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Introducdo: O cancer ¢ uma doenga multifatorial, complexa e heterogénea, caracterizada pela
proliferagdo celular descontrolada e prolongamento da sobrevida celular, permitindo maior capacidade
de evadir da resposta imunitaria contra tumores e¢ migrar para diferentes tecidos. As neoplasias
hematoldgicas, destacam pelas alteragdes das células precursoras ou maturas que compdem o sangue, €
nesse caso as células da imunidade podem se tornar malignas. Em especial, o linfoma difuso de grandes
células B (DLBCL), tipo de linfoma nao-Hodgkin, e a leucemia linfoblastica aguda (LLA) representam
desafios clinicos importantes, sobretudo nos casos refratarios ou de recidivas. Nesse cenario, a terapia
celular, associada com Receptores Antigénicos Quiméricos (CAR), demonstram avangos terapéuticos
significativos, sendo uma tecnologia de modificar células T para reconhecer e eliminar células tumorais
de forma especifica. Os efeitos adversos oriundos das CAR-T, como citotoxicidades causadas por
cytokyne storm, direcionam as células Natural Killer (NK), como a linhagem NK-92, como alternativa
na terapia celular através de NK-CAR, devido aos reduzidos efeitos adversos. A insercdo do CD3(,
dominio essencial para ativagdo de células T, em células NK-92 tem potencial para otimizar sua ativagao
e ampliar a eficicia antitumoral, associada a expressdo de CAR, mostrando-se uma estratégia promissora
no tratamento de neoplasias hematologicas. Metodologia: A sequéncia codificadora de CD3{ foi
subclonada em um vetor lentiviral, utilizando clonagem convencional, e a producdo desse vetor
lentiviral para a expressdo de CD3( foi validada por enzimas de restri¢do e visualizagdo em eletroforese
em gel de agarose. Apds essa confirmagao, o plasmideo carreando a sequéncia codificadora de CD3(
foi purificado em maior quantidade para a transfeccao de células HEK-293T, através de lipofectamina
para produgdo de particulas lentivirais para a expressdo de CD3(. Em seguida, a transdugdo de células
NK-92 com particulas lentivirais foi efetuada, com o objetivo de gerar células estaveis para a expressao
de CD3C. Por fim, pretende-se analisar a atividade citotoxica dessas células modificadas frente as
células-alvo. Resultados e Discussio: A clonagem do gene codificador de CD3( foi realizada em vetor
lentiviral. Ademais, a insercdo da sequéncia de CD3( no vetor lentiviral foi confirmada por analise de
PCR e digestdo com enzimas de restrigdo com posterior visualiza¢do dos fragmentos através de gel de
agarose. As particulas lentivirais, codificando CD3( foram produzidas ap6s transfeccao de células HEK-
293T, obtendo o titulo de 1,335 x 10® TU/mL. A transducdo das células NK-92 resultou em uma taxa
de 17,4% de células CD3(-positivas detectadas por citometria de fluxo no terceiro dia pos-transdugao.
Uma populacdo de células NK-92 expressando CD3( foi enriquecida por meio de cell sorting, e a
populagdo de células NK-92 positivas para CD3( expandiram e mantiveram a expressao de CD3(.
Conclusao: A transdugdo de células NK-92 para expressar CD3{ de forma estavel, demonstrou viavel
e plausivel na manuteng@o da populagdo purificada e passivel de modificagdo com CAR, viabilizando
os ensaios de citotoxicidade e de ativagdo celular frente as células B neoplasicas.

Palavras-chave: CAR; Células NK-92; CD3(.



