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RESUMO

Leucemias e linfomas sdo as neoplasias hematolégicas de elevado impacto em saude
publica. O CD19 é amplamente explorado como alvo terapéutico em imunoterapias
celulares baseadas em receptores quiméricos de antigeno (CAR). Embora as terapias
com células CAR-T tenham demonstrado elevada eficacia clinica, limitagdes
relacionadas a atual necessidade de terapia autdloga e efeitos adversos impulsionam
a investigacéo de estratégias alternativas, incluindo o uso de mondcitos/macrofagos
geneticamente modificados para expressar CAR. Nesse contexto, o presente trabalho
teve como objetivo estabelecer plataformas celulares pré-clinicas para a avaliagao
funcional de monécitos CD19-CAR contendo Dectina-1 ou FcR como moléculas
coestimulatorias frente a células B neoplasicas CD19+. Inicialmente, foram geradas
linhagens de células B neoplasicas expressando luciferase ou EGFP, utilizadas como
plataformas para anadlise de citotoxicidade, fagocitose e interacdo célula—célula.
Paralelamente, foram clonadas e validadas diferentes variantes de CD19-CAR
contendo combinagdes distintas de regides hinge, transmembrana e dominios
intracelulares derivados de receptores mieloides, como Dectina-1 e FcR. A geragao e
purificacao de populagdes estaveis de células CD19-THP-1-CAR, que apresentaram
taxas distintas de expressao do CAR na superficie celular. Seguidamente, realizou-se
a padronizagao de uma plataforma funcional baseada em luciferase utilizando células
CD19-8-137C-THP-1-CAR, e as variantes CD19-Dectin-1-THP-1-CAR e CD19-8-
FcyRI-THP-1-CAR promoveram redug¢ao da bioluminescéncia de células Nalm-6-Luc
e Daudi-Luc em comparagdo as células THP-1 nao modificadas, efeito mais
pronunciado em 6h de co-cultivo, com mantimento em 24h frente a células Nalm-6-
Luc. Os resultados evidenciam o potencial de dominios de sinalizagdo mieloides para
a funcionalidade de células THP-1-CAR e demonstram que a composi¢ao estrutural
do CAR, inclusive das regides hinge e transmembrana, influencia diretamente sua
eficiéncia de expressdo. Em conjunto, este trabalho estabelece uma base
experimental sélida para a investigacéo funcional de mondcitos/macréfagos CD19-
CAR e contribui para o desenvolvimento de estratégias inovadoras de imunoterapia
celular direcionadas as neoplasias de células B.

Palavras-chave: receptor antigénico quimérico (CAR); CD19; mondcitos modificados;

Dectina-1; FcR; neoplasias de células B.



ABSTRACT

Leukemias and lymphomas are hematological malignancies that impose a substantial
public health burden. CD19 has been extensively explored as a therapeutic target in
chimeric antigen receptor (CAR)-based cellular immunotherapies. Although CAR-T cell
therapies have demonstrated remarkable clinical efficacy, limitations associated with
the current reliance on autologous cell manufacturing and treatment-related toxicities
have driven the development of alternative strategies, including the use of genetically
engineered monocytes/macrophages expressing CARs. Within this context, the
present study aimed to establish preclinical cellular platforms for the functional
evaluation of CD19-CAR monocytes incorporating Dectin-1 or Fc receptors (FcR) as
costimulatory signaling domains against B-cell malignancies. Initially, B-cell malignant
cell lines stably expressing luciferase or EGFP were generated as experimental
platforms for cytotoxicity, phagocytosis, and cell—cell interaction assays. In parallel,
distinct CD19-CAR variants comprising different combinations of hinge,
transmembrane, and intracellular signaling domains derived from myeloid receptors,
including Dectin-1 and Fc receptors (FcRs), were cloned and validated. Stable CD19-
CAR-expressing THP-1 cell populations were successfully generated and purified,
exhibiting distinct levels of CAR surface expression. Subsequently, a luciferase-based
functional platform was established using CD19-8-137C-CAR THP-1 cells. Within this
platform, CD19-Dectin-1-CAR and CD19-8-FcyRI-CAR THP-1 cells reduced the
bioluminescence of Nalm-6-Luc and Daudi-Luc cells compared with unmodified THP-
1 cells. This effect was more pronounced after 6 h of co-culture and was maintained
after 24 h against Nalm-6-Luc cells. These findings highlight the potential of myeloid-
derived signaling domains to enhance the functional activity of CAR-engineered THP-
1 cells and demonstrate that the structural composition of the CAR, particularly the
hinge and transmembrane regions, directly influences CAR surface expression.
Collectively, this study establishes a robust experimental platform for the functional
investigation of CD19-CAR monocytes/macrophages and contributes to the
development of innovative cellular immunotherapy strategies targeting B-cell
malignancies.

Keywords: chimeric antigen receptor (CAR); CD19; bioengineered monocytes;

Dectin-1; Fc receptor (FcR); B-cell malignancies.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Hematopoese, maturacao de linfécitos B e CD19 como alvo para

imunoterapias

A hematopoese é um processo altamente regulado responsavel pela geragao
continua das células sanguineas a partir de células-tronco hematopoiéticas
multipotentes localizadas na medula dssea. Essas células dao origem a progenitores
mieloides e linfoides, sendo os progenitores linfoides comuns responsaveis pela
geracao de linfocitos B, T e células natural killer (NK) (Orr; Lanier, 2010; Wang et al.,
2020). A diferenciacao dos linfécitos B ocorre predominantemente na medula éssea e
envolve uma sequéncia ordenada de estagios definidos por rearranjos génicos dos
loci das imunoglobulinas e pela expressao diferencial de marcadores de superficie
(Wang et al., 2020).

Durante os estagios iniciais de desenvolvimento, as células pro-B e pré-B
passam por rearranjos dos genes das cadeias pesada e leve das imunoglobulinas,
processo essencial para a geracdo da diversidade do repertério de anticorpos. A
medida que amadurecem, essas células passam a expressar receptores de célula B
funcionais (BCR) e migram para orgaos linfoides secundarios, onde completam sua
maturacdo e participam de respostas imunes adaptativas (Tussiwand et al., 2009;
Raza; Clarke, 2021). Alteragdes genéticas ou epigenéticas adquiridas ao longo desses
estagios podem resultar em bloqueios de diferenciagdo, proliferacdo descontrolada e
resisténcia a apoptose, favorecendo o surgimento de neoplasias de células B em
diferentes pontos da ontogenia linfoide (Klein; Dalla-Favera 2008; Leval; Jaffe, 2020).

Nesse contexto, o antigeno CD19 destaca-se como um marcador central da
linhagem B. O CD19 é uma glicoproteina transmembrana expressa de forma continua
desde os estagios iniciais de células pré-B até células B maduras, sendo ausente
apenas em plasmécitos terminalmente diferenciados (Scheuermann; Racila, 1995;
Sadelain et al., 2019). Funcionalmente, o CD19 atua como um correceptor do BCR,
amplificando sinais de ativagdo e desempenhando papel critico na regulagdo da
resposta imune mediada por células B (Depernet; Crawford, 2020). A Figura 1
representa todas as células envolvidas na maturagao de células B e os antigenos
marcadores e suas expressoes em cada estagio da maturagao.

A expressao ampla e consistente do CD19 na maioria das neoplasias de células

B, aliada a sua baixa ou ausente expressao em tecidos nao hematopoiéticos, torna
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esse antigeno particularmente atrativo para estratégias de imunoterapia direcionada
(Neelapu et al., 2017; Cordeiro et al., 2019). Diferentemente de outros marcadores, 0
CD19 é raramente perdido durante os estagios iniciais da transformac¢ao maligna, o
que contribui para sua estabilidade como alvo terapéutico (Orlando et al., 2018). Essas
caracteristicas consolidaram o CD19 como um dos alvos mais bem-sucedidos para o
desenvolvimento de imunoterapias celulares, incluindo anticorpos monoclonais e
receptores antigénicos quiméricos, estabelecendo a base bioldgica para abordagens
inovadoras no tratamento das neoplasias de células B (Sadelain et al., 2013; Rafiq et
al., 2020).

FIGURA 1 — Maturagao de células B e expressao de marcadores

Medula Ossea Sangue Periférico
Célula-Tronco Pr6-CélulaB Pré-CélulaB CélulaB | CélulaB Célula B Plasmoblasto Célula Plasmatica
= ] Imatura | Madura de Memoéria
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Legenda: Figura 1 - Maturagao de células B e expressao de marcadores. A maturacao de linfécitos
B se inicia com a célula-tronco se diferenciando em células pré-B, que se diferencia em células pré-B
e por seguinte, em células B imaturas, na medula éssea. Quando migram para o sangue periférico, ja
em forma de células B maduras, podem se diferenciar em células B de meméaria, plasmoblasto e célula
plasmatica. A maturacdo de células B é marcada por expressao de antigeno marcadores de acordo
com o nivel de maturacado da célula. A expressdo de CD19 ocorre entre os estagios de célula pré-B a
plasmoblasto, ndo ocorrendo em plasmadcitos maduros. A imagem também representa a expressao de
outros marcadores, como CD22 e BCMA, que se diferem nos estagios da maturagdo em que séo
expressos pelas células B.

Fonte: elaborado pelo autor — software BioRender.

1.2 Contexto clinico e biolégico das neoplasias CD19+

As neoplasias hematolégicas compreendem um grupo heterogéneo de
doencas malignas originadas a partir de células do sistema hematopoiético,
representando importante causa de mortalidade em nivel global (Jiang; Lin; Zhu,

2022). Dentre essas patologias, as neoplasias de células B constituem a maior fragao,
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sendo responsaveis por aproximadamente 80% dos linfomas ndo Hodgkin (LNH),
além de uma parcela significativa das leucemias linfoides agudas e cronicas (Leval;
Jaffe, 2020; Alaggio et al., 2022).

Os linfocitos B desempenham papel central na imunidade adaptativa, atuando
na produgao de anticorpos, apresentagao de antigenos e regulagao da resposta imune
por meio da secrecgao de citocinas (Tussiwand et al., 2009; Raza; Clarke, 2021). Essas
células derivam de progenitores hematopoiéticos na medula 6ssea e passam por um
processo altamente regulado de diferenciacdo e maturagdo, caracterizado pela
expressao sequencial de marcadores de superficie e rearranjos génicos dos loci das
imunoglobulinas (Wang et al., 2020). Alteragdes genéticas e epigenéticas adquiridas
ao longo desse processo podem comprometer os mecanismos de controle da
proliferagdo e da apoptose, resultando no surgimento de clones malignos de células
B (Klein; Dalla-Favera 2008; Burmeister et al., 2010).

Do ponto de vista clinico e biologico, as neoplasias de células B podem
apresentar formas altamente agressivas, como o linfoma de Burkitt e a leucemia
linfoblastica aguda de células B (Dunleavy; Little; Wilson, 2016; Malard; Mohty, 2020).
Do ponto de vista diagndstico, a caracterizagao das neoplasias de células B baseia-
se na integragao de critérios clinicos, morfolégicos, imunofenotipicos, citogenéticos e
moleculares. A imunofenotipagem por citometria de fluxo e imuno-histoquimica
desempenha papel central na identificagcdo da linhagem celular e do estagio de
maturacao da célula neoplasica, sendo a expressdo de marcadores de superficie
como CD19, CD20, CD22 e imunoglobulinas de membrana amplamente utilizada para
o diagnéstico e a classificagdo dessas doencas (Leval; Jaffe, 2020; Alaggio et al.,
2022). Alteragdes genéticas recorrentes, como translocagcbes envolvendo loci de
imunoglobulinas e mutagdes em genes reguladores do ciclo celular e da resposta ao
dano gendmico, contribuem para a estratificacdo progndstica e para a definicao de
estratégias terapéuticas (Klein; Dalla-Favera 2008; Burmeister et al., 2010).

Leucemias e linfomas sao as neoplasias hematoldgicas de elevado impacto em
saude publica. De acordo com a Estimativa 2026—2028 do Instituto Nacional de
Cancer (INCA), o Brasil deve registrar cerca de 781 mil novos casos de cancer por
ano, dos quais aproximadamente 518 mil excluindo tumores de pele ndao melanoma
sdo esperados anualmente, reafirmando a magnitude do cancer como um dos
principais problemas de saude publica no pais e sua proximidade com as doencgas

cardiovasculares como causa de morte. Entre os tipos de neoplasias hematoldgicas,
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linfomas ndo-Hodgkin e leucemias figuram entre as estimativas, com cerca de 25 mil
novos casos por ano, demonstrando significativa contribuicdo das neoplasias de
células B ao total de diagndsticos oncologicos. Além da incidéncia, os dados
epidemiologicos mais recentes indicam que em 2023 ocorreram 4.860 &bitos por
linfomas n&ao-Hodgkin, refletindo sua carga em mortalidade, enquanto as leucemias
foram responsaveis por mais de 5 mil 6bitos no mesmo ano. Esses padrdes — alta
incidéncia e mortalidade associadas as neoplasias de células B — realgam sua
importancia clinica, social e o impacto sobre o sistema de saude, reforgando a
necessidade de abordagens terapéuticas mais eficazes e menos toxicas.

Apesar dos avancgos no diagndéstico molecular e na estratificacdo progndstica,
o tratamento dessas doencas ainda enfrenta limitagées importantes, especialmente
relacionadas a toxicidade de quimioterapicos e radioterapia, a persisténcia da doenca
residual minima e as altas taxas de recidiva em pacientes refratarios (Marie 2001; Xu
et al, 2019). Além disso, a quimioterapia convencional exerce efeitos
imunossupressores nao seletivos, comprometendo a vigildncia imunologica e
favorecendo a selec¢ao de clones tumorais resistentes (Sharma; Jasrotia; Kumar 2024;
Alrehaili et al., 2025). Paralelamente, o microambiente tumoral das neoplasias
hematoldgicas apresenta mecanismos ativos de imunossupressao, incluindo
secrecao de citocinas inibitérias, expressao de ligantes de checkpoint imunolégico e
reprogramacao funcional de células mieloides associadas ao tumor, contribuindo para

a evasao da resposta imune antitumoral (Toghraie et al., 2025; Walid et al., 2026).

1.3 Imunologia tumoral e microambiente tumoral: bases para a geragao de
imunoterapias direcionadas

O microambiente tumoral (TME, Tumor Microenvironment) € conhecido por ser
altamente complexo e dinamico, composto n&o apenas por células neoplasicas, mas
também por células estromais, vasos sanguineos, matriz extracelular e diversas
populagdes de células do sistema imunolégico (Schreiber; Old; Smyth, 2011). Nesse
sentido, ha um processo continuo de interagao entre o sistema imunoldgico, que esta
associado com mecanismos de reconhecimento e eliminagao de células neoplasicas,
e 0 microambiente tumoral, que possui estratégias de evasao imunoldgicas adquiridas
ao longo do crescimento neoplasico (Hanahan et al., 2022). Por isso, € de suma

importancia ter como base o entendimento da imunologia tumoral e do microambiente
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tumoral, ja que influenciam diretamente a progressdo da doenca e a resposta as
terapias (Ayuso; Garrido, 2022).

Nas fases iniciais da transformacado neoplasica, células tumorais podem ser
reconhecidas pelo sistema imunologico devido a expressdo de neoantigenos
derivados de mutagdes somaticas, proteinas expressas ou moléculas induzidas por
estresse celular. Esse reconhecimento desencadeia uma resposta coordenada entre
a imunidade inata e adaptativa, caracterizando o processo de imunovigilancia tumoral
(Mittal et al., 2014). Nesse contexto, células Natural Killer (NK), macréfagos, células
dendriticas e linfécitos T contribuem para a eliminagao de células malignas por
mecanismos citotoxicos diretos ou pela produgcdo de mediadores inflamatorios.
Entretanto, a pressdo seletiva exercida pelo sistema imunologico favorece a
sobrevivéncia de variantes neoplasicas menos imunogénicas, culminando no
desenvolvimento de mecanismos de escape e progressdo tumoral (Dunn; Koebel;
Schreiber, 2006; Vesely et al., 2011).

Os linfocitos T CD8* constituem um dos principais efetores da imunidade
antitumoral, e a ativagdo dessas células depende da apresentagdo de peptideos
antigénicos por células apresentadoras de antigeno (APCs). No contexto tumoral,
essa interagdo ocorre principalmente por meio da apresentacdo cruzada (cross-
presentation), processo em que antigenos exodgenos derivados de células tumorais
sdo capturados e redirecionados via MHC classe |, possibilitando o reconhecimento
por células T CD8* naive. Esse mecanismo possibilita o cross-priming, caracterizado
pela ativagao de linfécitos T CD8* naive (via MHC-Il) associado a interagcao entre
moléculas coestimulatorias, como CD80/CD86 e CD28, e a acdo de citocinas
inflamatdrias, incluindo IL-12, IL-15 e interferons tipo |. Como resultado, ocorre
expansao clonal, diferenciacdo em células T citotoxicas efetoras e formacgao de células
de memoria, etapas essenciais para o estabelecimento de respostas antitumorais
sustentadas (Joffre et al., 2012; Murphy et al., 2013; Abbas; Lichtman; Pillai, 2022).
Uma vez ativadas, as células T CD8" eliminam células tumorais principalmente por
mecanismos dependentes da liberagao de perforina e granzimas, induzindo apoptose
das células-alvo, além de produzirem interferon-gama (IFN-y), citocina capaz de
aumentar a expressao de moléculas de MHC-I em células tumorais, favorecendo seu
reconhecimento imunolégico e amplificando a resposta imune local por meio da
ativagao de macrofagos e outras células apresentadoras de antigeno (Chen; Mellman,
2017; Mittal et al., 2014).
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Paralelamente, os macrofagos representam uma das populagdes celulares
mais abundantes e funcionalmente relevantes do microambiente tumoral. Essas
células podem originar-se tanto de macrofagos residentes quanto de mondcitos
recrutados do sangue periférico em resposta a quimiocinas produzidas pelo tumor,
como CCL2, CCL5 e CXCL12, diferenciando-se em macréfagos associados ao tumor
(TAMs, Tumor-Associated Macrophages) (Cortés et al., 2017). Além da fagocitose de
células tumorais, os macréfagos atuam como importantes sensores imunoldgicos,
reconhecendo padrdes moleculares associados ao dano celular (DAMPs) e a
patdogenos (PAMPs) por meio de receptores como Toll-like Receptors (TLRs),
receptores Fc e receptores de lectina tipo C. A ativagcdo desses receptores
desencadeia vias de sinalizacao intracelular dependentes de NF-kB, MAPK, SYK e
PI3K/Akt, culminando na producédo de mediadores inflamatdrios, incluindo TNF-a, IL-
18, IL-6, IL-12 e espécies reativas de oxigénio, além da indu¢cdo de moléculas
coestimulatérias e do complexo MHC (Murray, 2017). Dessa forma, os macréfagos
estabelecem uma importante conexdo entre a imunidade inata e adaptativa,
participando do processamento e da apresentacdo de antigenos tumorais para
linfocitos T CD4* e, em determinadas condi¢cdes, contribuindo também para
mecanismos de apresentacao cruzada e ativacao de respostas citotéxicas mediadas
por células T CD8* (Nutt; Idoyaga, 2019).

Apesar da capacidade antitumoral intrinseca dessas populagdes celulares, o
microambiente tumoral estabelece diversos mecanismos imunossupressores que
comprometem sua funcionalidade. Fatores como hipdxia, acidose metabdlica,
escassez de nutrientes e elevadas concentragdes de citocinas regulatorias, como
TGF-B e IL-10, favorecem a exaustao de linfécitos T, caracterizada pela expressao
aumentada de receptores inibitérios como PD-1, TIM-3, LAG-3 e TIGIT, além de
induzirem fendtipos imunossupressores em macrofagos associados a producéo de
VEGF, metaloproteinases e mediadores que favorecem angiogénese, remodelamento
tecidual e progressao tumoral (Denardo; Ruffell, 2019). Dessa forma, embora células
T e macréfagos desempenhem fungbes centrais na imunidade antitumoral, sua
atividade frequentemente é insuficiente para promover a eliminagdo completa das
células neoplasicas. Essas limitagdbes impulsionaram o desenvolvimento de
estratégias de engenharia celular capazes de aumentar a especificidade, a ativacao e

a persisténcia funcional de células imunolégicas, culminando no surgimento das
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terapias baseadas em receptores antigénicos quiméricos (CAR, Chimeric Antigen

Receptors).

1.4 Terapia celular com CAR expresso em células T contra neoplasias

hematoldgicas: o inicio do desenvolvimento de novas imunoterapias

Aterapia celular baseada em CAR constitui uma das mais relevantes inovagoes
da imunoterapia, tendo sido primeiramente desenvolvida para o tratamento de
neoplasias de células B refratarias as terapias convencionais (Sadelain et al., 2013;
Dotti et al., 2014). Essa abordagem baseia-se na engenharia genética de células do
sistema imune, principalmente linfécitos T, para expressar receptores sintéticos
capazes de reconhecer antigenos tumorais de forma independente da apresentagao
por moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC), superando
importantes mecanismos de evasao tumoral (Rafiq et al., 2020).

Do ponto de vista estrutural, os CARs sao compostos por quatro dominios
principais: (I) dominio extracelular de reconhecimento antigénico; (ll) regido de
dobradica (hinge ou stalk); (lll) dominio transmembrana; e (IV) dominio intracelular de
transducdo de sinal (Dotti et al., 2014). O dominio extracelular é responsavel pela
especificidade do CAR e, na maioria dos construtos, é constituido por um fragmento
variavel de cadeia unica (single-chain variable fragment, scFv) derivado de anticorpos
monoclonais, permitindo o reconhecimento direto de antigenos de superficie com
natureza proteica, lipidica ou polissacaridica (Sadelain et al., 2013).

A regiao hinge conecta o scFv ao dominio transmembrana e exerce papel
critico na flexibilidade espacial do CAR, influenciando a acessibilidade ao antigeno, a
formagao da sinapse imune e a intensidade do sinal de ativagdo. O comprimento e a
composi¢ao dessa regido, frequentemente derivados de moléculas como IgG1, IgG4
ou CD8a, impactam diretamente a eficacia funcional do receptor (Fujiwara et al.,
2020). O dominio transmembrana, por sua vez, € responsavel pela ancoragem do
CAR a membrana plasmatica e pode derivar de proteinas como CD3¢, CD28 ou CD8aq,
influenciando a estabilidade do receptor e sua associagdo com complexos de
sinalizagao intracelular (Dotti et al., 2014).

O dominio intracelular representa o componente funcional central do CAR,
sendo responsavel pela transdugéo do sinal apds o reconhecimento do antigeno. O
primeiro CAR desenvolvido, classificado como de primeira geragdo, continha

exclusivamente o dominio CD3(, responsavel pelo sinal ativador primario das células
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T. Entretanto, esses construtos apresentaram ativacao transitoria, baixa persisténcia
in vivo e limitada eficacia clinica (Sadelain et al., 2013). A compreensao de que as
células T requerem, fisiologicamente, pelo menos dois sinais para ativagao plena —
um sinal primario mediado pelo complexo TCR-CD3 e um sinal coestimulatério, como
aquele fornecido por CD28 ou 4-1BB — levou ao desenvolvimento dos CARs de
segunda geracao (Lee et al., 2015).

Os CARs de segunda geragdo incorporam um dominio coestimulatério
intracelular, geralmente CD28 ou 4-1BB, acoplado ao CD3(, promovendo maior
expansao, persisténcia, produgao de citocinas e atividade citotdxica das células CAR-
T. Essa arquitetura tornou-se o padrao adotado na pratica clinica, sendo utilizada em
todos os produtos comerciais atualmente aprovados (Sadelain et al., 2019). Os CARs
de terceira geragédo incorporam dois dominios coestimuladores simultaneamente,
enquanto os CARs de quarta geragao, também denominados TRUCKs (T cells
Redirected for Universal Cytokine Killing), incluem elementos adicionais capazes de
modular o microambiente tumoral, como a secre¢ao induzivel de citocinas pro-
inflamatorias (Gacerez et al., 2016).

Mais recentemente, os CARs de quinta geragao foram desenvolvidos com o
objetivo de integrar sinais de ativagdo, coestimulacao e diferenciacdo celular de
maneira mais fisioldgica, incorporando dominios capazes de ativar vias como
JAK/STAT apdés o reconhecimento antigénico, aproximando-se ainda mais da
sinalizagcado natural do receptor de célula T (Tokarew et al., 2025). Essa evolugéo
tecnolégica reflete o esforgco continuo para otimizar a eficacia, a seguranca e a
durabilidade da resposta antitumoral mediada por CAR-T. A Figura 2 representa as

cinco geragdes em uso até Fevereiro de 2026.

FIGURA 2 - Evolugao estrutural das cinco geragoes de receptores antigénicos

quiméricos (CARs) em células T
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Legenda: Figura 2 - Evolugdo estrutural das cinco geragdoes de receptores antigénicos
quiméricos (CARs) em células T. I) CAR de primeira geragédo, composto por um dominio extracelular
de reconhecimento de antigeno (scFv), hinge, dominio transmembrana e um Unico dominio intracelular
de sinalizagédo derivado de CD3(, responsavel pela ativagio inicial da célula T. ll) CAR de segunda
geragao, que incorpora um dominio coestimulatério (por exemplo, CD28) ao CD3¢, promovendo maior
ativacdo, expansao e persisténcia celular. lll) CAR de terceira geragéo, contendo multiplos dominios
coestimuladores (como CD28 e 4-1BB), com o objetivo de potencializar a sinalizagao e a fungao efetora
das células T. IV) CAR de quarta geragdo (TRUCKS), projetado para induzir a expressao controlada de
citocinas ou ligantes coestimuladores apds ativagdo do CAR, contribuindo para a modulagdo do
microambiente tumoral. V) CAR de quinta geracdo, que associa a sinalizagéo classica do CD3C e
coestimulacédo a dominios de receptores de citocinas (por exemplo, IL-2R(), ativando vias JAK—-STAT
e integrando a ativacao antigénica a sinalizagédo de citocinas.

Fonte: Software BioRender.

No contexto das neoplasias de células B, a terapia com CAR-T direcionada ao
antigeno CD19 apresentou resultados clinicos de excelente sucesso terapéutico.
Estudos clinicos demonstraram elevadas taxas de resposta completa em pacientes
com leucemia linfoblastica aguda de células B e linfomas nao Hodgkin agressivos,
mesmo em cenarios de doenca refrataria ou recidivada (Maude et al., 2014; Neelapu
et al., 2017). Um ensaio clinico de fase Il envolvendo pacientes com LLA-B, LNH e
leucemia linfocitica crénica reportou taxas de resposta global de 82% e remissao
completa de 54%, evidenciando o potencial terapéutico dessa abordagem em
diferentes neoplasias de células B (Cordeiro et al., 2019).

Até o ano de 2025, sete produtos CAR-T foram aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) para aplicacao clinica. Desses, cinco sdo direcionados ao CD19
para o tratamento de leucemias e linfomas de células B: tisagenlecleucel (Kymriah;
Novartis), axicabtagene ciloleucel (Yescarta; Gilead), brexucabtagene autoleucel
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(Tecartus; Gilead), lisocabtagene maraleucel (Breyanzi; Bristol Myers Squibb) e
recentemente um sétimo produto CD19-CAR-T aprovado. Os outros dois produtos sao
direcionados ao antigeno BCMA para o tratamento de mieloma multiplo: idecabtagene
vicleucel (Abecma; Bristol Myers Squibb) e ciltacabtagene autoleucel (Carvykti;
Janssen/Legend) (FDA, 2026; Mishra; Malonia 2023).

No Brasil, a terapia CAR-T também avangou de forma significativa. O primeiro
tratamento com CAR-T em pacientes com linfoma ndo Hodgkin foi realizado em 2019,
com relatos de remissdo completa em casos refratarios. Posteriormente, a criagao do
Nucleo de Terapia Avancada (Nutera), em Ribeirdo Preto, consolidou o maior
programa de terapia CAR da América Latina. Em 2023, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) autorizou ensaios clinicos envolvendo pacientes com
LLA-B refrataria e LNH no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS), marcando um
avancgo relevante na incorporagao dessa tecnologia no cenario nacional (ANVISA,
2023; INCA, 2023).

Apesar de sua eficacia comprovada, a terapia com células CAR-T apresenta
limitagdes importantes. A necessidade de produgdo autdloga, o tempo prolongado
entre a coleta e a infusdo das células, os custos elevados e a ocorréncia de efeitos
adversos graves, como a sindrome de liberacdo de citocinas e a neurotoxicidade
associada a imunoterapia, representam desafios significativos para sua ampla
aplicacao clinica (Suck et al.,, 2016; Alrehaili et al., 2025). Essas limitacbes tém
impulsionado o desenvolvimento de estratégias alternativas baseadas na aplicagao
da tecnologia CAR off-the-shelf (prontas para uso, terapias alogénicas) em outras
populagdes celulares do sistema imune, como células natural killer, mondcitos e
macrofagos, com o objetivo de ampliar a seguranga, a acessibilidade e o espectro

terapéutico da imunoterapia celular (Toghraie et al., 2025; Walid et al., 2026).

1.5 Utilizagao de monécitos e macréfagos modificados com CAR
contra as neoplasias de células B

Os mondcitos e macréfagos pertencem a linhagem mieloide e se originam a
partir das células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea, por meio da diferenciagao
em progenitores mieloides comuns, culminando na geragao de mondcitos circulantes
no sangue periférico (Gordon; Taylor, 2005; Geissmann et al., 2010). Uma vez
recrutados para os tecidos periféricos, esses mondcitos sofrem diferenciagao terminal

em macréfagos sob a influéncia de sinais locais, incluindo citocinas, fatores de
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crescimento e estimulos derivados do microambiente tecidual ou tumoral (Murray;
Wynn, 2011). Os macrofagos exercem fungdes essenciais como fagocitose,
processamento e apresentagédo de antigenos extracelulares e intracelulares, além da
secrecao de mediadores inflamatérios capazes de modular a resposta imune
adaptativa (Shi; Pamer, 2011). Essa plasticidade funcional permite que os macréfagos
adquiram perfis fenotipicos e funcionais distintos, adaptando-se as demandas
imunoldgicas do tecido em que se encontram. No contexto do céncer, mondcitos
recrutados para o microambiente tumoral diferenciam-se majoritariamente em
macrofagos associados ao tumor (TAMs), células altamente abundantes e
funcionalmente relevantes na progressao neoplasica e na modulagdo da resposta
imune antitumoral (Naylor et al., 2018). Essa origem hematopoiética, aliada a elevada
capacidade migratoria, plasticidade fenotipica e atuagdo central no microambiente
tumoral, fundamenta o interesse crescente na utilizagdo de mondcitos e macrofagos
como plataformas celulares para estratégias avancadas de imunoterapia, incluindo a
modificagdo genética por receptores antigénicos quiméricos (CAR).

Os macrofagos geneticamente modificados para expressar receptores
antigénicos quiméricos (CAR-M) apresentam vantagens funcionais especificas
quando comparados as células CAR-T, especialmente no contexto do microambiente
tumoral (tumor microenvironment, TME). Embora as terapias CAR-T tenham
demonstrado elevada eficacia clinica em neoplasias de células B, evidéncias indicam
que linfécitos T modificados com CAR podem apresentar infiltragdo limitada em
determinados contextos tumorais, particularmente em ambientes caracterizados por
hipdxia, remodelamento estromal e sinalizagao imunossupressora (Walid et al., 2026).
Em contraste, macréfagos sédo células naturalmente recrutadas para o TME e
desempenham papel central na sua remodelacao, favorecendo a infiltracdo de outras
populag¢des da imunidade e modulando a resposta inflamatdria local (Wager; Wormley,
2014).

O recrutamento de macréfagos para o TME esta intimamente associado as
condi¢cbes metabdlicas e inflamatdrias do tumor. A hipdxia tumoral induz a expressao
de fatores como HIF-1a, promovendo a liberagao de citocinas e quimiocinas, incluindo
CCL2, que atuam como potentes mediadores do recrutamento de mondécitos
circulantes e sua subsequente diferenciagdo em macréfagos associados ao tumor

(Henze; Mazzone, 2016). Esse mecanismo é particularmente relevante em neoplasias
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hematoldgicas, nas quais células mieloides infiltrantes contribuem de forma decisiva
para a dinamica do nicho tumoral.

Tradicionalmente, essas células s&o classificadas em fendétipos funcionalmente
distintos: macréfagos M1, associados a respostas pro-inflamatérias e atividade
antitumoral, e macréfagos M2, relacionados a processos anti-inflamatorios,
remodelamento tecidual e promogao do crescimento tumoral. Entretanto, evidéncias
contemporaneas indicam que essa classificacdo representa extremos de um espectro
funcional altamente plastico, influenciado dinamicamente por sinais presentes no
microambiente tumoral (Ji et al., 2025). Durante as fases iniciais do desenvolvimento
tumoral, predominam sinais inflamatérios que favorecem a ativagao de macréfagos
com perfil M1, caracterizados pela expressdo de marcadores como CD80, CD86 e
pela producéo de citocinas pro-inflamatarias, incluindo IL-8, IFN-y e TNF-a, conferindo
elevada capacidade antitumoral (Fu et al.,, 2025.). Contudo, com a progressao da
neoplasia, o TME torna-se imunossupressor, promovendo a polarizagcdo de
macrofagos infiltrantes para perfis funcionalmente semelhantes ao fenétipo M2, que
contribuem para evasao imune, angiogénese e progressao tumoral.

Embora macrofagos primarios derivados de mondcitos do sangue periférico
representem o modelo mais préximo da fisiologia humana, a linhagem monocitica
humana THP-1 tem sido amplamente empregada como plataforma inicial para o
desenvolvimento e validagéo de estratégias envolvendo macréfagos modificados com
CAR (Klichinsky et al., 2020; Xu et al., 2024; Kim et al., 2026). A linhagem celular THP-
1 é derivada de um paciente com leucemia monocitica aguda, e por iSso possui
potencial funcional limitado, ao mesmo tempo que apresenta elevada capacidade
proliferativa, homogeneidade genética, facilidade de cultivo e elevada susceptibilidade
a modificagao genética por vetores virais, caracteristicas que favorecem sua utilizagéo
em estudos de prova de conceito e padronizagcao experimental (Auwerx, 1991; Qin et
al., 2012; Klichinsky et al., 2020).

Ensaios clinicos iniciais envolvendo a infusdo de macréfagos autélogos
derivados de mondcitos demonstraram viabilidade e seguranga do procedimento,
porém com eficacia antitumoral limitada (Andreesen et al., 1998). Esses resultados
sugeriram que, embora os macrofagos possuam potencial antitumoral intrinseco,
sinais adicionais de ativacdo e direcionamento antigénico sdo necessarios para
maximizar sua funcido efetora. A partir dessa premissa, estudos subsequentes

propuseram a introducao de receptores CAR em macréfagos como estratégia para
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promover reconhecimento especifico e fagocitose dirigida de células neoplasicas
expressando antigenos-alvo, como o CD19 (Morrissey et al., 2018; Klichinsky et al.,
2020).

Quanto aos mecanismos por tras dos CAR-Macrofagos, o reconhecimento do
antigeno tumoral ocorre por meio do dominio extracelular do CAR (scFv), direcionado
contra um antigeno associado ao tumor (por exemplo, CD19), o que permite a ligagcao
especifica do macrofago a célula neoplasica. Esse reconhecimento desencadeia
sinais intracelulares mediados pelo dominio de transducdo de sinal do CAR,
frequentemente derivado de moléculas envolvidas em fagocitose ou ativacao
mieloide, promovendo fagocitose direta da célula tumoral e citotoxicidade dependente
de anticorpos via interagdo Fcy (ADCC). De forma dependente a escolha da molécula
coestimulatoéria incorporada no dominio de transducao de sinal, a ativacdo do CAR-
Macrofago induz um perfil pré-inflamatério, com aumento da expressao de MHC de
classe | e Il e intensificacdo da apresentacdo de antigenos tumorais processados,
favorecendo o recrutamento e a ativagdo de linfécitos T CD4* e CD8" no
microambiente tumoral. A secreg¢ao de citocinas inflamatérias, como TNF-a e IFN-y,
contribui para a ativacao de células T efetoras e para a remodelacdo do microambiente
tumoral, reduzindo sinais imunossupressores associados a polarizagdo M2. Como
consequéncia, observa-se amplificagcado da resposta imune antitumoral, caracterizada
por morte celular tumoral mediada por linfécitos T citotoxicos, liberacdo de granzimas
e perforinas, além de fendmenos de epitope spreading, que ampliam o repertorio de
reconhecimento imunolégico contra o tumor. Em conjunto, a Figura 3 evidencia que
os CAR-Macrofagos atuam nao apenas como efetores citotdxicos inatos, mas também
como potentes orquestradores da resposta imune inata e adaptativa, integrando
fagocitose, apresentacdo de antigenos e ativagdo de células T no combate as

neoplasias.

FIGURA 3 - Mecanismos de agao de macréfagos CAR no microambiente

tumoral
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Figura 3 - Mecanismos de ag¢ao de macréfagos CAR no microambiente tumoral. (1) O
reconhecimento do antigeno tumoral pelo scFv do CAR promove a ativagdo do macréfago e o aumento
da expressao de MHC | e ll, favorecendo a apresentagao de antigenos. (2) Aligagao as células tumorais
pode desencadear fagocitose e citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC). (3) A sinalizacao
intracelular mediada pelo dominio de transdug&o do CAR induz vias pré-inflamatérias e reprogramagao
funcional do macréfago. (4) A secrecao de citocinas inflamatdrias, como IFN-y e TNF-a, intensifica a
resposta imune local. (5) A apresentacdo antigénica e o ambiente inflamatério promovem a ativacao de
linfécitos T CD4* e CD8*, resultando em morte celular tumoral e epitope spreading. (6) Esses processos
culminam no aumento do recrutamento de células imunes efetoras e na amplificagdo da resposta
antitumoral.

Fonte: adaptado de Mishra; Malonia, 2023.

Nesse contexto, estratégias capazes de induzir a polarizagao funcional de
macrofagos para um perfil pré-inflamatério e antitumoral emergem como abordagens
terapéuticas promissoras. Estudos pioneiros demonstraram que a expressao de
receptores CAR em macrofagos € capaz de induzir ndo apenas o reconhecimento
alvo-especifico de células tumorais, mas também a repolarizagcéo dessas células para
um fendtipo funcional semelhante ao M1. Klichinsky e colaboradores (2020)
demonstraram que macrofagos CAR especificos para o antigeno HER2 apresentaram
aumento da fagocitose, secrecdo de citocinas pro-inflamatoérias e capacidade de

remodelar o microambiente tumoral de forma favoravel a resposta antitumoral.

1.6 Moléculas com potencial de ativagao e polarizagao pré-inflamatoéria de

macrofagos CAR direcionados ao CD19
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A tecnologia CAR-M baseia-se, portanto, na tentativa de reproduzir e
potencializar eventos fisioldgicos de ativagao mieloide, incluindo a formagao de uma
sinapse fagocitica funcional, ativagao de vias inflamatérias e apresentagédo cruzada
de antigenos tumorais, favorecendo a ativagdo subsequente de linfocitos T
endogenos. Nesse sentido, a escolha adequada de dominios intracelulares capazes
de explorar vias de sinalizagdo mieloides torna-se um aspecto critico para o sucesso
dessa abordagem (Morrissey et al., 2018).

O receptor Dectina-1 pertence a classe dos receptores de lectina do tipo C e é
amplamente expresso em células mieloides, incluindo mondcitos e macréfagos.
Estruturalmente, Dectina-1 € um receptor transmembrana do tipo Il, caracterizado por
um dominio extracelular do tipo lectina C responsavel pelo reconhecimento de
ligantes, uma regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica contendo um motif
de ativacdo semelhante a ITAM (hemITAM). Diferentemente dos ITAMs classicos, que
contém dois motifs de tirosina separados capazes de recrutar proteinas sinalizadoras,
o hemITAM de Dectina-1 apresenta um unico motif, cuja ativacdo depende do
agrupamento do receptor e da fosforilagdo das tirosinas por quinases da familia Src.
A fosforilagdo do hemITAM cria sitios de recrutamento para a tirosina quinase SYK,
iniciando uma cascata de sinalizagao intracelular que constitui uma das principais
caracteristicas funcionais desse receptor (Brown et al., 2006; Landmann et al., 2007;
Goodridge et al., 2012).

Em condigbes fisiologicas, Dectina-1 reconhece principalmente B-glucanos
presentes na parede celular de fungos, promovendo sua internalizacdo e
desencadeando respostas imunes inatas. Apds a ativagao do receptor, a fosforilagao
do hemITAM promove o recrutamento e a ativagdo de SYK, que, por sua vez, regula
multiplas vias downstream. Entre elas, destaca-se a ativacdo de PLCy2, com
consequente geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS), mobilizacado
intracelular de Ca?* e ativacao de NFAT. Paralelamente, a atividade de SYK promove
a ativagao do complexo CARD9-BCL10-MALT1, culminando na ativagao do complexo
IKK e do fator de transcricdo NF-kB. Dectina-1 também pode ativar NF-kB por
mecanismos dependentes de RAF-1, demonstrando que sua sinalizacdo nao se
restringe a uma unica cascata intracelular. A integracdo dessas vias promove a
expressdao de genes envolvidos na resposta pré-inflamatéria, incluindo aqueles

relacionados a producao de TNF-a, IL-18 e IL-6, além de contribuir para a producao
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de espécies reativas de oxigénio e outras fungdes efetoras das células mieloides
(Goodridge et al., 2012; Campuzano et al., 2020).

Dessa forma, a sinalizacdo desencadeada por Dectina-1 conecta diretamente
o reconhecimento de estruturas extracelulares a ativagdo de programas celulares
associados a fagocitose, produgao de mediadores inflamatoérios e processamento de
antigenos. Estudos experimentais demonstraram que macréfagos deficientes em
Dectina-1 apresentam reducao significativa na produgdo de citocinas inflamatorias,
como TNF-a e IL-6, resultando em menor indugao de respostas Th1 e Th17 quando
comparados a macrofagos de animais selvagens (Campuzano et al., 2020). Esses
achados reforgcam o papel funcional da Dectina-1 na interface entre imunidade inata e
adaptativa, particularmente no contexto de respostas inflamatorias efetoras.
Adicionalmente, o processamento e a apresentagdo de peptideos antigénicos por
macrofagos via moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il contribuem para a ativagao de linfécitos T CD4* com perfil Th1, um fenoétipo
associado a produgao de IFN-y e a indugdo de mecanismos antitumorais diretos e
indiretos (Basu et al., 2022).

Apesar dessas evidéncias, apenas um estudo na literatura investigou o uso da
sinalizagao intracelular de Dectina-1 como dominio coestimulatorio na tecnologia
CAR, tendo utilizado células T como plataforma experimental. Nesse trabalho, células
T expressando CD19-CAR contendo Dectina-1 como dominio coestimulatério
apresentaram atividade antitumoral superior quando comparadas a células CD19-
CAR contendo 4-1BB (Liang et al.,, 2021). Contudo, a funcionalidade dessa via de
sinalizacdo no contexto de macréfagos modificados com CAR permanece
amplamente inexplorada.

Os receptores Fc humanos pertencem a superfamilia das imunoglobulinas e
sao receptores transmembrana classificados de acordo com sua afinidade pelos
anticorpos. Entre esses receptores, o FcyRI (CD64) destaca-se por apresentar alta
afinidade pela regido Fc da imunoglobulina G (IgG) e por ser constitutivamente
expresso em mondcitos e macrofagos, nos quais desempenha fungdes relacionadas
ao reconhecimento e internalizacdo de imunocomplexos, fagocitose e ativagao celular
(Gogesch et al., 2021). Estruturalmente, o FcyRIl € um receptor transmembrana,
apresentando trés dominios extracelulares do tipo Ig-like, seguidos por uma regiao
transmembrana e um dominio citoplasmatico responsavel pela transducéo do sinal. A

interacao do FcyRI com imunocomplexos promove o agrupamento do receptor e a



32

ativacdo de vias intracelulares associadas a reorganizagcdo do citoesqueleto,
internalizacdo e fagocitose, estabelecendo uma conexdo direta entre o
reconhecimento de estruturas opsonizadas e as fungdes efetoras caracteristicas de
células mieloides (Nimmerjahn; Ravetch, 2008; Gogesch et al., 2021). A ativagao de
mondcitos e macrofagos via FcyRI desencadeia uma complexa sinalizagao
intracelular que envolve principalmente quinases da familia Src, como SYK. A ativagao
de SYK constitui um evento central nesse processo, promovendo a ativagao
subsequente de moléculas envolvidas na formagao do fagossomo e na reorganizagéo
da actina, além de contribuir para a produgcdo de mediadores inflamatérios e outras
respostas funcionais (Bruhns; Jonsson, 2015).

A capacidade do FcyRIl de induzir respostas fagociticas e inflamatorias
constitui, portanto, uma caracteristica de particular interesse para sua utilizagcdo como
componente do dominio de transducdo de sinal de receptores CAR em células
mieloides. Nesse contexto, a utilizagdo das regides transmembrana e citoplasmatica
do FcyRI como dominios do CAR permite associar o reconhecimento especifico de
um antigeno tumoral, mediado pelo dominio extracelular do CAR, as vias
intracelulares fisiologicamente empregadas pelo FcyRI. Essa estratégia representa
uma forma de redirecionar a maquinaria efetora do receptor para um alvo tumoral
especifico, potencialmente favorecendo a fagocitose e a ativacdo de fungdes pro-
inflamatoérias independentemente da necessidade de reconhecimento de
imunocomplexos. Morrissey e colaboradores (2018) demonstraram que macrofagos
CD19-CAR contendo FcyR como dominio de transducdo de sinal apresentaram
aumento significativo da atividade fagocitica alvo-especifica contra células Raiji
(linfoma de Burkitt; CD19%). De forma complementar, Klichinsky et al. (2020)
compararam CARs anti-HER2 contendo FcyR ou CD3{ como dominios de sinalizagao
em células da linhagem THP-1 e observaram que ambos os construtos foram capazes
de induzir atividades antitumorais equivalentes, reforcando a relevancia dos
receptores Fc como dominios coestimulatérios funcionais em modelos CAR-M.

Ainda em relacido aos receptores Fc humanos, o FceRI é o receptor de alta
afinidade para imunoglobulina E (IgE) e apresenta uma estrutura multi-subunitaria
composta por uma subunidade a extracelular composta por dois dominios Ig-like
seguida de uma regiao transmembrana, uma subunidade B transmembrana e duas
cadeias y associadas por pontes dissulfeto. Enquanto a cadeia a participa

principalmente do reconhecimento extracelular da IgE, as cadeias y fornecem a
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maquinaria intracelular necessaria para a transdugdo do sinal. Cada cadeia y
apresenta uma regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica contendo um motif
ITAM, cuja fosforilagdo por quinases da familia Src constitui um evento inicial da
sinalizagao ativadora desencadeada pelo receptor (Kinet, 1999; Gilfillan; Traczyk et
al., 2006). A partir desse evento, sdo desencadeadas vias de sinalizagdo envolvendo
SYK, PLCy, PI3K, MAPK e outras moléculas intracelulares que regulam mobilizagao
de calcio, ativagdo de fatores de transcrigdo e reorganizagdo do citoesqueleto. A
integracdo dessas vias pode resultar em producdo de citocinas pré-inflamatérias,
aumento da capacidade de ativagdo das células apresentadoras de antigeno e
amplificagdo de respostas inflamatdérias. Em células mieloides, a sinalizacdo mediada
pela subunidade gama do FceRI (FceRyl) também pode contribuir para a ativagao
funcional e para a inducdo de respostas adaptativas, incluindo a produgcao de
mediadores capazes de favorecer respostas Th1 e Th17 (Yang et al., 2022).

Em conjunto, essas evidéncias posicionam os macréfagos como uma
plataforma altamente atrativa para o desenvolvimento de terapias celulares
inovadoras contra o cancer. A incorporagao da tecnologia CAR, associada a dominios
coestimulatorios derivados de receptores mieloides, como Dectina-1 e FcR,
representa uma estratégia promissora para potencializar a atividade fagocitica,
inflamatdria e imunomoduladora dessas células. Embora a maioria dos estudos
envolvendo CAR-M tenha se concentrado em tumores sélidos, a aplicagao dessa
abordagem no contexto das neoplasias de células B ainda se encontra em estagio
inicial, evidenciada pelo numero limitado de estudos publicados. Dessa forma, o
presente projeto se justifica pela geracao de plataformas de manufatura de CD19-
CAR-Macrofagos, e pela investigagao da funcionalidade dessas células contendo
dominios coestimulatérios de Dectina-1 ou FcR, emergindo como uma lacuna
relevante e um campo promissor para 0 avango da imunoterapia celular contra

neoplasias de células B.



34

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Geracdo de mondcitos modificados com CD19-CAR contendo Dectina-1,
FceRyl ou FcyRlI como dominios coestimulatérios para avaliar o efeito antitumoral

contra células B neoplasicas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Expressao de luciferase em células B neoplasicas

a) Moadificar linhagens de células B neoplasicas (Raji, Daudi e Nalm-6) para
expressarem luciferase;

b) Selegéo das linhagens de células B neoplasicas estaveis para a expressao de

luciferase;

2.2.2 Expressao de EGFP em células B neoplasicas

a) Modificar linhagens de células B neoplasicas (Raji, Daudi e Nalm-6) para
expressarem EGFP;

b) Selecao das linhagens de células B neoplasicas estaveis para a expressao
de EGFP;

2.2.3 Modificagao de linhagem de monécitos com as variantes de CD19-
CAR

a) Subclonagem das variantes de CD19-CAR (CD19-Dectin-1-CAR, CD19-8-
FceRyl-CAR, CD19-8-FcyRI-CAR e CD19-FcyRI-CAR) em vetor lentiviral seguido pela
producgao de particulas lentivirais em células HEK-293T;

b) Transdugao de células da linhagem THP-1 com os diferentes construtos de
CD19-CAR supracitados;

c) Realizar a selegao de populagédo estavel para a expressao das variantes de

CD19-CAR, de forma separada;

2.2.4 Avaliagao da atividade efetora de monécitos modificados com as
variantes de CD19-CAR na presenca de linhagens de células B neoplasicas
a) Determinar por microscopia de fluorescéncia a interagdo de mondcitos

expressando CD19-CAR na presenca de células B neoplasicas modificadas
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b) Quantificar a secrecdo de mediadores pré-inflamatérios produzidos por
monadcitos expressando CD19-CAR em resposta ao alvo
c) Avaliar o efeito citotoxico de mondcitos modificados com CD19-CAR frente a

incubacéo in vitro com linhagens de células B neoplasicas
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3. METODOLOGIA

3.1 Producao de particulas lentivirais contendo a sequéncia codificadora
da luciferase ou EGFP

O plasmideo contendo a sequéncia codificadora da luciferase (pLuc) foi cedido
pelo Prof. Dr. Lucas Eduardo Botelho de Souza, do Hemocentro de Ribeirdo Preto.
pLuc foi confirmado pelo tamanho no gel de agarose a 1,2% a partir da digestdo com
a enzima BamHI (Figura 4A), resultando em um fragmento com 8616 bp como
esperado. O plasmideo pLuc foi utilizado na transformacao de E. coli DH5a calcio-
competente através de choque térmico, e a purificagcdo do plasmideo foi realizada
através do método por lise alcalina (Chang et al., 2017; Untergasser 2006) (Figura
4B). O plasmideo pLuc possui uma regido para induzir resisténcia a puromicina que
esta sob o mesmo promotor para induzir a expressao de luciferase, portanto, a
utilizagcao de puromicina permite a selecao de células modificadas para a expressao
do transgene em estudo.

A producgado de particulas lentivirais carreando a sequéncia codificadora de
luciferase envolveu as células HEK293T, mantidas em meio DMEM suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) (Gibco®) em atmosfera umida a 37°C com 5%
de CO2, como principal ferramenta utilizada na co-transfeccdo de plasmideos
lentivirais e acessorios. As células HEK293T foram semeadas em T-flask 25cm3
(1x10°8 células/5 mL), e apds 36-48h de cultura as células foram transfectadas. Para
isso, os plasmideos pMD2.G (expressao do envelope VSV-G; Addgene® Cat. N°
12259) e psPAX2 (expressdao de proteinas para o empacotamento lentiviral;
Addgene® Cat. N° 12260) foram co-transfectados com o vetor lentiviral pLuc ou
pEGFP, através do reagente de transfeccdo Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher
Scientific®, Cat. N° L3000008) como indicado pelo fabricante (Figura 4C).

Apos 48 e 72 horas da transfeccdo, o sobrenadante contendo as particulas
lentivirais codificantes de luciferase ou EGFP foi coletado e armazenado a 4°C. As
particulas lentivirais foram clarificadas por centrifugagdo (300g, 10min, 4°C), e o
sobrenadante foi incubado com o reagente Lenti-X concentrator (Takara Bio USA®
Cat. N° 631232) para concentrar o estoque lentiviral, conforme as recomendagdes do
fabricante. Os estoques de particulas lentivirais foram ressuspensos em PBS, e as

aliquotas armazenadas a -80°C até o uso.
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FIGURA 4 - Fluxograma para validar os plasmideos utilizados na
producao de particulas lentivirais carreando as sequéncias codificadoras para

a expressao de luciferase ou EGFP
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Legenda: Figura 4 - Fluxograma para validar os plasmideos utilizados na producao de particulas
lentivirais carreando as sequéncias codificadoras para a expressao de luciferase ou EGFP. (A)
Plasmideos de expressao da luciferase (pLuc) ou EGFP (pEGFP) avaliados em eletroforese de DNA
em gel de agarose (1,2%), ap6s a digestdo de pLuc com as enzimas de restrigdo BamHI (8616bp) e a
digestdo de pEGFP com Nhel e EcoRI (1473bp + 7933bp). (B) Fluxo de trabalho da transformacao de
E. coli DH5a calcio competente com o plasmideo de interesse, selegdo e expansao bacteriana, lise
alcalina e avaliagdo do plasmideo por tamanho em eletroforese de DNA em gel de agarose apds a
digestdo com enzimas de restrigdo. (C) Fluxo de trabalho da produgao de particulas lentivirais contendo
a sequéncia codificadora de interesse, utilizando o Reagente Lipofectamina 3000 para co-transfectar
células HEK-293T com pMD2.G, pPAX2 e o plasmideo de interesse.
Fonte: os esquemas foram gerados no software BioRender.

3.2 Modificacao de células B neoplasicas com luciferase ou EGFP

Linhagens de células B neoplasicas (Raiji, Daudi e Nalm-6) foram mantidas em
meio RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS, em atmosfera umida com 5% de
CO2. Para o procedimento de modificagdo das células B neoplasicas para a
expressao de luciferase, 1x10° células por pogo, em ftriplicata, foram plaqueadas em
conjunto com as particulas lentivirais carreando a sequéncia codificadora da
luciferase, sendo volume final de 250l em microplaca de 48 pocos. A transdugao das
células B neoplasicas considerou o procedimento de espinoculagao (900g, 65min,
25°C) (Dos Santos et al., 2022).

A selegao das linhagens de células B neoplasicas expressando luciferase
ocorreu apos o tratamento da cultura celular com puromicina (10 pg/mL; Sigma

Aldrich® Cat. N° P8833). A quantidade de 1x10* células foi distribuida por pogo em
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placa de 96 pocos e tratadas com puromicina por 72h (37°C e 5% de CO2). Esse
procedimento foi repetido em trés rounds, e a cada repeticdo as células B modificadas
para a expressao de luciferase foi avaliada para a deteccido de luminescéncia através
de Lumindmetro Synergy (Biotek®). A reagéo de luminescéncia ocorreu a partir da
adicdo de D-Luciferina (100 pg/mL; Thermo Fisher Scientific® Cat. N° 88293;
substrato da enzima luciferase) e incubacgéo por 30min a 37°C e 5% de CO2. Como
controle negativo para a expressao da luciferase, as células ndo modificadas com
lentivirus carreando a sequéncia codificadora de luciferase foram utilizadas.

Para a modificagao das células B neoplasicas com EGFP, as células Raji, Daudi
e Nalm-6 (1x10% células/pogo), na condicdo de ftriplicata, foram plaqueadas e
incubadas com as particulas lentivirais contendo a sequéncia codificadora do EGFP,
sendo volume final de 250 pL em microplaca de 48 pocos. O procedimento de
transducéo utilizou o método de espinoculagéo (MOI de 5, 900g, 65 min, 25°C) (Dos
Santos et al., 2022). A eficiéncia da transducgao foi determinada apés 72h através de
citometria de fluxo, e a porcentagem de células EGFP positivas na populagéo celular
representou 0 marcador de eficiéncia de transducdo. As células Daudi e Nalm-6
expressando EGFP foram purificadas para a obtengdo de uma populagado celular
EGFP+ através da técnica de cell sorting, e utilizadas para imagens de microscopia

de fluorescéncia.

3.3 Producao de particulas lentivirais contendo a sequéncia codificadora
das variantes de CD19-CAR, modificagcao de células THP-1 para expressarem
EGFP e variantes de CD19-CAR

Os fragmentos de DNA referentes as variantes de CD19-CAR foram
sintetizados pela empresa Twist, sendo as seguintes construgdes: (1) CD19-8-FceRyl-
CAR; (II) CD19-Dectina-1-CAR; (lll) CD19-8-FcyRI-CAR e (IV) CD19-FcyRI-CAR. A
producao de particulas lentivirais de cada variante de CD19-CAR ocorreu de forma
similar a produgao de particulas lentivirais para a modificagao de linhagem de células
B neoplasicas para a expressao de EGFP, como descrito no tépico 3.2. No periodo de
48h apés a transfecgao, as células HEK-293T foram utilizadas para imagens de
microscopia de fluorescéncia, verificando a presenca de EGFP oriundo do CAR nas
células.

As células THP-1 foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com
10% SFB e 2 g/L de glucose estéril (Gibco®, Cat. N° A24940-01) a 1M, a 37°C e 5%
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de CO2. As células THP-1 (1x10° células/pogo, em triplicata) foram modificadas para
a expressao de EGFP através do procedimento de espinoculagao (900g, 65min, 25°C)
com particulas lentivirais. A eficiéncia da transducao foi realizada por citometria de
fluxo, verificando a porcentagem de células EGFP+ na populagdo celular. A
modificacdo de células THP-1 com EGFP, sendo backbone lentiviral vazio, visa a
utilizagado dessa populagdo como células controle para comparagdo com as células
expressando CAR.

Em um segundo momento, as células THP-1 foram submetidas a modificacéo
para a expressao de CD19-8-137z-CAR para utilizar como controle de avaliagao da
expressdao do CAR na superficie celular. Para isso, o anticorpo AffiniPure® F(ab’)2
Fragment, Goat Anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 647 (Jackson ImmunoResearch® Cat.
N° 115606072), utilizado para detectar o scFv de CD19-CAR na superficie celular, ou
a Proteina L conjugada a ficoeritrina (Proteina L-PE), que reconhece a regiao variavel
de cadeias leves de imunoglobulinas presentes no dominio scFv, permitiram a
identificacdo da marcagao em células expressando CD19-CAR de forma concomitante
com a detecgdo da tag EGFP. A metodologia para deteccdo de variantes de CD19-
CAR na superficie de células THP-1 modificadas esta detalhada no tépico 3.4 do
presente trabalho. A viabilidade do anticorpo AffiniPure® F(ab’)2 Fragment em
determinar a expressdo de CD19-CAR na superficie celular tornou contundente a
avaliagao de células THP-1 modificadas com CD19-FcyRI-CAR construido a partir de
fragmentos clonados, pois essa constru¢do ndo apresenta EGFP como tag para

determinar a taxa de transdugao.

3.4 Marcacao intracelular ou de superficie de CD19-CAR em células THP-
1 modificadas

A deteccao intracelular de CD19-CAR em células THP-1 foi realizada por
citometria de fluxo utilizando anticorpo AffiniPure® anti-Fab F(ab’), apds fixagédo e
permeabilizacao celular. Inicialmente, 5x10° células por condigao foram centrifugadas
e submetidas a bloqueio inespecifico com staining buffer (PBS suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de albumina sérica bovina (BSA)). Em seguida,
as células foram fixadas e permeabilizadas utilizando o reagente Cytofix/Cytoperm™
(BD Biosciences), conforme as recomendagdes do fabricante, com incubagao a 4 °C
por 40 minutos. Apés a fixacao/permeabilizacao, as células foram lavadas de modo a

manter a permeabilidade da membrana durante as etapas subsequentes. A marcacao
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intracelular foi entdo realizada pela incubacao das células com anticorpo AffiniPure®
anti-Fab F(ab’),, diluido 100X em wash buffer (PBS suplementado com 0,1% de
saponina e 1% de BSA), por 40 minutos a 4 °C, protegidas da luz. Apds novas
lavagens para remogéo do anticorpo néo ligado, as células foram ressuspendidas em
PBS e analisadas em citdmetro de fluxo BD Accuri C6. O protocolo experimental foi
baseado nas recomendagbes do kit BD Cytofix/Cytoperm™ para coloragao
intracelular, amplamente utilizado para deteccdo de proteinas citoplasmaticas e de
receptores quimeéricos em células geneticamente modificadas, com adaptag¢des para
o uso de fragmentos F(ab’), visando reduzir ligagcées inespecificas mediadas por
receptores Fc em células monociticas (Sadelain et al., 2013).

Além disso, a deteccado das variantes de CD19-CAR na superficie de células
THP-1 modificadas foi realizada por citometria de fluxo utilizando Proteina L biotinilada
ou o anticorpo AffiniPure® anti-Fab F(ab’),. Para cada condi¢do experimental da
marcagdo com Proteina L, 5x10° células foram incubadas com PBS suplementado
com 2% de BSA e 10% de FBS por 30 minutos a 4 °C, para bloqueio de ligacdes
inespecificas. Apés o bloqueio, as células foram centrifugadas a 300 x g por 10
minutos a 4 °C e ressuspensas em 50 uL de Proteina L biotinilada (2 ug/mL) diluida
em PBS contendo 2% de BSA, e incubadas por 40 minutos a 4 °C. Em seguida, foram
realizadas duas lavagens com 1 mL de PBS contendo 2% de BSA, mediante
centrifugacéo a 300 x g por 10 minutos a 4 °C. Posteriormente, as células foram
ressuspensas em 50 yL do mesmo tampao e incubadas com estreptavidina conjugada
a ficoeritrina (strep-PE), por 40 minutos a 4 °C, protegidas da luz. A strep-PE foi
utilizada para a detecgédo da biotina conjugada a Proteina L previamente ligada ao
dominio de reconhecimento do CD19-CAR. Apds a marcagdo, as ceélulas foram
lavadas duas vezes com o mesmo tampao e ressuspensas em 300 uL de PBS 1X
para aquisi¢cao dos eventos por citometria de fluxo. As regides de analise (gates) foram
realizadas no software FlowJo Vx, considerando como controle as células THP-1 ndo
modificadas.

Para a marcagao com o anticorpo AffiniPure® anti-Fab F(ab’), AlexaFluor 647,
5x10% células por condigcdo experimental foram incubadas com PBS suplementado
com 2% de BSA e 10% de FBS por 30 minutos a 4 °C, para bloqueio de ligacdes
inespecificas. Apds o bloqueio, as células foram centrifugadas a 300x g por 10 minutos
a 4 °C e ressuspensas em 100 uL de PBS suplementado com 2% de BSA, aos quais

foram adicionados 0,5 pL do anticorpo AffiniPure® anti-Fab F(ab’), ou do respectivo
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isotipo. As células foram incubadas por 45 minutos a 4 °C, protegidas da luz. Em
seguida, foram lavadas com 1 mL de PBS contendo 2% de BSA, mediante
centrifugacéo a 300x g por 10 minutos a 4 °C, e posteriormente ressuspensas em 300
ML de PBS 1X para aquisigdo dos eventos por citometria de fluxo. As gates foram
estabelecidas utilizando o software FlowJo Vx, considerando como controle negativo

as células THP-1 nao modificadas marcadas com o isotipo.

3.5 Estratégias de regides de analise por citometria de fluxo

A estratégia de analise dos eventos por citometria de fluxo foi padronizada para
as diferentes condigdes experimentais. Inicialmente, os eventos foram selecionados
em uma gate definida em um grafico de FSC-A x SSC-A, com o objetivo de selecionar
a populagao celular e excluir eventos fora da regido de interesse. Em seguida, foi
realizada a selecao de células individuais (singlets) por meio da relagcdo FSC-A x FSC-
H. As analises subsequentes foram realizadas a partir da populacao de singlets. Os
eventos foram adquiridos em citbmetro BD® Accuri C6 ou Beckman Coulter®
CytoFLEX, e as analises das populagbes de interesse foram realizadas utilizando o
software FlowJo Vx.

Para a determinagdo da porcentagem de células GFP*, como nas analises
realizadas antes e apds a técnica de cell sorting, o limite de positividade entre as
populacdes GFP-e GFP* para o canal FL1, foi estabelecido utilizando a populagao de
singlets das células THP-1, Nalm-6, ou Daudi n&o modificadas como controle
negativo. Nas células modificadas, apds a selegao dos singlets, foi realizada uma
etapa adicional de seleg¢do da populagado celular de interesse de acordo com cada
condicao, sobre a qual foi aplicado o limite de positividade previamente estabelecido
no controle negativo. A porcentagem de eventos incluidos na regido GFP* foi entao
utilizada para determinar a eficiéncia de expressdo do marcador nas células
modificadas.

Nas analises destinadas a identificacdo de células duplo-positivas, apds a
selecao da populacao celular e dos singlets, foi realizada uma etapa adicional de
selecao da populacdo de interesse nas células ndo modificadas. Para as marcacoes
utilizando o anticorpo Anti-Fab conjugado a Alexa Fluor 647, a detecgcédo do anticorpo
foi realizada no canal FL4, enquanto para a marcacao com Proteina L biotinilada
seguida de estreptavidina-PE, a deteccéao foi realizada no canal FL2. Os limites de

positividade para GFP e para a marcacao do CAR foram estabelecidos a partir da
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populacao de singlets das células THP-1 ndo modificadas utilizadas como controles
negativos. Posteriormente, esses limites foram aplicados a populagao celular de
interesse selecionada nas células modificadas, permitindo a determinacdo da
porcentagem de células positivas para ambos os parametros.

Dessa forma, os critérios de positividade empregados nas analises foram
definidos a partir das populag¢des de células THP-1 ndo modificadas e posteriormente
aplicados as respectivas populacdes de interesse das células modificadas, mantendo-
se 0s mesmos critérios de analise entre as condi¢gdes experimentais e reduzindo a
influéncia da autofluorescéncia e de sinais inespecificos na determinagdo das

populagdes positivas.

3.6 Utilizacao de plataforma luciferase expressa em linhagens de células
B neoplasicas para avaliagao da atividade funcional antitumoral de células
CD19-THP-1-CAR

A atividade funcional das células CD19-THP-1-CAR foi avaliada por meio de
ensaios de cocultivo com linhagens de células B neoplasicas expressando luciferase
de forma estavel. Para isso, células THP-1 nao transduzidas (UTD) ou células CD19-
THP-1-CAR previamente purificadas por cell sorting foram cocultivadas com as
linhagens Nalm-6 Luc e Daudi Luc em proporgbes E:T (Effector:Target)
correspondentes a 1:1, 3:1 e 5:1. Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos,
na condigdo de ftriplicata, utilizando-se 4x10* ou 2x10* células-alvo luciferase+ por
pOCO para os experimentos com incubagao de 6 horas ou 24 horas de co-cultivo (37°C,
5% COz2), respectivamente. As células efetoras foram adicionadas de acordo com as
proporgdes E:T estabelecidas, em um volume final de 200 uL por poco.

Ao término do periodo de incubagéo do cocultivo, foi adicionado o substrato D-
luciferina a concentracao final de 100 ug/mL, seguido de incubacao por 30 minutos a
37 °C e 5% de CO2. Posteriormente, a emissdo de luminescéncia foi mensurada em
luminbmetro Synergy (BioTek Systems®), sendo os resultados expressos em
unidades relativas de luz (Relative Light Units — RLU). Nesta plataforma experimental,
a intensidade do sinal luminescente € diretamente proporcional a quantidade de
células viaveis expressando luciferase, uma vez que a enzima catalisa a oxidagao da
D-luciferina resultando na emissao de luz. Dessa forma, redugdes nos valores de RLU
refletem diminuicdo da viabilidade das células-alvo e, consequentemente, atividade

antitumoral das células efetoras. A Figura 5 apresenta um esquema representativo do
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modelo de cocultivo empregado para avaliagdo funcional com periodo de incubagao
de 24 horas das células CD19-THP-1-CAR por meio da plataforma baseada em

luciferase.

FIGURA 5 - Representagao esquematica do ensaio funcional baseado em
luciferase para avaliagao da atividade antitumoral de células CD19-THP-1-CAR
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Legenda: Figura 5 - Representagao esquematica do ensaio funcional baseado em luciferase para
avaliagao da atividade antitumoral de células CD19-THP-1-CAR. Células THP-1 nao transduzidas
(UTD) ou células CD19-THP-1-CAR foram cocultivadas com as linhagens de células B neoplasicas
Nalm-6 Luc ou Daudi Luc em placas de 96 pogos, nas propor¢cdes E:T de 1:1, 3:1 e 5:1. Os ensaios
foram realizados em triplicata e incluiram controles contendo apenas células-alvo (Nalm-6 Luc ou Daudi
Luc) ou apenas células efetoras (THP-1 UTD ou CD19-THP-1-CAR). Ao término do periodo de
cocultivo, a viabilidade das células-alvo foi determinada por quantificagdo da luminescéncia emitida
apos adigéo de D-luciferina, sendo os resultados expressos em unidades relativas de luz (RLU).
Fonte: elaborado pelo autor — software BioRender.

3.7 Dosagem de TNF-a no sobrenadante do co-cultivo de células CD19-
THP-1-CAR frente a linhagens de células B neoplasicas

A producgao de fator de necrose tumoral alfa humano (TNF-a) foi avaliada nos
sobrenadantes dos ensaios de cocultivo entre células efetoras e células-alvo. Para
(UTD) ou células CD19-THP-1-CAR
previamente purificadas por cell sorting foram cocultivadas com as linhagens de

isso, células THP-1 n&o transduzidas
células B neoplasicas Nalm-6 e Daudi nas proporcdes E:T de 1:1, 3:1 e 5:1, por um
periodo de 24 horas, em condigdes padrao de incubacgao (37 °C e 5% de CO2).
Adicionalmente, foram incluidos controles contendo apenas células THP-1 UTD ou

CD19-THP-1-CAR, mantidos nas mesmas condi¢gdes experimentais.
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Ap0bs o periodo de cocultivo, os sobrenadantes foram coletados, centrifugados
para remocao de células e detritos celulares e armazenados a -20 °C até a realizagao
das analises. As concentragbes de TNF-a humano foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico do tipo sanduiche (sandwich ELISA), utilizando o kit BD OptEIA™
Human TNF ELISA Set (BD Biosciences), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Resumidamente, placas de alta ligacdo foram previamente sensibilizadas com o
anticorpo de captura especifico para TNF-a humano e incubadas conforme
recomendado pelo fabricante. Apos etapas de lavagem, amostras e padrdes foram
adicionados aos pogos e incubados para ligagao da citocina ao anticorpo de captura.
Em seguida, foi adicionado o anticorpo de deteccao biotinilado, seguido da incubacéao
com estreptavidina conjugada a peroxidase (HRP). A revelagéo foi realizada mediante
adicdo da solucdo de substrato cromogénico tetrametilbenzidina (TMB), sendo a
reacao interrompida com solugao acida apropriada.

A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas a 450 nm, utilizando
corregao de fundo em 570 nm. As concentracbes de TNF-a foram calculadas por
interpolacdo em curva padrédo gerada a partir de concentragdes conhecidas da

citocina recombinante fornecida no kit e expressas em pg/mL.
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4. RESULTADOS

4.1 Expressao de luciferase por linhagens de células B neoplasicas:
plataforma de analise da citotoxicidade de células CD19-CAR

As células B neoplasicas modificadas com particulas lentivirais para a
expressao de luciferase e apds a selegdao com puromicina foram analisadas para os
niveis de luminescéncia (RLU), e as células Daudi e Nalm-6 apresentaram um
aumento significativo no RLU comparado com as células ndo modificadas (Figura 6A-
B). As células B neoplasicas expressando luciferase foram congeladas (95% SFB e
5% DMSO), e ap6s o descongelamento os niveis de RLU mantiveram elevados em
comparagao com as células ndo modificadas com luciferase. Daudi-Luc e Nalm-6-Luc
apresentaram excelente expansao celular, manutencado da luminescéncia através da
leitura do RLU ap6s o descongelamento.

As linhagens celulares Daudi e Nalm-6 expressando luciferase foram utilizadas
na padronizagcdo da curva de leitura do RLU, conforme as seguintes variaveis: a
concentragéo da D-Luciferina (50-125 pg/mL) e o tempo de incubagdo com o substrato
(Figura 6C-D), o numero de células plagqueadas (1x10% a 4x10* células por pogo)
(Figura 6D). Os achados indicam que 4x10* células/pogo incubadas por 4h e, em
seguida, adicionado 100 pg/mL de D-Luciferina com posterior incubagdo de 30min

permitiram niveis de RLU em niveis proximos ao platd (Figura 6C, D).

FIGURA 6 - Modificagao e selegcao de células B neoplasicas para expressar
luciferase, e padronizagao das condi¢oes de cultivo para o ensaio de

citotoxicidade
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Legenda: Figura 6 - Modificagao e selegcdo de células B neoplasicas para expressar luciferase, e
padronizagao das condigoes de cultivo para o ensaio de citotoxicidade. (A) Esquema do fluxo de
trabalho para a geracdo de células B neoplasicas modificadas para a expressao de luciferase, como
plataforma de analise do efeito citotdxico de células CD19-CAR. O esquema foi gerado no software
BioRender. (B) Analise da leitura do RLU em células Nalm-6-Luc e Daudi-Luc, modificadas para a
expresséao de luciferase, nas condigbes de pré- e pos-selecdo através de puromicina (10 ug/mL). (C)
Padronizagdo da concentragao de D-Luciferina e do tempo de incubagao apds a adicdo do substrato,
em células Nalm-6-Luc e Daudi-Luc; (D) Padronizagdo do numero de células Nalm-6-Luc e Daudi-Luc
para ensaio funcional de citotoxicidade tendo como parametros previamente definidos 100 pg/mL de
D-Luciferina e 30 minutos de incubagao apds adigdo do substrato. Trés experimentos independentes
foram realizados em ftriplicatas técnicas, e as placas foram incubadas por 4 horas antes da adigdo do
substrato. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism 8, pelo método t-test
(*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

4.2 Modificagao de linhagens de células B neoplasicas para a expressao
de EGFP: uma plataforma para avaliar a atividade citotéxica e fagocitica de
macroéfagos CD19-CAR

As células Nalm-6 modificadas para a expressao de EGFP através da
transducdo com lentivirus acarretou a frequéncia de 74% de células positivas para
EGFP, apds 72h da etapa de transducao. A populacao de células Nalm-6-EGFP foram
enriquecidas pela técnica de cell sorting, e apds a expansao celular foi constatado
uma frequéncia de 99% de células Nalm-6-EGFP (Figura 7A-B). Os procedimentos
citados acima para a modificacdo de células Nalm-6-EGFP foram aplicadas para a
linhagem celular Daudi e, apds 72h da etapa de transdugao, uma frequéncia de 91%
de células Daudi-EGFP foi observada, e o enriquecimento com a técnica de cell sorting
resultou em 99% de células Daudi-EGFP (Figura 7C-D). As células Nalm-6-EGFP e
Daudi-EGFP mativeram a taxa de expansao celular comparado com as células nao

modificadas, e com a manutencédo da porcentagem de células positivas para EGFP
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nos niveis de 99%, permitindo a formagdo de um banco de células. A Figura 8A
representa a microscopia de fluorescéncia utilizando as células B neoplasicas
modificadas para a expressdo de EGFP, com a finalidade de utilizar como ferramenta
na plataforma de avaliagcédo da atividade citotoxica e fagocitica de macréfagos CD19-
CAR. Importante destacar, as células Raji-EGFP tiveram o comprometimento da
expansao celular e inviabilizou o enriquecimento da populagdo Raji-EGFP para
posterior implantagdo de um banco de células Raji-EGFP, no entanto, ainda sera

buscado a obteng¢do de uma populagao de células Raji-EGFP+.

FIGURA 7 - Técnica de Cell Sorting para a selecao de células Nalm-6 e Daudi

modificadas para a expressao de EGFP
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Legenda: Figura 7 - Técnica de Cell Sorting para a selegao de células Nalm-6 e Daudi modificadas
para a expressao de EGFP. (A-D) Dot plot de citometria de fluxo e representacdo grafica com a
determinacao da porcentagem de células Nalm-6 EGFP+ (A, B) e Daudi EGFP+ (C, D) antes e ap6s a
técnica de enriquecimento de populagao celular através de cell sorting. As amostras foram adquiridas
no citdmetro BD Accuri C6 e uma analise de 10.000 eventos foi realizada através do software FlowJo
VX.

FIGURA 8 - Microscopia de fluorescéncia de células Nalm-6-EGFP ou Daudi-
EGFP
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Legenda: Figura 8 - Microscopia de fluorescéncia de células Nalm-6-EGFP ou Daudi-EGFP. (A)
Imagens de microscopia de fluorescéncia (CelenaS, Logos Byosistems) de células Nalm-6 e Daudi
modificadas para a expressao de EGFP, com as imagens em campo claro (paineis a esquerda), EGFP
(painéis centrais) e Overlay (painéis a direita).

4.3 Construgcdao dos vetores lentivirais contendo as sequéncias
codificadoras das variantes de CD19-CAR

Nosso grupo de pesquisa gerou o construto CD19-CAR em vetor lentiviral
contendo os seguintes dominios: scFv FMC63 como dominio de reconhecimento do
antigeno, molécula CD8a humana como a regido hinge/transmembrana, e dominio de
transducéao de sinal das moléculas CD137 (4-1BB) acoplado com CD3¢. O construto
CD19-8-137z-CAR foi utilizado como molde para a clonagem e as modificacbes
necessarias para gerar CD19-8-FceRyl-CAR ou CD19-FcyRI-CAR (Figura 9A). Para
a clonagem dos dominios coestimulatérios provenientes de FceRyl (UniProt P30273,
posicao 19-86 aa) ou FcyRI (UniProt P12314, posigao 293-374 aa), o RNA de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi extraido (kit “Monarch® Spin RNA
Isolation” da New England Biolabs® Cat. N° T2110S) e realizado a conversao em
cDNA para a amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) dos fragmentos de
Fc apontados acima (Figura 9B).

A técnica de Gibson Assembly (2x HiFi Assembly® Master Mix; New England
Biolabs®, Cat. N° M5520AA) foi utilizada, inicialmente, para a construgdo de CD19-
FcyRI-CAR. O vetor lentiviral, apds digestao com Afel/EcoRI no sitio de clonagem, foi
incubado com os produtos de PCR referentes ao CD19-CD8Hinge (1.058 bp) e
FcyRI(TM/cyto) (227 bp) contendo regides apropriadas para a ligacdo entre os
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fragmentos de PCR e subsequente ligagdo no vetor lentiviral digerido. Essas etapas
de ligacao entre fragmentos e subclonagem, otimizadas em uma etapa, ¢é viabilizada
pela técnica de Gibson Assembly, seguindo as recomendagdes do fabricante. O
produto da reagdo de Gibson Assembly foi utilizado na transformacé&o de bactéria
competente, e com a selegdo de clones foi realizado a extragdo de plasmideo e
digestdo com enzimas de restricdo para avaliar por eletroforese de DNA em gel de
agarose (1,2%) a presenga dos fragmentos de DNA gerados. Para finalizar a
validagao, o plasmideo de CD19-FcyRI-CAR foi submetido para sequenciamento por
Sanger que ratificou a sequéncia nucleotidica esperada.

A tentativa de construgao CD19-8-FceRyl-CAR considerou a mesma estratégia
descrito acima para a construgdo de CD19-FcyRI-CAR, no entanto, o assembly entre
as sequéncias codificadoras de CD19-8H/TM e FceRyl ndo ocorreu com a estratégia
de Gibson Assembly. Com isso, optamos pela estratégia de Overlap PCR com as
sequéncias codificadoras de CD19-8H/TM e FceRyl, e a Figura 9C (painel inferior)
demonstra o fragmento de 1240 bp correspondente ao produto esperado CD19-8-
FceRyl-CAR. Esse produto foi utilizado na subclonagem no vetor lentiviral com sitio
de clonagem digerido com Afel/EcoRI.

A construcdgo CD19-Dectin-1-CAR apresenta uma peculiaridade que
impossibilita a geracdo da sequéncia codificadora através da clonagem, pois a
Dectina-1 € uma proteina tipo |l e para expressar com CD19-CAR era necessario
transpor a expressao de Dectina-1 como proteina tipo I. A sequéncia codificadora de
CD19-Dectin-1-CAR foi sintetizada pela empresa Twist, na forma de fragmento, e o

processamento seguiu conforme descrito no tépico 4.6.

FIGURA 9 - Construgao dos vetores lentivirais para a expressao dos

construtos CD19-CAR a partir de fragmentos clonados
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Legenda: Figura 9 - Construgao dos vetores lentivirais para a expressao dos construtos CD19-
CAR a partir de fragmentos clonados. (A) Esquema da composi¢ao dos dominios das variantes de
CD19-CAR construidos a partir de fragmentos clonados: CD19-8-137z-CAR utilizado como template
para gerar CD19-FcyRI-CAR e CD19-8-FceRyl-CAR. (B) Fluxo de trabalho para a construgdo dos
vetores CD19-CAR: amplificagdo dos fragmentos scFv especifico para CD19, FcyRI, ou FceRyl através
de PCR tendo como template o cDNA convertido de RNA de PBMCs, e a ligacdo entre as sequéncias
codificadoras desses fragmentos foi realizada através de DNA Assembly® por Gibson Protocol. A
recuperacdo de plasmideos apdés a subclonagem dos fragmentos foi realizada através da
transformacéo bacteriana. Os esquemas foram gerados no software BioRender. (C) No painel superior,
eletroforese de DNA em gel de agarose a 1,2% para confirmar o tamanho do plasmideo CD19-FcyRI-
CAR (1285 bp) e seu backbone lentiviral (8990 bp) apds o Assembly e digestdo com Xbal/EcoRI. No
painel inferior, eletroforese de DNA em gel de agarose a 1,2% para confirmar o tamanho do produto da
Overlap PCR para unir os fragmentos CD19-CD8 e FceRyl amplificados, gerando CD19-8-FceRyl-CAR
(1240bp).

Fonte: o esquema foi elaborado utilizando o Software Biorender.

4.4 Geragao de células THP-1 estaveis para expressarem as variantes de
CD19-CAR a partir de fragmentos clonados

Primeiramente, as células THP-1 foram submetidas a modificacdo para a
expressao de EGFP, sendo o backbone lentiviral vazio, visando a utilizagdo dessa
populagdo como células controle para a comparagao com as células expressando as
variantes de CD19-CAR. A populacdo de células THP-1-Mock representou
aproximadamente 62% de células positivas para EGFP apds a etapa de transdugao
com particulas lentivirais (Figura 10A, painel a esquerda). Posterior ao enriquecimento
pela técnica de cell sorting, a populagéo atingiu 99% de células positivas (Figura 10A,
painel a direita). Outra populagdo de células THP-1 de importancia nos grupos
controles se refere a modificagdo com a construcdo CD19-8-137z-CAR, pois essa

variante de CD19-CAR expressa em células THP-1 permite avaliar como as novas
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variantes de CD19-CAR comportam a nivel de expressao nos compartimentos
celulares. Nesse sentido, as células THP-1 expressando CD19-8-137z-CAR foram
utilizadas para avaliar a expressdo do CAR na superficie celular, com o objetivo de
considerar a variante CD19-8-137z-CAR, licenciada na terapia celular, como
parametro na comparacao da taxa de expressao na superficie celular referente as
outras variantes de CD19-CAR. Para isso, o anticorpo AffiniPure® F(ab’)2 Fragment,
Goat Anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 647 (Jackson ImmunoResearch® Cat. N°
115606072), utilizado para detectar o scFv de CD19-CAR na superficie celular,
permitiu a identificacdo da marcacdo em células expressando CD19-CAR de forma
concomitante com a deteccao da tag EGFP. Essa estratégia € visualizada na Figura
10B (painel a direita) que demonstra aproximadamente 34% das células CD19-8-
137z-CAR identificadas pela tag EGFP e para a marcagéo do scFv de CD19-CAR na
superficie celular. A viabilidade do anticorpo AffiniPure® F(ab’)2 Fragment em
determinar a expressdo de CD19-CAR na superficie celular tornou contundente a
avaliagao de células THP-1 modificadas com as outras variantes de CD19-CAR em
estudo.

A variante CD19-FcyRI-CAR construida a partir de fragmentos clonados nao
apresenta EGFP como tag para determinar a taxa de modificagao das células THP-1
e, com isso, a utilizagao do anticorpo AffiniPure® F(ab’)2 Fragment permitiu avaliar a
taxa de expressao de CD19-FcyRI-CAR e a taxa de expressao dessa constru¢ao na
superficie celular. A Figura 10C demonstra que a expressédo de CD19-FcyRI-CAR em
células THP-1 nado repercutiu na expressdo do CAR na superficie celular, fato
justificado pela auséncia de marcacdo de CD19-CAR com anticorpo AffiniPure®
F(ab’)2 Fragment (Figura 10).

FIGURA 10 - Avaliagdao da modificagao de células THP-1 para a expressao de

EGFP ou variantes de CD19-CAR construidas a partir de fragmentos clonados
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Legenda: Figura 10 - Avaliagdo da modificagao de células THP-1 para a expressdao de EGFP ou
variantes de CD19-CAR construidas a partir de fragmentos clonados. (A) Histogramas com a
porcentagem de células THP-1-Mock EGFP+ nos periodos pré- (painel a esquerda) e pds-selegao
(painel a direita) pela técnica de enriquecimento por cell sorting. (B) Eficiéncia da transdugédo de CD19-
8-137-CAR EGFP+ em células THP-1 através de uma plataforma lentiviral. As células foram marcadas
com o anticorpo Anti-(Fab’)2 Jackson ImmunoResearch® para detecgdo do CAR na superficie celular.
(C) Eficiéncia de transdugdo de células THP-1 para a expressdo de CD19-FcyRI-CAR EGFP
modificadas com 50 pL ou 25 pL do sobrenadante concentrado de particulas lentivirais carreando a
sequéncia codificadora da variante de CD19-CAR. Todas as amostras foram realizadas em triplicatas,
com aquisicdo e analise de 10.000 eventos no citdmetro BD Accuri C6. As gates foram realizadas
utilizando o software FlowJo Vx.

A construcdo CD19-FcyRI-CAR, como esquematizado na Figura 9A, apresenta
a molécula CD8a humana como hinge/stalk e FcyRI como transmembrana e
intracelular, o que pode influenciar na exposicdao do CD19-CAR a depender da
populacao celular, e essa situacao poderia ser influenciada nas células THP-1. Com
isso, a construgao CD19-FcyRI-CAR foi expressa nas células Jurkat, uma linhagem
de células T amplamente utilizada em plataformas de avaliagdo com CAR, e a Figura
11A (ultimo painel a direita) demonstra a auséncia de detecgdo do CD19-FcyRI-CAR
na superficie apdés a marcagdo com anticorpo AffiniPure® F(ab’)2 Fragment. Como
controle positivo, a Figura 11A (painel central) apresenta células Jurkat expressando
CD19-8-137z-CAR com a presenca do receptor na superficie celular como

demonstrado pela detecgdo com anticorpo AffiniPure® F(ab’)2 Fragment.

FIGURA 11 - Avaliagao da expressao de CD19-8-137z-CAR ou CD19-FcyRI-CAR

na superficie celular de Jurkat modificadas
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Legenda: Figura 11 - Avaliagdo da expressdo de CD19-8-137z-CAR ou CD19-FcyRI-CAR na
superficie celular de Jurkat modificadas. (A) Eficiéncia de transdugéo em células Jurkat modificadas
com o sobrenadante concentrado de particulas lentivirais carreando a sequéncia codificadora de CD19-
8-137z-CAR EGFP+ ou CD19-FcyRI-CAR EGFP-. As células foram marcadas com o Anticorpo
Anti(Fab’)2 Jackson ImmunoResearch® para deteccdo do CAR na superficie celular. Todas as
amostras foram realizadas em ftriplicatas, com aquisi¢cao e analise de 10.000 eventos no citbmetro BD
Accuri C6. As gates foram realizadas utilizando o software FlowJo Vx.

4.5 Deteccgao intracelular de CD19-CAR em células THP-1 modificadas

Ainda em continuidade com a avaliagao da expressdao de CD19-FcyRI-CAR
construido a partir de fragmentos clonados, as células THP-1 modificadas foram
utilizadas para o ensaio de marcagéo intracelular com anticorpo AffiniPure® F(ab’)2
Fragment. A variante de CD19-CAR, CD19-FcyRI-CAR, nao foi detectada apds o
protocolo de marcacgao intracelular nas células THP-1 modificadas (Figura 12B, E).
Como controle positivo do processo de marcagao extracelular e/ou intracelular, as
células THP-1 expressando CD19-8-137z-CAR foram utilizadas e validou a eficacia
de detecgdo do CD19-CAR no espacgo intracelular através da metodologia adotada
(Figura 12C, F). Portanto, a constru¢ao CD19-FcyRI-CAR n&o foi expressa em células
THP-1 e os seguintes motivos sdo possiveis: (i) reduzido titulo de particulas lentivirais
contendo a sequéncia codificadora para a expressao do CAR; (ii) a associagao da
molécula CD8 como hinge com FcyRI na por¢do transmembrana n&o propicia a
expressao do CAR; (iii) nao foi possivel gerar células CD19-FcyRI-THP-1-CAR a partir
de fragmentos clonados. Diante desse fato, no préoximo topico € descrito um
direcionamento para a expressao das variantes de CD19-CAR.

FIGURA 12 - Marcagao intracelular de células THP-1 modificadas para a
expressao de CD19-FcyRI-CAR construido a partir de fragmentos clonados ou
CD19-8-137z-CAR
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Legenda: Figura 12 - Marcagéo intracelular de células THP-1 modificadas para a expressao de
CD19-FcyRI-CAR construido a partir de fragmentos clonados ou CD19-8-137z-CAR. (A-F) Dot
plots da citometria de fluxo de células THP-1 CTRL (A, D) ou modificadas para expressarem CD19-
FcyRI-CAR (B, E) ou CD19-8-137z-CAR (C, F) através da marcagéo intracelular (A-C) ou extracelular
e intracelular (D-F) do CAR utilizando o anticorpo AffiniPure Anti(Fab’) Fragment. Todas as amostras
foram realizadas em triplicatas, com aquisi¢do e analise de 10.000 eventos no citdmetro BD Accuri C6.
As gates foram realizadas utilizando o software FlowJo Vx.

4.6 Construcao de variantes de CD19-CAR com novas modificacdées nos
dominios hinge/transmembrana

Esse conjunto de achados indicam que o dominio hinge e transmembrana do
CD19-FcyRI-CAR sao as regides para avaliar a construgao de novas variantes para
favorecer a expressdo do CAR e o0 ancoramento na superficie celular. Dessa forma,
uma nova variante (CD19-8-FcyRI-CAR), contendo a molécula CD8 como dominios
hinge e transmembrana, foi delineada e a sequéncia codificadora foi sintetizada pela
empresa Twist. As sequéncias codificadoras para CD19-FcyRI-CAR, contendo o hinge
proveniente da molécula CD8 e FcyRI como a regidao transmembrana e intracelular,
CD19-8-FceRyl-CAR e CD19-Dectin-1-CAR foram sintetizadas pela empresa Twist. A
composi¢ao dos dominios das variantes de CD19-CAR geradas a partir de fragmentos
sintetizados e subclonados em vetor lentiviral estdo representados na Figura 13.

FIGURA 13 - Representagao esquematica da composi¢cao dos dominios das

variantes de CD19-CAR construidos a partir de fragmentos sintetizados
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Legenda: Figura 13 - Representagcdo esquematica da composicdo dos dominios das variantes
de CD19-CAR construidos a partir de fragmentos sintetizados. (A) O dominio de reconhecimento
ao antigeno, presente na porgao extracelular do CAR, & composto em todos os construtos pelo scFv
derivado do anticorpo FMC63 anti-CD19, seguido do dominio hinge oriundo da molécula CD8a
humana. O construto CD19-FcyRI-CAR apresenta a molécula FcyRI na composi¢cdo dos dominios
transmembrana e de transducgéo de sinal, que difere do construto CD19-8-FcyRI-CAR, o qual apresenta
o dominio transmembrana oriundo da molécula CD8a humana. O construto CD19-8-FceRyl-CAR
apresenta a molécula CD8 humana como dominio transmembrana e FceRyl como dominio de
transducdo de sinal. O construto CD19-Dectin-1-CAR apresenta os dominios transmembrana e de
transducao de sinal oriundos da molécula Dectina-1. Todos os construtos possuem EGFP como tag
fluorescente, coexpresso com o CAR por meio da sequéncia P2A e regulados pelo mesmo promotor
EF1-a.

Os fragmentos de DNA sintetizados foram subclonados em um backbone de
vetor lentiviral EGFP em uso no laboratério (Figura 14). A Figura 14 demonstra a
eletroforese de DNA em gel de agarose (1,2%) das variantes de CD19-CAR apods
subclonagem em vetor lentiviral EGFP, apds a digestdo com as enzimas de restricao
Xcml/BamHI, sendo sitios relacionados com o processo de subclonagem, resultando
nos fragmentos de aproximadamente 1.290bp e 895bp (CD19-CAR) e 8.990bp

(backbone do vetor lentiviral).

Figura 14 - Validagao dos plasmideos contendo a sequéncia codificadora das

variantes de CD19-CAR construidos a partir de fragmentos sintetizados




Legenda: Figura 14 - Validagdo dos plasmideos contendo a sequéncia codificadora das variantes
de CD19-CAR construidos a partir de fragmentos sintetizados. Eletroforese de DNA em gel de
agarose a 1,2% das variantes de CD19-CAR apés ligagdo no backbone lentiviral EGFP e digestdo com
Xcml e BamHI, e PCRs para validar os construtos CD19-CAR apds ligados no backbone lentiviral. (A-
D) Os fragmentos inferiores (~1200bp e 895bp) correspondem ao CD19-CAR e o fragmento superior
corresponde ao backbone lentiviral (~8900bp), sendo (A) CD19-8-FcyRI-CAR, (B) CD19-FcyRI-CAR,
(C) CD19-8-FceRyl-CAR e (D) CD19-Dectin-1-CAR (~1200bp). (E-G) Produtos de PCR referentes,
respectivamente, ao CD19-8-FcyRI-CAR, CD19-FcyRI-CAR e CD19-8-FceRyl-CAR amplificados, cada
produto de PCR com aproximadamente 1200bp.

4.7 Producgao e titulagao de particulas lentivirais carreando a sequéncia
codificadora de variantes de CD19-CAR

Os plasmideos CD19-Dectin-1-CAR, CD19-8-FcyRI-CAR, CD19-FcyRI-CAR e
CD19-8-FceRyl-CAR foram utilizados de forma separada para a producgao lentiviral em
células HEK-293T. A Figura 15 demonstra as imagens de microscopia de fluorescéncia
das células HEK-293T 48 h apés a transfecgao com o plasmideo CD19-Dectin-1-CAR
ou CD19-8-FcyRI-CAR, de forma separa, com a detec¢cao de EGFP como reporter nas
células HEK transfectadas. A transfeccao para as constru¢gdes CD19-FcyRI-CAR e
CD19-8-FceRyl-CAR apresenta um perfil semelhante ao demonstrado com as

construcdes anteriores (dados ndo mostrados).

FIGURA 15 - Microscopia de fluorescéncia de células HEK-293T CD19-Dectin-1-
CAR e CD19-8-FcyRI-CAR
TL GFP Overlay

“‘ -

Legenda: Figura 15 - Microscopia de fluorescéncia de células HEK-293T CD19-Dectin-1-CAR e
CD19-8-FcyRI-CAR. (A) Imagens de microscopia de fluorescéncia (CelenaS, Logos Byosistems) de
células HEK-293T modificadas para a expressdo de CD19-Dcetin-1-CAR, com as imagens em campo
claro (painéis a esquerda), EGFP (painéis centrais) e Overlay (painéis a direita).

>

HEK-293T
CD19-Dectin-1-CAR

HEK-293T
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Ap0s a producgao de particulas lentivirais contendo as sequéncias codificadoras
dos quatro construtos CD19-CAR avaliados neste estudo, foram realizadas as
titulacbes dos sobrenadantes concentrados de particulas por meio da transdugao de
células Jurkat. A Figura 16A apresenta a estratégia utilizada para determinagédo do
titulo final do construto CD19-8-FcyRI-CAR, calculado conforme o protocolo
Fluorescence Titering Assay da Addgene® (repositério internacional de plasmideos),
que estima o titulo viral com base na porcentagem de células tag fluorescentes
positivas (neste caso, eGFP+) determinada por citometria de fluxo apos a transdugéo.
A mesma metodologia foi aplicada aos demais construtos, com base nas
porcentagens de eGFP das duplicatas de cada construto (Figura 16B). Dessa forma,
os titulos finais obtidos para os construtos CD19-8-FcyRI-CAR, CD19-FcyRI-CAR,
CD19-Dectin-1-CAR e CD19-8-FceRyI-CAR foram de 2,7x10” TU/mL, 1,4x10” TU/mL,
1,7x10® TU/mL e 1,2x108 TU/mL, respectivamente (Figura 16C). Observou-se que 0s
vetores CD19-Dectin-1-CAR e CD19-8-FceRyl-CAR apresentaram titulos
aproximadamente uma escala logaritmica inferior aos observados para os construtos
contendo FcyRI. Apesar disso, os titulos obtidos foram suficientes para viabilizar a

etapa subsequente de transducgao celular.

FIGURA 16 - Titulacao dos sobrenadantes concentrados de particulas

lentivirais dos construtos CD19-CAR em células Jurkat
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CD19-Dectin-1-CAR 1,7 x 10%6
CD19-8-FceRyl-CAR 1,2 x 106

Legenda: Figura 16 - Titulagdo dos sobrenadantes concentrados de particulas lentivirais dos
construtos CD19-CAR em células Jurkat. (A) Estratégia para determinacao do titulo funcional final
do construto CD19-8-FcyRI-CAR. Células Jurkat foram transduzidas com diluicdes seriadas (20x —
640x) do sobrenadante concentrado de particulas lentivirais e a porcentagem de células eGFP+ foi
determinada por citometria de fluxo. O titulo funcional final (TU/mL) foi calculado a partir da
porcentagem de células eGFP+, conforme o protocolo Fluorescence Titering Assay da Addgene®. Os
valores obtidos nas duplicatas foram utilizados para determinagao do titulo final do construto. A mesma
estratégia foi aplicada aos demais construtos CD19-CAR, sendo que a porcentagem de eGFP+ das
duplicatas estéo representados nos histogramas de citometria de fluxo (B). (C) Titulos funcionais dos
vetores lentivirais contendo os construtos CD19-8-FcyRI-CAR, CD19-FcyRI-CAR, CD19-Dectin-1-CAR
e CD19-8-FceRyl-CAR, expressos em unidades de transdugao por mililitro (TU/mL).

4.8 Geracao de células THP-1 modificadas com variantes de CD19-CAR
contendo modificagées nos dominios hinge e transmembrana

De forma subsequente a obtencao dos titulos funcionais finais do sobrenadante
concentrado de particulas lentivirais, células THP-1 foram transduzidas com os
construtos CD19-Dectin-1-CAR, CD19-8-FcyRI-CAR e CD19-FcyRI-CAR utilizando
MOI de 5. A analise por citometria de fluxo demonstrou eficiéncias de transdugéo de
75,6%, 87,6% e 81,1% de células EGFP+, respectivamente (Figura 17A-C),
evidenciando a geragao bem-sucedida das linhagens modificadas. Com o objetivo de

obter populagdes purificadas para os experimentos subsequentes, as células THP-1
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modificadas foram submetidas a técnica de cell sorting com base na expressao de
eGFP. Apods a purificagao, as populagées CD19-Dectin-1-THP-1-CAR, CD19-8-FcyRI-
THP-1-CAR e CD19-FcyRI-THP-1-CAR apresentaram aproximadamente 99% de
células eGFP+, confirmando o enriquecimento das linhagens modificadas (Figura
17D-F).

Durante a expansao celular, as linhagens THP-1 modificadas mantiveram
caracteristicas morfoldégicas compativeis com as células THP-1 parentais, incluindo a
formagao de agrupamentos celulares tipicos da linhagem, particularmente evidentes
nas células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR e CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR.
Adicionalmente, ndo foram observadas alteragdes aparentes na viabilidade celular ou
no potencial de expansdo em cultura apds a expressdo dos diferentes construtos
CAR. Essas caracteristicas permitiram o estabelecimento e a criopreservacao das
linhagens de células THP-1 CD19-CAR para utilizagdo nos experimentos
subsequentes.

As células THP-1 foram modificadas com a construgdo CD19-8-FceRyl-CAR
que resultou em reduzida taxa de transducgao, e o enriquecimento com a técnica de
cell sorting resultou em elevada taxa de células THP-1-CAR. No entanto, a populagao
celular enriquecida apresentou uma expansao reduzida associada a uma redugao na
viabilidade celular, fato que inviabilizou a manutencao das células expressando CD19-
8-FceRyl-CAR. Um novo processo de modificagdo das células THP-1 e

enriquecimento esta em andamento.

FIGURA 17 - Geragao de células THP-1 modificadas para expressao das
variantes de CD19-CAR contendo modificagdes nos dominios hinge e

transmembrana
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Legenda: Figura 17 - Geragao de células THP-1 modificadas para expressado das variantes de
CD19-CAR contendo modificagdes nos dominios hinge e transmembrana. Células THP-1 foram
transduzidas com o sobrenadante concentrado de particulas lentivirais contendo as sequéncias
codificadoras dos construtos CD19-Dectin-1-CAR, CD19-8-FcyRI-CAR e CD19-FcyRI-CAR utilizando
MOI de 5. (A-F) Histogramas da eficiéncia de transdug¢ao das populagdes celulares antes (A-C) e apos
(D-F) a purificagéo celular pela técnica de cell sorting de células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR, CD19-8-
FcyRI-THP1-CAR e CD19-FcyRI-THP-1-CAR. Os histogramas em azul representam células THP-1 n&o
modificadas (controle negativo), enquanto os histogramas em verde representam as células THP-1
transduzidas com os respectivos construtos CD19-CAR. Todas as amostras foram realizadas em
triplicatas, com aquisicdo e analise de 10.000 eventos no citémetro BD Accuri C6. As gates foram
realizadas utilizando o software FlowJo Vx.

4.9 Deteccao de variantes de CD19-CAR na superficie de células THP-1
modificadas

Apos a geracéo e purificagdo das linhagens de células THP-1 modificadas,
procedeu-se com a avaliagao da expressao das variantes de CD19-CAR na superficie
celular. Para isso, as células foram marcadas com Proteina-L conjugada com biotina
(Protein-L-biotina) e revelado com streptavidina-ficoeritrina (strep-PE). Proteina-L
reconhece especificamente a regido variavel de cadeias leves de imunoglobulinas
presentes no dominio scFv dos construtos CD19-CAR, permitindo a deteccao da
expressao do receptor na superficie celular por citometria de fluxo. A analise das
populagdes duplo positivas para EGFP e Proteina L-PE confirmou a expressao na
superficie celular referentes as construgdes avaliadas (Figura 18A-D). A suspenséao
celular expressando CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR apresentou a maior porcentagem de

células positivas para Proteina-L, atingindo aproximadamente 95% de células com
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expressao do CAR na superficie (Figura 18C). A populagao de células CD19-FcyRI-
THP-1-CAR apresentou uma taxa de 75,1% de células positivas para Proteina-L
(Figura 18D), enquanto 45% de células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR apresentou a
expressdo do CAR na membrana plasmatica (Figura 18B). Assim sendo, os vetores
lentivirais carreando as variantes de CD19-CAR promoveram a expressao estavel de
CD19-CAR na superficie de células THP-1, mesmo em diferentes taxas de expressao.
Esta etapa de deteccdo do CAR na superficie celular € essencial para o
reconhecimento do antigeno-alvo e para a avaliagdo funcional subsequente das
células THP-1 modificadas. A validagédo da taxa de expressao das variantes de CD19-
CAR na superficie celular sera realizada através de anticorpo monoclonal anti-linker
(regido entre VL e VH do scFv), que garante melhor taxa de interagdo antigeno-

anticorpo e valida o CD19-CAR na superficie celular.

FIGURA 18 - Detecgao de variantes de CD19-CAR na superficie de células THP-

1 modificadas através do reconhecimento de Proteina-L

A THP-1 CTRL B cD19-Dectin-1-CAR

4 107 1 0? .
1N Q2  *3ial Q2
106'_! 0,11 0,052 ms__% 0,57 45,0
1051‘ 10 2 Wl
03 U |
103'5 103}_:
10 '; i 102'_%
mw_i Q4 a3 o' Q4 Q3
0 799,8 : 0 03 10,7 43,8
B B R B o | B B Eat e
10° 107 10 10° 10° 1w w0 10°
C CD19-8-FyRI-CAR D CD19-FcyRI-CAR
'°?-§ Q1 Q2 1ﬂ?-% a1
IOE'E 2,95 . 95,1 105-3 12,4
10 -é s 1053:
IU"; 10 3
|03'é w;'_%
mz-é 102'i
-u‘-j Q4 Q3 | w'q Q4 Q3
i 0% 9,19 3,30
L F’roteinmD T l’rell L e e | -9’3_{1 10 g ey ey ey ey gy
(PE) 10’ 10° 10 10 10° 10° 10 10°
eGFP

Legenda: Figura 18 - Detec¢do de variantes de CD19-CAR na superficie de células THP-1
modificadas através do reconhecimento de Proteina-L. As células THP-1 foram marcadas com
Proteina L conjugada com PE e analisadas por citometria de fluxo. (A-D) Dot plots da citometria de
fluxo de células THP-1 ndo modificadas (A), CD19-Dectin-1-THP-1-CAR (B), CD19-8-FcyRI-THP-1-
CAR (C) e CD19-FcyRI-THP-1-CAR (D). Todas as amostras foram realizadas em ftriplicatas, com
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aquisicdo e analise de 10.000 eventos no citdbmetro CytoFLEX Beckman Coulter®. As gates foram
realizadas utilizando o software FlowJo Vx.

4.10 Avaliagao do potencial antitumoral de células THP-1 expressando
CD19-CAR contra linhagens de células B neoplasicas

Primeiramente, a padronizagao dos ensaios funcionais utilizando células CD19-
8-137z-THP-1-CAR foi realizada, sendo que este construto possui como alvo o CD19,
assim como os 4 construtos testados no presente trabalho. No entanto, CD19-8-137z
ndo possui  moléculas coestimulatérias classicas de ativagdo de
monadcitos/macréfagos, pois CD137 acoplado com CD3C induzir alta taxa de ativagao
de células T. Dessa forma, a utilizagao dessas células serviu como um dos controles
de células THP-1 modificadas do presente trabalho, e ressalta-se que sera incluido o
controle de células THP-1-Mock, que foi modificada com o vetor lentiviral EGFP+
vazio. A plataforma experimental destes ensaios funcionais teve como base a
expressao de luciferase em linhagens de células B neoplasicas, como as células
Nalm-6 Luc e Daudi Luc. Nessa plataforma, a viabilidade das células B neoplasicas é
proporcional a taxa de luminescéncia (RLU, Relative Light Units), pois essas células
emitem luz proveniente da oxidagcdo do substrato pela luciferase, seguido pela
mensuragao pelo luminémetro. As células CD19-8-137z-THP-1-CAR induziram uma
diminuicao significativa da viabilidade de células Nalm-6 Luc (Figura 19) e Daudi Luc
(Figura 20) nas proporgdes E:T (Effector:Target) 1:1 (Figura 19A; Figura 20A), 3:1
(Figura 19B; Figura 20B) e 5:1 (Figura 19C; Figura 20C) em 6 horas de co-cultivo
quando comparadas com células THP-1 nao transduzidas (UTD, Untransduced). O
mesmo efeito ndo foi observado em 24 horas em nenhuma das propor¢des E:T
testadas (Figura 19D-F; Figura 20D-F).

FIGURA 19 - Avaliagao do potencial citotoxico de células CD19-8-137z-THP-1-

CAR contra células Nalm-6 Luc
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Legenda: Figura 19 - Avaliagdo do potencial citotoxico de células CD19-8-137z-THP-1-CAR
contra células Nalm-6 Luc. As células CD19-8-137z-THP-1-CAR ou THP-1 ndo transduzidas (UTD)
foram co-cultivadas separadamente com células Nalm-6 Luc nas proporgdes E:T 1:1, 3:1 e 5:1 por 6 e
24 horas e analisadas em luminémetro Synergy Biotek® apds adigdo do substrato D-Luciferina (100
pg/mL — 30min, 37°C, 5% COz2). Os dados foram expressos em Unidades Relativas de Luz (RLU). (A-
F) Graficos do RLU obtido de células Nalm-6 Luc e co-cultivadas por 6 (A-C) ou 24 horas (D-F) com
células THP-1 UTD ou CD19-8-137z-THP-1-CAR nas proporgdes E:T 1:1 (A, D), 3:1 (B, E) e 5:1 (C,
F). As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism V8, utilizando o teste One-
way ANOVA e sendo consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

FIGURA 20 - Avaliagao do potencial citotéxico de células CD19-8-137z-THP-1-

CAR contra células Daudi Luc
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Legenda: Figura 20 - Avaliagdo do potencial citotoxico de células CD19-8-137z-THP-1-CAR
contra células Daudi Luc. As células CD19-8-137z-THP-1-CAR ou THP-1 nédo transduzidas (UTD)
foram co-cultivadas separadamente com células Daudi Luc nas proporgdes E:T 1:1, 3:1 e 5:1 por 6 e
24 horas e analisadas em lumindmetro Synergy Biotek® apds adigdo do substrato D-Luciferina (100
pg/mL — 30min, 37°C, 5% CO32). Os dados foram expressos em Unidades Relativas de Luz (RLU). (A-
F) Graficos do RLU obtido de células Daudi Luc e co-cultivadas por 6 (A-C) ou 24 horas (D-F) com
células THP-1 UTD ou CD19-8-137z-THP-1-CAR nas proporgdes E:T 1:1 (A, D), 3:1 (B, E) e 5:1 (C,
F). As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism V8, utilizando o teste One-
way ANOVA e sendo consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

Ap6s a padronizacdo do ensaio de citotoxicidade utilizando células B
neoplasicas expressando luciferase em co-cultivo com células CD19-8-137z-THP-1-
CAR, os ensaios funcionais utilizando as células THP-1 expressando separadamente
as variantes de CD19-CAR foram realizados. As células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR
e CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR induziram uma reducéao significativa da viabilidade de
células Nalm-6 Luc (Figura 21) nas propor¢des E:T 1:1 (Figura 21A, D), 3:1 (Figura
21B, E) e 5:1 (Figura 21C, F) em 6 horas (Figura 21A-C) e 24 horas (Figura 21D-F)
de co-cultivo, comparado com as células THP-1 nao transduzidas. Ressalta-se que as
células CD19-FcyRI-THP-1-CAR estdo nesta etapa de avaliagdo do potencial
citotoxico por meio da plataforma luciferase+, e que as células CD19-8-FceRyl-THP-

1-CAR, ap6s geradas e purificadas, também passarao por esta etapa.



FIGURA 21 - Avaliagao do potencial citotoxico de células CD19-Dectin-1-THP-1-
CAR e CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR frente a células Nalm-6 Luc
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Legenda: Figura 21 - Avaliagao do potencial citotéxico de células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR e
CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR frente a células Nalm-6 Luc. As células CD19-THP-1-CAR ou THP-1 ndo
transduzidas (UTD) foram co-cultivadas separadamente com células Nalm-6 Luc nas propor¢des E:T
1:1, 3:1 e 5:1 por 6 e 24 horas e analisadas em lumindmetro Synergy Biotek® apds adi¢cao do substrato
D-Luciferina (100 pg/mL — 30min, 37°C, 5% COz2). Os dados foram expressos em Unidades Relativas
de Luz (RLU). (A-F) Graficos do RLU obtido de células Nalm-6 Luc e co-cultivadas por 6 (A-C) ou 24
horas (D-F) com células THP-1 UTD, CD19-Dectin-1-THP-1-CAR ou CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR nas
propor¢oes E:T 1:1 (A, D), 3:1 (B, E) e 5:1 (C, F). As analises estatisticas foram realizadas no software
GraphPad Prism V8, utilizando o teste One-way ANOVA e sendo consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05.

Quanto ao ensaio funcional contra células Daudi Luc (Figura 22), as células
CD19-Dectin-1-THP-1-CAR e CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR reduziram de forma
significativa a viabilidade das células-alvo nas propor¢des E:T 1:1 (Figura 22A), 3:1
(Figura 22B) e 5:1 (Figura 22C) em 6 horas de co-cultivo, quando comparadas com
células THP-1 ndo transduzidas. Nao foi observada diferenga estatisticamente
significativa entre células THP-1-CAR e células THP-1 nao transduzidas frente as

células Daudi Luc em 24 horas de co-cultivo (Figura 22D-F).

FIGURA 22 - Avaliagao do potencial citotoxico de células CD19-Dectin-1-THP-1-
CAR e CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR frente a células Daudi Luc
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Legenda: Figura 22 - Avaliagao do potencial citotoxico de células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR e
CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR frente a células Daudi Luc. As células CD19-THP-1-CAR ou THP-1 nao
transduzidas (UTD) foram co-cultivadas separadamente com células Daudi Luc nas proporcdes E:T
1:1, 3:1 e 5:1 por 6 e 24 horas e analisadas em lumindmetro Synergy Biotek® apds adigao do substrato
D-Luciferina (100 pg/mL — 30min, 37°C, 5% CO3). Os dados foram expressos em Unidades Relativas
de Luz (RLU). (A-F) Graficos do RLU obtido de células Daudi Luc e co-cultivadas por 6 (A-C) ou 24
horas (D-F) com células THP-1 UTD, CD19-Dectin-1-THP-1-CAR ou CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR nas
propor¢oes E:T 1:1 (A, D), 3:1 (B, E) e 5:1 (C, F). As analises estatisticas foram realizadas no software
GraphPad Prism V8, utilizando o teste One-way ANOVA e sendo consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05.

4.11 Avaliagao da producao de TNF-a no sobrenadante do co-cultivo de
células CD19-THP-1-CAR frente as linhagens de células B neoplasicas

A producao de TNF-a pelas células THP-1 ndao modificadas, CD19-Dectin-1-
THP-1-CAR e CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR foi determinada no sobrenadante do
cocultivo com as linhagens de células B neoplasicas Nalm-6 e Daudi através da
técnica de ELISA. Entretanto, as células THP-1 modificadas ou ndo com CAR
apresentaram niveis de TNF-a sem alteragdes significativas entre os grupos nas
condicdes na presencga ou auséncia das células alvo. Cabe destacar que os ensaios
foram realizados utilizando células THP-1 ndo diferenciadas em macrofago-like.
Considerando que a diferenciagao dessas células em um fenétipo semelhante ao de
macrofagos esta associada ao aumento da capacidade secretora e a amplificagao de
respostas inflamatdrias, e a auséncia de TNF-a detectavel pode estar relacionada ao

estado de diferenciagdo celular adotado neste experimento. Dessa forma, os
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resultados sugerem que a expressao dos construtos CD19-CAR em células THP-1
nao diferenciadas ndo promoveu produgdo mensuravel de TNF-a frente as células
Nalm-6 ou Daudi nas condicbes avaliadas.

As células THP-1 modificadas com as variantes de CD19-CAR seguem em
ensaios experimentais para o processo de diferenciagdo em macréfagos para

determinar a atividade citotdxica contra as células Nalm-6 e Daudi.
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5. DISCUSSAO

A utilizacdo de linhagens de células B neoplasicas expressando luciferase
representa uma plataforma amplamente consolidada para a avaliagao pré-clinica da
atividade citotoxica de imunoterapias baseadas em receptores antigénicos
quiméricos, especialmente na terapia celular com CAR especifica para células B
neoplasicas através do reconhecimento de CD19. No presente estudo, as linhagens
Nalm-6-Luc e Daudi-Luc sdo modelos de células alvo para a analise funcional de
células CD19-CAR, alinhando-se a modelos experimentais extensivamente utilizados
no desenvolvimento de terapias celulares para neoplasias de células B (Edinger et al.,
2002; Maude et al., 2014). Nesse sentido, a expressao estavel de luciferase permite
uma quantificagdo sensivel e especifica da viabilidade das células alvo, e a reducéo
do sinal de luminescéncia é proporcional a eliminagdo tumoral em ensaios in vitro.
Essa abordagem é amplamente empregada em estudos com CAR-T anti-CD19 e
configura como um método robusto para a avaliagao funcional da eficacia antitumoral
(Sadelain et al., 2017; Kiesgen et al., 2021). As linhagens celulares Nalm-6 e Daudi,
expressando luciferase, constituem modelos altamente relevantes para estudos in
vivo, € a bioluminescéncia possibilita o0 monitoramento temporal da carga tumoral
associado com a eficacia da terapia celular no controle da progressdo das células
neoplasicas (Edinger et al., 2002; Merle et al., 2026). No contexto da pesquisa
translacional, células tumorais luciferase-positivas atuam na validacdo do efeito da
terapia celular ao transpor os achados laboratoriais observados em modelos in vitro
para estudos pré-clinicos. Essa estratégia experimental alicergou o avango das
terapias CAR-T e viabilizam o avang¢o nos estudos pré-clinicos com células NK e
macrofagos expressando CAR (June et al., 2018; Cohen et al., 2017).

No cenario da avaliagdo terapéutica de células CD19-CAR derivadas de
macrofagos, as células B neoplasicas luciferase-positivas como alvo propiciam a
determinacao do efeito da terapia celular na indugao de morte celular e indiretamente
no aumento da fagocitose com reflexo na contensdo tumoral, de forma sensivel e
especifica através da mensuragao de luminescéncia. Estudos recentes demonstram
que modelos baseados em bioluminescéncia sdo adequados para capturar a atividade
antitumoral de CAR-macrofagos em estudos in vitro e in vivo, reforgando a relevancia
dessa plataforma para abordagens terapéuticas emergentes (Klichinsky et al., 2020;
Alrehaili et al., 2025). Portanto, os esfor¢os do presente estudo em gerar as linhagens
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Nalm-6-Luc e Daudi-Luc para utilizar os ensaios de bioluminescéncia como plataforma
da atividade citotoxica e fagocitica de CAR-macrofagos permite maior robustez aos
dados e estabelece uma ponte natural e racional para futuros estudos em modelos in
Vivo.

A geracgao de populagdes estaveis de células B neoplasicas expressando EGFP
representa uma estratégia complementar e altamente relevante para o presente
estudo, pois a capacidade de CAR-macréfagos em reconhecer as células B e a
cinética para tal evento sao pré-requisitos na caracterizag¢ao funcional do CAR nesse
tipo celular. Esse tipo de abordagem & amplamente descrito na literatura como
essencial para a analise confiavel de interagcdes célula—célula, especialmente quando
0 objetivo é avaliar mecanismos efetores dependentes de contato fisico, como
fagocitose e morte celular mediada por macréfagos (Weiskopf et al., 2013; Morrissey
etal., 2018; Bak et al., 2017; Klichinsky et al., 2020). Com isso, no presente estudo as
linhagens Nalm-6-EGFP e Daudi-EGFP foram geradas e estdo aptas para ensaios in
vitro na presenga de CAR-macrofagos. Tendo em vista o facil manuseio das células
Nalm-6 e Daudi para a modificagdo com tag fluorescente, essas células serao
modificadas com mCherry para ampliar a combinagao de espectros de fluorescéncia
em ensaios que exijam CAR-macrofagos marcados com EGFP. Importante ressaltar
que o presente estudo deparou com obstaculos intrinsecos as células Raji no
processo de modificagdo com EGFP, e as caracteristicas inerentes a linhagem
referentes a taxa de proliferagao, sensibilidade ao estresse celular e resposta a
transducéao lentiviral inviabilizaram o estabelecimento das células Raji-EGFP nas
condi¢cbes do laboratério. Os obstaculos na modificagao de linhagens B neoplasicas
sdo aspectos ja descritos na literatura (Shah et al., 2020).

A geracao de mondcitos derivados da linhagem THP-1 expressando variantes
de CD19-CAR representa uma etapa central para a investigagao funcional de terapia
celular avangada baseadas em células apresentadoras de antigenos. A proposta de
utilizar células THP-1 modificadas com vetor lentiviral vazio, contendo somente a
sequéncia codificadora de EGFP, viabilizou a geragao da linhagem THP-1-Mock que
fortalece as inferéncias sobre os efeitos atribuidos a modificacdo genética com
lentivirus em comparagao com a atividade desencadeada de forma especifica pelo
CAR (Klichinsky et al., 2020; Morrissey et al., 2018). A facilidade no manuseio e
modificagdo demonstrados na geragdo das células THP-1-Mock evidencia uma

plataforma celular importante para a expressdo das variantes de CD19-CAR em
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mondcitos e, com a possibilidade de diferenciar em macréfagos, através da
transducao com lentivirus. Isso reforga a adequacéao da linhagem THP-1 como modelo
experimental para estudos de CAR-Macrofagos. Ainda na construgao de ferramentas
que suportem as conclusdes experimentais oriundas da atividade de células THP-1
expressando as variantes de CD19-CAR contendo Dectina-1 ou receptores Fc como
dominios de ativagao, o presente estudo gerou células THP-1 expressando CD19-8-
CD137¢-CAR que é a estrutura licenciada para a aplicagao clinica. As células THP-1
modificadas com CD19-8-137z-CAR, inicialmente, apresentaram uma fracéo
significativa da populagdo com a presenca do CAR na superficie celular através da
deteccdo do dominio extracelular do CD19-CAR pelo anticorpo AffiniPure® F(ab’)2
Fragment. Esses dados reforgam a viabilidade da plataforma lentiviral e da arquitetura
do CAR para expressao funcional em células THP-1, e essas células atuam como
controle para avaliar a taxa de expressao e niveis de ativagao induzidos pelas
variantes de CD19-CAR ao considerar o impacto dos dominios extracelular e
intracelular das diferentes constru¢des. Um estudo demonstrou que CARs contendo
o dominio CD3¢ podem desencadear fagocitose em macrofagos, em um processo que
depende de mecanismos intracelulares semelhantes aos envolvidos na fagocitose
mediada por FcR (ADCP) — incluindo dependéncia de Syk e reorganizac¢ao de actina
— mesmo em células THP-1 modificadas com CD19-137(, em oposicao a CARs
truncados ou controles ndo transduzidos. Isso sugere que dominios tipo ¢ (como
CD3¢/137¢) sao funcionalmente competentes para ativar macréfagos CAR (Klichinsky
et al., 2020; Su et al., 2022; Chen et al., 2024; Hong et al., 2026).

A arquitetura estrutural de um receptor antigénico quimeérico nao ¢é limitada ao
dominio de reconhecimento antigénico e ao dominio de sinalizagao intracelular, mas
inclui os dominios hinge e transmembrana, que desempenham papéis cruciais na
expressao estavel e funcional do receptor na superficie da célula efetora. Estudos em
modelos de CAR-T demonstram que o dominio transmembrana é determinante para
a estabilidade e a taxa de expressao de CAR na membrana celular, e esse impacto
na expressdo do CAR é frequentemente comparado ao possivel efeito do dominio
hinge (CD4, CD8a, CD28) na expressao do receptor (Fujiwara et al., 2020). No caso
de CAR-macréfagos que incorporam dominios derivados de receptores Fc, como
FcyRI, os estudos ainda ndo abordaram de forma sistematica o impacto da utilizacao
de FcyRl como dominio transmembrana em comparagdo aos dominios

tradicionalmente empregados em plataformas CAR (como CD8a, CD28, IgG1 e IgG4).
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Entretanto, trabalhos prévios reforgam que dominios transmembrana convencionais
sado frequentemente selecionados por promoverem maior estabilidade estrutural do
receptor, adequada expressdo de superficie e menor propensado a formacao de
complexos indesejados com proteinas endogenas (Guedan et al., 2018; Hudecek et
al., 2015).

Inicialmente, o presente estudo buscou gerar os construtos CD19-FcyRI-CAR
e CD19-8-FceRyl-CAR por técnicas convencionais de clonagem molecular. Embora a
construcao CD19-FcyRI-CAR tenha sido obtida com sucesso, sua expressao nao foi
detectada em células THP-1 ou Jurkat apds transdugao lentiviral. Adicionalmente, a
obtencao do construto CD19-8-FceRyl-CAR por clonagem convencional nao foi bem-
sucedida. Curiosamente, quando o construto CD19-FcyRI-CAR foi adquirido
posteriormente por sintese génica comercial contendo a mesma sequéncia
codificadora planejada originalmente, observou-se expresséao eficiente do receptor em
células THP-1. Esse achado sugere que a auséncia inicial de expressdo pode estar
relacionada com possiveis eventos ocorridos durante as etapas de clonagem,
montagem molecular ou produgdo do vetor, ou ainda, relacionada a composi¢ao
estrutural do CAR. Estudos de engenharia genética demonstram que pequenas
alteragdes introduzidas durante procedimentos de amplificacdo e clonagem podem
comprometer a estabilidade, a traducdo ou o trafego intracelular de proteinas
recombinantes, mesmo quando n&o sao imediatamente detectadas durante as etapas
iniciais de validagdo molecular (Goodman et al., 2013; Ghassemi et al., 2018).

Dessa forma, os resultados obtidos redirecionaram o foco do presente trabalho
para a avaliagao funcional dos construtos obtidos a partir de fragmentos sintetizados,
permitindo investigar de forma confiavel a influéncia dos dominios FcyRI, FceRyl e
Dectina-1 sobre a expressao e a atividade bioldgica dos receptores CD19-CAR. Nesse
contexto, o presente estudo buscou elucidar as diferencas entre receptores contendo
dominio transmembrana proveniente de CD8a ou FcyRI, bem como avaliar o impacto
de distintos dominios intracelulares associados a ativacdo de sinalizacdo mieloide
sobre fungdes efetoras relevantes, incluindo citotoxicidade e fagocitose.

A obtencao de titulos lentivirais funcionais adequados representa uma etapa
fundamental para a geragéo eficiente de células modificadas geneticamente, uma vez
que a quantidade de particulas infecciosas disponiveis influencia diretamente a
eficiéncia de transducéo e a viabilidade das etapas subsequentes de expansao celular

(Milone; O'doherty, 2018; Levine et al., 2017). No presente estudo, todos os construtos
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avaliados apresentaram titulos compativeis com a utilizagdo em experimentos de
transducdo, demonstrando que as estratégias de produgdo, concentragdo e
quantificag&o viral empregadas foram capazes de gerar vetores lentivirais funcionais.
Entretanto, observou-se uma diferenca expressiva entre os titulos obtidos para os
diferentes construtos. Embora diferengas dessa magnitude possam estar associadas
as caracteristicas intrinsecas do transgene, os resultados subsequentes de
transducéo e expressao dos receptores em células THP-1 sugerem que os menores
titulos observados para os construtos CD19-Dectin-1-CAR e CD19-8-FceRyl-CAR
podem estar relacionados a variagbes técnicas ocorridas durante as etapas de
producao lentiviral por transfeccdo em células HEK ou concentragao das particulas
lentivirais. Dessa forma, novas produgdes lentivirais serdo realizadas com o objetivo
de avaliar a reprodutibilidade dos resultados e, se necessario, obter preparagcdes com
titulos mais elevados. Apesar dos menores titulos obtidos, os valores observados nao
comprometeram a etapa subsequente de transducao, permitindo a geracao eficiente
de células THP-1 modificadas para os experimentos realizados neste estudo. Esse
achado demonstra que, embora diferencas quantitativas na producao viral possam
existir entre distintas arquiteturas de CAR, tais variagbes nao necessariamente
constituem um fator limitante para a obtencao de populagdes celulares geneticamente
modificadas quando protocolos adequados de produgao e concentracao lentiviral sdo
empregados.

A geracéao eficiente de células THP-1 geneticamente modificadas constitui uma
etapa critica no desenvolvimento de plataformas baseadas em CAR-Macréfagos. No
presente estudo, as elevadas taxas de transdugcdo observadas para os construtos
CD19-Dectin-1-CAR, CD19-8-FcyRI-CAR e CD19-FcyRI-CAR (75,6%, 87,6% e
81,1%, respectivamente) demonstram a facilidade de modificagcdo genética da
linhagem THP-1 mediada por plataformas lentivirais. A utilizagao de vetores lentivirais
tem sido amplamente empregada na geracao de células CAR devido a capacidade de
promover integracao estavel do transgene, expressao sustentada e elevada eficiéncia
de transdugdo em diferentes tipos celulares, incluindo mondcitos e macréfagos
(Milone; O'doherty, 2018; Levine et al., 2017). Interessantemente, mesmo o construto
CD19-Dectin-1-CAR, que apresentou baixo titulo lentiviral, foi capaz de gerar uma
populagdo celular altamente transduzida, indicando que os valores obtidos foram

suficientes para a modificacao eficiente das células THP-1.
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As eficiéncias de transdugao observadas neste estudo sdo compativeis com
valores relatados em trabalhos que utilizaram células THP-1 como plataforma inicial
para avaliagdo de receptores antigénicos quiméricos. Morrissey et al., (2018) e Hong
et al., (2026) demonstraram que células THP-1 podem ser eficientemente modificadas
para expressar diferentes arquiteturas de CAR contendo dominios intracelulares
derivados de receptores com potencial ativagcdo mieloide, constituindo um modelo
experimental robusto para analises preliminares de expressdo e funcionalidade.
Nesse contexto, os resultados obtidos corroboram a adequacgao da linhagem THP-1
como sistema para investigagdo de novas arquiteturas de CAR direcionadas a células
mieloides.

A purificagdo das populagdes celulares por cell sorting permitiu a obtencao de
linhagens altamente enriquecidas, com aproximadamente 99% de células eGFP+,
reduzindo a heterogeneidade experimental e possibilitando que as analises
subsequentes fossem realizadas predominantemente em células CAR-modificadas.
Em estudos envolvendo CAR-T, CAR-NK e CAR-macréfagos, a utilizacédo de
populagdes altamente purificadas é frequentemente recomendada para minimizar a
interferéncia de células nao transduzidas na interpretagdo de ensaios funcionais,
especialmente aqueles relacionados a citotoxicidade, fagocitose e secregcdo de
citocinas (Sadelain et al., 2013; Klichinsky et al., 2020).

Outro aspecto relevante observado foi a manutencdo das caracteristicas
morfologicas e da capacidade de expansao das células THP-1 apds a expresséo dos
diferentes construtos. Alteracdes estruturais em CARs podem, em determinadas
circunstancias, induzir sinalizagao tonica (tonic signaling), levando a reducado da
viabilidade celular, alteragbes metabdlicas ou prejuizo proliferativo mesmo na
auséncia do antigeno-alvo (Long et al., 2015; Ajina; Maher, 2018). No entanto,
nenhuma evidéncia de comprometimento da expansao celular ou perda aparente de
viabilidade foi observada nas linhagens geradas neste estudo, sugerindo que os
receptores avaliados nao induziram niveis detectaveis de sinalizagado tonica capazes
de impactar negativamente a manutengao das células CD19-THP-1-CAR em cultura.

Além disso, a preservacao das caracteristicas fenotipicas tipicas da linhagem
THP-1 ap6s a modificagao genética representa um aspecto particularmente relevante
para estudos envolvendo CAR-macrofagos. Considerando que a funcionalidade
dessas células depende da manutencdo de programas bioldgicos relacionados

principalmente a fagocitose, reconhecimento de padrbes moleculares e resposta
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inflamatadria, a auséncia de alteragdes morfolégicas evidentes sugere que a introdugao
dos construtos ndo comprometeu de maneira significativa a identidade celular basal
das células THP-1. No entanto, a caracterizagdo fenotipica € necessaria e sera
executada em breve. Dessa forma, os resultados obtidos forneceram uma base
experimental confiavel para as etapas subsequentes de caracterizagao da expressao
dos CARs e avaliacao funcional das células modificadas.

A expressao do receptor antigénico quimérico na superficie celular constitui um
dos principais indicadores de sucesso na geracédo de células CAR, uma vez que a
integracdo do transgene nao garante a adequada tradugdo, processamento
intracelular e exposigao do receptor na membrana plasmatica (Fujiwara et al., 2020).
Dessa forma, a avaliacdo da expressdo de superficie representa uma etapa
indispensavel para confirmar o potencial funcional das células modificadas, visto que
o0 reconhecimento do antigeno-alvo depende diretamente da disponibilidade do
dominio de ligagao ao antigeno na superficie celular (Sadelain et al., 2013).

No presente estudo, a marcagdo com Proteina-L permitiu confirmar a
expressao das diferentes variantes de CD19-CAR na superficie das células THP-1. A
Proteina-L é amplamente empregada para deteccdo de receptores quiméricos
contendo dominios scFv, uma vez que reconhece especificamente cadeias leves de
imunoglobulinas independentemente da especificidade antigénica do receptor,
constituindo uma estratégia frequentemente utilizada para a avaliagdo da expresséo
de CAR por citometria de fluxo (Zheng et al., 2012; De Oliveira et al., 2013). Os valores
determinados por citometria de fluxo para expressar a taxa de detec¢cao de CD19-
CAR na superficie celular sera validada através da utilizagdo de anticorpo monoclonal
anti-linker, sendo esta uma estrutura presente no scFv e trara confiabilidade na real
expressao de CD19-CAR apds a detecgao/mensuracao por citometria de fluxo.

As trés linhagens celulares avaliadas apresentaram expressao detectavel do
receptor na superficie celular, demonstrando que os vetores lentivirais empregados
foram capazes de promover ndo apenas a integracao estavel do transgene, mas
também a producdo de receptores estruturalmente compativeis com o transporte e
insercdo na membrana plasmatica. Entretanto, diferengcas expressivas foram
observadas entre os construtos. As células CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR apresentaram
aproximadamente 95% de células duplo positivas, seguidas pelas células CD19-
FcyRI-THP-1-CAR (75,1%), enquanto as células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR

apresentaram aproximadamente 45% de expressao de superficie. Esse achado é
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particularmente interessante porque todas as populagdes avaliadas apresentavam
aproximadamente 99% de células eGFP+ apds o processo de purificagéo por cell
sorting. Dessa forma, a diferenca observada entre a frequéncia de células eGFP+
(portadoras do transgene) e a frequéncia de células positivas para Proteina-L sugere
que a presencga nao necessariamente resulta em niveis equivalentes de expresséo do
receptor na superficie celular. Estudos prévios demonstram que a eficiéncia de
exposicao de CARs na membrana pode ser influenciada por multiplos fatores,
incluindo a composicdo dos dominios hinge e transmembrana, estabilidade
conformacional do scFv, eficiéncia de dobramento proteico, trafego intracelular e
retencdo em compartimentos do reticulo endoplasmatico ou complexo de Golgi
(Alabaude et al., 2018; Guedan et al., 2019; Fujiwara et al., 2020). Apesar dessas
diferengas quantitativas, todas as linhagens apresentaram populagdes detectaveis de
células CAR+, confirmando a funcionalidade das construgdes desenvolvidas e
possibilitando a realizagdo dos ensaios funcionais subsequentes.

Os primeiros ensaios funcionais realizados no presente estudo tiveram como
objetivo estabelecer e validar a plataforma experimental baseada em células B
neoplasicas expressando luciferase, bem como avaliar o comportamento de células
THP-1 modificadas com um CAR contendo dominios intracelulares utilizados para
aplicacao clinica em células T. Para isso, foi empregada a linhagem CD19-8-137z-
THP-1-CAR, cuja arquitetura incorpora os dominios coestimulatério CD137 (4-1BB) e
de ativagdo CD3( (Sadelain et al., 2013; Maude et al., 2014; FDA, 2026).

A utilizagao desse construto como controle experimental baseou-se no fato de
que CD137 e CD3C nao constituem moléculas fisiologicamente associadas a ativacao
de mondcitos ou macréfagos. Entretanto, os resultados obtidos demonstraram que as
células CD19-8-137z-THP-1-CAR foram capazes de reduzirem significativamente a
viabilidade de células Nalm-6 Luc e Daudi Luc apds 6 horas de cocultivo em todas as
proporgdes E:T avaliadas. Embora a plataforma de luciferase nao permita determinar
diretamente os mecanismos envolvidos nesse fendbmeno, a diminuicdo da
luminescéncia sugere uma redugao inicial da viabilidade tumoral, potencialmente
associada as atividades citotoxicas e/ou fagociticas iniciais mediadas pelas células
THP-1 modificadas.

Esse resultado encontra respaldo em estudos pioneiros de CAR-macrofagos.
Morrissey et al., (2018) demonstraram que dominios intracelulares contendo motifs

ITAM derivados de CD3( sdo capazes de desencadear fagocitose dependente de
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antigeno em mondcitos e macréfagos.00200s autores verificaram que os ITAMs
presentes em CD3( podem ser fosforilados apds o reconhecimento do antigeno,
promovendo o recrutamento de moléculas de sinalizacao tradicionalmente associadas
a fagocitose, incluindo SYK, PI3K e outros componentes envolvidos na reorganizagéo
do citoesqueleto. De forma semelhante, Klichinsky et al., (2020) demonstraram que
CARs contendo dominios associados a ativagao mieloide podem explorar vias
intracelulares convergentes com aquelas ativadas por receptores fagociticos
endogenos, permitindo que células monociticas e macréfagos exercam fungdes
efetoras apos o reconhecimento tumoral.

Nesse contexto, embora CD3( tenha sido originalmente desenvolvido para
ativacao de linfocitos T, os trés motifs ITAM constituem plataformas de sinalizagao
capazes de interagir com proteinas amplamente expressas em células mieloides.
Dessa forma, é plausivel que a atividade observada nas células CD19-8-137z-THP-1-
CAR decorra da ativagcado dessas vias intracelulares compartilhadas, culminando na
inducdo de mecanismos iniciais de eliminacdo tumoral. Essa interpretacéao é
particularmente relevante considerando que a linhagem THP-1 mantém a expressao
de moléculas envolvidas em sinalizagdo mediada por ITAM, incluindo SYK, cuja
ativagao representa um evento central em processos de fagocitose e ativagao
inflamatdria de mondcitos e macréfagos (Underhill; Goodridge, 2012).

Outro aspecto importante refere-se as diferengas bioldgicas entre as células-
alvo utilizadas. As células Nalm-6 derivam de uma leucemia linfoblastica aguda de
células B precursoras, caracterizada pela expansao de blastos altamente dependente
de sinais proliferativos e metabdlicos especificos (PUI et al., 2008) enquanto as
células Daudi derivam de um linfoma de Burkitt, neoplasia agressiva de células B
maduras associada a ativagao constitutiva de MYC (proto-oncogene) e a profundas
alteragcdes metabdlicas e transcricionais (Schmitz et al., 2012). Embora ambas
expressem CD19 e sejam amplamente empregadas na avaliagdo de terapias anti-
CD19, apresentam perfis fenotipicos, metabdlicos e transcricionais distintos (Taub et
al., 1982; Maude et al., 2014). Dessa forma, a observagao de redugao da viabilidade
em ambas as linhagens sugere que a atividade das células CD19-8-137z-THP-1-CAR
nao esteve restrita a um unico contexto bioldgico tumoral, mas foi capaz de atuar
frente a modelos representativos de diferentes neoplasias de células B.

Curiosamente, o efeito observado apés 6 horas de cocultivo ndo foi mantido

apods 24 horas. Uma possivel explicagao para esse comportamento reside na propria
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natureza da resposta mieloide. Diferentemente dos linfocitos T, que frequentemente
apresentam expansao clonal e respostas sustentadas apds ativagdao antigénica,
monaocitos e macrofagos integram a imunidade inata e caracterizam-se por respostas
rapidas e precoces ao estimulo, frequentemente concentradas nas primeiras horas
ap6s o reconhecimento do alvo (Gordon; Pluddemann, 2017). Assim, é possivel que
a reducao inicial da viabilidade tumoral reflita eventos precoces de interagéo efetora
mediados pelas células THP-1-CAR, enquanto mecanismos compensatorios das
células tumorais, limitagdes intrinsecas da sinalizagdo baseada em CD137/CD3( em
células mieloides ou a auséncia de dominios especificamente adaptados a biologia de
macrofagos tenham contribuido para a perda do efeito observado em periodos mais
prolongados.

Além disso, a auséncia de atividade sustentada em 24 horas reforca uma das
principais hipoteses que motivaram o desenvolvimento dos construtos avaliados neste
trabalho. Enquanto a arquitetura CD137/CD3( foi originalmente otimizada para células
T, receptores contendo dominios derivados de moléculas mieloides, como FcyRl,
FceRyl e Dectina-1, podem promover uma ativacdo mais compativel com os
programas biolégicos naturais de monécitos e macrofagos, potencialmente resultando
em respostas efetoras mais robustas e duradouras no contexto de células THP-1
modificadas.

Apos a validagado da plataforma experimental, os ensaios funcionais foram
conduzidos utilizando células THP-1 expressando CARs contendo dominios de
transducao de sinal associados a biologia de mondcitos e macréfagos. Os resultados
demonstraram que tanto as células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR quanto as células
CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR foram capazes de reduzir a viabilidade de células Nalm-6
Luc nas trés proporcoes E:T avaliadas, mantendo esse efeito apds 24 horas de
cocultivo. Embora o ensaio de luciferase ndo permita determinar diretamente os
mecanismos responsaveis por essa redugdo da viabilidade tumoral, os dados
sugerem a ocorréncia de atividade efetora antitumoral precoce e sustentada,
potencialmente relacionada a processos de fagocitose, citotoxicidade mediada por
contato celular ou combinagdo de multiplos mecanismos efetores caracteristicos de
monadcitos e macrofagos.

O resultado observado corrobora a hipétese central do presente trabalho de
que a incorporagao de dominios naturalmente envolvidos na ativacido de mondcitos e

macrofagos pode favorecer o desempenho funcional de células THP-1-CAR.
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Diferentemente dos receptores contendo CD3(, os dominios derivados de Dectina-1
e FcyRI estéo fisiologicamente associados a vias de reconhecimento e eliminagao de
particulas, microrganismos e células-alvo por células da imunidade inata (Goodridge
et al., 2009; Underhill; Goodridge, 2012). Dessa forma, a manutengao da atividade
observada ap0s 24 horas sugere que esses receptores podem promover uma ativagao
mais compativel com os programas biolégicos endogenos da linhagem THP-1.

A Dectina-1 constitui um receptor de reconhecimento padrdo pertencente a
familia dos receptores de lectina tipo C, capaz de sinalizar por meio de um motif
hemITAM presente em sua regido citoplasmatica. Apds o reconhecimento do ligante
(B-glucanos), ocorre recrutamento e ativagao de SYK, culminando na ativagao de
multiplas vias intracelulares, incluindo NF-kB, MAPK e fatores associados a
reorganizagao do citoesqueleto e a fagocitose (Goodridge et al., 2009; Brown et al.,
2018). De maneira semelhante, FcyRI, pertencente a familia das imunoglobulinas,
participa fisiologicamente do reconhecimento de imunocomplexos e promove ativagao
celular através de moléculas adaptadoras contendo ITAMs, que convergem para vias
dependentes de SYK e PI3K (Nimmerjahn; Ravetch, 2008). Assim, embora os
construtos desenvolvidos neste estudo reconhegam CD19 em vez de ligantes
fisioloégicos desses receptores, os dominios intracelulares mantém a capacidade de
acionar programas de sinalizagao caracteristicos de células mieloides.

Os resultados também podem ser interpretados sob visdo de trabalhos
pioneiros de CAR-macréfagos. Klichinsky et al.,, (2020) demonstraram que
macrofagos geneticamente modificados com CAR podem promover eliminagcao
tumoral (inclusive em modelos in vivo), remodelamento do microambiente e ativacao
de vias pré-inflamatoérias apos o reconhecimento do antigeno-alvo, reforgando a ideia
de que receptores projetados para explorar vias de sinalizagao préprias da imunidade
inata podem representar uma estratégia particularmente eficiente para potencializar
fungdes efetoras de mondcitos e macrofagos.

Como descrito anteriormente, as diferengas bioldgicas entre as neoplasias
oriundas das linhagens Nalm-6 e Daudi podem influenciar a susceptibilidade das
células tumorais ao reconhecimento e eliminagao por células efetoras, contribuindo
para os padrdes distintos observados nos ensaios funcionais. De fato, enquanto as
células CD19-Dectin-1-THP-1-CAR e CD19-8-FcyRI-THP-1-CAR mantiveram
reducao significativa da viabilidade de células Nalm-6 apds 24 horas, 0 mesmo nao

foi observado frente as células Daudi. Em ambas as linhagens CAR, houve reducéao
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da viabilidade tumoral apos 6 horas de cocultivo, nas trés proporcdes E:T testadas,
sugerindo a ocorréncia de uma resposta efetora inicial. Entretanto, ndo houve
manutencdo do mesmo efeito em células Daudi em 24 horas, 0 que pode indicar que
os mecanismos funcionais envolvidos foram insuficientes para sustentar a eliminagao
tumoral ao longo do tempo nesse modelo especifico de linfoma. Considerando a
natureza agressiva do linfoma de Burkitt, caracterizada por elevada taxa proliferativa
e intensa atividade metabdlica dependente de MYC, é possivel que as células Daudi
apresentem maior capacidade de compensar ou superar os efeitos iniciais promovidos
pelas células THP-1-CAR (Schmitz et al., 2012).

Embora os resultados sugiram fortemente a ocorréncia de atividade efetora
mediada pelos CARs, a distingao entre morte celular, fagocitose e outros mecanismos
de eliminacdo tumoral requer analises complementares especificas, as quais serao
fundamentais para elucidar os mecanismos responsaveis pelos efeitos observados.

A producao de citocinas pro-inflamatdrias constitui um importante parametro
para avaliagado da ativacédo funcional de células mieloides, uma vez que moléculas
como TNF-a participam da amplificagao da resposta inflamatdria, do recrutamento de
células imunes e da atividade antitumoral mediada por mondcitos e macrofagos
(Murray, 2017). Entretanto, apesar da atividade observada nos ensaios de viabilidade
tumoral, nado foi detectada producdo mensuravel de TNF-a em nenhuma das
condigdes experimentais avaliadas.

A auséncia de TNF-a detectavel ndo necessariamente indica auséncia de
ativacado celular. Diversos estudos demonstram que a produg¢do de citocinas por
células monociticas depende de multiplos fatores, incluindo o estado de diferenciagao,
a intensidade do estimulo, a duracido da interacido célula-célula e as caracteristicas
do microambiente (Auffray; Sieweke; Geissmann, 2009; Murray, 2017). Nesse
contexto, um aspecto relevante do presente estudo € que os experimentos foram
realizados utilizando células THP-1 ndo diferenciadas. Embora essa linhagem
constitua um modelo amplamente utilizado para estudos de mondcitos humanos,
sabe-se que células THP-1 em estado basal apresentam perfil funcional distinto
daquele observado apds diferenciacado para células macréfago-like, incluindo menor
capacidade secretora e menor producdo de mediadores inflamatérios em
determinadas condi¢des experimentais (Park et al., 2007; Daigneault et al., 2010).

De fato, a diferenciacdo de células THP-1 por agentes como PMA promove

alteragbes fenotipicas profundas, incluindo aumento da aderéncia celular,
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reorganizagao do citoesqueleto, modificacdo do perfil transcricional e amplificagao da
producao de citocinas proé-inflamatérias apés estimulagao (Daigneault et al., 2010).
Dessa forma, € plausivel que o estado nao diferenciado das células utilizadas tenha
limitado a producdo de TNF-a a niveis inferiores ao limite de detecgdo do ensaio
empregado.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial da
linhagem THP-1 como plataforma experimental para o desenvolvimento e validagéao
inicial de novas arquiteturas de CARs direcionados a células mieloides.
Historicamente, linhagens celulares imortalizadas tém desempenhado papel
fundamental na otimizacdo de estratégias de engenharia celular antes da transicéao
para células primarias humanas. Nesse contexto, células Jurkat foram amplamente
utilizadas ao longo das ultimas décadas como modelo inicial para avaliagdo de
expressao, sinalizacdao e funcionalidade de receptores quiméricos em linfécitos T,
contribuindo significativamente para o desenvolvimento das atuais plataformas de
células CAR-T (Gommerman et al., 2000; Sadelain et al., 2013). De maneira analoga,
os resultados do presente estudo reforcam a aplicabilidade das células THP-1 como
uma plataforma de triagem para avaliagdo preliminar de construtos destinados a
modificagdo de mondcitos e macréfagos humanos primarios.

Além disso, este trabalho descreve, até onde é de nosso conhecimento, a
primeira geragao e caracterizagédo de células THP-1 expressando um CAR contendo
o dominio intracelular oriundo de Dectina-1 direcionado ao antigeno CD19.
Considerando que a Dectina-1 constitui um importante receptor de reconhecimento
padrao envolvido na ativagao de vias mieloides dependentes de SYK e na indugao de
funcbes efetoras relacionadas a imunidade inata, sua incorporagao em arquiteturas
CAR representa uma estratégia promissora para exploracdo de mecanismos
alternativos de ativacdo em mondcitos e macrofagos. Dessa forma, os resultados
apresentados estabelecem uma base conceitual e experimental para futuros estudos
envolvendo células primarias humanas, permitindo que construtos previamente
selecionados e caracterizados em THP-1 sejam posteriormente avaliados em
mondcitos derivados de sangue periférico ou macréfagos diferenciados. Assim, além
de contribuir para a expansao do conhecimento sobre plataformas CAR direcionadas
a imunidade mieloide, este trabalho fornece subsidios para o desenvolvimento
racional de novas estratégias de imunoterapia celular voltadas ao tratamento de

neoplasias de células B.
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CONCLUSAO

O presente trabalho estabeleceu, de forma integrada, plataformas celulares
robustas com énfase na caracterizagdo da atividade citotoxica e fagocitica de
macrofagos CD19-CAR derivados da linhagem THP-1. Os receptores Fc influenciam
diretamente na expressao do CAR, evidenciando a importancia da escolha adequada
das regides hinge, transmembrana e dos dominios intracelulares. As variantes CD19-
CAR contendo FcyR ou Dectina-1 como dominios de transdugao de sinal mediam uma
atividade citotoxica in vitro contra células B leucémicas ou de linfoma de forma mais
duradoura comparado com dominio CD137z.

Como perspectiva, o trabalho fornece uma base experimental consistente para
a investigacdo mecanistica e translacional de CD19-CAR-macr6fagos com dominios

inerentes a atividade citotoxica dessa populacéo celular na resposta contra tumores.
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