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Direcionamento do sistema imunologico
modulando as vias metabdlicas que regulam
0 destino e a fungao das células

As células imunolégicas sao capazes de perceber uma variedade de estimulos e sinais de seu
ambiente e integrar esses sinais para ajustar os processos e as fungdes intracelulares a fim

de fornecer uma resposta imunoldgica integrada. Abordagens analiticas, como ensaios de
expressao de marcadores de células imunes, ensaios de liberacao de citocinas e perfil de vias,
fornecem uma categorizagao convencional de células imunoldgicas, especialmente depois que
a célula esta comprometida com uma determinada linhagem ou estado de ativacao. No entanto,
a intervencao e a modulagao da via para controlar a fungao das células imunes requerem uma
visdo mais abrangente do destino e da funcao dessas células, incluindo uma compreensao dos
fatores estimulantes dos processos das células imunolégicas. Os programas metabolicos sao
determinantes criticos dos resultados das células imunes.

A tecnologia Agilent Seahorse XF fornece medigdes metabdlicas cinéticas e funcionais para uma
medi¢cao mais direta dos processos das células imunes a medida que eles ocorrem, em tempo
real. Os programas metabdlicos sdo determinantes para os resultados das células imunes.

Os processos das células imunes, incluindo a ativagao, a proliferagao e o desenvolvimento da
memoria, sdo todos impulsionados pela reprogramagéao metabdlica, que pode ser modulada para
melhorar o desempenho. A analise metabdlica ndo apenas avalia a cinética em tempo real, mas
também um rico conjunto de alvos de vias para modular a biologia das células imunoldgicas.
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Solucoes de analise celular Agilent Seahorse
XF para pesquisa sobre imunologia

Gerar dados funcionais em tempo real a partir de células vivas

A tecnologia Agilent Seahorse XF oferece medicao em tempo real da bioenergia celular.

Os parametros bioenergéticos, como a atividade mitocondrial, a glicélise e as taxas de producao
de ATP, fornecem informacgdes sobre as funcdes imediatas e precoces das células imunes

para uma compreensao mais completa da funcao dessas células, que pode ser modulada

para melhorar ou prever o desempenho.

Cartucho
Tecnologia de sensor de
de ponta Oz2e pH sem
marcadores

em ferramentas
de anadlise de dados

Maior relevancia
das portas de
inje¢ao para
modulagdo em

Calculo
de resultados
em tempo real

tempo real

Andlise de
Kits, meios células vivas
e reagentes com opgbes de
validados

placas 2D e 3D

Os pesquisadores de imunologia estdo usando a tecnologia de analise celular Agilent Seahorse
XF para investigar:

- Ciclo de vida, ativagdo e comprometimento da linhagem das células imunes

— Fenotipagem da memodria, aptidédo, exaustéo e capacidade de manter a fungao
— Requisitos de combustiveis metabdlicos

— Sinalizagéo, vias, pontos de controle e bloqueios metabdlicos

— Metabolismo do hospedeiro-patdgeno em doengas infecciosas

Para saber mais sobre o Agilent Seahorse XF Pro, clique aqui.


https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-analyzers/seahorse-xf-pro-analyzer-1980223

A analise metabdlica revela um rico conjunto de
alvos de vias para promover novas oportunidades
terapéuticas em imuno-oncologia

Descubra estratégias para perturbar as vias e controlar a resposta das células imunes para
avancar no desenvolvimento da terapia celular
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CD28, TCRZ 4 1BB TCRC das células imunoldgicas nativas, expandindo ou modificando essas células para
alterar as vias de sinalizagao relevantes que resultam em mudangas na fungao
celular. A analise XF fornece medigdes criticas de células vivas em tempo real,
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A analise metabdlica avanga o desenvolvimento da imunoterapia adotiva ao revelar uma ligagao metabélica
critica entre os co-receptores CAR T e a resposta de células efetoras versus células de meméria
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Figura 3. Adaptado de Kawalekar, O. et al. Distinct Signaling of Coreceptors Regulates Specific Metabolism Pathways and
Impacts Memory Development in CAR T Cells. Immunity 2016, 44(2), 380-90.

A capacidade respiratéria de reserva (SRC) é uma medida confidvel da fungdo mitocondrial que representa a capacidade
das células de aumentar a produgao de energia mitocondrial, se necessario. Para células CAR T expandidas, um aumento
no SRC esta fortemente correlacionado com os fendtipos de células T de memdria ou células-tronco T de meméria.

Kawalekar et al. usaram os ensaios do Seahorse XF para mostrar que a escolha do dominio de sinalizagdo CAR determina
o fendtipo bioenergético das células CAR T CD8+ apds a estimulagédo do antigeno. Em um periodo de 21 dias, as células
CAR T contendo o dominio de coestimulagéo de sinalizagdo 4-1BB apresentaram um aumento de SRC, culminando em
uma maior persisténcia in vitro e maior diferenciagdo da memaria central em relagéo as células T CAR contendo o dominio
de coestimulacao de sinalizagao CD28.



Monitoramento das alterag6es metabdlicas nas células tumorais para melhor caracterizar
o0 microambiente do tumor e explorar as terapias de ponto de controle
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Figura 4. Adaptado de Zandberg, D. et al. Tumor hypoxia is associated with resistance to PD-1 blockade in squamous cell
carcinoma of the head and neck. J ImmunoTher Cancer 2021, 9(5), e€002088.

Os ensaios Seahorse XF foram usados em estudos realizados por Zandberg, D. et al. para mostrar que o metabolismo
oxidativo é regulado positivamente a medida que os tumores se tornam resistentes ao bloqueio anti-PD-1. Eles demonstraram
que o status metabdlico do microambiente do tumor pode ser preditivo da resposta do tumor a terapia anti-PD-1.

Avaliagao do equilibrio bioenergético das células T para obter informagdes exclusivas sobre o fenétipo
e a fungao celular
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Figura 5. Adaptado de Notarangelo, G. et al. Oncometabolite d-2HG alters T cell metabolism to impair CD8+ T cell function.
Science 2022, 377(6614), 1519-1529.

Avaliar o impacto da aptidao metabolica na fungao das células imunes
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Figura 6. Adaptado de Lj, L. et al. Loss of metabolic fitness drives tumor resistance after CAR-NK cell
therapy and can be overcome by cytokine engineering. Science Advances 2023, 9, eadd6997

Li et al. usaram a tecnologia Seahorse XF para mostrar que a engenharia das células NK CAR19 para expressar
ainterleucina 15 (IL-15) resulta em maior aptiddo metabdlica com melhor atividade glicolitica em comparagéo com os
controles. O estudo mostrou que os efeitos antitumorais das células CAR NK podem ser melhorados com o aumento
de sua aptidao metabdlica.



MedigOes quantitativas em tempo real fornecem
uma visao abrangente da fungao das células imunes

Medigoes funcionais do Seahorse XF fornecem informagdes sobre os fatores criticos que
afetam a resposta, o destino e a fungao das células imunes

As medigGes metabdlicas fornecem uma indicagao sensivel de como as células
imunes respondem sob varias condigbes para atender as demandas integradas e
multifacetadas associadas as respostas imunolégicas. Os pesquisadores estdo
aplicando a tecnologia Seahorse XF para investigar questdes relacionadas a
inflamagao, autoimunidade e imunossupressao, juntamente com as dependéncias
de substrato e o efeito imunossupressor do microambiente tumoral.

Metabolismo como indicador de fenétipo e fungao inflamatéria em macroéfagos
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Figura 7. O ensaio de taxa de ATP em tempo real Agilent Seahorse XF revela que
a polarizagdo de macréfagos é impulsionada por dois programas metabdlicos
M2 M1 celulares distintos. De Divakaruni et al. (2018) Cell Metabolism e Desousa et
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Tanto a polarizagdo pré-inflamatdéria (M1) quanto a anti-inflamatéria (M2) dos
macréfagos causam um aumento na taxa de produgdo de ATP, mas o metabolismo
energético responde de maneiras muito diferentes. O fendtipo anti-inflamatario

M2 ¢é fortemente caracterizado pela fosforilagdo oxidativa (OXPHOS), enquanto os
macréfagos do fendtipo pré-inflamatério M1 aumentam a glicélise e redirecionam
seu metabolismo aerdbico para a geragao de espécies reativas de oxigénio e
metabdlitos proé-inflamatdrios, como succinato e itaconato.



A tecnologia Seahorse XF fornece informago6es sobre vias, sinalizagao e requisitos
nutricionais essenciais para respostas imunes antitumorais relevantes para o
microambiente do tumor

As medigbes metabdlicas fornecem uma indicagao sensivel de como as células imunes respondem
sob varias condigbes para atender as demandas integradas e multifacetadas associadas as respostas
imunoldgicas. Os pesquisadores estdo aplicando a tecnologia Seahorse XF para investigar questdes
relacionadas a inflamagao, autoimunidade e imunossupresséao, juntamente com as dependéncias de
substrato e o efeito imunossupressor do microambiente tumoral.
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Os ensaios Seahorse XF foram usados por Poznanski et al. para gerar percepgdes sobre os mecanismos de disfungéo das
células NK no microambiente tumoral (TME). O estudo mostrou que a reprogramagao das células NK para aumentar sua
flexibilidade de substrato metabdlico resultou em uma aptiddo metabdlica sustentada e maior atividade antitumoral no TME
hostil.



Mudancas na funcao das células imunologicas
requerem uma mudanca na bioenergética

A fenotipagem metabdlica fornece informagé6es sobre a fungao das células imunes

A ativacao, a proliferagao, o envolvimento de funcdes efetoras e o retorno a homeostase sdo aspectos cruciais do ciclo de
vida das células imunes, sendo que a linhagem e a identidade das células imunes restringem a capacidade dessas células de
desempenhar essas fungdes. A tecnologia Seahorse XF fornece medigdes funcionais em tempo real para obter uma viséo
abrangente da func¢éo das células imunes e informacgdes sobre vias e alvos para modular as respostas das células imunes.

A andlise em tempo real da ativagao de células imunes oferece informagdes sobre requisitos
metabdlicos, sinalizagao, vias e pontos de controle
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Figura 9.0 ensaio de ativagao de células T humanas Agilent Seahorse XF revela os requisitos metabdlicos e de
sinalizacdo essenciais para a ativagdo de células T, permitindo que vocé investigue o efeito dos moduladores de células
T. De Kam et al. Determining the Metabolic Consequences of Pharmacological Modulation of T Cell Activation. Poster
da Agilent Technologies, ASGCT, 2020.

Medigao do metabolismo como um indicador do tipo, fungdo e comprometimento da linhagem de

células imunes
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Figura 10. As células T passam por grandes mudangas metabdlicas apds a ativagao, mudando para a glicélise para apoiar as
fungdes efetoras e o rapido crescimento celular. As células panT humanas foram ativadas com anti CD3/CD28 por 3 dias e
expandidas depois em meios de cultura celular. O ensaio de aptiddo metabdlica de células T XF de células T virgens (antes da
ativagdo) e células T ativadas e expandidas por 6 dias (efetora) e 15 dias (memdria) foi realizado usando o analisador Agilent
Seahorse XFPro. Dados nao publicados da Agilent Technologies.

O kit de perfil metabodlico de células T XF revela o perfil bioenergético completo, incluindo a atividade bioenergética
glicolitica e mitocondrial, o equilibrio metabdlico e a capacidade bioenergética mitocondrial. Ele fornece uma visao unica
do fendtipo e da fungéo celular em diferentes estados de diferenciagéo celular. As células T virgens tém um fendtipo
quiescente com baixa dependéncia da glicdlise; apds a ativagao pelo encontro de antigenos, ha um aumento na atividade
glicolitica. Quando a infecgao é resolvida, um pequeno nimero dessas células gera uma populagao de memaria e a
atividade glicolitica diminui novamente.
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Geracao de informacodes poderosas sobre a
resposta metabdlica do hospedeiro e do patdogeno

Os patdgenos geralmente tém como alvo as vias metabdlicas celulares do hospedeiro para estabelecer
condigbes ideais para a infecgdo. A resposta do hospedeiro pode incluir alteragdes em larga escala

no metabolismo celular, inclusive o sequestro de vias metabdlicas de carbono central e a alteragéo

da fungdo mitocondrial. Uma cascata de redes de sinalizagdo e pontos de controle também aciona a
resposta imune inata para combater a infecgdo. A tecnologia Seahorse XF fornece medigdes funcionais
criticas para uma visao abrangente, em nivel de sistema, da resposta do hospedeiro, fornecendo
percepgOes sobre possiveis alvos terapéuticos.
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Figura 11. Macréfagos murinos infectados com norovirus aumentam sua dependéncia da glicdlise para a produgéo de ATP.
Reproduzido sob a licenga Creative Commons 4.0 de Passalacqua, K. et al. Glycolysis Is an Intrinsic Factor for Optimal
Replication of a Norovirus. mBio 2019, 10(2), 02175-18. https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

0 ensaio de taxa de ATP em tempo real Seahorse XF revelou que a infecgdo por norovirus em células de macréfagos
murinos resulta em um aumento na taxa geral de produgdo de ATP, com aumentos tanto na glicélise quanto na OXPHQOS,
mas com uma reprogramacao geral para um fendétipo mais glicolitico, sugerindo um papel critico da atividade glicolitica do
hospedeiro para sustentar a infecgao viral inicial

Saiba mais sobre como o Agilent Seahorse XF pode ajuda-lo a investigar o metabolismo imunoldgico em nossa pagina
dedicada aqui.


https://www.agilent.com/en/solutions/cell-analysis/cell-metabolism/immune-metabolism

Ensaios otimizados para medicao do imunometabolismo

Ensaios de perfil metabdlico de células T XF: Ensaios personalizados para o desenvolvimento de terapias
celulares

Com reagentes otimizados para diferentes populagdes de células T e NK, esses ensaios fornecem parametros bioenergéticos
robustos vinculados a atributos criticos para propriedades antitumorais: persisténcia celular e aptiddo metabdlica.

— Adequados para avaliagédo do projeto de construgao,
estratégias de engenharia, selegdo do material de
partida ou para condicionamento metabdlico durante
a expansao celular in vitro

— Aplicavel para uso na avaliagdo da capacidade das
células T e NK de manter a aptidao metabdlica em
microambientes tumorais

— Inclui o BAM15, um desacoplador aprimorado para
medigdes mais consistentes e precisas da fungao
mitocondrial das células T e NK

— Fornece uma visao abrangente do metabolismo das
células T e NK, incluindo a quantificagao simultanea
da atividade dos efeitos glicoliticos e mitocondriais
e da capacidade bioenergética

— Testado para o perfil metabdlico de células T e NK

Uma visdo abrangente da bioenergética celular
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Os ensaios de ativagao de células imunes em tempo real Agilent Seahorse XF fornecem um indicador
rapido e robusto de ativagao
A ativagao das células imunes é impulsionada por uma rapida mudanga para as vias que promovem o crescimento,
necessdrias para a proliferagéo celular. Os ensaios de ativagéo de células imunes em tempo real Agilent Seahorse XF
permitem a detecgao de respostas de ativagdo em minutos apos a estimulagéo, fornecendo informagdes sobre a ativagao,
modulagéo e a reprogramagéo metabdlica de células imunes.

Especifico para células imunolégicas:

— Ensaio de ativacao de células T humanas Agilent Seahorse XF

— Ensaio de ativagdo de macrofagos em tempo real Agilent Seahorse XF

— Ensaio de ativacado de neutrofilos em tempo real Agilent Seahorse XF

Ensaio de ativagao de células T
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https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media

Saiba mais:
www.agilent.com/lifesciences/cellanalysis

Comprar on-line:
www.agilent.com/lifesciences/store

Encontre o departamento de vendas e suporte local em seu pais:
www.agilent.com/lifesciences/contactus

Brasil:
0800 7281405
chem_vendas@agilent.com

Europa
info_agilent@agilent.com

Asia e Pacifico
inquiry_lsca@agilent.com

Apenas para uso em pesquisa.
Nao deve ser usado em procedimentos de diagndstico.
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