas de DNA e evitar muta¢fes
celulares.

Diferentes autores exploram a relacdo entre danos genéticos e o
desenvolvimento de doencgas tumorais (ALHMOUD; WOOLLEY; MOUSTAFA; MALKI,
2020). As mutacOes somaticas, adquiridas ao longo da vida, sdo caracterizadas por
persistirem a despeito do sistema de reparo de DNA (CHOUDHURY; HUANG,; KIM;
ZHOU; MORILLO; MAURY; TSAI; MILLER; LODATO; ARATEN, 2022).

O LNH tem sua principal mutagéo por translocacdo, em sua maioria associada
aos genes BCL2 e BCL6. (NOGAI; DORKEN; LENZ, 2011) Por outro lado, rearranjos
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estruturais ou translocacdes sdo as mutacdes mais observadas em LLA, promovendo
anormalidades cromossOmicas. Diferentes tipos de modificacbes podem agravar o
prognostico da doenca como: modificagdes no cromossomo Filadélfia, levando
anormalidade citogenéticas aos linfocitos B, modificacdes que causam leucemias
mistas, frequentemente encontrados em pacientes pediatricos, e a leucemia
mieloide, sendo modificacbes localizadas em hipodiploidia e trissomia no
cromossomo 8, estando presente majoritariamente em adultos diagnosticados com
LMA (BAKSHI et al., 2012; FUJITA et al., 2021; NACHMAN et al., 2007; RIX et al.,
2013). AlteracOes associadas a LLA, como a translocacdo que desregula o gene C-
MYC, levando a mutacGes de genes supressores de tumor como TP53 e deplecdes
gue causam falha no fator de transcricdo PAX5 sdo agravantes na doenga e causadas
por danos ao DNA (ANGI et al.,, 2017; HELTEMES-HARRIS et al., 2011; VILAS-
ZORNOZA et al., 2011).

Tratamentos citotoxicos, tais como radioterapia e quimioterapia, empregados
na sua maioria para o tratamento de doengas malignas, promovem dano de DNA das
células malignas e, por consequéncia, induzem a apoptose. (ASHWORTH, 2008;
MAYER, 2013). Tais tratamentos, por falta da especificidade, causam danos em
células saudaveis, causando grandes danos em seu DNA e instabilidade genémica e
podendo acarretar a efeitos colaterais e tais células (BOOGAARD; KOMNINOS;
VERMEIJ, 2022). Durante esse processo, 0 aumento de replicacdo celular no corpo
ou durante o processo de manufatura celular, pode levar a erros e consequentemente,
danos genéticos. Alguns desses erros sao corrigidos pelos reparos de DNA. por
ativacdo de suas vias, mas se ocorre mutacdo em genes de reparo podem ocorrer
parada de suas vias ou serem ineficazes no reparo e com isso prejudicar a
homeostase celular ou causar problemas como mutagdes celulares se a célula ndo
entrar em apoptose (TERESA; HERNANDEZ-GOMEZ; FRIAS, 2017; ZIO;
CIANFANELLI; CECCONI, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

Os resultados decorrentes do tratamento de doengas malignas com células T-
CAR tém demonstrado resultados muito promissores. No entanto, sua plataforma de
manufatura € muito complexa, dispendiosa e requer mao de obra extremamente
qualificada. Muito embora o CTC (centro de Terapia Celular) da Fundacéo
Hemocentro de Ribeirdo Preto tenha desenvolvido um protocolo de manufatura de
células T-CAR com potencial clinico demonstrado, existe a necessidade de aprimorar
seu processo com o objetivo de atingir melhor padrdo imunolégico efetor, tais como
células de memoéria e com bom perfil funcional.

A anadlise de mecanismos celulares e moleculares das células T pré e pds
manufatura possuem o potencial de revelar variaveis inéditas que possam impactar o
processo de manufatura das células T-CAR.

Nesse cenario, 0 presente projeto tem a finalidade de investigar possiveis
efeitos dos tratamentos citotoxicos prévios em pacientes com LLA e LNH, como a
radioterapia e quimioterapia e, assim, analisar os impactos que o dano nos
mecanismos de reparo do DNA podem promover no processo de manufatura das
células T-CAR.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o impacto sobre o processo de manufatura das células T-CAR acerca
da presenca de mutagcbes génicas associadas aos mecanismos de reparo do DNA,
em amostras de pacientes portadores de neoplasias hematolégicas (LLA e LNH)

coletadas pré e p6s manufatura, com histérico prévio de tratamento citotéxico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o impacto da terapia citotoxica prévia sobre os mecanismos de reparo
do DNA no processo de manufatura das células T-CAR autblogas de pacientes

portadores de neoplasias hematologicas (LLA e LNH).

e Avaliar o impacto do processo celular sobre os mecanismos de reparo do DNA
no processo de manufatura das células T-CAR autdlogas de pacientes

portadores de neoplasias hematologicas (LLA e LNH).
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4 CASUISTICA E METODOS

Para as andlises, foram utilizadas amostras biolégicas (creme leucocitario) de
pacientes e doadores saudaveis pré-selecionados, voluntarios ao processo de
validagado da plataforma de processamento celular da Fundagdo Hemocentro de
Ribeirdo Preto, cujas amostras estao criopreservadas e armazenadas no “BANCO DE
AMOSTRAS DO LABORATORIO DE TERAPIA CELULAR DO CENTRO DE
TERAPIA CELULAR DO CENTRO REGIONAL DE HEMOTERAPIA DO HOSPITAL
DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO (CRH-HCFMRP-USP)”, para fins de tratamento
compassivo, ndo havendo distingdo de raca ou classe social, e faixa etaria entre 9 e
65 anos.

Foram utilizadas uma coorte de 8 amostras (5 pacientes, sendo 3 de LNH, 2 de
LLA e 3 doadores saudaveis). As amostras pré-manufatura foram identificadas como
PCCAR CMN (células mononucleares) para pacientes e DN CMN para doadores. As
amostras pos-manufatura foram identificadas PCCAR CAR+ para pacientes e DN para

doadores. A identificacdo adotada e os pacientes selecionados constam na tabela 1.

Tabela 1-IDENTIFICADOR DAS AMOSTRAS

IDENTIFICADOR PRODUTO CELULAR STATUS
PCCAR 1 CMN Produto de leucaférese LLA
PCCAR 1 CAR+ Produto geneticamente modificado LLA
PCCAR 2 CMN Produto de leucaférese LNH
PCCAR 2 CAR+ Produto geneticamente modificado LNH
PCCAR 3 CMN Produto de leucaférese LNH
PCCAR 3 CAR+ Produto geneticamente modificado LNH
PCCAR 4 CMN Produto de leucaférese LLA
PCCAR 4 CAR+ Produto geneticamente modificado LLA
PCCAR 5 CMN Produto de leucaférese LNH
PCCAR 5 CAR+ Produto geneticamente modificado LNH
DN 1 CMN Células mononucleares derivadas do filtro de  Saudavel

leucaférese
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DN 1 CAR+ Produto geneticamente modificado Saudavel

DN 2 CMN Células mononucleares derivadas do filtro de  Saudavel
leucaférese

DN 2 CAR+ Produto geneticamente modificado Saudavel

DN 1 CMN Células mononucleares derivadas do filtro de  Saudavel
leucaférese

DN 1 CAR+ Produto geneticamente modificado Saudavel

Representacdo em tabela das amostras utilizadas para executar o estudo, demonstrando na primeira
coluna o identificador dos pacientes, na segunda coluna a origem da amostra e na terceira coluna o
status da amostra.

4.1 PREPARACAO DO MATERIAL

Leucécitos de sangue periférico obtidos de pacientes portadores de neoplasias
hematoldgicas (LLA e LNH) foram coletados por aférese na Fundagdo Hemocentro de
Ribeirdo Preto, pelo método de leucoenrriquecimento (SpectraOpticalll®).

Leucdcitos de sangue periférico obtidos de doadores saudaveis que
compareceram a Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto foram utilizados como
fonte de células para controle. A coleta foi realizada pelo filtro de leucorreducédo que
integra o sistema de coleta de plaqguetas por aférese (TRIMAaccel®), no qual as
células nucleadas ficam retidas.

O concentrado celular em um volume aproximado de 5-10 mL, foi lavado com
20 mL de PBS (Phosphate-buffered saline) 1x suplementado com 5% de
anticoagulante ACD-A. Posteriormente, foi realizado o procedimento de separacéo
celular por densidade de gradiente, utilizando-se o reagente Ficoll Hypaque Premium
(GE Healthcare®) na proporcdo aproximada de 1:3, sendo 30 mL de suspenséo do
concentrado celular e 13 mL do reagente Ficoll Hypague Premium por tubo, para a
obtencéo de uma populacéo celular enriquecida de células mononucleares. Os tubos
foram centrifugados com rotagdo de 700 x g durante 30 minutos, sem freio, com
aceleracdo minima de xxx g e a temperatura ambiente. Apos a retirada do produto
celular enriguecido, procedeu-se a lavagem com PBS 1x suplementado com 5% de
ACD-A utilizando centrifugacdo de 700 x g durante 30 minutos, de forma repetitiva por
3 vezes.

A criopreservacgdo das células foram realizadas utilizando uma proporgéo de

1:1 de meio de cultura suplementado com 10% de soro humano e solugdo de
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congelamento composta por albumina humana 20%, 10% soluc&o de hidroxietilamido
de baixo peso molecular -130/0,4 (HEA) e 10% de DMSO (Dimetilsulféxido). Apos
esse processo, as células foram levadas a camara de congelamento e armazenadas
por no minimo 4 horas no freezer -80°C e posteriormente foram criopreservadas em

nitrogénio liquido como mostrado na figura 3.

Figura 3-OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES
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O processo demonstra a primeira etapa para obtencdo das células mononucleadas.

4.1.2 Deplecdo em garrafas

As células mononucleares da leucaférese, criopreservadas anteriormente,
foram descongeladas em banho maria 37°C e ressuspensas em meio de cultura AIM-
V ou X-VIVO suplementado com 100UI/mL IL-2 (GE Healthcare®) (YAN et al., 2020)
e incubado a 37°C com 80% de umidade e 5% de CO2, em garrafa de cultura celular
tipo T estatica, para a deplecdo de mondcitos por aderéncia ao plastico. Apos, as
células T de interesse, suspensas em meio de cultivo, foram coletadas e avaliadas
por citometria de fluxo quanto a pureza, com os fenétipos celulares CD3*, CD4*, CD8",
CD45%*/14*, CD56%/16*, CD19* (BD-PHARMINGEM®) e andlise da viabilidade por 7-
AAD e Anexxin-V (BD-PHARMINGEM®).
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4.1.3 Enriquecimento celular com anticorpos monoclonais

Essa metodologia pode ser utilizada em pequena escala em bancada com
sistema aberto ou em larga escala em sistema fechado com o uso do equipamento
CliniMACS, para a separacao de linfocitos T CD4*/CD8* (SCHUBERT et al., 2019).
As subpopulagcdes celulares T CD4*/CD8* foram obtidas utilizando-se anticorpos
monoclonais de interesse aderidos (anti-CD4*/anti-CD8*) conjugados a particulas
paramagnéticas de ferro dextran, capazes de se ligar a sitios especificos presentes
na membrana dos linfécitos. Esses linfocitos quando submetidos a um campo
magnético, ficam retidos a coluna e as células de interesse sdo separadas por
magnetismo. Posteriormente as células foram eluidas (removidas) da coluna e a
pureza avaliada por citometria de fluxo, analisando os fenotipos celulares CD3*, CD4*,
CD8*, CD45%/14*, CD56*/16*, CD19* (BD-PHARMINGEM®), bem como a andlise da
viabilidade por 7-AAD e Anexxin-V (BD-PHARMINGEM®) (RIDDELL et al., 2014).

4.1.4 Ativagéao celular

Realizado com a amostra de leucécitos obtidos anteriormente, utilizando beads
anti-CD3/anti-CD28 e IL-2, analisadas posteriormente por citometria de fluxo
(LRSFortessa™ BD), quanto a viabilidade com 7AAD/Anexinn-V e a ativagao celular
com painel CD25*/CD69*, CD4*/CD8*, CD19*/CD3*, CD56*/CD3*, CD45*/CD14*.

4.1.5 Transducdo dos linfécitos e expanséo celular

O vetor lentiviral, selecionado e preparado pelo grupo de pesquisa na Fundacao
Hemocentro de Ribeirdo Preto, foi utilizado para fazer a modificacdo genética nos
linfécitos, que passaram a expressar o receptor adequado para o receptor de CD19*
das células tumorais (CHANG; HOU; CHEN, 2020).

Nessa etapa, as células que ja foram modificadas geneticamente e expressam
os receptores CAR especificos para o antigeno da doenca pesquisada, foram
expandidas. A expansao celular foi realizada utilizando os meios de cultura AIM-V/ X-
VIVO suplementados com diferentes tipos de citocinas para obter diferentes
subpopulacdes de células T- CAR (XHANGOLLI et al., 2019).
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4.1.6 Remocéao das beads magnéticas da cultura e determinacéo de beads
residuais

Esse processo é efetuado para separar as beads das células T- CAR, no qual
as beads ficardo retidas no tubo/bolsa e as células serdo transferidas para outro
recipiente (CHANG; HOU; CHEN, 2020).

A contagem de beads residual deve ser menor que 100 beads a cada 3x10°
células. A determinacdo de beads residuais foi realizada coletando uma aliquota de
células que foram lisadas por hipoclorito de sédio 2,5% e posteriormente foi realizada
contagem das beads residuais em camara de Neubauer. Uma vez que a contagem de
beads residuais estava dentro do padrdo de aceitacdo, as células foram liberadas para

uso clinico.

4.1.7 Analise do produto final

Para liberacdo do produto final, foi realizado o controle microbiolégico de
bactérias anaerobias, aerdbias e fungos, além da anélise em conjunto do controle de
endotoxina bacteriana, Mycoplasma e a cariotipagem. Bem como a analise de fenétipo
celular por citometria de fluxo (LRSFortessa™ BD) CD3*, CD4*, CD8*, CD45*/14",
CD56*/16* e CD19* e viabilidade com 7AAD/Anexinn-V e apds esse processo as

células foram criopreservadas.
4.2 SEPARACAO DE CELULAS T CD3*

As células congeladas em nitrogénio liquido, mononucleadas (4.1) e do produto
final (4.1.7), descritas anteriormente, foram utilizadas para os subsequentes testes.
No primeiro passo, os tubos de criopreservagdo foram descongelados, através de
banho-maria, e entdo ressuspendidos em solucdo de descongelamento composta
por albumina humana 5%, ACD-A 5% e solucéo fisioldgica gelada. As células foram
lavadas 2 vezes na mesma solucéao, por centrifugacao a 700x g por 5 minutos.

A metodologia para separacédo de linfocitos T CD3* foi efetuada com o uso de
coluna magnética e beads de separagdo de linfécitos T (MACS Miltenyi Biotec®)
(REINHOLD; GUTTEK; REDDIG; VOSS; SCHUBERT; KAHLFUSS; GRUNGREIFF;
SCHRAVEN; REINHOLD, 2021). Tais beads se ligam a sitios especificos presentes

na membrana dos linfécitos. Esses linfocitos quando submetidos a um campo
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magneético, ficam retidos a coluna e as células de interesse sdo separadas por
magnetismo, posteriormente as células foram eluidas da coluna e utilizadas para

extracao de DNA.

4.2.1 Extracado de DNA

A extracdo foi executada utilizando o extrator automatico Qiagen
QIAsymphony® que utiliza o método de purificacdo de DNA automatizado, reduzindo
a possibilidade de causar contaminacdes cruzadas. O Kit DNA QIAsymphony DSP foi
utilizado no equipamento para a extracdo da amostra (NIMBKAR; BHATT, 2022).

A extracdo baseia-se em 4 etapas: lise, ligacdo, lavagem e eluicdo. Essa
tecnologia fundamenta-se na utilizacdo de particulas magnéticas para isolamento do
DNA, isso permite a purificacdo com mais refinamento da amostra, eliminando
proteinas, nucleases e outras impurezas que possam conter na amostra, fornecendo
DNA com pureza elevada para uso imediato como demonstrado na figura 4.

Apdbs o processo de extracdo automatizado, a quantificacdo e qualidade do

DNA foi mensurada a partir do uso do NanoDrop 2000 (ThermoFisher®).

Figura 4-EXTRACAO DE DNA
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A figura representa o processo de extracdo de DNA por particulas magnéticas no equipamento
QIAsymphony®.
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4.2.3 Sequenciamento de nova geracao

O sequenciamento de nova geracao (NGS) esta sendo utilizado como padrédo
alto para diagndéstico de doencas genéticas, pelo fato de ser um sequenciamento que
consegue avaliar tanto o Exoma (WGS) como o Genoma (GS), fornecendo assim uma
analise mais completa do gene e suas etiologias (SCHULER; NELSON; KOZIURA;
COGAN; HAMID; PHILLIPS, 2022)

Apos a extracdo de DNA, o NGS foi executada pela Fleury Medicina e Saude,
onde foram encaminhados os dados brutos para posterior analise de bioinformética,
buscando os tipos de danos de DNA e genes de reparos envolvidos.

Para a preparacao da biblioteca de DNA das amostras, foi utilizado o kit Human
Core Exome Kit (TWIST BIOSCIENCE®), que gera leituras mais uniformes e maior
cobertura da leitura da amostra utilizando sondas de Ds-DNA (Double-stranded DNA
viroses) e apos a amplificacdo das fitas a amostra € aplicada no NovaSeq 6000
System (ILLUMINA®), liberando resultados em dados brutos para realizacdo da

bioinformética demonstrados na figura 5.

Figura 5-PROCESSOS EXECUTADQOS
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1- Os criotubos dos pacientes e doadores sé@o selecionados e identificados; 2- Tais amostras passam
pelo processo de separacdo magnética com Pan T Cell Isolation Kit (MACS Miltenyi Biotec®) purificando
as células em CD3*/CD4+/CD8*; 3- Ap6s a purificagdo por coluna magnética, as células sao analisadas
por citometria de fluxo, sendo analisado as amostras pré-manufatura e pds-manufatura, comparando a
pureza de CD3*; 4- Andlise dos dados para comparacdo executadas por FlowJo®; 5- Apés as andlises
de pureza, as amostras passam para o extrator automatico QIAsymphony® e extraidas com auxilio de
beads; 6- As amostras sdo quantificadas e qualificadas utilizando o NanoDrop 2000 (ThermoFisher®);
7 e 8- As amostras sdo preparadas com o kit de biblioteca Human Core Exome Kit (TWIST
BIOSCIENCE®) e sequenciadas por NovaSeq 6000 System (ILLUMINA®), sendo depois analisados os
dados brutos por bioinformatica.
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4.3 ANALISE DE BIOINFORMATICA

4.3.1 Controle de qualidade Pré-alinhamento

Para iniciar a proxima etapa de analises de tais amostras, € necessario em
primeiro momento executar o controle de qualidade das mesmas, procurando
problemas que podem ter ocorrido durante o sequenciamento, gerando vieses nos
dados e erros em classificacfes de variantes.

Apds 0 sequenciamento o sequenciador fornece arquivos em formato FastQ,
sendo esses os dados brutos das amostras. Com esses arquivos, utilizando
ferramentas como FastQC (Fast quality control) temos tratamento dessas amostras e
nos fornecem informacdes estatisticas em relatérios da qualidade das bases
sequenciadas, indices de qualidade por sequéncia, conteido de base sequenciada,
conteudo das bases GC e N, distribuicdo do comprimento de sequéncias, sequéncias
duplicadas, sequéncias super expressadas e adaptadores. Apds esse processo, a
ferramenta MultiQC é utilizada para compilar todos os dados.

Apds executar o controle de qualidade, € necessério a retirada de adaptadores
proveniente da biblioteca preparada anteriormente para 0 sequenciamento genético
(TWIST BIOSCIENCE®), tais adaptadores sdo removidos da amostra utilizando a
ferramenta Cutadapt, sendo uma ferramenta que localiza os adaptadores em qualquer

ponto da sequéncia antes de executar o corte.

4.3.2 Alinhamento das sequéncias

Sendo a etapa principal da preparacdo dos dados de bioinformatica, o
alinhamento das milhares sequéncias do genoma é necessario a comparagdo com
um gene referéncia.

Utilizando a ferramenta BWA-MEM (Burrows-Wheeler Aligner) como alinhador
e o gene referéncia GRCh37. Tal ferramenta BWA-MEM lida com sequéncias de 70 a
1000 bases.
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4.3.3 Processo po6s-alinhamento

ApoOs o processo de alinhamento é possivel iniciar o processamento das
amostras alinhadas com o objetivo de remover vieses, assim ordenando 0S arquivos
com as sequéncias analisadas em concordancia gendémica, assim sendo utilizada as
funcbdes SortSam e para verificacdo se houve erro das analises, a ferramenta

BamTools é utilizada como ponto de checagem, sendo ferramentas do Picard.

4.3.4 Realinhamento local e recalibracdo da qualidade

Com o intuito de exclusdo das bases que ndo estdo alinhadas de modo
correspondente com o gene de referéncia, a ferramenta GATK é inserida na andlise.

Em geral as regibes do gene que possuam variaveis como delecdes ou
insercdes sdo suscetiveis quando passam pelo realinhamento local, visto que uma
sucessado de bases pode ser confundida como uma variavel genética e ela pode ser
apenas uma organizacao diferente do genoma de referéncia. Com isso a ferramenta
GATK refaz o alinhamento que foi executado no passo anterior de maneira mais
sensivel e especificamente, gerando arquivos com essas variantes genéticas para
minimizar os efeitos dessas bases re-alinhadas de modo ndo completamente
correspondente com o gene de referéncia, jA que sucessbes de bases podem ser
erroneamente marcadas como variancias sucessivas, executando-se o realinhamento
local apds os processos descritos anteriormente.

Para tal processo, um conjunto de funcbes da ferramenta GATK sdéo
empregados assim, determinando o intervalo a ser realinhado, utilizando a funcéo
“RealignerTargetCreator” e entdo o realinhamento com a fungéo “IndelRealigner”. Ao
final dessa etapa, a fungao “BaseRecalibrator” é utilizada com o intuito de definir o que
seria variagbes causadas biologicamente ou por manipulagdo da amostra como,
preparado da biblioteca, re-alinhamento das sequéncias e reacao de sequenciamento,

sendo assim retiradas das amostras.

4.3.5 Controle de qualidade pés-alinhamento

Como descrito nas etapas acima, todo o processo de analise de bioinformatica

das sequéncias de DNA é complexo, mas fornecem dados refinados e em alto
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desempenho das amostras desejadas. Entretanto, mesmo com refinamento dos
enguadramentos das amostras, o processo de controle de qualidade pés-alinhamento
€ essencial para confrontar os dados reais que foram obtidos pelo sequenciamento
do Exoma.

Utilizando a ferramenta Picard e sua funcdo de “CollectMultipleMetrics”, que
tem a funcéo de gerar estimativas de acertos de alinhamento, distribuicdo, tamanhos
de insertos pds-alinhamento, pontuagdes de alinhamento e as métricas dos ciclos dos
ciclos de reagdes do equipamento de sequenciamento, refinando assim como etapa

final de controle de qualidade os dados obtidos anteriormente.

4.3.6 Descoberta de variantes genéticas

A descoberta dessas variantes genéticas podem ser observadas gracas ao uso
do genoma de referéncia GRCh37 citado anteriormente, com essa comparacéo de
referéncia e a amostra selecionada, € possivel se utilizar a fungéo “HaplotypeCaller”
da ferramenta GATK. Essa fungao interroga as SNPs (Single nucleotide polimorphism)
e indels (Insercdes e delecdes) de modo simultdneo com os haplotipos de tais regides
ativas, que séo classificadas desse modo pois apresentam tais variantes genéticas.

Apds esse processo a fungdo “genotypeGVCFs” da ferramenta GATK é
aplicada, assim interrogando as variantes das amostras e assim, gerando arquivos
VCF (variant call format), onde estdo presente as posi¢cdes e tipos de variantes

encontradas nas amostras, sem anotagﬁes de genes.

4.3.7 AnotagOes de variantes

Para uma resposta mais interpretavel das amostras sequenciadas e presentes
danos além de trechos e localizacdes, faz-se necessario o processo de anotacdes de
genes que estdo dispostas nas localizacdes informadas pelos arquivos anteriores
(VCFs), assim, auxiliando no processo de filtragem das amostras.

Para tal a ferramenta utilizada, Variant Affect Predictor (VEP) é aplicada e com
ela as informacgBes necessarias podem ser aplicadas, assim, anotando transcritos que
foram afetados pelas variancias genéticas, a localizacdo de tal variante em seu
contexto gendémico que ela se aplica, genes, a consequéncia da variancia na

codificacdo das proteinas, o potencial deletério e as suas associa¢cdes que podem
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estar associadas a tal variante e as condic¢des informadas em literatura, entre outras
informacdes.

Com essa lista de informacdes, € possivel se analisar os genes de busca,
nesse caso, danos em gene de reparo e assim, oferecer uma analise exploratoria

como proposto no projeto citado acima (item 3.1).
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5 RESULTADOS

5.1 PURIFICACAO CELULAR DAS AMOSTRAS

Amostras derivadas de leucaférese, obtidas de pacientes com LNH ou LLA e
amostras de DN foram submetidas a analise de pureza pela quantificacdo do
marcador CD3, pré e pés enriquecimento.

As figuras 6 e 7 ilustram a andlise dos cinco pacientes e dos trés doadores,
respectivamente. Na imagem mais a esquerda nas figuras, o eletroferograma
comparativo entre o produto celular de partida bruto (vermelho) e pés-enriquecimento
(azul) demonstra uma pureza entre Xxx € XX entre 0s pacientes e, entre xx e xx entre

os doadores. Dentre os pacientes, um (PCCAR 2) apresentou pureza inferior a 90%.

Figura 6-CITOMETRIAS PACIENTES CELULAS MONONUCLEARES
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A figura representa os dados de pureza de CD3* por citometria de fluxo dos pacientes PCCAR 1,
PCCAR 2, PCCAR 3, PCCAR 4 e PCCAR 5 respectivamente, sendo o primeiro painel uma forma
representativa de comparagédo entre as células do descongelamento e as células ap6s purificacdo em
coluna magnética e o segundo e terceiro painel, a representagao dos eventos de CD3* das células do
descongelamento e as células apés purificagdo em coluna magnética. No eletroferograma, a cor
vermelha representa o descongelamento das amostras e a cor azul apds enriquecimento.
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A figura representa os dados de pureza de CD3* por citometria de fluxo dos doadores (controle
negativo) DN 1, DN 2 e DN 3, respectivamente, sendo o primeiro painel uma forma representativa de
comparacao entre as células do descongelamento e as células ap6és purificacdo em coluna magnética
e 0 segundo e terceiro painel, a representacéo dos eventos de CD3* das células do descongelamento
e as células apos purificacdo em coluna magnética. No eletroferograma, a cor vermelha representa o

descongelamento das amostras e a cor azul apds enriquecimento.

Vale ressaltar que tal processo néo foi executado nas células do produto final, pois

como demonstrado na figura 8, tais células foram selecionadas pela cultura celular

executada para a manufatura das células T-CAR. Como na cultura se utiliza

estimulantes como IL-2, beads CD3*/CD28* e como também ocorre a deplecdo de

mondcitos, o produto final j& possui a pureza celular de CD3*, CD4* e CD8* desejada.

A figura 8 ilustra os dados da anadlise de pureza do produto pds-manufatura,

tanto para os pacientes quanto para os doadores. (valor medido de doador e paciente).
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Figura 8-CITOMETRIAS PACIENTES E DOADORES POS MANUFATURA
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A figura representa os dados de pureza de CD3* por citometria de fluxo, dos pacientes PCCAR 1,
PCCAR 2, PCCAR 3, PCCAR 4 e PCCAR 5, respectivamente, e dos doadores (controle negativo) DN
1, DN 2 e DN 3.0s painéis demonstram a pureza celular das amostras ao final da manufatura do T-
CAR.

5.2 EXTRACAO DE DNA DAS AMOSTRAS E SEQUENCIAMENTO GENETICO

Apés a andlise de pureza, as amostras foram extraidas a extracdo de DNA com
auxilio do equipamento pelo extrator automatico QIAsymphony®. Nao houve
guantificacdo do numero total de células para cada amostra, como material de partida
para a extracdo de material genético. Apdés a extracao, todas as amostras foram
eluidas em 100 uL de 4gua nuclease free. A tabela 2 ilustra a concentracdo de DNA
obtida e a pureza do material estimada pela relagdo entre os comprimentos de onda
260/280.

As amostras foram submetidas ao sequenciamento do Exoma total, com uma
massa minima total de 500 ng, sendo este material coletado pela equipe do Grupo
Fleury, sob condi¢cbes 6timas para manutencdo da qualidade do material genético
extraido (2-8°C).
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Tabela 2-VALORES EXTRACAO DNA

IDENTIFICADOR Nucleic 260/280 Fator
Acid

DN 1 CMN 161,2 ng/uL 1,85 50

DN 2 CMN 140,1 ng/puL 1,85 50

DN 3 CMN 239 ng/uL 1,87 50

PCCAR1CMN  325ng/uL 1,89 50
PCCAR2CMN  34,4ng/uL 1,88 50
PCCAR3CMN  240,6 ng/uL 1,86 50
PCCAR4CMN  452ng/uL 1,91 50
PCCAR5CMN  982ng/uL 1,87 50

DN 1 CAR+ 102,2 ng/uL 1,85 50
DN 2 CAR+ 78,2 ng/uL 1,93 50
DN 3 CAR+ 50,1 ng/uL 1,9 50
PCCAR 1 CAR+ 81 ng/uL 1,9 50
PCCAR 2 CAR+ 49,6 ng/uL 1,89 50
PCCAR 3 CAR+ 415ng/uL 1,9 50

PCCAR 4 CAR+ 46,4 ng/uL 1,93 50
PCCAR 5 CAR+ 183,6 ng/uL 1,93 50

Valores de extragdo de DNA das amostras de pacientes e doadores extraidos pelo extrator
automatico QIAsymphony® em volume final de 100 pL.

5.3 ANALISE DE BIOINFORMATICA E DADOS GENETICOS

Os dados de sequenciamento foram disponibilizados pelo grupo Fleury
Medicina e Saude no formato FAST, sem analise preliminar de qualidade. A analise
de bioinformatica para avaliagdo da qualidade das sequéncias obtidas foi realizada
com auxilio das ferramentas opensource FASTQC (lllumina. FastQC), MULTIQC
(MultiQC.) e CUTADAPT (Martin, M. Cutadapt.). O alinhamento foi realizado pela
ferramenta BWA (bwa-mem2. The next version of bwa-mem.) utilizando-se como
sequéncia de referéncia a hgl9 (NCBI. GRCh37 - hg19 - Genome - Assembly — NCBI)
e no processamento pés alinhamento utilizado PICARD (Broad Institute. Picard) .
ApOs essa etapa, foi inserida a ferramenta GATK ( Broad Institute. GATK), executando
o controle de qualidade pos alinhamento por PICARD (Broad Institute. Picard) e a

descoberta de variantes por GATK ( Broad Institute. GATK), sendo anotados por VEP
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( Ensembl Variant Effect Predictor (VEP)) e assim tendo os dados dos genes que
apresentam mutacdes. Tais processos estdo representados na figura 9 e sumarizados

na tabela 3.

Figura 9-WORKFLOW BIOINFORMATICA
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Esquema simplificado do WorkFlow das etapas executadas para tratamento por bioinformatica das
amostras e assim a obten¢éo dos dados genéticos dos pacientes e doadores.

Tabela 3-DISCRICAO DE FERRAMENTAS

SOFTWARE DESCRICAO

FastQC Sumarizagcdo de controle de qualidade por amostra
considerada.

MultiQC Visualizacdo de graficos de controle de qualidade em alta
resolucéo e compilados em um Unico arquivo grafico.

Cutadapt Ferramenta utilizada para a retirada de adaptadores
provenientes da biblioteca.

BWA Alinhador que implementa a transformada de Burrows-
Wheeler.

Picard Conjunto de ferramentas utilizado para tarefas como
ordenacéo, marcacao de duplicados, indexacéo e validagao.

GATK Conjunto de ferramentas utilizado para realinhamento local,
recalibracdo da qualidade e descoberta de variantes.

VEP Anotacédo das variantes.

Sumario de softwares e ferramentas que foram empregados nas andlises de bioinformatica.

Com os dados coletados das analises preliminares, obtivemos arquivos no
formato de texto (TSV-TXT) e posterior tabulagdo em Excel. Esse processo foi
utilizado para revisdo dos dados refinados, com foco na selecao de genes de reparo
de DNA.

A selecao dos genes de reparo de DNA foram obtidos a partir dos seguintes

bancos de dados: wikipathways, Reactome, KEGG ( Kyoto Encyclopedia of Genes
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and Genomes) e PANTHER. Esses bancos de dados sdo alimentados
frequentemente por redes de dados de institutos, hospitais, centros de pesquisas e
por literatura, mantendo-os atualizados com frequéncia. Os genes selecionados

nessas plataformas estao apresentados na tabela 4.

Tabela 4-LEVANTAMENTO DE DADOS DE GENE DE REPARO

VIAS DE REPARO DE DNA GENES
Quebras de fita simples e dano APEX1, FEN1, LIG1, MBD4, MPG, NTHL1,
3 base 0OGG1, PARP1 (ADPRT1), PCN,

TP53 (p53), UNG, XRCC1.

ATM, BLM, BRCA1l, BRCA2, CHEK]1,
H2AFX, HUS1, LIG1, MDC1, MLH1, MRE11,
NBN, PRKDC, RADS50, RAD51, RPAL,
TP53BP1, XRCC2, XRCC6.

Quebras de fita dupla

ATR, ATRIP, ATRX, BARD1, BRIP1,
CHEK2 (RAD53), CIB1, CRY1, FANCA,
FANCD2, FANCG, GADD45A, GADDA45G,
Dano do acucar (glicacdo) RAD1, RAD17, RAD18, RAD21, RAD51B,
RAD9A, RBBP8, REV1, RNF168, RNFS,
SMC1A, SUMO1, TOPBP1, XRCC3.

CDK7, DDB1, DDB2, ERCC1,
ERCC2 (XPD), LIG1, NTHL1, OGG1, PCNA,
PNKP, RPA1, SIRT1, TP53 (p53), XPA,
XPC.

Ligacdo cruzada de DNA

ABL1, ATM, BARD1, BAX, BBC3 (PUMA),
BRCA1, CDKNI1A (p21CIP,  WAF1),
CHEK2 (RAD53),  CIB1,  CSNK2A2,
PPP1R15A (GADD34), PRKDC, RAD21,
RADOYA, SIRT1, TP53 (p53), TP73.

Apoptose

ATM, ATR, ATRIP, CDC25A, CDC25C,
CDK7, CDKN1A (p21CIP1, WAF1), CHEK1,
CHEK2 (RAD53),
Ciclo celular DDIT3 (GADD153,CHOP),

MAPK12 (p38GAMA), MCPH1, MDC1,
PPM1D, PPP1R15A (GADD34), TP53 (p53),
TP73.

A tabela demonstra os genes de reparo levantados por uso de plataformas genéticas,

selecionando os genes de reparo pelas suas vias de acao.

O primeiro passo para a analise é a eliminacdo de bases de baixa qualidade,

utilizando-se como cutoff a precisdao de chamada de base de 30% (%Q>/=30). A
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precisdo de chamada de base € a probabilidade de uma base de nucleotideo ter sido
alocada erroneamente pelo sequenciador. A pontuacdo Q, fornecida com mais
frequéncia, é derivada da seguinte férmula: Q = -10 log- P, onde P é a probabilidade
de imprecisdo. Pontuacdes Q baixas podem indicar que os dados ndo podem ser
usados para uma investigacdo mais aprofundada. Um corte comum € Q > 30, o que
equivale a 99,9% de precisdo de acerto, mas para as amostras foram utilizados um Q
> 100, onde possuem uma precisdo de 99,999999% e assim sendo selecionado em
sua maioria genes com acumulos de danos por fatores somaticos (EUROFINS
GENOMICS).

Outro processo executado concomitantemente foi a utilizacdo do preditor
CADD, que fornece informacgédo do potencial de patogenicidade das mutacdes. As
predi¢cdes sao baseadas em abordagem de aprendizado de maquina, sendo analisada
a conservacao evolutiva, dados funcionais experimentais e as caracteristicas
estruturais causadas pelas mutacdes. Esse preditor é expresso como escores, sendo
utilizado para busca o escore superior a 10, de maior potencial patogénico, refinando
os dados para alvos com maior probabilidade de possuirem patogenicidade
(KIRCHER et al., 2014).

Esse processo forneceu os dados necessarios para as analises
posteriores, fornecendo dados de genes com alta precisdo de qualidade e com
potencial de serem patogénicos, fornecendo o pool de genes, que foram classificados
em doadores demonstrados na figura 10 (DN 1, DN 2 e DN 3) e pacientes
demonstrados na figura 11 (PCCAR 1, PCCAR 2, PCCAR 3, PCCAR 4 e PCCAR 5).
Esses genes foram separados e tabulados em conjunto entre as células
mononucleares (amostra inicial) e CAR+ (produto final) e acrescentado a relacéo do
gene com as vias em que atuam, esses dados sdo apresentados nas tabelas 5 para
doadores e tabela 6 para pacientes, respectivamente.

A figura 10 e 11 representa 0o ONCOPLOT que demonstra do lado esquerdo os
genes com danos nas amostras individuais, anotados pelo VEP, apresentando o0s
danos que ocorreram nos genes em verde e preto (missense e multi-hit
respectivamente) e ao lado direito é demonstrado a incidéncia de mutacdo em tais
genes. Na parte inferior, € demonstrado a identificacdo de cada amostra, sendo

demonstrados doadores na figura 10 e pacientes na figura 11.



Figura 10-ANALISE ONCOPLOT DE DOADORES

XRCC1 I 71%
MCPH1 —— 57%
PPP1R15A R _ 57%
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0 MAPK12 29%
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u PRKDC 29%
RAD9A . I 29%
SIRT1 29%
TOPBP1 29%
TP53BP1 29%
XPC 29%
APEX1 14%
ATM 14%
CDC25C 14%
MLH1 14%
XRCC3 14%
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Andlise gréafica dos impactos individuais que estao ocorrendo nos genes de reparo de
doadores saudaveis (DN 1, DN 2 e DN 3) no processo pé e pos manufatura das

celulas geneticamente modificadas.
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Figura 11-ANALISE ONCOPLOT PACIENTES:
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Andlise grafica dos impactos individuais que estdo ocorrendo nos genes de reparo de
pacientes (PCCAR 1, PCCAR 2, PCCAR 3, PCCAR 4, PCCAR 5) no processo pré e
pos manufatura das celulas geneticamente modificadas.

Nas células mononucleares e nas células CAR+ do produto acabado da tabela
5 e 7, alteragcdes genéticas foram demarcadas por meio de técnica de analise
comparativa de cores. Os genes que apresentaram alteracbes nas células
mononucleares, mas ndo foram encontrados nas células CAR+ ao final do
procedimento, foram sublinhados em amarelo, enquanto aqueles que permaneceram
inalterados durante todo o processo de fabricacdo foram destacados em azul. A cor
vermelha foi utilizada como destaque para 0os genes que apresetaramalteracdes no
momento pés manufatura. , mas ndo eram observadas nas células mononucleares
pré-manufatura, indicando a probabilidade de ocorréncia de mutacdes durante a

producdo de células CAR+. Apenas o0 gene BARD1 ainda nao foi classificado na
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literatura, porém pode funcionar na via de sinalizacdo ATM mesmo que isso ainda nao
tenha sido confirmado nas literaturas e banco de dados (DELEONARDIS et al., 2017).

Cada gene foi categorizado de acordo com sua via, que incluia vias de
sinalizacdo celular, estresse celular, BER, NER, HR, resposta a danos genéticos e
controle do ciclo celular como descrito anteriormente na figura 2.

Na tabela 5, referente aos doadores, é indicado em azul os danos em genes
de reparo acusados no refinamento do sequenciamento nas células mononucleares
pré - manufatura e que se mantém ao final do processo nas células CAR+. O destaque
em amarelo refere-se aos genes que ndo estao apresentados com mutacdo durante
0 processo de manufatura e ndo aparecem no produto pés manufatura (CAR+) e

vermelho os genes que séo apresentados com danos ao final do processo, nas células

CAR+.

Tabela 5- GENES DE REPARO MUTADOS EM DOADORES

PRE-MANUFATURA
(CELULAS MONONUCLEARES)

DOADORES POS-MANUFATURA

DOADORES
(CELULAS CAR+)

BARD1 (ndo tem classe)

CIB1 (Vias de sinalizacao celular)
LIG1 (BER)

MCPH1 (Resposta ao dano genético)
MAPK12 (Vias de sinalizacao celular)
MDC1 (vias de sinalizagao celular)
PRKDC (HR)

PPP1R15A (estresse celular)

RADYA (Resposta ao dano genético)
SIRT1 (estresse celular)

TP53BP1 (Resposta ao dano genético)
XPC (NER)

XRCC1 (BER)

BRCAL1 (HR)

ATM (Resposta ao dano genético)
APEX1 (BER)

CDC25C (Resposta ao dano genético)

BARD1 (ndo tem classe)

CIB1 (Vias de sinalizacao celular)
LIG1 (BER)

MCPH1 (Resposta ao dano genético)
MAPK12 (Vias de sinalizacao celular)
MDC1 (vias de sinalizagcao celular)
PRKDC (HR)

PPP1R15A (estresse celular)

RADYA (Resposta ao dano genético)
SIRTL1 (estresse celular)

TP53BP1 (Resposta ao dano genético)
XPC (NER)

XRCC1 (BER)

BRCAL (HR)

XRCC3 (HR)

MLH1 (Resposta ao dano genético)
TOPBPL1 (regulacédo de ciclo)

Primeira coluna com os dados de genes com mutacfes com potencial patogénico em
células mononucleares de doadores e segunda coluna dos genes com potencial
patogénico em células CAR+ de doadores ao final da manufatura.

Na manufatura de doadores foi possivel observar grande quantidade de danos

em genes de reparo nas células pré-manufatura, mesmo que esses doadores sejam
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saudaveis e sem tratamentos genotoxicos informados anteriormente. Apds analise
individual dos doadores sadios, foi observado que o DN 3, diferente dos outros 2
doadores (DN 1 e DN 2), tem grande quantidade de danos. Enquanto os individuos
DN 1 e DN 2 possuem 3 e 4 danos no inicio da manufatura, respectivamente, o doador
DN 3 possui 14, podendo indicar que esse doador tem uma diferenca exacerbada de
danos que ndo deveriam ser encontradas normalmente em individuos saudaveis que
ndo tenham doencas confirmadas ou algum tipo de tratamento que seja genotéxico.
Para demonstrar essa diferenga, o doador DN 3 foi removido do pool inicial
de amostras de doadores normais e, um segundo pool, contendo apenas as amostras
dos doadores DN 1 e DN 2, foi gerado (Tabela 6), demonstrando a diferenca no

processo de analise.

Tabela 6-DEMONSTRACAO DE DOADORES EM ANALISE INDIVIAL

PRE-MANUFATURA DOADORES POS-MANUFATURA  DOADORES
(CELULAS MONONUCLEARES)  (CELULAS CAR+)

MDCL1 (sinalizag&o celular) MDCL1 (sinalizacéo celular)

RADO9A (resposta ao dano genético) RAD9A (resposta ao dano genético)

CIB1 (sinalizagéao celular) CIB1 (sinalizagéo celular)
BARD1 (ndo tem classe) BARD1 (ndo tem classe)
XRCC1 (BER) XRCC1 (BER)
PPP1R15A (estresse celular) PPP1R15A (estresse celular)
MCPH1 (resposta ao dano genético) MCPH1 (resposta ao dano genético)
XRCC3 (HR)
XPC (NER)

TOPBP1 (regulacéo de ciclo)
MLH1 (resposta ao dano genético)

Representacéo de danos em genes de reparo dos doadores DN 1 e DN 2, retirando o
doador DN 3. A primeira coluna com os dados de genes com muta¢gdes com potencial
patogénico em células mononucleares de doadores e segunda coluna dos genes com
potencial patogénico em células CAR+ de doadores ao final da manufatura.

Quando avaliamos os dados de pacientes, tabela 6, pode-se observar uma
grande quantidade de danos de gene de reparo com potencial patogénico no inicio da
manufatura, que se mantém até o produto final, nas células geneticamente

modificadas. Observou-se que existem danos que séo eliminados durante o processo
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de manufatura, indicado em amarelo e ndo possuem novos genes de reparo mutados

ao final da manufatura das células CAR+.

Tabela 7-GENES DE REPARO MUTADOS EM PACIENTES

PRE-MANUFATURA PACIENTES POS-MANUFATURA PACIENTES

(CELULAS MONONUCLEARES) (CELULAS CAR+)

BARD1 (ndo tem classe) BARD1 (nao tem classe)

BRCAL (HR) BRCAL (HR)

CIB1 (Vias de sinalizacao celular) CIB1 (Vias de sinalizacao celular)
DDB2 (NER) DDB2 (NER)

DDIT3 (Regulacao de ciclo) DDIT3 (Regulacao de ciclo)
ERCC2 (NER) ERCC2 (NER)

MCPHL1 (Resposta ao dano genético) MCPH1 (Resposta ao dano genético)
MAPK12 (Vias de sinalizacdo celular) MAPK12 (Vias de sinalizag&o celular)
OGG1 (BER) OGG1 (BER)

RAD17 (Resposta ao dano genético) RAD17 (Resposta ao dano genético)
TP53BP1 (Resposta ao dano TP53BP1 (Resposta ao dano genético)
genético)

TOPBPL1 (regulacédo de ciclo) TOPBPL1 (regulacédo de ciclo)
XPC (NER) XPC (NER)

XRCC3 (HR) XRCC3 (HR)

PPP1R15A (estresse celular) PPP1R15A (estresse celular)
XRCC1 (BER) XRCC1 (BER)

APEX1 (BER)
ATM (Resposta ao dano genético)
ATR (Resposta ao dano genético)
NBN (HR)
CDC25C (Resposta ao dano genético)
REV1 (via de replicacéo translesional)
Primeira coluna com os dados de genes com muta¢gdes com potencial patogénico em

células mononucleares de pacientes e segunda coluna dos genes com potencial
patogénico em células CAR+ de pacientes ao final da manufatura.

Os graficos 12 - 14 ilustram, de forma simplificada, o nUmero total de genes por
via de reparo, pré (azul) e pos (laranja) manufatura.

Na figura 12 vemos a representacao, de forma quantitativa, de vias de reparo
gue os genes anteriormente citados estao envolvidos, nos doadores DN 1, DN 2 e DN
3. E possivel observar que as vias que sofreram maior variacido em relacdo a presenca
e auséncia de alteracéo pré- e pés-manufatura, foram as vias BER, dano genético,

HR e regulacdo do ciclo celular. Retirando-se 0 DN 3 da analise (Figura 13),
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observamos maior variabilidade nas vias dano genético, HR, regulacéo do ciclo celular
e NER.

A figura 14 tem demonstrado os dados da tabela 4, dos pacientes PCCAR 1,
PCCAR 2, PCCAR 3, PCCAR 4 e PCCAR 5, com destaque para as vias de dano

genético, HR e de replicagdo translesional.

Figura 12-COMPARATIVO DE VIAS DE REPARO DOADORES

VIAS DE REPARO DOADORES

6
5
4
3
2
0
Reparo do DNA Resposta ao Vias de Estresse Celular Outros/Nao Regulacéo de
(BER) Dano Genético  Sinalizagédo (Recomblna(;ao Especificados  ciclo celular
Celular Homéloga)

® PRE-MANUFATURA DOADORES (CELULAS MONONUCLEARES) # POS-MANUFATURA DOADORES (CELULAS CAR+)

A figura representa de forma de grafico de barras as vias de reparo de amostras de
doadores pré e p6s manufatura das células CAR+. Nesse grafico, € possivel identificar
a alocacao de cada gene mutado em suas respectivas vias.
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Figura 13-COMPARATIVO DE VIAS DE REPARO INDIVIDUAIS

VIAS DE REPARO DOADORES DN 1 E DN 2

3,5
3
2,5
2
1,5
1
0

Reparo do DNA Resposta ao Vias de Estresse Outros/Ndo  Regulagéo de

(BER) Dano Genético  Sinalizagéo (Recomblna(;ao Celular Especificados  ciclo celular

Celular Homdloga)

® PRE-MANUFATURA DOADORES (CELULAS MONONUCLEARES) = POS-MANUFATURA DOADORES (CELULAS CAR+)

A figura representa de forma de gréafico de barras as vias de reparo de amostras de doadores DN 1 e
DN 2, pré e pés manufatura das células CAR+. Nesse grafico, é possivel identificar a alocacdo de cada
gene mutado em suas respectivas vias.

A figura 14 tem como objetivo demonstrar os dados da tabela 6, dos pacientes
PCCAR 1, PCCAR 2, PCCAR 3, PCCAR 4 e PCCAR 5, informando quantitativamente

qual gene esta relacionado com cada via.

Figura 14-COMPARATIVO DE VIAS DE REPARO PACIENTES

VIAS DE REPARO PACIENTES

8
7
6
5
4
3
2
: II I il EN II [
0
Reparo do DNA Resposta ao Vias de Estresse Outros/Ndo Regulagdo de Via de
(BER) Dano Genético Sinalizagdo (Recomblnagao Celular Especificados  ciclo celular Replicagdo
Celular Homologa) Translesional

® PRE-MANUFATURA PACIENTES (CELULAS MONONUCLEARES)  ® POS-MANUFATURA PACIENTES (CELULAS CAR+)

Figura 14: A figura representa de forma de gréafico de barras as vias de reparo de amostras de pacientes
com LLA e LNH pré e p6s manufatura das células CAR+. Nesse grafico, é possivel identificar a alocacéo
de cada gene mutado em suas respectivas vias.
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5.4 LEVANTAMENTO DE PRONTUARIOS

A coleta de dados de prontuarios, tanto dos pacientes LNH/LLA e doadores
normais mostrou auséncia de doenca prévia conhecida até a coleta das células
mononucleares em todos os doadores. A tabela 8 ilustra os medicamentos
quimioterapicos utilizados pelos pacientes, previamente a coleta por leucaférese.

O primeiro dado levantado dos prontuarios foram os quimioterapicos, que tem
por objetivo serem avaliados os mecanismos de ac¢ao e a associagdo dos mecanismos
de acdo com os danos encontrados nas andlises, danos de gene de reparo, avaliando
seu impacto nas células mononucleares pré-processamento.

Concomitantemente avaliar sua classificagdo medicamentosa informada na

literatura, analisando a maneira em que poderiam afetar as vias de reparo.
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Tabela 8-QUIMIOTERAPICOS RELATADOS EM PRONTUARIOS

QUIMIOTERAPICOS CLASSES REFERENCIA

BENDAMUSTINA

CARBOPLATINA

CICLOFOSFAMIDA

CISPLATINA
CITARABINA

DAUNORRUBICINA

DOXORRUBICINA
ETOPOSIDEO
FLUDARABINA
GENCITABINA
IFOSFAMIDA

MITOXANTRONE
OXALIPLATINA

PROCARBAZINA
TIOGUANINA

VINCRISTINA

VINDESINA
VINORELBINE

Agente Alquilante

Agente Alquilante

Agente Alquilante

Agente Alquilante
Analogos de nucleosideo

Antraciclinas
Antraciclinas

Inibidor da topoisomerase Il

Anélogos de purina
Anélogos de nucleosideo
Agente Alquilante
Antraciclina

Agente Alquilante
Agente Alquilante

Analogos de purina
Alcaldides da vinca

Alcaléides da vinca

Alcaléides da vinca

(LALIC; AURER; BATINIC;
VISNJIC; SMOLJO; BABIC,
2022)

(OGURI; SAKAKIBARA; MASE;
SHIMIZU; ISHIKAWA; KIMURA;
SMYTH, 1988)

(SAR; MONTES-BAYON;
ORTIZ; BLANCO-GONZALEZ;
SIERRA; SANZ-MEDEL, 2007)
(DASARI; TCHOUNWOU, 2014)

(RECHKOBLIT; JOHNSON;
BUKU; PRAKASH; PRAKASH;
AGGARWAL, 2019)
(AUBEL-SADRON; LONDOS-
GAGLIARDI, 1984)

(ZANDEN; QIAO; NEEFJES,
2020)

(HANDE, 1998)

(CHESON; A VENA; FOSS;
SORENSEN, 1994)

(GESTO; CERQUEIRA;
FERNANDES; RAMOS, 2012)
(FURLANUT; FRANCESCHI,
2003)

(THOMAS; ARCHIMBAUD,
1997)

(ALCINDOR; BEAUGER, 2011)

(ARMAND; RIBRAG;
HARROUSSEAU; ABREY, 2007)
(SPRANGERS; COSMAI;
PORTA, 1982)

(VERMA; SHARMA; GAUR;
KUMAR, 2022)

(BAYSSAS; GOUVEIA;
VASSAL; MISSET;
SCHWARZENBERG; RIBAUD;
MUSSET; JASMIN; HAYAT;
MATHE, 1980)
(R_K-GREGORY, 2000)

Representacao dos quimioterapicos utilizados pelos pacientes durante o processo de tratamento a partir
dos prontuarios e suas classes medicamentosas.



55

5.5 ANALISE DE MANUFATURA

A andlise das fichas de producéo (figuras 15 e 16), mostra o percentual de
viabilidade celular ao longo do processo de manufatura. Observamos que o padrao
celular entre os pacientes ndo apresenta grande variabilidade, com excecdo da amostra
do paciente PCCAR 2, produzido em pequena escala e consequente, com menor
namero de células. No entanto, o perfil de proliferacéo celular mostrou-se similar ao dos

outros pacientes produzidos em larga escala.

Figura 15-MANUFATURA QUANTITATIVA DE PACIENTES

PROCESSO DE MANUFATURA PACIENTES

4,10E+09
1,02E+09
2,56E+08
6,40E+07
1,60E+07
4,00E+06
1,00E+06 = ~
DEPLECAO ATIVACAO TRANSDUGA  REMOGAO EXPANSAO = EXPANSAO
(¢} BEADS
PCCAR1  1,50E+09 1,10E+09 2,60E+08 1,65E+08 6,60E+08
PCCAR2  3,56E+07 9,77E+06 1,85E+06 2,98E+06 9,15E+06 2,82E+07
PCCAR3  4,27E+09 4,40E+08 1,77E+08 7,50E+07 7,75E+07 1,20E+09
=—8==PCCAR 4  4,30E+09 8,93E+08 3,12E+08 4,93E+08 9,94E+08
=9==PCCAR5  1,30E+09 5,46E+08 2,45E+08 2,44E+08 5,35E+08 1,16E+09

A figura representa o processo de manufatura para as células geneticamente modificadas dos pacientes
PCCAR 1, PCCAR 2, PCCAR 3, PCCAR 4 e PCCAR 5, apontando os pontos de contagem de células
nos momentos criticos da manufatura.

A representacao da figura 16 traz as informacdes do percentual de viabilidade
celular, para os doadores. Pode-se observar que os doadores DN 1 e DN 2 tem um
perfil celular similar, apenas na etapa de remocao das beads, que € um processo fisico
qgue utiliza magnetismo e levar a retirada de células do processo e assim,
consequentemente, reduzir o nimero celular, mas o mesmo obteve gquantidades
promissoras durante a expansdo. Entretanto, quando observado o processo de

manufatura do DN 3, pode-se observar que 0 mesmo possui reducao de células e um
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perfil delongado de crescimento celular se comparado com o0 mesmo processo de

manufatura dos doadores DN 1 e DN 2.

Figura 16-MANUFATURA QUANTITATIVA DOADORES

PROCESSO DE MANUFATURA DOADORES

1,40E+08
1,20E+08 ~
1,00E+08 //
8,00E+07
6,00E+07
4,00E+07
2,00E+07 \/
+ ~
PO0EeD DEPLECAO ATIVAGAO ~ TRANSDUGAO ~ REMOGRO EXPANSAO
—e—DN1  400E+07 1,50E+07 4,40E+07 1,04E+08 1,24E+08
DN2  1,10E+08 9,21E+07 1,06E+08 6,63E+07 1,28E+08
DN3  4,00E+07 2 64E+07 2,70E+07 3,64E+07 7,49E+07

A figura representa o processo de manufatura para as células geneticamente modificadas dos doadores
DN 1, DN 2 e DN 3, apontando os pontos de contagem de células nos momentos criticos da manufatura.

A contagem absoluta do percentual de células viaveis por estagio de manufatura,
para doadores e pacientes, pode ser observada na Tabela 9. Os pacientes
apresentaram uma média de viabilidade de 94,76% pré manufatura e 95,68% pos
manufatura e com média de CAR + de 26,62%. Em doadores a viabilidade € de 95,96%

pré manufatura, 95,43% pds manufatura e CAR+ de 48,4%.



Tabela 9- REPRESENTACAO DE VIABILIDADE E % DE CAR+

PACIENTES/  VIABILIDADE VIABILIDADE = PORCENTAGEM
DOADORES CELULAR PRE CELULAR POS DE CAR+
MANUFATURA MANUFATURA
PCCAR 1 95,5% 88,5% 49,9%
PCCAR 2 89.0% 90,9% 22,8%
PCCAR 3 99,8% 99,8% 18,1%
PCCAR 4 99,8% 99,4% 20,2%
PCCAR 5 89.7% 99,8% 22,1%
DN 1 90,5% 98,5% 41,2%
DN 2 97,9% 89,9% 39,3%
DN 3 99,5% 97,9% 64,8%
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Tabela com representacéo de viabilidade celular pré e p6s manufatura e porcentagem de CAR+ de

pacientes e doadores.
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DISCUSSAO

Segundo as estimativas do instituto nacional do cancer (INCA), no triénio de
2023 a 2025, foram diagnosticados 5.930 novos casos por ano de LLA e 10.810 de
LNH por ano no Brasil (INCA, 2022). O tratamento para tais neoplasias é definido pelo
estagio da doenca e geralmente envolve 0 uso de agentes quimioterapicos, associado
ou nao ao transplante medular, radioterapia, terapias alvo, imunoterapia com
anticorpos monoclonais e a terapia com celulas T-CAR (SHEYKHHASAN;
MANOOCHEHRI; DAMA, (2022); KERSTEN; SPANJAART; THIEBLEMONT, (2020).

O tratamento de LLA e LNH no Brasil seque uma abordagem multidisciplinar
de tratamentos prévios, antes de ser inserida imunoterapia com células modificadas.
A terapia com células T-CAR tem sido revolucionaria no tratamento de canceres
hematolégicos, sendo muito utilizada para o tratamento de LLA e LNH. No entanto,
esta nova abordagem terapéutica traz consigo desafios como a grande complexidade
e custo de fabricagdo, persisténcia da célula modificada no organismo do paciente,
toxicidade, seguranca e aplicacdes clinicas, tornando-a um desafio para a saude
publica, ressaltando a necessidade de estudos complementares para melhor
introducé&o da terapia no mercado, reduzindo custo e fornecendo maior seguranca
(NARKHEDE; MEHTA; ANSELL; GOYAL, (2021); DIMITRI; HERBST; FRAIETTA,
2022). Neste sentido, a andlise genética das amostras pré e pés manufatura podem
contribuir para o melhoramento do processo como um todo.

No atual projeto, foram selecionados uma pequena coorte de pacientes e
doadores manufaturados com o intuito de avaliar e inserir uma possivel area de
estudo, assim utilizando sequenciamento genético de Exoma e analises de
bioinformética, sendo analisados assim 0s genes de reparo que podem apresentar
danos e avaliar assim a seguranca da producao.

Os genes de reparo apresentam importante papel no funcionamento da
integridade da maquinaria genética e manutencao dos genes, funcionando de maneira
orquestrada para aumentar a longevidade celular ou levar a mesma a morte, como
mecanismo de seguranca. Defeitos nas vias de reparo podem causar ambientes
gendmicos instaveis e caoticos, podendo aumentar a frequéncia de mutacfes e
problemas genéticos (RONEN; GLICKMAN, 2001) .

Inicialmente, foram analisados os dados das amostras pré-manufatura dos

pacientes, as células mononucleares, com o objetivo de avaliar e identificar se os
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genes de reparo estavam apresentando mutacdes patogénicas no inicio da producao,
tendo em vista avaliar o impacto que poderia carrear na manufatura a entrada de
grande quantidade de genes danificados, sendo filtrados e selecionados pelo preditor
CADD (EUROFINS GENOMICS; KIRCHER et al., 2014) .

Em doador e pacientes foram identificados tais danos. Em pacientes, apds
analise em literatura, pode-se inferir que grande parte desses danos foram causados
pela doenca ou pelos tratamentos prévios como a quimioterapia e assim, podendo
interferir na sobrevida celular durante a manufatura (BOOGAARD; KOMNINOS;
VERMEIJ, 2022).

Apos o levantamento dos dados dos pacientes e listar os quimioterapicos que
foram utilizados para os tratamentos pdde-se observar a similaridade da literatura com
as vias mutadas em pacientes.

Corroborando com os dados encontrados na figura 12, o maior numero de
danos de genes encontrados sdo pertencentes a via BER e de resposta ao dano
genético, relacionando com o que a literatura apresenta, agentes alquilantes e
quimioterapicos a base de platina causam modificagdes diretas no DNA, ativando o
reparo de danos como os de via NER, sendo tratamentos de ampla gama de canceres,
enguanto alquilantes nédo tradicionais podem ativar vias de reparacdo como BER e o
uso de radioterapicos e radiomiméticos que causam um efeito mais toxico ao DNA,
levam a ativacdo de vias como NHEJ e HR e espécies reativas de oxigénio (EROSs)
podem levar a oxidacao de bases, fragmentacdo de acguUcares e as quebras de fita
simples dos complexos de DNA, podendo gerar estresse celular, problemas em
regulacao do ciclo celular e as sinalizacdes celulares, assim sendo apresentados para
diferentes vias de reparo (WOODS; TURCHI, 2013).

Anéalogos a nucleosideos e analogos de purina possuem interferéncia nos
mecanismos de reparo de DNA e séao relatados como potencialmente envolvidos com
danos por EROs podendo desenvolver danos em genes de reparo e ao estresse
celular por serem medicamentos que impactam em células em replicacdo afetando
diretamente na fase S e G2 da replicacao celular, levando ao estresse replicativo e a
possivel mutacdo em genes de reparo (TORGOVNICK; SCHUMACHER, 2015).
Medicamentos com base de Antraciclina sdo descritos com alto potencial de causar
danos em vias de MMR, BER e HR, como também causar estresse celular por ter
potencial de interferir no ciclo celular (SPENCER; BILARDI; KOCH; POST; NAFIE;
KIMURA; CUTTS; PHILLIPS, 2008). Alcaloide de vinca podem atuar em diferentes
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fases do ciclo celular, sendo mais significativo na fase M, podendo causar estresse
celular e mutacdes em vias de NER, BER, MMR e HR (EHRHARDT; SCHREMBS;
MORITZ; WACHTER; HALDAR; GRAUBNER; NATHRATH; JEREMIAS, (2011) ;
(EHRHARDT; PANNERT; PFEIFFER; WACHTER; AMTMANN; JEREMIAS, (2013).

Com isso é passivel de associacdo aos danos em gene de reparo em
pacientes, pois todos receberam processos quimioterapicos anteriores ao tratamento
com o T-CAR, sendo esses tratamentos administrados em ciclos contendo dois ou
mais dos quimioterpicos apontados na tabela 5, causando acéo patogénica em todas
as vias de gene de reparo por diferentes mecanismos. Esses dados também ajudaram
a executar a exclusdo da proxima avaliacdo das amostras, mostrando o que foi
causado possivelmente pela manufatura.

Ao final da manufatura, quando observados em pacientes, a incidéncia de
aparecimentos de novos danos em genes de reparo ndao ocorreu, podendo ser pelo
motivo de quantidade de morte celular que ocorre durante a manufatura (SALZ;
SEITZ; SCHAFER; FRANZEN; HOLZER; GARCIA-PRIETO; BURGER; HARDT;
ESTELLER; WAGNER, 2023) jA que durante o processo de manufatura, como
descrito anteriormente, uma grande quantidade de materiais e insumos sao
adicionados as células para sua produc¢éo, podendo levar a um estresse replicativo e
assim causar sua morte (WATANABE; MO; MCKENNA, 2022). Outros estudos
apontam que células T em repouso, ou seja, ndo ativadas, tem um perfil diferente na
expressdo génica e na sua cromatina, sendo deficiente no reparo e podendo
apresentar maiores danos em genes e genes de reparo, entretanto quando
estimulados e ativados, os genes dos linfocitos T passam a ter maior capacidade de
reparo, levando a possibilidade de ocorrer reparo celular ou serem desencadeadas
vias de morte celular (HU; XIE; GE; NIE; TAO; ZHAO, 2018).

Esse processo de morte pode causar a selecao de populacdes celulares e nao
prolongando os danos nas células filhas apds a replicagdo celular que apareceram
durante a manufatura e também sendo possivel o desaparecimento de danos nesses
genes que eram observados inicialmente nas células mononucleares, ja que
populacfes que possuiam esse gene podem ter sido eliminadas durante o processo
por morte celular BORGES; LINDEN; WANG, 2007).

Ao realizar a avaliacdo de doadores saudaveis, foram indicados danos de
genes de reparo no pré e pds manufatura em grande quantidade. Apds a analise

individual dos doadores, foi relatada a alteracdo do doador DN 3, que apresenta
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guantidades elevadas de danos em relacdo aos DN 1 e DN 2. Esses doadores foram
entdo separados para demonstracao dos dados.

Em analise de doadores, pode-se inferir que a falta de tratamento genotoxico
anterior beneficia na expanséo celular e na transdug¢ao do CAR+. Quando observado
o doador DN 3, houve diferenca de producéo celular, sendo reduzido o nimero de
células ao final da manufatura e sua expansao nao foi elevada como a dos outros
doadores.

Ao final da manufatura de doadores, pode-se observar a mutacéo de genes de
reparo que ndo foram observados em comparacdo aos pacientes. Nao foram
encontradas referéncias na literatura sobre esse efeito em doadores saudaveis, mas
€ possivel que a baixa morte celular em comparagdo com a manufatura de pacientes
possa ter infringido mais injarias nas células de doadores e como a manufatura pode
causar mutacfes genéticas em varios niveis, incluindo genes de reparo, a falta de
morte celular pode ter acarretado a incidéncia de mutacdes em certas populacdes
celulares desses doadores e encontradas no produto final de celulas geneticamente
modificas (SALZ; SEITZ; SCHAFER; FRANZEN; HOLZER; GARCIA-PRIETO;
BURGER; HARDT; ESTELLER; WAGNER, 2023).



62

CONCLUSAO

A analise de dados exploratoria, embora a casuistica seja de tamanho limitado,
sugere promissores resultados quanto a incluséo de estudo de dados genéticos , para
o desenvolvimento e aprimoramento do processo de manufatura das células CAR-T.

A possibilidade do uso de marcadores genéticos especificos para triagem e/ou
selecdo como nova ferramenta de estudo pode elucidar o perfil genético de pacientes
com maiores chances de sucesso quanto a modificacdo exigida na terapia CAR-T.
Por outro lado, seu uso em doadores sadios pode auxiliar no desenvolvimento da
terapia com CAR-T halogénico, baseado no estudo de vias genéticas.

Para melhor compreensdo do impacto do uso de dados genéticos em
processos de melhoria de manufatura para as células CAR-T, sugerimos o aumento
da casuistica tanto em namero de particantes sadios e doentes, a analise em multiplos

pontos da manufatura e também, andlise de dados do transcriptoma e/ou metiloma.
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