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RESUMO

A criptococose é uma doenga com mais de 223 mil novos casos por ano,
acarretando a morte de aproximadamente 181 mil pessoas, principalmente individuos
HIV positivos. Cryptococcus neoformans e C. gatti sdo as principais espeécies
causadora da meningoencefalite criptocdcica, dentre outras complicagbes. Os
tratamentos utilizados atualmente s&do antifungicos como anfotericina B, flucitosina e
fluconazol. Contudo, essas drogas possuem limitagdes como toxicidade, custo e o
surgimento de resisténcia em algumas linhagens. Dessa forma, terapias alternativas
como uso de citocinas e anticorpos monoclonais vem sendo criados no intuito de
desenvolver novas ferrramentas para o tratamento e diagndstico desta doenca.
Alguns estudos mostram que mAbs (IgGs) contra glicuronoxilomanana (GXM) da
capsula de C. neoformans podem proteger contra a infeccdo em camundongos, mas
que variantes isotipicas IgG3 podem na verdade agravar a doeng¢a, diminuindo assim
a sobrevida desses animais. Além disso, ja foi descrito que diferengas na regido
constante de IlgGs com paratopos idénticos podem levar a alteragées no padréo de
ligac&do ao antigeno, o que contrasta com a definicdo ja consolidada de que a regiao
variavel é a unica responsavel pela afinidade ao antigeno. O mecanismo molecular da
diversidade de ligacdo aos antigenos da capsula de C. neoformans por esses
anticorpos de diferentes isotipos ainda é desconhecido e seu estudo possui grande
importancia, ja que parece promover alteragdo na resposta imunitaria, tendo assim
um grande potencial para terapia da doenga. No intuito de produzir variantes de
anticorpos recombinantes para elucidar quais regides sdo responsaveis pela mudanca
no padrao de ligacédo a capsula de C. neoformans, foram desenvolvidos, construidos
e sintetizados quatorze vetores que codificam hibridos entre isotipos 1gG1 e 1gG3,
sendo 7 derivados do anticorpo 2H1 (um hibridoma secretor de 1gG contra GXM) e
sete dos anticorpos 3E5 (outro hibridoma secretor de anticorpo contra GXM). Sua
producéo foi realizada por meio de expressao heteréloga em células CHO DHFR-/- e
HEK 293F. Por fim, foram realizados ensaios de imunofluorescéncia indireta para
observar seu padrao de ligacao a capsula de C. neoformans. Neste foi observado que
os anticorpos recombinantes 2H1 produzidos sao funcionais e que as alteragdes
realizadas em 2H1 CH1, geraram padrdes de ligagao de puntiforme (IgG3) e anular
(IlgG1), como esperado. Porém, quando a dobradiga do anticorpo 2H1 IgG3 foi
substituida pela dobradica de IgG1, o padrao de ligagao a capsula parece mudar de
puntiforme para anular. Quando o inverso é feito, substituindo em um anticorpo IgG1
a dobradica de IgG3, o padrdo continua anular. Estes resultados indicam que a
dobradiga € uma regido necessaria, mas nao suficiente para determinar o padrao de
ligacdo de um anticorpo a capsula do fungo.

Palavras Chave: Anticorpos monoclonais IgG murinos, C. neoformans, mecanismos
moleculares



ABSTRACT

Cryptococcosis is a disease with more than 223 thousand new cases per year,
resulting in the death of approximately 181 thousand people, mainly HIV positive
individuals. Cryptococcus neoformans and C. gattii are the main species responsible
for cryptococcal meningoencephalitis, among other complications. The treatments
currently used for this desease involves the antifungals amphotericin B, flucytosine and
fluconazole. However, these drugs have limitations such as toxicity, cost and the
emergence of resistance in some strains. Thus, alternative therapies such as the use
of cytokines and monoclonal antibodies have been created in order to develop new
tools for the treatment and diagnosis of this disease. Some studies show that mAbs
(IlgGs) against C. neoformans capsule glucuronoxylomannan (GXM) may protect
against infection in mice, but that IgG3 isotypic variants may actually enhance the
disease, thereby decreasing the survival of these animals. In addition, it has been
described that differences in the constant region of IgGs with identical paratopes may
lead to changes in the antigen binding pattern, which contrasts with the already
established definition that the variable region is the only one responsible for the antigen
affinity. The molecular mechanism of C. neoformans capsule antigen-binding diversity
by these antibodies of different isotypes is still unknown and its study is of great
importance, since it seems to affect the immune response and thus have therapeutic
potential. In order to produce recombinant antibody variants to elucidate which regions
are responsible for the change in C. neoformans capsule binding pattern, fourteen
vectors encoding hybrids between IgG1 and 1gG3 isotypes were developed,
constructed and synthesized, 7 of which were derived from 2H1 antibody (IgG
secreting hybridoma against GXM) and seven of the 3E5 antibodies (another GXM
antibody secreting hybridoma). The antibodies were produced by heterologous
expression in CHO DHFR -/- and HEK 293F cells. Finally, indirect immunofluorescence
assays were performed to observe their binding patterns to the C. neoformans capsule.
We observed that the 2H1 recombinant antibodies are functional and that the changes
made in 2H1 CH1 have generated punctate (IgG3) and annular (IgG1) binding
patterns, as expected. However, when we replaced the hinge of the 2H1 IgG3 antibody
with its IgG1 counterpart, the capsule binding pattern appeared to change from
punctate to annular. When the reverse is done by substituting the hinge in an IgG1
antibody for its IgG3 counterpart, the pattern remained annular. These results indicate
that the hinge is necessary but not sufficient to determine the pattern by which an
antibody binds to the C. neoformans capsule.

Key-words: murine IgG monoclonal antibodies, C. neoforms, molecular mechanisms
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1. INTRODUGAO

Diversos fungos patogénicos humanos causam doencgas infecciosas graves
em pessoas imunocomprometidas, como individuos com Virus da imunodeficiéncia
humama (HIV), cancer e imunossupressao pos-transplante (GEORGE et al., 2017).
Isto, vem se tornando um problema de saude publica, ja que gera uma alta taxa de
mortalidade e letalidade (CHAYAKULKEEREE; WANGCHINDA, 2014) (MULLER et
al., 2010). As micoses oportunistas mais frequentes nessa classe da populagéo sao
criptococose, aspergilose e candidiase (BORGES et al., 1997) (UNICEF, 1998).

A criptococose € uma infeccdo fungica causada pelo Cryptococcus,
acarretando complicagbes como meningite e meningoencefalite criptococica
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006). Geralmente, ocorre por inalagdo de
leveduras ou esporos, que se alojam nos pulmdes e sdo disseminadas para outros
orgaos de forma hematogénica (GAO et al., 2017). No ano de 2014, surgiram cerca
de 223 mil novos casos de criptococose, com morte de 181 mil individuos. A Africa
sub-saariana foi o local onde ocorreram 73% desses novos casos, enquanto que na
América Latina estima-se cerca de 5.300 novos casos com 2.400 mortes
(RAJASINGHAM et al., 2017).

O Cryptococcus € um género de basidiomicetos que se apresenta como
leveduras globosas ou ovaladas. Existem dezenas de espécies, dentre as quais os
complexos C. neoformans e C. gatti sdo responsaveis por doengas graves (ISHII;
MATSUMOTO; SEKIMIZU, 2016) (BRITO C, MARQUEZ S, 2012). Sua capsula é
constituida por polissacarideos, tendo como componentes principais
glicuronoxilomanana (GXM), glicuronoxilomanogalactana (GXMGal) e manoproteinas
(MP). Esses fungos podem ser encontrados no solo — principalmente em locais
contaminados com excretas de aves e também em arvores (PEDROSO, 2008)
(ELLIS; PFEIFFER, 1990).

A droga de escolha para o tratamento da criptococose € a anfotericina B,
associada ou nao a outras drogas como 5-flucitosina (5-FC) ou fluconazol (PAULA,
2007). Contudo, estas terapias disponiveis no mercado sao ineficientes a eliminagao
do Cryptococcus, e ainda apresentam alta toxicidade e varios efeitos colaterais e
adversos. Além disso, estudos ja tém demonstrado a existéncia de fungos resistentes
a essas drogas (SANUZI; MEDEIROS, 2010) (GULLO et al., 2013) (COELHO;
CASADEVALL, 2016).
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Outras alternativas terapéuticas tém se mostrado promissoras para
criptococose, entre elas a terapia com anticorpos monoclonais, citocinas
(BOULWARE, 2011), flavonodides (GULLO et al., 2013). Além da possivel utilizagao
como terapia da criptococose, os anticorpos monoclonais (mAbs) sao relevantes para
a delimitagcado do processo infeccioso por Cryptococcus por meio d

a modulagdo do sistema imunoldgico (NETO, 2011) (PIRES; GUIMARAES;
MOYA, 2000). Estes vém sendo desenvolvidos para reconhecimento de GXM,
glicosilceramidas, melanina e B-glucana, levando a opsonizagéo e fagocitose do
fungo. Poderiam também ser usados ainda em associagdo com outras terapias ja
disponiveis (GULLO et al., 2013) (CIENCIAS; PAULO, 2011). Apesar de existir
estudos em desenvolvimento, ainda n&o esta completamente esclarecido o
mecanismo molecular pelo qual mAbs podem interagir com os antigenos
polissacaridicos da capsula de C. neoformans em camundongos e seres humanos
(HARRISON, 2000).

Esta linha de pesquisa faz parte de um projeto amplo, desenvolvido em
colaboragdo com o grupo do Dr. Arturo Casadevall, nos Estados Unidos, o qual visa
entender de que forma os mAbs podem interagir com a capsula de C. neoformans, a
fim de criar novas terapias seguras e eficazes para a criptococose. Estudos realizados
durante as ultimas décadas mostram que mAbs IgG de diferentes isotipos apresentam
respostas diferentes tanto em teste in vitro quanto in vivo (MUKHERJEE; SCHARFF;
CASADEVALL, 1994) (MUKHERJEE et al, 1994b) (YUAN et al., 1995)
(MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992). Dessa forma, nosso grupo busca
compreender como os mAbs de diferentes isotipos podem gerar respostas distintas
no hospedeiro. Entdo, se torna fundamental entender quais os mecanismos
moleculares estdo envolvidos nessas alteragcdes de resposta.

Trabalhos ja desenvolvidos por alunos do nosso grupo de pesquisa mostram por
meio de ensaios de imunofluorescéncia que mAbs produzidos, denominados 2H1
IgG3 e IgG1, que apresentam regido variavel idéntica e regido constante distinta, se
ligam de forma diferente a GXM da capsula. Nesse intuito, este projeto busca
identificar qual/quais regides especificas da cadeia constante pesada dos anticorpos
(CH1 e/ou dobradiga) fazem parte dessa mudanga no padréo de ligagao a GXM,
podendo alterar assim seu padréo de resposta frente ao sistema imune do hospedeiro.
Para isso, o projeto vem sendo desenvolvido em colaboragdo com o grupo do Dr.
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Arturo Casadevall, com a expectativa de refor¢ar os achados anteriores e de investiga-
los a fundo.

Para entender esses mecanismos moleculares torna-se fundamental
compreender conceitos basicos. As imunoglobulinas sdo moléculas glicoprotéicas
com fungdes importantes no sistema imune. Sua estrutura € composta de duas
cadeias leves e duas cadeias pesadas (MESQUITA JUNIOR et al., 2010) (MARTIN,
1969)(SCHROEDER; CAVACINI, 2010). Ja esta consolidado na literatura que as
regides funcionais consistem na porgao variavel (V) que é a responsavel pela ligagao
ao antigeno e na a porgao constante que € a responsavel pela agédo efetora (JANDA
et al., 2016). Alguns estudos sugerem que alteragdes feitas na regido constante da
cadeia pesada (CH) podem levar a mudangas no padrao de ligagdo a antigenos,
alterando com isso a afinidade e especificidade dos anticorpos e desafiando dogmas
ja consolidados na literatura da imunologia (NUSSBAUM et al., 1997).

Alguns estudos mostram por imunofluorescéncia indireta que mAbs IgGs, de
regiao variavel idéntica e diferentes isotipos, alteram os padrdes de ligagdo ao GXM
presente na capsula de C. neoformans. Anticorpos IgG3 foram capazes de se ligar em
forma de pontos, enquanto anticorpos IgG1 se ligaram em forma de anel ao redor da
capsula do fungo. Como essas formas de ligagdo também foram observadas por
outros anticorpos, elas passaram a ser denominadas “Padrao de ligagéo” (que pode
ser puntiforme ou anular). Esses padrbes foram associados ao comportamento
desses anticorpos em modelos de camundongo, que podia ser protetor ou agravante
da criptococose. O padrao puntiforme foi associado a um comportamento nao protetor
ou agravante de doencga, enquanto que o anular foi associado a um comportamento
protetor (CLEARE; CASADEVALL, 1998) (CLEARE; BRANDT; CASADEVALL, 1999)
(CASADEVALL; PIROFSKI, 2005) (PIROFSKI; CASADEVALL, 1996). Visando
compreender o mecanismo dos padrdes de ligacdo a capsula de C. neformans e,
consequentemente, da causa de tais comportamentos no hospedeiro, neste trabalho
de Dissertagdo foram produzidos os anticorpos monoclonais 1gG1 e IgG3 com
alteragdes em suas cadeias constantes pesadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CRIPTOCOCOS

Os fungos do género Cryptococcus séo leveduras encapsuladas pertencentes
ao filo Basidiomycota. Embora mais de 30 espécies estejam incluidas nesse género
(CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006), o C. neoformans e o C. gattii sdo os
principais patégenos que causam criptococose em humanos, sendo a inalagao a via
mais usual de infecgdo. C. neoformans foi originalmente classificado em 4 sorotipos
(A, B, C, D) com base na aglutinagao de antigenos polissacaridicos capsulares, que
podem ser determinados utilizando soros de coelho absorvidos (IKEDA et al., 1982)
ou anticorpos monoclonais (DROMER et al., 1993). C. neoformans foi dividida em
duas variedades: C. neoformans var grubii (anteriormente grupo A) e C. neoformans
var neoformans (Anteriormente grupo D), e C. gattii (anteriormente grupos B e C)
foram reconhecida como uma espécie distinta (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2009).

Embora a incidéncia de infecgdes esteja mais associadas a pessoas seriamente
imunodeprimidas, como pessoas com HIV/AIDS, transplantadas, tratadas com
imunossupressores e pacientes com imunodeficiéncia inata e adquirida, a
criptococosse também pode afetar aqueles que possuem sistemas imunologicos
aparentemente "normais" (WILLIAMSON et al., 2016). Apesar dessa doenga ter
diminuido nos paises desenvolvidos desde a introducdo da terapia anti-retroviral,
mesmo 100 anos apos ter sido identificado por Sanfelice em 1894, os fungos do
género Cryptococcus continuam causando morbidade e mortalidade significativas em
todo o mundo, principalmente na Africa subsaariana (LA HOZ; PAPPAS, 2013)
(SLOAN; PARRIS, 2014). No ano de 2014 surgiram cerca de 223.100 novos casos de
criptococose, com 181.100 mortes. A Africa sub-saariana foi o local onde ocorreram
73% desses novos casos. Ja na América Latina estima-se cerca de 5.300 novos casos
com 2.400 mortes (RAJASINGHAM et al., 2017) (fig.1 e 2). Esta estimativa classifica
a criptococose como uma das doengas infecciosas mais comuns que levam a morte
na Africa sub-saariana. Em resposta a essas sombrias estimativas foi proposta uma
série de medidas que incluiam otimizagao do diagndstico, prevencgao e tratamento de
meningite criptococica (JACKSON; VAN DER HORST, 2012). Ferramentas

convencionais de diagnostico para criptococose incluem microscopia, cultura e
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deteccao de antigenos de criptococos por imunocromatografia (CrAg LFA). Podem
ser usados ainda imunoensaio enzimatico (EIA)(LA HOZ; PAPPAS, 2013) (KOZEL;
BAUMAN, 2012).

Incidéncia anual de infecgdo por Cryptococcus

<500 [ 5003-10000

= 501-1000 [ 10001-15000
I 1001-2500 [E115001-25000
3 2501-5000 [>25000

Figura 1- Incidéncia anual de infecgéo por criptococose.

Numero anual de pessoas com antigenemia criptocécica positiva estimado em 278.000 globalmente
em 2014. Estimativa de cerca de 223 mil casos de meningite criptococica em 2014. Fonte: Adaptado
de (RAJASINGHAM et al., 2017).

Total de antigenaemia Casos anuais de criptococose Morte por criptococose
positiva (intervalo de meningocodcica (intervalo de meningocdcica (intervalo
incerteza) incerteza) de incerteza)
América do Norte 204300 162500 135900
(148 400-237 800) (113 600-193 900) (93 900163 900)
Asia e Pacifico 52300 (3290074 100) 43200 (25300-64700) 39700 (20 600-59700)
Caribenho 1800 (1300-2200) 1400 (1000-1800) 700 (500-900)
Ameérica Latina 7000 (3600-11100) 5300 (2600-8900) 2400 (1100-4400)
América do Norte 3700 (3000-4600) 3000 (2300-3700) 700 (S00-1000)
Africa do norte e 3600 (2600-5000) 3300 (2400-4500) 1900 (1300-2700)
Oriente Médio
Europa 5200 (4000-6500) 4400 (3400-5600) 1800 (1300-2400)
Global 278000 223100 181100
(195 500-341000) (150600-282 400) (119400-234 300)

Figura 2- Casos de infec¢ao criptoctcica por regido.

Fonte: Adaptado de (RAJASINGHAM et al., 2017)
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2.1.1 Capsula: Estrutura e fungao

C. neoformans possuem uma seérie de fatores de viruléncia como a
capsula(SLOAN; PARRIS, 2014), que tem atividade antifagocitica, a lacase e a
melanina, que interferem na morte oxidativa por fagdcitos, dificultando assim a
eliminagcdo do patégeno. A enzima lacase catalisa a produgdo de melanina por
oxidagao da levodopa (I-DOPA) e outras catecolaminas, podendo assim explicar a
predilegdo do organismo para o sistema nervoso central (SNC)(ALSPAUGH, 2015)
(EISENMAN et al., 2007).

O fungo é um parasita intracelular facultativo e pode sobreviver e se replicar
dentro de fagolisossomas acidos de macréfagos, dependendo da origem e do estado
de ativacéo das células. Intracelularmente, os polissacarideos da capsula acumulam-
se em vesiculas levando a permeabilizagdo da membrana fagolisossémica e assim
liberando moléculas de viruléncia no espago extracelular (BICANIC; HARRISON,
2004) (HAMILTON; GOODLEY, 1996). A evidéncia indica que a capsula é um fator-
chave de viruléncia para C. neoformans, sendo provavelmente o fator de viruléncia
dominante, enquanto que mutantes acapsulares sio tipicamente avirulentos. Assim
os isolados encapsulados possuem diferentes graus de viruléncia. A estrutura da
capsula é induzida em resposta a varias condi¢cdes associadas/relacionadas ao
hospedeiro, como potencial hidrogeniénico (pH) neutro/alcalino, altos niveis de CO; e
privacao de ferro. Além disso, requer um complexo metabdlico para fornecer a energia
celular e ainda precursores de carboidratos necessarios para criar rapidamente essa
estrutura complexa (ALSPAUGH, 2015).

C. neoformans tem uma capsula composta principalmente de um polissacarido
de elevado peso molecular que tem uma espinha dorsal de a-1,3-d-manopiranose,
unidades com residuos unicos de [3-d-xilopiranosilo e [3-d-glucuronopiranosilo ligados
(HAMILTON; GOODLEY, 1996) (CHERNIAK et al, 1980) (CHERNIAK;
SUNDSTROM, 1994). Este polissacarideo é referido como glucuronoxilomanana
(GXM). Embora GXM seja o principal componente criptocécico em fluidos corporais é
muito provavel que o organismo também libere glicuronoxilomanogalactana (GXMGal)
(fig.3), e MP (manoproteinas) in vivo (CHERNIAK; SUNDSTROM, 1994) (HEISS et
al., 2013). Esses antigenos de criptococcos no soro ou no liquido espinhal sao usados
para diagnosticos da criptococose. Além disso, se 0s pacientes com criptococose tém
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titulos de antigeno no inicio da terapia isso pode demonstrar menos propensao a
responder a terapia ou morrer antes do término da terapia pelo qual os pacientes estao
submetidos. A redugéo nos niveis séricos de glucuronoxilomanana (GXM) também
pode contribuir para a sobrevivéncia prolongada, uma vez que o polissacarideo
parece ser responsavel por inibir a migragao de leucocitos, causar paralisia do sistema
imune, interferir na fagocitose, aprimorar a infecgdo do virus da imunodeficiéncia
humana, induzir a respostas supressoras e aumentar a mortalidade em camundongos.
Assim, a remocado de polissacarideos pode ser benéfica para o hospedeiro
(MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1994) (MUKHERJEE et al., 1994a).

GXM unidades repetidas  GXMGal unidades repetidas
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Figura 3- Estrutura de GXM e GXMGal.

Estrutura quimica de monémeros GXM e GXMGal. Estes mondémeros formam polimeros de 1 X 10°% a
7 X 10° para GXM e 1 X 10° para GXMGal. As proporgbes variam de acordo com o sorotipo. S&o
mostrados exemplos do sorotipo A. GXM refere-se a Glucuronoxilomanana e GXMGal refere-se
Glucuronoxilomanogalactana. Fonte: Adaptado de (GRIJPSTRA et al., 2009).

2.1.2 Infecgao e Tratamento

A porta de entrada de Cryptococcus ocorre por inalagdo dos propagulos
infecciosos presentes no ambiente (VELAGAPUDI et al., 2009), principalmente
excretas de animais e passaros (PAPPAS, 2013). Considerando o tamanho, as

células de levedura desidratadas ou os basididsporos podem ser inalados e
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depositados nos alvéolos. Além dos tratos respiratério e gastrointestinal, a pele,
préstata, olhos, ossos, trato urinario e sangue também podem ser acometidos em
casos ocasionais. Apos a entrada do fungo no organismo ele pode produzir uma
infeccdo latente ou doenga aguda. Manifestagdes iniciais s&o provavelmente
determinadas pelo in6culo, o estado imunolégico do hospedeiro ou a viruléncia da
linhagem (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006) (JARVIS; HARRISON, 2008). Os
pacientes geralmente apresentam cefaléia, febre, mal-estar e alteracdo do estado
mental durante varias semanas. Os sinais sado freqlientemente ausentes, mas podem
incluir meningismo, papiledema, paralisia do nervo craniano e outros déficts
neuroloégico focais (BICANIC; HARRISON, 2004) (FRANCO-PAREDES et al., 2017).

A Organizagao Mundial da Saude (OMS) publicou orientagbes de tratamento
atualizadas para refletir os avangos na ultima década, mas a pratica continua sendo
impedida pela fraca disponibilidade de medicamentos (DISEASE; ADULTS;
DECEMBER, 2011) (“WHO | Rapid advice: Diagnosis, prevention and management of
cryptococcal disease in HIV-infected adults, adolescents and children”, 2015).

O desoxicolato de anfotericina B (AmBd) é a pedra angular do tratamento para
as formas graves de criptococose, incluindo meningoencefalite. A flucitosina (5-FC) &
usada em combinagdo com AmBd como terapia de primeira linha em meningite
criptococica ou criptococose pulmonar. Esta combinagdo representa o regime
fungicida mais potente (MAZIARZ; PERFECT, 2016) (SLOAN; DEDICOAT; LALLOO,
2014). Apesar disso o uso da anfotericina B causa diversos efeitos colaterais,
possuindo alto custo de monitoramento e necessidade de profissional capacitado para
sua administragdo e ainda locais adequados para o armazenamento desses
medicamentos, o que pode dificultar em locais de poucos recursos (ABASSI;
BOULWARE; RHEIN, 2015) (LARSEN et al., 2004). A anfotericina B na formulagéo
lipossomal é ainda mais utilizada, pois podem ser administradas em doses menores,
minimizando assim os efeitos toxicos no organismo, como nefrotoxicidade (MOEN;
LYSENG-WILLIAMSON; SCOTT, 2009) (STONE et al., 2016).

A anfotericina B, um polieno introduzido na década de 1950. E um agente
fungicida que se liga ao ergosterol na membrana plasmatica fungica, aumentando a
permeabilidade a prétons e catibns monovalentes tais como potassio. A atividade
antifungica também pode ser devida a indug&o de espécies reativas de oxigénio em

células fungicas bem como em células imunes e também a estimulagao da produgéo
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de citocinas pré-inflamatdrias (BICANIC; HARRISON, 2004) (BRAJTBURG et al.,
1990), podendo levar a ativagdo de macrofagos (MUKHERJEE et al., 1994a).

Ja a flucitosina, que foi desenvolvida como droga anticancer, foi introduzido na
década de 1970 para tratamento da criptococose. A flucitosina € convertida pela
citosina desaminase (uma enzima presente no fungos e bactérias, mas nao em células
de mamiferos) a 5-fluorouracilo (5-fu), que € um analogo de pirimidina, responsavel
pela inibicdo da sintese de acidos nucléicos. Em estudos, a monoterapia com
flucitosina levou ao desenvolvimento bastante rapido de resisténcia (HOSPENTHAL;
BENNETT, 1998). Além disso causa hepatotoxicidade, efeitos grastrointestinais e
efeitos de supressédo da medula dssea, o que prejudica sua utilizagdo em monoterapia
(KUNKA et al., 2015; STAMM et al., 1987; VERMES; GUCHELAAR; DANKERT,
2000).

2.2 IMUNOGLOBULINAS: ESTRUTURA E FUNGAO

Aléem das terapias convencionais com antifungicos, existem terapias
alternativas em uso e sendo desenvolvidas como uso de citocinas, flavondides,
vacinas e mAbs (BOULWARE, 2011) (GULLO et al., 2013) (LEOPOLD WAGER;
WORMLEY; JR., 2015). Para entender a base do projeto que visa a produgédo de
anticorpos monoclonais com alteragbes na cadeia pesada de IgG1 e IgG3 para avaliar
sua diferenca no padrédo de ligaggo a GXM da capsula s&o necessarios o
entendimento de conceitos basicos relacionados a imunologia dos anticorpos.

As imunoglobulinas sdo moléculas de glicoproteinas produzidas por linfocitos
B ativados em resposta a um imunogeno, constituindo a base da resposta imune
humoral (FERNANDEZ-CRUZ; ALECSANDRU; RAMON, 2009). Elas s3o assim
denominadas, quando expressas na membrana do linfécito B; ja quando secretadas
sdo denominados “anticorpos”. As imunoglobulinas sdo moléculas tetraméricas
formadas por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves unidas entre si por pontes
dissulfeto e ligagdes de hidrogénio. Ainda, segundo sua fungdo, a molécula pode ser
classificada em duas fragbes: o Fragmento de ligagdo ao antigeno (Fab) e Fracao
cristalizavel (Fc). A regidao Fab é formada pela regiao variavel (V) e regido constante
(C) que fazem parte tanto da cadeia pesada (H), quanto da cadeia leve (L); ja a Fc é
composta apenas pela regido constante. Classicamente, a regido V possui dominios
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hipervariaveis ou regides de complementariedade responsaveis pela especificidade e
afinidade ao antigeno, enquanto a regidao C determina a estrutura do anticorpo e sua
fungao efetora (SCHROEDER; CAVACINI, 2010) (MIMURA et al., 2007) (CHARLES
A JANEWAY et al., 2001) .

Com base em sua regido constante, as imunoglobulinas de mamiferos podem
ser classificadas como IgA, IgD, IgM, IgE e IgG, que se diferenciam por suas fungdes
e propriedades bioldgicas. Os isotipos possuem caracteristicas diferentes, sendo que
a classe IgG tem uma cadeia pesada do tipo y, a IgM possui uma cadeia pesada do
tipo y, IgA tem uma cadeia pesada do tipo a, a IgE tem uma cadeia pesada do tipo €
e a IgD tera uma cadeia pesada do tipo & (SCHROEDER; CAVACINI, 2010) (MARTIN,
1969).

As moléculas de IgG possuem atividades funcionais como: neutralizagdo de
micrébios e toxinas; opsonizagédo e fagocitose de microbios; Citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) e ativagcdo de complemento (fagocitose de
microorganismos opsonizados com fragmentos do complemento, inflamacgéo e lise de
patégenos) (FERNANDEZ-CRUZ; ALECSANDRU; RAMON, 2009). Além disso, as
IgGs exercem papel na apresentagédo de antigenos, maturagao de células dendriticas
(DCs) mediada por imunocomplexo, regulacdo da ativagdo de linfocitos B,
sobrevivéncia de plasmacitos e transcitose. Essas respostas s&o geradas por ativagéo
de receptor Fc da cadeia gama (FcRy) inibitério (FCcRylIB) e ativatérios (FcRyl,
FcRylIA, FcRyllIC, FcRyllIA, FcRyllIB e receptor neonatal (FcRn) expressos
diferencialmente na membrana de leucdcitos. Varias dessas fungdes de IgG mediada
por receptor ocorrem de forma simultdnea, um exemplo, é que a ligagado de complexos
imunes a FcyR's em neutrofilos e macréfagos desencadeia a fagocitose, liberagao de
espécies reativas de oxigénio, mediadores de inflamagao (leucotrienos e
prostaglandinas) e inducao de hidrolases neutras (GHETIE; WARD, 2002) (FRIDMAN,
1991) (SELA-CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013).

Em humanos as IgGs sao divididas em varias subclasses - IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4, com diferentes cadeias pesadas, denominadas y1, y2, y3 e y4, respectivamente
(VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014). Ja a IgGs murinas sao divididas em
IgG1, 1gG2a, IgG2b, IgG3 e IgG2c (LOBO; PATEL, 1997) (IGARASHI et al., 1990)
(MARTIN; BRADY; LEW, 1998; PETRUSHINA et al., 2003; ZHANG; GOLDSCHMIDT;
SALTER, 2012). As cadeias leves consistem em dois tipos - lambda (A) e kappa (k)
(CHARLES A JANEWAY et al., 2001). Ja a cadeia constante pesada é do tipo A
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dividida em CH1, CH2 e CH3, (fig. 4). Em camundongos, a média da razéo k para A €

20: 1, enquanto em seres humanos a rezéo é de 2: 1 (IGARASHI et al., 1990).
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Figura 4- Estruturas esquematicas de uma IgG humana.

Os dominios constantes de cadeia pesada CH1, CH2 e CH3 sdo mostrados em amarelo, o dominio de
cadeia leve (CL) em verde e os dominios variavel de cadeia pesada (VH) ou de cadeia leve (VL) em
vermelho e laranja, respectivamente. Os dominios de ligagédo ao antigeno de um anticorpo convencional
sdo compostos pela regido Fab e Fv. A regido Fc é responsavel por fungdes efetoras.

2.3 ANTICORPOS MONOCLONAIS NO TRATAMENTO DA CRIPTOCOCOSE

Com o advento dos anticorpos terapéuticos no mercado farmacéutico, as
terapias protéicas estao sendo cada vez mais adotadas (DIMITROV, 2012). As drogas
protéicas geralmente sao vantajosas por serem eficazes em baixas concentragdes e
porque comumente podem ser conjugados ou associados a outras terapias (ECKER;
JONES; LEVINE, 2015).

Desde a aprovagao do primeiro produto de mAb em 1986 (ECKER; JONES;
LEVINE, 2015) mais de 23 farmacos mAb entraram no mercado e mais de 50 estédo

em fase avangada de estudos clinicos (REICHERT, 2017). O mercado
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biofarmacéutico atingira 25% do total de farmacéutico mundial esse ano, sendo que
25% desses relacionados a anticorpos monoclonais (CHUNG, 2017).

Os anticorpos monoclonais tém um papel importante em muitos tipos de
doengas como cancer, doengas infecciosas, alergia, doengas auto-imunes, e
inflamagao (SAYLOR; DADACHOVA; CASADEVALL, 2009). Existem evidéncias de
que mAbs modulem o metabolismo de C. neorformans e consequentemente a
infecgdo fungica (CASADEVALL; PIROFSKI, 2012) (NICOLA; CASADEVALL;
GOLDMAN, 2008). Referente a modulagao do metabolismo, pesquisas relatam que
anticorpos contra a capsula do fungo podem interferir na liberagao de polissacarideos
e na formacgao de biofilme inibindo assim a infec¢ao. Além disso, atuam na eliminagao
do fungo de forma indireta, uma vez que interagem e ativam células do sistema imune
(POSCH et al., 2017).

A principio, antes de inestigar os anticorpos anti-criptococécicos relatados, um
repertorio de mAbs capazes de reconhecer o polissacarideo de C. neorformans foram
produzidos pela técnica de hibridoma: 3E5, 2H1, 2D10 18G9, 17E12, 21D2, 7G7, 9FlI,
12A1, 13F1, 14El, 15E8, 16E4, 18B7 e 25G12 (MUKHERJEE; CASADEVALL;
SCHARFF, 1993). Uma vez que a resposta humoral contra o polissacarideo ocorre
por via T-independente, esse repertorio foi gerado em resposta a imunizagdo com
GXM do sorotipo A (H99) conjugado ao toxoide tetanico (GXM-TT). Seus respectivos
hibridomas parecem ter sido derivados de dois clones de células B muito siminales,
pois os mAbs reagem contra os quatro sorotipos do fungo e apresentam alta
similaridade no gene VH, variando apenas em poucos aminoacidos na CDR3
(MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992).

Um ensaio clinico de fase | com o anticorpo monoclonal 18B7 (IgG1) foi
conduzido em pacientes com HIV que se recuperaram de meningite criptocécica. A
terapia foi bem tolerada para concentragées de anticorpos de até 1mg/kg de peso
corporal. Portanto, existe um potencial evidente para produzir anticorpos anti-
criptococos como terapia, ainda que seja existente o desafio de projetar estratégias
de tratamento considerando a complexa farmacodindmica de anticorpos
administrados, bem como a toxicidade associada a droga (LARSEN et al., 2005).

O mAb 2H1 (IgG1) revelou ser uma opsina potente in vitro e em associagdo com
anfotericina B demonstrou ser mais eficaz do que qualquer uma das duas terapias
isoladas (MUKHERJEE et al., 1994a). O uso passivo deste anticorpo nao associado

também € uma opcgao atrativa para aumentar defesas do hospedeiro, promovendo a
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depuragao de fungos através de células efetoras (MUKHERJEE et al., 1994a). O
anticorpo aumenta a fagocitose do fungo por macrofagos e microglia, promove a morte
por macrofagos J774.16 murinos e aumenta a produg¢ao de é6xido nitrico por células
J774.16. O mAb 2H1 pode aumentar a atividade das células NK contra C. neoformans
(MUKHERJEE; FELDMESSER; CASADEVALL, 1996). Os camundongos tratados
com o anticorpo também tiveram niveis significativamente reduzidos de GXM no soro,
o que parece refletir em uma menor carga fungica se comparada aos camundongos
nado tratados com este anticorpo(MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1995).
Dessa forma, o anticorpo poderia ser util clinicamente como um complemento das
terapias antifungicas, diminuindo a incidéncia de recaida, encurtando a hospitalizagéo
e/ou reduzindo a mortalidade ou a dose de AmB necessaria para o tratamento de
pacientes.

2.4 O PAPEL DA REGIAO CONSTANTE DOS MABS NA LIGAGAO A C.
NEOFORMANS

Em um dos estudos de CASADEVALL e colaboradores, observou-se que tanto
a especificidade ao epitopo quanto o isotipo do anticorpo em questdo sao
determinantes importantes da eficacia de mAbs para funcdo protetora de
camundongos estudados (CASADEVALL et al., 1998; YUAN et al., 1998). Os mAbs
vindos de mesmos clones de células B possuem diferentes eficacias protetoras onde
IgA>IgG1>IgM>IgG3. Contudo anticorpos anticriptococicos podem ser também
agravantes da doenga. Quando administrado entre 24 e 48 horas IgG3 parece nao
conferir protegéo ao hospedeiro (MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992).
Na literatura classica € estabelecido que a porgao variavel é a responsavel pela
interacdo aos antigenos, enquanto a por¢ao constante pela interagdo com as células
efetoras (JANDA et al., 2016). E sedimentado na literatura que a regiso Fc confere
fungéo efetora por interagao a diferentes FcRs (JANDA et al., 2016). Contudo, novas
pesquisas tém demonstrado que a porg¢ao constante também pode alterar a afinidade
e especifidade do anticorpo. Dessa forma, varios anticorpos monoclonais murinos
especificos para o GXM de C. neoformans foram produzidos e estudados a fim de
reforcar esses achados (MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992) (QUAST;
PESCHKE; LUNEMANN, 2017).
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Os mAbs 3E5 IgG1, Ig2a e IgG2b mostraram em estudos diminuir a carga
fungica e prolongar a sobrevida de camundongos infectados letalmente com C.
neoformans. Esse achado foi correlacionado a forma como o anticorpo se ligou a
capsula do fungo em experimentos de imunofluorescéncia, sendo o padréo de ligagéo
de 3E5 anular para IgG1 e puntiforme para I1gG3 (fig. 5) (SAYLOR; DADACHOVA,;
CASADEVALL, 2010) (CORDERO et al., 2013) (YUAN et al.,, 1995) (CLEARE;
BRANDT; CASADEVALL, 1999). Outra correlagao foi que os mAbs protetores perdem
sua reatividade ao GXM quando o polissacarideo € de-O-acetilado, exceto no caso de
3E5 IgG3 que se ligou 10 vezes mais forte ao antigeno. Nessa situagéo, os anticorpos
3E5 apresentam o paratopo idéntico e variam apenas em seus isotipos (IgG1, 1gG2a,
lgG2b e IgG3), essas correlagbes sugerem que suas regides constantes podem
alterar de alguma forma a especificidade ao epitopo (TORRES et al., 2005). A partir
dos dados cristalograficos de 3E5 IgG3 (4HDI), depositados no Protein Data Bank
(PDB), varias ferramentas, tais como, Espelhamento de raio X de pequeno angulo
(SAXS) (ERYILMAZ et al., 2013), Ressonancia plasmoénica de Superficie (SPR)
(TORRES et al., 2007), Ressonancia Magnetica Neclear (NMR) (KATO et al., 1991)
(JANDA et al., 2015) e Calorimetria de titulagao isotérmica (ITC) (DAM et al., 2008)
foram capazes de reforgar o achado. Esses estudos sugerem que alteragbes na
estrutura da regido constante podem mediar mudangas na regido variavel
influenciando na especificidade e afinidade em IgG de isotipos diferentes (ERYILMAZ
et al., 2013) (TORRES et al., 2007)(KATO et al., 1991)(DAM et al., 2008).

Figura 5- Imunofluorescéncia indireta de C. neoformans corados com mAbs 3E5.

A) 3E5 IgG1 ligada a capsula e B) 3E5 igG3 ligado a capsula. A fluorescéncia verde representa o
anticorpo contra capsula e a fluorescéncia azul representa a parede celular de linhagem 24067C.
neoformans. As células mostradas sao representativas dos padrées de imunofluorescéncia observado.
Barra, 5 mm. Fonte: Adaptado de (TORRES et al., 2005).
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Além dos estudos direcionados a influéncia da fracdo constante na
especificidade ao antigeno, a cadeia constante também tem sido estudada com o
objetivo de encontrar o sitio catalitico responsavel pela atividade proteolitica de 3E5
lgG1. Essa atividade foi evidenciada por anticorpos 18B7 (IgG1) que demostrou
atividade catalitica hidrolisando substratos de oligossacarideos da capsula. Essa
atividade catalitica tem gerado resultados positivos em pacientes com infecgdes e
doencgas autoimunes. A atividade desse anticorpo fornece novas informacdes sobre a
capacidade de existir mais imunoglobulinas com a fungédo de defesa no hospedeiro.
Dessa maneira novas possibilidades terapéuticas dos anticorpos para a ligagao contra
polissacarideos podem ser encontradas (BOWEN et al., 2017) (JANDA et al., 2012).

Os mAbs 12A1 e 13F1 sdo IgM que diferem em sua regiao VH por apenas 7
aminoacidos. O 12A1, ao contrario de 13F1, em concentra¢gdes menores que 1ug/ml
inibe a ligacdo de 3ES IgG1, e ndo de 3ES 1gG3, a GXM. Essa inibi¢gdo indica que
esteja ocorrendo uma competicdo pelo mesmo epitopo ou impedimento estérico,
enquanto que a auséncia dessa inibicdo sugere ligagcdo a epitopos diferentes.
Interessantemente, 13F1 competiu pelo mesmo sitio de ligagdo que o 3E5 IgG3. Isso
confirma que os mAbs 12A1 e 13F1 diferem em especificidade (MUKHERJEE et al.,
1995). Os dados de 13F1 foram relacionados ao padrao de ligagao puntiforme
observado em imunofluorescéncia e a resposta n&o protetora ou agravante de doenca
observada em camundongos tratados com o anticorpo e infectados com C.
neoformans. A microscopia também revelou que o mAb 12A1 produziu um padrao de
fluorescéncia anular homogéneo ao longo da capsula celular da levedura
(NUSSBAUM et al., 1997). Além disso, 12A1 aumentou a curva de sobrevivéncia dos
camundongos igual a 2D10, que € um IgM protetor. Isso revela que o padréo de
ligacdo do mAb ao GXM da capsula parece estar associado a protegdo do hospedeiro
contra a doenga (MUKHERJEE et al., 1995).

Os anticorpos 2H1 foram escolhidos neste trabalho para reforcar achados de
3E5, ja que além de 3E5 IgG3 apenas 2H1 (porgdo Fab) possui sua estrutura
tridimensional resolvida por cristalografia de raios X, o que possibilita estudos
posteriores e mais apronfundados sobre seus efeitos em humanos(YOUNG et al.,
1997). Os mAbs 2H1 e 3E5 sao derivados de uma unica célula pre-B, possuindo genes
de regido variavel idénticas e com especifidade semelhante e mesmo idiotipo
(MUKHERJEE et al.,, 1995). Além disso, apesar de 2H1 ter sido um anticorpo
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monoclonal amplamente caracterizado, sendo um dos principais candidatos ao
desenvolvimento clinico, problemas de agregacéo apds sua purificagdo dificultaram
sua utilizacdo. Dessa maneira foi criado o 18B7, que esta intimamente relacionado a
2H1 na estrutura variavel, contudo nao idéntico. Esse novo anticorpo mostrou
pronlongar a sobrevivéncia de camundongos com infecgdes letais de C. neorformans,
alta afinidade a GXM, auséncia de toxicidade em ensaios com macacos e nenhum
problema significativo relacionado a purificacao (CASADEVALL et al., 1998). Dessa
forma, o estudo de 2H1 pode ajudar a entender e ampliar os conhecimentos sobre o
18B7.
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3. JUSTIFICATIVA

A criptococose ainda € uma doenga negligenciada, apesar de causar muitas
mortes em pacientes imunocomprometidos (SOARES, 2015). O uso de anticorpos
monoclonais e o desenvolvimento de novas biotecnologias para o tratamento de
diversas doengas tem se tornado cada dia mais importante. Nesse sentido, a
producédo de anticorpos monoclonais contra a capsula de C. neoformans gera um novo
potencial terapéutico para a criptococose. Diversos mAbs estdo sendo testados em
camundongos no intuito de gerar em um futuro préximo o seu uso em doengas
humanas (ZARAGOZA et al., 2010). Alguns estudos mostram que alguns anticorpos
ao invés de proteger o organismo da infeccdo, agravam a doencga. Entender
detalhadamente o mecanismo molecular pelo qual isso ocorre € crucial para evitar que
cheguem a testes clinicos anticorpos com potencial de causar danos aos pacientes.

Um dos fatores associados, em estudos anteriores, a esse agravamento de
doenga é o isotipo IgG3, que de todas as imunoglobulinas de camundongo € a menos
estudada. Anticorpos desse isotipo sdo mais dificeis de produzir por causa de
agregacao e insolubilidade, e seu mecanismo efetor ndo é ainda completamente
conhecido (DIAMOND; YELTON, 1981). Ja esta consolidado na literatura que a regiao
variavel é a responsavel pela ligagdo ao antigeno, enquanto a regido constante é
responsavel pela fungédo efetora dessa imunoglobulina. Contudo, diversos estudos
tém mostrado que diferentes anticorpos que possuem a mesma regido variavel e
diferentes regides constantes apresentam alteracdo no seu padréo de ligagdo ao
antigeno, modificando também sua eficacia na imunidade (CORDERO et al., 2013)
(JANDA et al., 2015). Para isso, se torna fundamental o estudo do mecanismo pelo
qual os anticorpos IgG1 e IgG3 recombinantes interagem a antigenos de C.

neoformans.



31

4. OBJETIVOS

4.1 GERAIS

Elucidar o mecanismo molecular pelo qual os anticorpos monoclonais IgG1 e
IlgG3 com modificagbes nas regides constantes podem alterar o padrdo de ligagdo a
GXM da capsula C. neoformans.

4.2 OBJETIVO ESPECIFICO

4.2.1- Produzir anticorpos 2H1 recombinantes de isotipo IgG1, IgG3 e hibridos
IgG1/1gG3

Produzir Anticorpos hibridos 1gG3 que tenham a cadeia CH1 e a regido de
dobradica trocadas pelas de IgG1, sendo trés com substituicées em CH1 (2H1 CH1F1,
2H1 CH1F2 e 2H1 CH1F3) e dois na regido dobradi¢a (2H1 IgG3 com D de IgG1 e
2H1 IgG1 com D de 1gG3). Os anticorpos 2H1 IgG1 e IgG3 (ndo hibridos) foram
gerados para controle do padréo de ligagao anular e puntiforme, respectivamente.

4.2.2- Produzir anticorpos 3E5 recombinantes de isotipo IgG1, IgG3 e hibridos
IgG1/1gG3

Produzir anticorpos hibridos, 1gG3 que tenham a cadeia CH1 e a regido de
dobradica trocadas pelas de 1gG, sendo trés com alteragdes na cadeia CH1 (3E5
CH1F1, 3E5 CH1F2 e 3E5 CH1F3) e dois na regido da dobradi¢a (3E5 IgG1 com D
de IgG3 e 3E5 IgG3 com D de IgG1). Além disso, € importante produzir os anticorpos
3E5 1gG1 e IgG3 (n&o hibridos) para controle padrbes de ligagdo anular e puntiforme,

respectivamente.

4.2.3- Determinar se os anticorpos recombinantes se ligam a capsula de C.

neoformans e o padrao de ligagao gerado por imunofluorescéncia
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Realizar o ensaio de imunofluorescéncia indireta com os anticorpos 3ES e 2H1
recombinantes e reforgar os estudos baseados no padrao de ligagdo de 3E5 IgG3 a
GXM obtidos na literatura; e compreender o mecanismo pelo qual as regides CH1 e

de dobradic¢a dos anticorpos hibridos podem alterar a interagdo ao antigeno.

4.2.4- Determinar se os anticorpos recombinantes sao funcionais por ensaio de

fagocitose

Para avaliar a funcionalidade dos anticorpos recombinantes, torna-se
necessario realizar o ensaio de fagocitose por macrofagos da linhagem celular J774.1

utilizando C. neorformans (H99) opsonizados com os anticorpos.
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5. MATERIAIS E METODOS

De forma geral e resumida, para a produgdo dos anticorpos monoclonais foi
necessaria a obtencao de vetores 2H1 e 3E5, sintetizados pela empresa (Genewiz),
exceto 2H1 1gG1 e 2H1 IgG3 que foram produzidos por estudante de mestrado
orientado pelo grupo do professor André Nicola. Apoés a transfec¢ao foram realizados
ensaios de validacdo como teste de sensibilidade ao MTX, a blasticidina, a zeocina e
ao HT e o teste de fagocitose. Por fim ensaios de imunofluorescéncia para analisar os
padrées de ligagdo dos anticorpos recombinantes a GXM da capsula de C.

neoformans foram feitos.

5.1 VETORES E CLONES

As clonagens das regibes variaveis VH e VL dos genes 2H1 em vetores pFUSE-
CHIG-mG1 (fig. 6), pPFUSE-CHIG-mG3 (fig. 7), pFUSE-CLIG-mK (/Invivogen) (fig. 8)
foram realizadas em trabalho anterior de estudante de mestrado orientado pelo grupo
do professor André Nicola (DF, 2016).
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Figura 6- Mapa do vetor de expressdo pFUSE-CHIg-mG1 (Invivogen) para clonagem dos insertos VH.

Em verde claro, o sitio de resisténcia a zeocina.
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Figura 7-Mapa do vetor de expressdo pFUSE-CHIg-mG3 (Invivogen) para clonagem dos insertos VH

Em verde claro, o sitio de resisténcia a zeocina.
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Figura 8-Mapa do vetor de expressdo pFUSE2-CLIg-mk (Invivogen) para clonagem dos insertos VL
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5.2 SUBSTITUICAO DE FRAGMENTOS

Com o objetivo de analisar qual regido da cadeia pesada seria de fundamental
importancia na alteracdo da especifidade e afinidade do paratopo do anticorpo,
levando a uma mudanga no padréo de ligagdo a GXM e seu mecanismo, foi realizado
anteriormente pelo nosso grupo, uma analise no banco de dados International
ImMunoGeneTics Information System (IMGT). Dessa forma, o dominio CH1 foi
dividido em 3 regides com maior variabilidade, sendo estas denominadas de: F1
(KTTPPSVYPLAPGSAAQTNSM), F2 (TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSD) e F3
(LYTLSSSVTVPSSPRPSETVTCNVAHPASSTKVDKK) de CH1 IgG1; F1
(TTTAPSVYPLVPGCSDTSGSS), F2 (KWNYGALSSGVRTVSSVLQSG) e F3
(FYSLSSLVTVPSSTWPSQTVICNVAHPASKTELIKR) de CH1 1gG3. A partir disso,
foram gerados 5 DNA recombinates (Genewiz), sendo eles: 2H1-CH1F1 IgG3, 2H1-
CH1F2 IgG3, 2H1-CH1F3 IgG3, 2H1 IgG1 com D de IgG3, 2H1 IgG3 com D de IgG1.
Além destes, foram gerados DNA recombinates de 3ES5, sendo eles: 3E5-CH1F1
IgG3, 3E5-CH1F2 IgG3, 3E5-CH1F3 IgG3, 3E5 IgG1 com D de 1gG3, 3E5 1IgG3 com
D de IgG1. Ainda, foram sintetizados o 3E5mG1 e 3E5mG3 (tabela 1).



Adicao de F1 de CH1 do anticorpo 2H1
IgG1
Adicao de F2 de CH1 do anticorpo 2H1
IgG1
Adicao de F2 de CH1 do anticorpo 2H1
IgG1
Adicao de Dobradica do anticorpo 2H1
IgG1
Adicao de Dobradiga do anticorpo 2H1
1gG3

Sem alteragoes

Sem alteragoes

Adicao de F1 de CH1 do anticorpo 3E5
IgG1

Adicao de F2 de CH1 do anticorpo 3E5
IgG1

Adicao de F2 de CH1 do anticorpo 3E5
IgG1

Adicao de Dobradica do anticorpo 3E5
IgG1

Adicao de Dobradica do anticorpo 3E5
1gG3

Sem alteragoes

Sem alteragoes

Tabela 1- Relagao de vetores produzidos e seus respectivos isotipos

1gG3

1gG3

1gG3

1gG3

IgG1

IgG1

1gG3

1gG3

1gG3

1gG3

1gG3

IgG1

IgG1
1gG3
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Os quatorze vetores foram transformados em E. coli DH5a eletrocompetentes

(New England Biolabs) e plaqueados em meio LB sélido com Zeocina™ Invitrogen (25
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pMg/mL) para selegéo de clones de cadeia pesada; e com Blasticidina (50 ug/mL) para
selecao de clones de cadeia leve. Foi feito pré-indculo das colénias em selecdo com
0s mesmos antibioticos descritos para plaqueamento. As minipreparagbes dos
quatorze vetores foram realizadas a partir do kit “GenElute™ HP Plasmid Miniprep Kit’
(Sigma Life Sciences).

A qualidade da purificagao foi analisada por eletroforese em gel de agarose a
1% e a sua quantificagao pelo método de leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
Nanodrop 2000C (ThermoScientific).

5.4 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA DAS CELULAS CHO DHFR-/- A BLASTICIDINA
E ZEOCINA

A blasticidina e a zeocina sao eficientes antibidticos seletivos utilizados para
selecionar células transfectadas com o vetor de interesse (Blasticidin | Selection
Antibiotic | InvivoGen) (Zeocin™ | Selection Antibiotic | InvivoGen). Para analisar se
as células CHO DHFR-/- ndo transfectadas estavam resistentes a esse sistema de
selecdo realizamos o ensaio de MTT. Nesse intuito, para realizar este experimento
foram plaqueadas 3,75 X 10* de células CHO DHFR-/- em placa de 96 pogos. Apos
24h de incubagao em estufa de 37°C e 5% de CO,, para aderéncia das células, foram
adicionadas concentragdes de 0,468 até 60ug/mL de blasticidina e 50 até 4000ug/mL
de Zeocina. Para avaliar os efeitos dos antibidticos apdés uma semana foram
realizados teste de MTT.

Para o ensaio de viabilidade de cada célula foram adicionados em cada poco
50 uL de solugéo de MTT (brometo de 3- 4,5-dimetil-tiazol-2-il -2,5-difeniltetrazélio) a
10% (Solugéo estoque: 5mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA). Apds incubagao de duas
horas em 37°C e 5% de CO; protegidos da luz. O sobrenadante foi descartado e os
cristais de formazan foram diluidos em 100uL de DMSO (Dimetilsulfoxido ou sulféxido
de dimetilo). A leitura foi realizada no espectrofotdbmetro, na absorbancia de 540nm, e
a analise pelo Graph Pad 7 e Excel. Para o calculo da viabilidade, as células n&o
estimuladas com os antibiéticos foram consideradas como 100% viaveis e os demais

estimulos foram calculadas proporcionalmente.
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5.5 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA DAS CELULAS CHO DHFR-/- A AUSENCIA DE
HIPOXANTINA E TIMIDINA (HT)

O suplemento celular HT é utilizado por células CHO nocauteadas para o gene
DHFR para a sintese de nucleotideos por uma via alterantiva, sendo estes
necessarios para sua sobrevivéncia e crescimento celular (FLORIN et al., 2011). Para
analisar se as células CHODHFR-/- utilizadas estavam resistentes ou ndo a este
sistema de selecao utilizando HT foi feito o ensaio de MTT para avaliar a viabilidade
de células na presencga ou auséncia desse suplemento.

Para realizacdo deste experimento foram semeadas 1 X 10* de células CHO
DHFR-/- em placa de 96 pogos. Metade da placa foi plaqueada com meio IMDM
(Gibco®/ by life technology/12200-036), suplementado de SFB 10% e HT 1X enquanto
a outra metade foi plaqueada com meio com os mesmos suplementos, porém sem o
HT 1X. Essa placa ficou em cultivo por uma semana para avaliagao do crescimento.

Para o ensaio de viabilidade de cada célula foram adicionados em cada pog¢o 50
uL de solugéo de MTT (brometo de 3- 4,5-dimetil-tiazol-2-il -2,5-difeniltetrazdlio) a 10%
(Solugao estoque: 5mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA). Apos incubagao de duas horas em
37°C e 5% de CO; protegidos da luz. O sobrenadante foi descartado e os cristais de
formazan foram diluidos em 100uL de DMSO (Dimetilsulfoxido ou sulféxido de
dimetilo). A leitura foi realizada no espectrofotdmetro, na absorbancia de 540nm, e a
analise pelo Graph Pad 7e Excel. Para o calculo da viabilidade, as células com HT
foram consideradas como 100% viaveis e os demais estimulos foram calculadas

proporcionalmente.

5.6 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA DAS CELULAS CHO TRANSFECTADAS AO
METOTREXATO (MTX)

As células CHO utilizadas para produgéo dos anticorpos possuem o gene
DHFR nocauteadas. O DHFR € uma enzima que converte diidrofolato em
tetraidrofolato, que € um precursor de purinas e pirimidinas necessario para sintese

de DNA, mantendo assim a sobrevivéncia das células. No processo de transfecgao
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deste tipo celular é inserido além dos vetores para a produgdo dos anticorpos de
interesse, o vetor DHFR. Esses vetores s&o introduzidos de forma aleatoria no DNA,
podendo assim estar inseridos na mesma regido dos vetores de interesse. Desta
forma ao utilizar um inibidor da enzima DHFR, o metotrexato, apenas sobrevivem as
células que possuem o gene DHFR integrado no DNA e ainda as células que
amplificam esse gene para uma maior produgdo da enzima. De forma conjunta, a
amplificacdo do gene DHFR, ocorre a amplificagdo dos genes de producdo de
anticorpos de interesse. Portanto, o metotrexato € utilizado para amplificagdo génica,
de forma que aumentar a produgdo de enzimas DHFR juntamente com os anticorpos
de interesse (WANG et al., 2002).
Na literatura s&o descritas diversas concentragcdes de MTX para amplificacédo
de genes. As células escolhidas para a realizagédo deste teste foram 3E5 IgG3 com D
de 1gG1, selecionadas apenas com blasticidina, pois seu crescimento se comportou
da mesma maneira que o crescimento das transfectadas com 2H1. Dessa forma, para
identificar qual seria a melhor concentracdo de MTX necessaria para amplificar essas
células foi feito o ensaio de sobrevivéncia. Para a realizagdo deste teste foram
plaqueadas 4 X 10* por poco em placa de 96 pocos. Apds 24h incubados em estufa
de 37°C e 5% de CO,, para aderéncia das células, foram adicionadas concentragdes
seriadas de metotrexato a partir de 10mM. Para avaliar os efeitos dos antibiéticos apds
uma semana foram realizados teste de MTT.
Para o ensaio de viabilidade de cada célula foram adicionados em cada pog¢o 50
uL de solugéo de MTT (brometo de 3- 4,5-dimetil-tiazol-2-il -2,5-difeniltetrazdlio) a 10%
(Solugao estoque: 5mg/mL) (Sigma-Aldrich, USA). Apos incubagao de duas horas em
37°C e 5% de CO; protegidos da luz. O sobrenadante foi descartado e os cristais de
formazan foram diluidos em 100uL de DMSO (Dimetilsulféxido ou sulféoxido de
dimetilo). A leitura foi realizada no espectrofotdmetro, na absorbancia de 540nm, e a
analise pelo Graph Pad 7 e Excel. Para o calculo da viabilidade, as células n&o
estimuladas foram consideradas como 100% viaveis e os demais estimulos foram

calculadas proporcionalmente.
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5.7 TRANSFECGAO E OTIMIZAGAO DA EXPRESSAO DE CELULAS CHO DHDR-
/-

Células de Ovario de Hamster Chinés (CHO/dhFr-/-\[CHO duk-, Nota: dhfr se
refere a diidrofolato redutase] ATCC® CRL-9076™) aderentes foram plaqueadas para
obter a confluéncia final de 1 x 10° células por pogo, em placa de 6 pocos, cultivadas
a 37°C e 5% de CO; com meio IMDM (Gibco®/ by life technology/12200-036),
suplementado de SFB 10% e HT 1X. Estas foram transfectadas com plasmideos
codificando cadeia pesada e cadeia leve dos anticorpos com o lipideo catibnico
Lipofectamina 2000 (/nvitrogen) em meio OptiPRO (Gibco) na propor¢ao DNA (ng):
reagente (uL) 1:1. Além disso, foi adicionado o vetor contendo DHFR na proporgéo de
1:100 ng (DHFR/ DNA Total). A transfeccao transiente foi realizada completando o
volume final com meio ja citado e seus suplementos, e apds 3 dias foi retirado
sobrenadante contendo HT e foram acrescentados meio sem HT com antibidticos para
selegdo. Apos 2 semanas em selecdo de clones com Zeocina (0,25 mg/mL) e
Blasticidina (20 pg/mL) foi realizado um processo de amplificagdo adicionando
metotrexato a 10 uM para aumentar a produtividade de anticorpos. Apds 3 semanas
dessas células serem cultivadas em garrafas de cultura de células pequenas foram
escalonadas para placas de petri de 100 mm 1301 (kasvi®). O sobrenadante de
cultura celular proveniente de cada anticorpo foi colhido em pool, dando uma média

de 500mL por anticorpo e armazenado a -20°C, até ocorrer sua concentragao.

5.8 ENSAIO DE DILUIGAO LIMITANTE

Para a selecdo de um clone capaz de produzir uma quantidade maior de
anticorpo que o pool de células foi feito o ensaio de diluigdo limitante. Para isso, foi
escolhido um dos transfectados em CHO DHFR-/- (2H1mG3), pois o crescimento
dessas células foi semelhante ao crescimento das demais células transfectadas com
2H1. Dessa forma, a diluigao limitante foi feita adiciondando 10.000 células/mL em
5mL. Deste foi retirado 500 L e diluido em 4,5 mL e assim sucessivamente por quatro
vezes, até a diluigao ter 0,5 células/poco. Essas células foram plaqueadas em sete
placas de 96 pocgos. Apds 2 semanas foram observadas em microscopio invertido

(Carl Zeiss) os pogos que haviam crescimento celular. Posteriormente, cada pogo
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contendo células foram passadas para placa de 24, resultando em um total de 60
clones. Estas foram contadas e colocadas na confluéncia de 1 X 10°/mL e apds 4 dias
foram coletadas os sobrenadantes e feita sua quantificacdo por ensaio de ELISA
indireto. A analise e leitura dos dados foi realizada conforme descrito no ensaio de
quantificagdo de anticorpos por ELISA indireto descrito abaixo.

5.9 TRANSFECGAO E OTIMIZAGAO DA EXPRESSAO DE CELULAS HEK 293F.

Foi realizado transfec¢ao de células HEK 293F (Rim embrionario humano) em
suspensao utilizando meio livre de SFB. Para este ensaio foi adicionado 2 x 10%/mL
de células em meio F17 (Free style/ Gibco®) em garrafas pra cultivo de células em
suspensao. Em seguida, a tranfecgédo foi realizada com plasmideos codificando
cadeia pesada e cadeia leve dos anticorpos com dois reagentes de transfeccéo
Lipofectamina 2000 (/nvitrogen) e OptPRO (Gibco) na propor¢gao DNA (ng): reagente
(uL) 1:1. Para a transfecgéo transiente foi incubada por 7 dias em estufa de 37°C e
5% de CO; sob agitagdo. Diariamente foram analisadas sua viabilidade e densidade
e ainda coletado sobrenadante para realizar a quantificagdo de anticorpos por ELISA.
A andlise e leitura dos dados foi realizada conforme descrito no ensaio de
quantificagcado de anticorpos por ELISA indireto descrito abaixo.

5.10 QUANTIFICAGAO DE ANTICORPOS POR ELISA

Amostras obtidas antes, durante e apdés a concentracido tiveram sua
quantificagédo testada por ELISA indireto. Placas de poliestireno de 96 pogos foram
revestidas com GXM na concentragao de 10 pg/mL em PBS 1X durante a noite a 4
°C. No dia seguinte, as placas foram bloqueadas com BSA 1% por 1 h a temperatura
de 37 °C e lavadas trés vezes com tween-20 a 0.05% em PBS. A placa com GXM
foram adicionadas amostras sem diluir e diluidas com seus meios de cultivo
respectivos, assim como o padrdao (mAb 18B7 IgG1) diluido em série 1:2 e (mAb 3E5
IgG3) com faixa de dilui¢ao entre 10 ug a 0.0152 ug, variando o experimento. Apds as

placas serem incubadas e lavadas novamente com Tween-20, o anticorpo secundario
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de cabra anti-lgG1 e anti-lgG3 de camundongo conjugado a fosfatase alcalina (1:1000
em BSA 1%) foi adicionado e incubado por 1 hora. A placa foi lavada novamente e
incubada por 5 a 30 min com o substrato pNPP (fosfato de p-nitrofenilo).

A leitura dos dados foi feita por espectrofotometria utilizando o programa
SOFTMAX (Molecular devices) e sua leitura feita em 405 nm. A analise dos dados foi
feita no Graph Pad 7.1.

5.11 CONCENTRAGAO DE ANTICORPOS RECOMBINANTES 2H1

Os anticorpos foram concentrados com um Kit Amicon® Ultra Centrifugal Filters
(Life Science Research) e membrana de 30K (Sartorius Stedim/ Biotech). Esse
sistema foi conectado a uma bomba de nitrogénio e submetido a 40psi de pressao.
Apos a concentracdo esses anticorpos foram filtrados, coletadas amostras para
ensaios de quantificagdo e mantidos em geladeira a 8 °C. As amostras 2H1-CH1F1,
2H1-CH1F2 e 2H1mG3 foram ainda concentradas por ultrafiltragdo utilizando o
sistema Vivaspin® (GE Healthcare Life Sciences), pois a quantidade obtida de

anticorpo para essas amostras foram menores do que a esperada.

5.12 AVALIAC.AOA DO PADRAO DE LIGAGAO IGG-CAPSULA POR
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Para realizar o ensaio de imunofluorescéncia foi feito um inéculo de fungo H99
de C. neoformans durante a noite. Posteriormente as células foram lavadas 3 vezes
com PBS 1X para a contagem e resuspensao em concentracao final de 1 X10” a 2 X
10’/mL. Estes foram incubados com os anticorpos primarios (amostras teste) em
concentragdes de 1 a 10 ug/mL por 1h a 37°C sob agitagao e depois de lavadas trés
vezes com PBS 1X. Em seguida foram incubados com anticorpo secundario de cabra
anti-lgG de camundongo conjugado a Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific), a 1
pug/mL por 1 h a 37°C. As células foram lavadas novamente com PBS 1X por trés
vezes. Além do secundario IgG, foram utilizados anticorpos secundarios anti-lgM
conjugados a Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific) para detecgéo de anticorpos
primarios 12A1 e 13F1, utilizados como controles do experimento. As células foram
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imobilizadas em lamina e laminulas com meio de montagem ProLong® Gold Antifade
Mountant (ThermoFisher). As amostras foram visualizadas em microscopio de
epifluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1 na objetiva de 63X (NA 1,4), cdmera Axio
Cam MRc com CCD resfriado e estagio motorizado para coleta de séries de imagens
ao longo do eixo Z. As séries de imagens resultantes foram processadas por meio de
algoritmo de deconvolugao iterativo com o programa Zeiss ZEN PRO 2. Para edigéo
de imagens foram utilizados os programas Photoshop CS6 e lllustrator CS6 (Adobe).

Nenhuma alteragdo nao-linear foi feita as imagens.

5.13 ENSAIO DE FAGOCITOSE COM CELULAS J774

Esse experimento foi realizado para determinar se os macrofragos da linhagem
J774.1, (ATCC® TIB-67™) originados de sarcoma de célula reticular de tecido
peritoneal de camundongos BALB/C, foram capazes de fagocitar C. neoformans por
opsonizagdo com os mAbs recombinantes 2H1 produzidos. O ensaio de fagocitose foi
realizado em placas de 96 pocos, na densidade 1 x 10° por poco. A condigdo de cultivo
e incubagao das células foi com DMEM 1X (Gibco) suplementado com SFB 10%, a
37°C, 5% de CO; por 24 h. Células sem anticorpos de bloqueio foram mantidas como
controle negativo do experimento. Foram também adicionadas as opsoninas 2H1 I1gG1
e 2H1 1gG3 na quantidade de 10 pg/mL. Foram ressuspendidos os fungos de sorotipos
A (H99) com relagado ao macrofago nas proporgdes de C. neoformans 1:10 por 2 h.
Células contendo nenhum anticorpo foram mantidas para controle negativo.

Ao final do experimento as células foram fixadas e coradas com Kit de instant
Prov (coloragao pandtica/ New prov®). Ao final as amostras foram lavadas com
PBS1X por duas vezes e mantidas nessa solug&o até o dia seguinte. As células foram
analisadas em microscépio invertido Zeiss Axio Observer Z1, sendo contadas, no
minimo, 100 células/pogo. A porcentagem de fagocitose foi calculada com o numero
de macrofagos contendo um ou mais C. neoformans, dividido pelo total de macrofagos
contados. Os testes de fagocitose foram avaliados usando o teste de comparagdes
multiplas de analise de variancia (ANOVA) Newman-Keuls Multiple Comparison Test
pelo programa Graphpad Prism 7 (GraphPad Software).
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5.14 ANALISE DE DADOS

Resultados tiveram suas analises feitas estatisticamente utilizando programa
GraphPad Prism 7, GraphPad Software. Os testes utilizados foramnrealizados por
one-way ANOVA para comparagao de médias. O valor de significancia estatistica foi
adotada com valor de *p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****P<0,0001, NS (Nao

Significativo).
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6. RESULTADOS

Este trabalho consistiu na investigagado do efeito da regido constante sobre a
regido variavel de anticorpos IgG de diferentes isotipos. Nesse intuito, foi levantada a
hipotese de que CH1 e/ou dobradigas, por serem as regides mais proximas da regiao
variavel pesada, poderiam ser as por¢des responsaveis pela alteracdo do padrao de
ligagdo a GXM. Baseado nisso, foi realizado anteriormente um estudo da estrutura
primaria e secundaria dessas regides, por nosso grupo de pesquisa, para que fosse
possivel produzir anticorpos com trocas de fragmentos entre CH1 e dobradica de IgG3
pra lgG1.

6.1 TRANSFORMAGAO E PURIFICAGAO

As clonagens das regides variaveis VH e VL do gene 2H1 e 3E5 em vetores
pFUSE-CHIG-mG1, pFUSE-CHIG-mG3, pFUSE-CLIG-mK (/nvivogen) foram
realizadas em trabalho anterior de estudante de mestrado em colaboragdo com o
grupo do professor André Nicola(DF, 2016).

A quantificagcéo resultante dos vetores do 2H1 e 3E5 obteve uma média entre
50 e 500 ng/pL (Nanodrop). A analise de eletroforese em gel de agorose 1% , (fig. 9
e 10), evidenciou os plasmideos nos tamanhos esperados de 4863 pb (2H1 CH1F1),
4863 pb (2H1 CH1F2), 4863 pb (2H1 CH1F3), 4860 pb (2H1mG1), 4869 pb
(2H1mG3), 4863 bp (2H1 IgG1 com D de 1gG3), 4854 bp (2H1 IgG3 com D de 1gG1),
4863 pb (3E5 CH1F1), 4863 pb (3E5 CH1F2), 4863 pb (3E5 CH1F3), 4854 pb (3E5
IgG3 com D de IgG1), 4863 (3E5 IgG1 com D de IgG3), 4860 pb (3E5SMG1), 4869 pb
(3E5mG3), 4222 pb (2H1 VL+ pFUSE2-CLIg-mK) e 4167 pb (3E5 VL pFUSE2-CLIg-
mK).
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Ladder 1

HNwhS

Figura 9-Analise de DNA dos vetores 2H1 por gel de agarose 1%.

Produto de ligacdo, transformacédo e minipreparagédo dos construtos 2H1 VH + pFUSE-CHIG-CH1F3
(pogo 1), 2H1 VL+ pFUSE2-CLIg-mK (pogo 2), 2H1 VH + pFUSE-CHIG-mG1 (pogo 3), 2H1 VH +
pFUSE-CHIG-CH1F1 (pogo 4), 2H1 VH + pFUSE-CHIG-CH1F2 (pogo 5) e 2H1 VH + pFUSE-CHIG-
mG3 (pogo 6). O marcador utilizado foi 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen).

ber 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 10-Analise de DNA de vetores 3E5 por gel de agarose 1%.

Produto de ligagdo, transformagao e minipreparagédo dos construtos 3E5 VH + pFUSE-CHIG-CH1F2
(pogo 7), 3E5 VH + pFUSE-CHIG-H de 2H1mG3 (pogo 8), 3E5 VH + pFUSE-CHIG-CH1F3 (pogo 9),
3E5 VH + pFUSE-CHIG- 2H1mG1 (pogo 10), 3E5 VH + pFUSE-CHIG-H de mG1 (pogo 11) e 3E5 VH
+ pFUSE-CHIG-CH1F1 (pogo 12), 3E5 VH + pFUSE-CHIG-mG3 (pogo 13), 3E5 VL pFUSE2-CLIg-mk
(pogo 14), 3E5 VH PUC57 (pogo15) e 3E5 VL PUC 57 (pogo 16). O marcador utilizado foi 1 kb plus
DNA ladder (Invitrogen).
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6.2 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA DAS CELULAS CHO DHFR-/- A BLASTICIDINA
E ZEOCINA

O ensaio de sobrevivéncia das células CHO DHFR-/- a Blasticidina e Zeocina foi
realizado para verificar qual concentracdo era a mais adequada e eficiente para
selecao de células CHO DHFR-/-. Para isso, foi realizado um ensaio de MTT utilizando
concentragbes de 60ug/mL até 0,47 ug/mL de Blasticidina e de 50ug/mL até
4000ug/mL de Zeocina, para observar a sensibilidade destas células na presenga
desses antibiéticos. Como podemos observar na (fig. 11), todas as concentragdes de
blasticidina, exceto 0,46875ug/ml e 0,9375ug/ml diminuem a viabilidade das células
CHO DHFR-/-, sendo a de 15 ug/ml a menor concentragao que se equipara ao controle
positivo de morte (DMSO), indicando que nessa concentragdo as células nao
transfectadas sdo mais sensiveis a selegcao positiva. Dessa forma, para selegao
desses vetores utilizamos 20ug/mL, pois esta concentragdo poderia garantir uma
selecao eficaz.

Ja no ensaio com Zeocina podemos observar (fig.12) que valores acima de
62,5ug/mL se mostraram eficazes na selecdo de CHO DHFR-/-. Dessa forma, a
quantidade minima ideal para sua utilizacédo é de 250ug/mL, pois esta é a menor
concentragao que se equipara ao controle positivo de morte (DMSO). A partir desse

resultado utilizamos essa concentragao.
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Figura 11-Ensaio de sobrevivéncia das células CHO DHFR-/- a Blasticidina.

Viabilidade celular de CHO DHFR-/- na presenca de diferentes concentragcdes de Blasticidina por MTT.
Sensibilidade analisada pelas médias dos percentuais de células vivas em relagdo as células nao
estimuladas com blasticidina (consideradas 100% vivas). UNS (N&o estimulado) DMSO
(dimentilsulfoxido- Controle positivo). Cada barra representa a média do percentual de células vivas +
DP (n=3) e*p<0,05 e ****p < 0.0001 de significancia. A leitura foi realizada em espectofotdmetro, 540nm,
e andlise dos graficos no Excel e Graph Pad Prisma (Anova).
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Figura 12- Ensaio de sobrevivéncia das células CHO DHFR-/- & Zeocina.

Viabilidade celular de CHO DHFR-/- na presenca de diferentes concentragbes de zeocina por MTT.
Sensibilidade analisada pelas médias dos percentuais de células vivas em relagdo as células nao
estimuladas com zeocina (consideradas 100% vivas). UNS (Controle negativo) DMSO
(dimentilsulfoxido- Controle positivo). Cada barra representa a média do percentual de células vivas +
DP (n=3) e*p<0,05 e ****p < 0.0001 de significancia. A leitura foi realizada em espectofotdmetro, 540nm,
e analise dos graficos no Excel e Graph Pad Prisma (Anova).

6.3 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA DAS CELULAS CHO DHFR-- COM HT
(HIPOXANTINA/TIMIDINA)

O ensaio de sobrevivéncia das células CHO DHFR-/- com HT foi realizado para
observar se na auséncia de HT as células de fato sofreriam alguma resisténcia. Dessa
forma, foi feito um teste de MTT para observar a viabilidade dessas células na
presenca de HT e na auséncia deste. Podemos observar no grafico que a auséncia
de HT diminiu o crescimento celular de forma significativa (fig. 13), apesar de algumas
células sobreviverem, indicando que a auséncia de HT causa uma sensibilidade
parcial nas células CHO DHFR-/-.
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Figura 13- Ensaio de sobrevivéncia das células CHO DHFR-/- na presenca e auséncia de HT.

Viabilidade celular de CHO DHFR-/- na presenca e auséncia de HT por MTT. Sensibilidade analisada
pelas médias dos percentuais de células vivas em relagdo as células estimuladas com HT
(consideradas 100% vivas). HT (Hipoxantina e Timidina) DMSO (dimentilsulfoxido). Os valores foram
comparativos de UNS sem hT com UNS com HT. Cada barra representa a média do percentual de
células vivas £ DP (n=3) e ****p < 0.0001 de significancia. A leitura foi realizada em espectofotdmetro,
540nm, e analise dos graficos no Excel e Graph Pad Prisma (Anova).

6.4 ENSAIO DE SOBREVIVENCIA AO METOTREXATO DAS CELULAS CHO
TRANSFECTADAS

O ensaio de sobrevivéncia ao MTX foi realizado para observar se na presenca
as células transfectadas de fato sofreriam alguma resisténcia. A condicdo escolhida
foi a da CHO DHFR -/- transfectada com 3E5 IgG3 com D de IgG1, selecionadas com
Blasticidina, pois o crescimento dessa era semelhante ao das transfectadas com 2H1.
Para este ensaio foram testadas concentracdées de 10 nM até 1mM. Podemos obsevar
(fig. 14), que a menor concentragdo em que a selegédo por MTX foi significativa e ndo
apresentou desvio padrédo alto entre as analises foi a de 10 uM. A partir desse
resultado, essa concentragdo passou a ser adotada para selecdo e amplificacéo do
sistema DHFR.
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Figura 14-Ensaio de sobrevivéncia ao MTX com células transfectadas com 3E5 IgG3 com D de IgG1.

Viabilidade celular de 3E5 1gG3 com D de IgG1 na presenca de diferentes concentra¢des de MTX por
mTT. Sensibilidade analisada pelas médias dos percentuais de células vivas em relagéo as células ndo
estimuladas com metotrexato (consideradas 100% vivas). UNS (Nao estimulada) DMSO
(dimentilsulfoxido- Controle positivo). Cada barra representa a média do percentual de células vivas +
DP (n=3) e **** p < 0.0001 de significancia. A leitura foi realizada em espectofotdmetro, 540nm, e anlise
dos graficos no Excel e Graph Pad Prisma (Anova).

6.5 AVALIAGAO DA PRODUTIVIDADE DOS ANTICORPOS 2H1 E 3E5

As producdes dos anticorpos foram realizadas a partir da transfeccéo de células
CHO DHFR-/-, e tendo sobrenadantes coletados antes da selegcdo com os antibidticos
e metotrexato (as células foram cultivadas nessas circunstancias por 3 dias). O
sobrenadante colhido em pool foi proveniente do cultivo dos clones produtores dos
sete anticorpos. Os anticorpos foram produzidos a partir da transfecgdo dos vetores
recombinantes sendo eles: 2H1-CH1F1, 2H1-CH1F2, 2H1-CH1F3, 2H1-IgG3 com D
de 1gG1, 2H1-IgG1 com D de 1gG3, 2H1mMG1, 2h1mG3.

Os ensaios de quantificagado realizados por ELISA (BARRETTE; URBONAS;
SILBART, 2006) com os sobrenadantes obtidos mostraram que a produtividade de
anticorpos variaram. Os clones inicialmente produziram uma quantidade de anticorpos
de ~0,2ug/mL a 4 ug/mL (fig. 15). Apds 3 dias de transfecgéo a produgéao foi mantida

nesses valores. Contudo, apds 15 dias de cultivo a produgao diminuiu, variando de
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~0,2 a 0,4ug/mL. Apds a selegao (Blasticidina a 20ug/mL e MTX a 10uM) das células
transfectadas foi observado um aumento, variando de ~0,5ug/mL a 1ug/mL, da
produgdo de anticorpos para alguns transfectados (2H1 CH1F2, 2H1 CH1F3 e
2H1mG3). Ja para os outros transfectados (2H1 CH1F1, 2H1 IgG3 com D de 1gG1,
2H1 1gG1 com D de IgG3, 2H1 mG1) a produgao foi mantida. Apds a amplificagao por
MTX (~3 semanas), as células foram cultivadas (~8 dias) e apresentaram uma
produtividade maior (~ 1,5ug/mL a 15ug/mL) de acordo com o aumento de dias de
cultivo. Contudo, esse perfil ndo foi observado em todos os sobrenadantes coletados
e quantificados durante a expansao clonal. Por fim, foi feito um escalonamento dessas
transfecgbes cultivando 20 placas de cada anticorpo, gerando ao final de 300mL a
600mL de sobrenadante.
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Figura 15-Ensaio de quantificacdo de anticorpos 2H1 por ELISA.

Quantificacao de sobrenadantes dos transfectados 2H1 por Elisa-GXM. A) 2H1 CH1 F1, B) 2H1 CH1
F2, C) 2H1 CH1 F3, D) 2H1 IgG3 com D de IgG1, E) 2H1 1gG1 com D de IgG3, F) 2H1mG1 e G)
2H1mG3. CNT (células néo trasnfectadas), CNT-DHFR (células transfectadas apenas com DHFR). As
barras representam a média da quantidade de anticorpos produzidos em ug/mL. As datas se referem
aos dias nos quais os sobrenadantes foram coletados. Leitura feita em 405nm em espectrofotdmetro.
Experimento realizados com um N=2. Andlise dos dados feito no Soffmax e graficos feitos no programa
estatistico Graphpad Prisma 7.

A transfeccao de vetores 3E5 para a producao dos sete vetores, 3E5-CH1F1,
3E5-CH1F2, 3E5-CH1F3, 3E5-IgG3 com D de 1gG1, 3E5-I9gG1 com D IgG3, 3ESMG1
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e 3E5mG3, foi realizada, contudo, foram obtidos apenas resultados iniciais. Essa
transfeccdo de anticorpos foi feita da mesma forma descrita na transfeccdo dos
vetores 2H1, exceto que foram testadas as condi¢gdes de DHFR na propor¢ao de 1:100
e também 1:1000 (DHFR: DNA total). A proporg¢ao 1:1000 foi testada para avaliar se
uma quantidade menor do vetor DHFR afetaria a produtividade dos anticorpos. Os
graficos mostram (fig. 16) que a produgao desses anticorpos variou de ~0,06ug/mL a
2ug/mL, na condicdo de 1:100, ao passo que na condi¢ao 1:1000, variaram de
~0,05ug/mL a 1,5ug/mL. Apds a adi¢cao de Blasticidina e retirada de HT, a produgao
desses anticorpos variou de ~0,01ug/mL a 1ug/mL, na condi¢gao de 1:100, ao passo
que na condi¢ao 1:1000, variou de ~0,02ug/mL a 0,06ug/mL. Pelo fato de o ensaio de
imunofluorescéncia necessitar da produgédo de grandes quantidades de anticorpos e

ainda do processo de concentragao, esse trabalho permanece em desenvolvimento.
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Figura 16-Ensaio de quantificacdo de anticorpos 3E5 por ELISA.

Quantificacao de sobrenadantes de transfectados 3ES por Elisa-GXM. A) 3E5 CH1F1, B) 3E5 CH1F2,
C) 3E5 CH1F3, D) 3E5 IgG3 com D de IgG1, E) 3E5 IgG1 com D de 1gG3, F) 3E5mG1 e G) 3E5MG3
CNT (células nao trasnfectadas), CNT-DHFR (células transfectadas apenas com DHFR). As barras
representam a média da quantidade de anticorpos produzidos em ug/mL. As datas se referem aos dias
nos quais os sobrenadantes foram coletados. Leitura feita em 405nm em espectrofotdmetro.

Experimento realizados com um N=2. Analise dos dados feito no Softmax e graficos feitos no programa
estatistico Graphpad Prisma 7.
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6.6 AVALIAGAO DA PRODUTIVIDADE DOS ANTICORPOS 2H1 POR CELULAS
HEK 293F

Concomitante a transfeccdo com as células CHO DHFR-/- foi realizada a
transfecgcdo com células HEK 293F. Essas células foram escolhidas por ja serem
células utilizadas para produgao transiente de anticorpos em escala industrial (DE
LOS MILAGROS BASSANI MOLINAS et al., 2014) e terem a caracteristica de se
adaptarem a um meio em suspenséao e livre de SFB. A transfeccdo dessas células
com os vetores recombinantes 2H1, resultou na produgao dos seguintes anticorpos:
2H1-CH1F1, 2H1-CH1F2, 2H1-CH1F3, 2H1-IgG3 com D de IGG1, 2H1-IgG1 com D
de 1IGG3, 2H1MG1 e 2H1 mG3. O sobrenadante referente a cada anticorpo foi
coletado e apresentou concentracao que variou de ~0,2ug/mL a 0,4 pg/mL (fig. 17).
Os transfectados 2H1 mG1 e 2H1 mG3 tiveram sua viabilidade diminuida em 2 dias
e, provavelmente por isso, apresentaram quantificagdo abaixo da curva de detecgéao.
Dessa forma, n&o foi possivel gerar o grafico de producédo desses anticorpos. Como
a produtividade das demais transfecgcbes foi mais baixa que a produtividade das
células CHO DHFR-/-, nés optamos por descontinuar com o uso dessa linhagem

celular.
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Figura 17-Transfeccao de células HEK293F com vetores 2H1.

Quantificacdo de sobrenadantes de clones 3E5 por Elisa-GXM. A) 2H1 CH1F1, B) 2H1 CH1F2, C)
2H1F3 CH1F3, D) 2H1 1gG3 com D de 1gG1, E) 2H1 IgG1 com D de 1gG3. CNT (células nao
trasnfectadas). As barras representam a média da quantidade de anticorpos produzidos em pg/mL. As
datas se referem aos dias nos quais os sobrenadantes foram coletados. Leitura feita em 405nm em
espectrofotdmetro. Experimento realizados com um N=2. Analise dos dados feito no Softmax e graficos
feitos no programa estatistico Graphpad Prisma 7.

6.7 ENSAIO DE DILUIGAO LIMITANTE

O ensaio de diluicao limitante foi realizado no intuito de isolar as células mais
produtivas de anticorpos, das células menos ou n&o produtivas, e a partir dai escalonar
sua producado e tentativamente obter uma expressido estavel. Devido o anticorpo
2H1mG3 ser necessario para varios experimentos do grupo e, ainda, devido a
limitagdo em produzi-lo em altas concentragées em ensaios em pool, o vetor que ja

se apresentava transfectado em CHO DHFR-/- foi o escolhido para ser produzido em
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pelo método de diluigao limitante. Dessa forma, foram obtidos 60 clones e os mesmos
tiveram seus sobrenadantes quantificados por ELISA indireto. A quantificacio foi feita
em sobrenadantes n&o diluidos, diluidos 1/10 e 1/100. Os graficos mostram que a
producgéo desses clones foi de no maximo ~0,4 ug/mL, ou seja, menor que a produgao

pelo pool de células (fig.18). Dessa maneira, o cultivo dos clones foi descontinuado.

Diluigao limitante 2H1mG3
0.4

0.3
0.2

0.1

Concentragao ug/mL

0.0
T ANOITNONONOTNMILONONO O T NMTLOON OO T NMTLNON 0N O T NMILNON O O T NMITLOONONO
T T AONANNANNNNANNM MMM ST S S S < < S S T HODDOOODDLOOLOWO

Figura 18-Diluicéo limitante do anticorpo 2H1mG3.

Quantificagdo de sobrenadantes de clones de diluicdo limitante de 2H1mG3 por Elisa-GXM. Os
nameros indicam cada clone. As barras indicam a quantidade de anticorpo produzida em pg/mL.
Experimento realizado N=1. Leitura feita em 405nm em espectrofotdmetro. Analise dos dados feito no
Softmax e graficos feitos no programa estatistico Graphpad Prisma 7.

6.8 QUANTIFICAGAO DOS ANTICORPOS 2H1 CONCENTRADOS

Essa etapa foi realizada para obter a quantidade maxima de anticorpo no menor
volume de sobrenadante possivel, uma vez que era necessario realizar os ensaios de
imunofluorescéncia e fagocitose a pelo menos 10 ug/mL para cada condi¢ao. Apesar
das amostras conterem SFB em seu sobrenadante, o que impossibilitou a sua
purificacdo, quantificacdo por métodos espectrofotométricos e avaliagdo por
Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE), as concentragbes dos
anticorpos realizadas no sistema Amicon® Stirred Cells (Millipore) foram consideradas
satisfatérias para a maioria dos anticorpos. Os anticorpos apresentaram concentracao

final variavel (~2,5ug/mL a 65 ng/mL) apds o procedimento (fig.19 e tabela 2), e sua
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quantificacao foi baseada na diluicdo 1/100, uma vez que as diluigdes menores
apresentaram valores de densidade Optica saturados. Como foi considerada a
possibilidade de perda dos anticorpos pelo método, a quantificacdo da amostra néo
concentrada e do fluido também foi avaliada para cada anticorpo. A perda pelo sistema
de concentragéo foi considerada insignificante.



60

A) 2H1 CH1F1 B) 2H1 CH1F2
15 40
- -
£ £
g, g’) 30
10
g g
g g 20
S s s
= ‘ S 10
o o
o - o
o T T T T T o T T T T
'\0\& N \$e>° KOS IS IR \\,@Q \5} &8 \$b° RIS \\,sP
T & T ® & &« S & T ° S
S < & <
Q) D)
2H1 CH1F3 2H1 1gG3 com D de IgG1
2.5 80
-l —
£ (S5
£ 20 £ oo
= -
5 e & 40
© o
0.0 ey T T T - T T o
S S S
& N & R N Q\\“? ,\\'~°° &é"} N Q\o\e’o S & <N Q\\” -
& 2 .Q° ~ 5 ]
\é‘o\ < Q\"\é ¢ o< \{\\0@ & ® v =
F) 2H1 mG1
E) 2H1 IgG1 com D de IgG3 15+
20 -
= E
[ [=2]
> 15 S 104
=2 (=}
) 5
l& ©
< 10 ‘E
— 54
g g
5
2 S
8 o
° . . . 0Ly T = = - - T
> QJ o < S AN S
.\o\,,} \\,@ \&bo R & R \\@ \\\@ -\c';"b \\\\ \&b S NN 8 '\\\Q
SR e & &« @ & & & &
& Q\\> & Q\o
G) 2H1 mG3
3.
-
g
=)
] 24
o
(s
On
£
3 1-
Q
c
S
(&
[ v
W P FE N S
AN < &N N
PN 2 0& &b (&) (&) C:Q
N <N

Figura 19-Quantificagdo de anticorpos concentrados mensuradas por ELISA.

Quantificacao de sobrenadantes de concentrados 2H1 por Elisa-GXM. A) 2H1 CH1F1, B) 2H1 CH1F2,
C) 2H1 CH1F3, D) 2H1 IgG3 com D de IgG1, E) 2H1 IgG1 com D de 1gG3, F) 2H1mG1 e G) 2H1mG3.
Inicial (sobrenadante antes da concentragdo), Fluido (amostra descartada apds concentracdo), CF
(Concentrado Filtrado), CF 1/10 (Concentrado Filtrado diluido 10 vezes), CF 1/50 (Concentrado Filtrado
diluido 50 vezes) e CF 1/100 (Concentrado Filtrado diluido 100 vezes). As barras representam a média
da quantidade de anticorpos produzida. Experimento realizado com N=2. Leitura feita em 405nm em

espectrofotdmetro. Analise dos dados feito no Softmax e graficos feitos no programa estatistico
Graphpad Prisma Anova.
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Nome Concentracio (ug/mL)
2H1 CH1 F1 10,15

2H1 CHI1 F2 32,15

2H1 CHI1 F3 2,64

2H1 IgG3 com D de IgG1 64,11

2H1 IgG1 com D de IgG3 16,31

2H1 IgG1 11,43

2H1 IgG3 2,45

Tabela 2-Quantificagdo de anticorpos concentrados 2H1 por ELISA-GXM.

6.9 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA

O ensaio de imunofluorescéncia foi realizado para avaliar a ligagdo dos sete
anticorpos 2H1 a GXM de C. neoformans (H99) e, mais especificamente, para avaliar
qual a regiao (CH1 ou dobradiga) dos anticorpos IgG1 e IgG3 era responsavel por
alterar o padrao de ligagdo ao antigeno. Os resultados mostraram que 2H1CH1F1,
2H1CH1F2, 2H1CH1F3, 2H1mG3 parecem apresentar padrdes puntifomes de
ligacdo, se comparados aos seus respectivos controles (2H1 19G3, 3E5 IgG3 e 13F1),
como era esperado para anticorpos 1gG3 nao hibridos (fig. 20 e tabela 2). Ja os
anticorpos 2H1 IgG3 com D de IgG1, 2H1 IgG1 com D de IgG3 e 2H1 mG1 parecem
apresentar padréao de ligagado anular, se comparados aos seus respectivos controles
(2H1 1gG1, 3E52a e 12A1), como era esperado para anticorpos IgG1 n&o hibridos
(figura 18 e tabela 3). A prova de conceito desse experimento era que se a regido CH1
e de dobradiga fossem importantes em influenciar a ligagdo ao antigeno, ao trocar
essas regides de IgG3 pelas regides de IgG1, o anticorpo que antes era apenas IgG3
(e apresentava padrao de ligagéo puntiforme) seria capaz de assumir o padrdo de
ligagdo anular de IgG1. E provavel que essa troca de padrdo de ligacdo tenha
acontecido com o0 2H1 1IgG3 com D de IgG1. O mesmo canal de fluorescéncia e tempo
de exposigao usado para captar as imagens das amostras e controles positivos, foram
também usados para os controles negativos (anticorpos secundarios incubados com
o fungo e do fungo n&o incubado com anticorpo) e ambos os controles validaram o

ensaio.



CONTROLES EXPERIMENTAIS ANTICORPOS

Nome Padrao IFI Nome Padrao IFI
2H1 IgG3 Puntiforme 2H1 CH1 F1 Puntiforme
2H1 IgGl Anular 2HI1 CHI F2 Puntiforme
3ES5 1gG3 Puntiforme 2H1 CHI F3 Puntiforme

3ES 2a Anular 2H1 IgG3 com D de IgG1 | Anular

13F1 (IgM) Puntiforme 2H1 IgG1 com D de IgG3 | Anular

12A1 (IgM) Anular 2H1 IgGl Anular
2H1 IgG3 Puntiforme

Tabela 3-Descrigdo do padrao de ligagdo observados em ensaio de IFI.
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Figura 20-Ensaio de IFI com anticorpos 2H1.

Imagens de microscopia de epifluorescéncia obtidas pelo Zeiss Axio Observer Z1 nas objetivas de 63X
(NA 1,4). Avaliacao do padrao de ligagao dos anticorpos a capsula de C. neoformans H99 (sorotipo A).
As figuras foram obtidas analisando o campo claro por DIC e IFI. O teste foi realizado para avaliar o
padrao de ligagdo dos anticorpos recombinantes 2H1 CH1F1, 2H1CH1F2, 2H1CH1F3, 2H1 1IgG3 com
D de IgG1, 2H1 1I9G1 com D de 19G3, 2H1MG1 e 2H1mg3 e os mesmos foram validado pelo controle
positivo de padrédo de ligagéo anular (2H1 IgG1, 3E52a e 12A1) e puntiforme (2H1 IgG3, 3E5IgG3 e
13F1) e controle negativo de ligagdo a GXM (CN-Controle negativo, CN-IgM Controle Negatico IgM e
CN-IgM- Controle negativo IgG). Foi realizada deconvolugéo para evidenciar melhor a diferenga entre
0 padrao de ligagdo das amostras testadas. As condi¢des de transfeccdo dos clones foram descritas
anteriormente. A concentragao utilizada de cada anticorpo variou de 2,5 yg/mL a 10 yg/mL. O anticorpo
secundario utilizado foi anti-lgG murina conjugada a Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific).

6.10 ENSAIO DE FAGOCITOSE COM ANTICORPOS 2H1

Para confirmar se os anticorpos 2H1 produzidos eram funcionais, ou seja, se
0S mesmos eram capazes de se ligar ao antigeno e ao receptor celular e mediar
resposta celular, foi avaliada a porcentagem de fagocitose de C. neoformans
(opsonizados com os anticorpos 2H1) por macréfagos. O ensaio foi realizado com os
anticorpos 2H1 CH1F1, 2H1CH1F2, 2H1 1gG3 com D de IgG1, 2H1 IgG1 com D de
IgG3 e 2H1 mG1. Ja os anticorpos 2H1 CH1F3 e 2H1 mG3, ndo apresentaram
quantidade suficiente para serem incluidos no ensaio. Os resultados encontrados
mostraram que 2H1 CH1F1, 2H1 CHF2 nao induziram fagocitose significativa (~10%
e 17%, respectivamente). Ao passo que 2H1 IgG3 com D de IgG1, 2H1 IgG1 com D
de 1gG3 e 2H1mG1 induziram porcentagem de fagocitose significativa (~40%, 40% e
80%, respectivamente) (fig. 21 e figura 22). Foram utilizados 2H1 IgG1, 2H1 1gG3,
3E52a, 3E5 IgG3 e células ndo estimuladas (ndo incubadas com anticorpo) como
controle para o experimento. O ensaio foi realizado em duplicata e foram utilizados

10upg/mL de anticorpos para opsonizagao.
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Figura 21-Porcentagem de fagocitose de C. Neoformans opsonizado com anticorpos 2H1.

Ensaio de fagocitose observado por microscopio. Para o célculo foram escolhidos trés campos
diferentes de cada imagem, contando 100 células J774. O ensaio foi realizado em duplicata (N2). O
namero de células com C. neoformans H99 (sorotipo A) internalizados foi dividido pelo numero total de
macrofagos (100) para obter a porcentagem. Cada barra representa a média do percentual de células
com fungos fagocitados + DP (n=2) e**p<0,01, ***p<0,001 e **** p < 0.0001 de significancia. Analise

dos graficos no Graph Pad Prima (anova).
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Figura 22-Imagem de microscopia fagocitose de C. neoformans opsonizados por anticorpos 2H1.

Imagens de microscopia representativas do céalculo de porcentagem de fagocitose de C. neoformans
em ensaio com anticorpos 2H1 e controles. CN (controle negativo).
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7. DISCUSSAO

Este trabalho faz parte de um projeto mais amplo, que é realizado em conjunto
com o grupo do Dr. Arturo Casadevall, nos Estados Unidos. Esse grupo estuda ha
mais de duas décadas as intera¢gdes de novos mAbs com a capsula de Cryptococcus
neoformans, visando a obtencdo de terapias mais eficazes contra o fungo. Nesse
intuito, diversos estudos foram realizados, mostrando de forma concisa que mAbs de
regiao variavel idéntica e isotipos diferentes apresentam mudancgas na especificidade
de ligacdo a GXM, e esse dado é correlacionado a uma resposta protetora ou
agravante de doenga em camundongos (MUKHERJEE et al., 1995; YUAN et al.,
1995) (DROMER et al., 1987) (MUKHERJEE et al., 1994b).

Trabalhando nessa linha de pesquisa e visando consolidar essas investigagoes,
estudos foram realizados por integrantes do nosso grupo de pesquisa. Eles
produziram anticorpos com o0 mesmo gene variavel do hibroma 2H1 e de diferentes
isotipos (IgG1 e IgG3) e demonstraram por ensaios de imunofluorescéncia diferengas
no padrao de ligagao dos anticorpos a GXM, observando padrées puntiformes (IgG3)
e anulares (IgG1) (DF, 2016). Contudo, as regides responsaveis por essas diferengas
ainda ndo estdo bem esclariecidas.

A fim de entender quais mecanismos moleculares sado responsaveis pela
diferenga na ligagao do anticorpo ao antigeno, foram produzidos mAbs 2H1 IgG3 com
trocas do dominio CH1 e da regido de drobradigca para sequéncias de 2H1 IgG1 que
denominamos de “Anticorpos Hibridos”. Nossa hipdtese se baseia no fato de que
regides constantes podem estar interferindo na regiao variavel, de forma a alterar sua
especifidade. Para isso, esse projeto se fundamenta no entendimento de que a
provavel por¢ao responsavel por essa alteragado nesse padréo de ligagao seria CH1
e/ou dobradiga, ja que estas sdo as regides mais proximas a regiao variavel, podendo
assim transferir novas altera¢des para essa porgao (JANDA et al., 2012).

A produgao dos anticorpos 2H1 IgG1 e IgG3 hibridos foi realizada por sistema
de expressao transiente (KUNERT; REINHART, 2016) (BIRCH; RACHER, 2006) e
estavel (LI et al., 2010) (CHUSAINOW et al., 2009). Os plasmideos contendo o DNA
de interesse podem ser inseridos nas células por diversas formas, podendo estes se
manter dentro da célula por alguns dias (transiente) ou permanecer integrado ao

genoma da célula, se replicando de forma continuada junto com a replicagdo do
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genoma celular original (estavel) (FRENZEL; HUST; SCHIRRMANN, 2013) (KIM;
EBERWINE, 2010) (GOPALT, 1985). A produgao transiente pode gerar grandes
guantidades de anticorpos de forma rapida. Por outro lado, a producéo estavel, apesar
de despender de maior gasto de tempo (VORONINA et al., 2016) e materais para que
se consiga uma quantidade maior de anticorpos, apresenta beneficios como manter
uma produgao a longo prazo de forma eficiente (TO et al., 1995). Para a produgao dos
anticorpos desse projeto foi utilizado o sitema de expressdo transiente e
tentativamente o de expressdo estavel, o que justifica a obtengdo de uma
produtividade variavel e relativamente baixa em culturas mantidas a longo prazo. Para
que uma expressao estavel seja obtida, um dos primeiros passos € fazer a Diluicdo
Limitante para isolar os clones mais produtores, dos poucos ou ndo produtores. Isso
foi realizado utilizando a transfecgéo do vetor contendo a sequéncia de 2H1 mG3, mas
nenhum clone com produtividade consideravel foi obtido. Essa baixa produtividade
pode ser justificada pelo fato do experimento ter sido realizado apos as células terem
sido adaptadas ao processo de selecdo. Dessa forma, considerando a dificuldade de
obtengdo de clones isolados, o tempo habil para realizar o projeto e que a
produtividade por expressao transiente se mostrou suficiente para realizar os ensaios
propostos, este tipo de expressao foi aderido (SPADIUT et al., 2014).

Apesar de ter sido testada a produgao dos anticorpos em células de Rim de
Embrido Humano (HEK 293F/ ATCC® CRL-1573™), as células que apresentaram
maior eficiéncia na produgao dos anticorpos hibridos foram as células de Ovario de
Hamster Chinés Dihidrofolato negativas (CHO DHFR-/-). A linhagem HEK 293F foi
escolhida por ser uma célula amplamente utilizada para expressdo de proteinas
recombinates, de facil manutencgao e produgéo (THOMAS; SMART, 2005), além disso
cresce em suspensao, em meio livre de soro fetal bovino podendo assim facilitar a
maior producdo e purificagdo de anticorpos. Contudo, a tranfecc¢do realizada nestas
resultou em uma pequena produtividade de anticorpos (DALTON; BARTON, 2014),
que costuma ser de centenas de miligramas, podendo ser justificada pelo fato de se
tratar de uma expressao transiente ou por baixa eficiéncia na transfecgcao (GEISSE;
VOEDISCH, 2012) (TOWNSEND-NICHOLSON, 1997) (KING, 1998).

As células CHO DHFR-/- foram escolhidas por serem utilizadas com frequéncia
para produzir eficientemente anticorpos monoclonais, por possuirem alta eficiéncia de
clonagem e produgao de anticorpos e proliferagao em grande escala de cultura (CHEN
et al., 2012) (BAl et al., 2003) (FAN et al., 2012). Os niveis de producéo de anticorpos
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podem variar de 20 a 110 pg/célula/dia e sao alcangados quando as células sao
cultivadas em biorreatores ou fermentadores para obtencéo de alta densidade celular
(REFF, 1993; TRILL; SHATZMAN; GANGULY, 1995; WOOD et al., 1990) (AKIYOSHI
et al., 2005). O sistema de expressao estavel por célula CHO é comumente usado
pelas industrias sendo modulado pelo gene DHFR. Esse gene codifica para a enzima
diidrofolato redutase, que é responsavel por catalisar a conversao de diidrofolato em
tetrahidrofolato, precursores das purinas, pirimidinas e glicina. O vetor contendo o
gene DHFR é transfectado, juntamente com o vetor que codifica para o gene do
anticorpo, em células CHO nocauteadas para DHFR, sendo estes integrado de forma
aleatdria. Este sistema de selegcdo negativa é utilizado com objetivo de selecionar
apenas as ceélulas que tenham o gene DHFR integrado em seu genoma, e que,
portanto, produzam a enzima DHFR, sendo capazes de sobreviver em meio ausente
dos intermediarios metabdlicos (hipoxantina e timidina). Além disso, é utilizado um
inibidor da enzima DHFR, o Metotrexato (MTX), que forca a amplificagédo do gene
DHFR e de forma conjunta os genes dos vetores de interesse (WANG et al., 2002).
Com essa amplificagdo génica é possivel aumentar a produtividade de anticorpos nas
células (KINGSTON et al., 2002) (ZHOU et al., 2010).

Como nao havia protocolos predefinidos para o uso das células CHO DHFR-/- e
para a producdo de anticorpos nesse tipo celular, diversas condi¢des para esse
sistema tiveram de ser estabelecidas. Inicialmente, foi testado MTX na concentragao
de 10 nM a 1mM, contudo, somente a partir da concentracédo a 10 uM foi possivel
observar efeito significativo na selecdo de DHFR, de acordo com o ensaio realizado
de MTT. Por esse motivo, optamos por utilizar a concentragdo de 10uM no sistema
DHFR. Porém, ensaios que confirmem a correlagdo entre a concentracdo de MTX
ideal e 0 aumento da produtividade de anticorpos estao sendo realizados.

O ensaio de sensibilidade a auséncia de HT evidenciou uma diminuicado
significativa na viabilidade celular, se comparado ao controle de células na presenca
de HT (controle considerado com 100% de viabilidade celular). Isso demonstra, que
as células se apresentaram sensiveis a essa selegao negativa. Portanto, & provavel
que o alto crescimento celular inesperado, observado no inicio da sele¢céo por HT, ndo
tenha ocorrido por resisténcia celular. O que pode justificar esse crescimento é a
eficiéncia da trasnfeccdo, uma vez que a eficiéncia da transfeccdo dos vetores 2H1
tenha se mostrado maior que a de 3ES.
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Apesar das células CHO DHFR -/- apés selecionadas ficarem confluentes
rapidamente, a transfeccao realizada ndo indicou uma produgao tdo acentuada como
indicado pela literatura, que mostra uma produgao de dezenas de miligramas (LUCAS
et al.,, 1996) (WURM, 2004). Isso pode ser justificado pelo fato de estarmos
trabalhando com um pool de células que é formado durante o processo de produgao.
Populagdes policlonais costumam gerar uma boa produtividade quando é utilizado um
sistema de selecdo eficiente. Contudo, quando se trabalha com pool de células
policlonais essa produgédo tende a diminuir com o tempo (LAl; YANG; NG, 2013).
Alguns anticorpos também, principalmente 1gG3, nao apresentaram boa
produtividade. Uma possivel explicagdo para isso € o fato de anticorpos 1gG3 se
apresentarem como crioglobulinas, sendo dificeis de recuperar e ainda de quantificar.
Além disso, anticorpos IgG3 de camundongos apresentam uma propriedade de se
agregar, formando pequenos complexos (GAVIN et al., 1998) (ABDELMOULA et al.,
1989).

Um outro problema também enfrentado com as células CHO DHFR-/- foi a ndo
adaptacao dessas células no meio sem SFB o que dificultou a purificagédo e o processo
de concentracao (KUNERT; VORAUER-UHL, 2012).

Ainda, as células CHO foram selecionadas positivamente para os vetores de
cadeia leve que continham o gene de resisténcia a Blasticidina e aos vetores de cadeia
pesada que continham o gene de resisténcia a Zeocina. No entanto, devido a
dificuldades de custeio, a selecdo foi iniciada com os dois antibidticos e
posteriormente mantida apenas com Blasticidina. Foi optado por manutengdo com
Blasticidina uma vez que a concentragcao necessaria para selecéo celular (a 20 pg/mL)
foi bem menor do que a de Zeocina (62.5 pg/mL).

Para investigar se o aumento da diluicdo do vetor DHFR pode estar relacionada
a diferenga na quantidade de producao de anticorpos, foi testada uma transfeccao de
3ES5 usando duas diluigdes dos vetores DHFR, sendo elas 1:100 e 1:1000. Esta
hipétese se baseia no fato de que muito vetor DHFR dentro da célula pode acabar
causando silenciamente de gene e mutagdes cromossémicas, pois como a
incorporagao do plasmideo exdgeno no genoma ocorre de forma aleatoria, este pode
potencialmente interromper importantes sequéncias enddgenas ou interferir na
transcricdo de regides silenciosas levando a imprevisiveis fenotipos e baixo
rendimento de produgdo (BARRON; PISKAREVA; MUNIYAPPA, 2007; SUTTER et

al., 2003). O trabalho com tais anticorpos ainda permanece em desenvolvimento.



71

Estudos levantam a hipotese que alteracéo nas regides CH1 e regido de
dobradica (JANDA et al.,, 2012) de anticorpos monoclonais podem ocasionar uma
mudanca de afinidade e especificidade ao antigeno(TUDOR et al., 2012) (PRITSCH
et al.,, 1996) (ADACHI et al.,, 2003) (CRESPILLO et al.,, 2014). Na tentativa de
compreender se essas regides sado responsaveis por alterar a ligagdo ao antigeno,
foram realizadas trocas das regides CH1 e dobradigas de genes que codificam o
anticorpo 2H1 IgG3 para genes que codificam o anticorpo 2H1 IgG1. A transfecgéo
desses vetores resultou na producéo de sete anticorpos que apresentaram diferentes
padrées de ligagdo ao antigeno por imunofluorescéncia. O esperado era que se uma
das cinco trocas (2H1CH1F1, 2H1CH1F2, 2H1CH1F3, 2H1 IgG3 com D de 1gG1, 2H1
IgG1 com D de IgG3) fosse responsavel por alterar a ligagéo do anticorpo ao antigeno,
que o padrao de fluorescéncia seria trocado de puntiforme para anular (no caso de
2H1CH1F1, 2H1CH1F2, 2H1CH1F3, 2H1 IgG3 com D de IgG1) e de anular para
puntiforme (2H1 IgG1 com D de IgG3). Tendo em vista essa interpretagéo, o unico
anticorpo hibrido que pareceu trocar de padrao de imunofluorescéncia, foi o 2H1 1IgG3
com D de IgG1. Apesar do anticorpo n&o ter apresentado um padrdo ndo muito bem
definido, ele mais se assemelha ao padrao anular observado pelos controles positivos
(2H1 1gG1 e 12A1). Ainda a imagem antes de ter sido deconvoluida, apresentou
padrao anular bem definido, como era apresentado na literatura, onde as imagens nao
foram processadas. Para discutir a obtencédo desse padrao indefinido, torna-se valido
ressaltar que os anticorpos 2H1 foram quantificados com base na curva padrao de
IgG3 gerada por 3E5 e de IgG1 gerada por 18B7, respectivamente (CASADEVALL et
al., 1998). Neste caso, apesar de estar quantificando anticorpos pelo reconhecimento
em comum ao GXM, ha diferenca de afinidade entre 2H1 e os padrbes 3ES5 e 18B7.
Ainda, se o objetivo é avaliar a alteracdo do padréo de ligagao dos anticorpos 2H1 ao
GXM, quando uma regido é trocada de um anticorpo para outro é provavel que haja
mudanga na especificidade e/ou afinidade. Para isso, o ideal para quantificar os
anticorpos hibridos seria utilizar ELISA de captura e anticorpos padrao comerciais
IgG1 e IgG3. Portanto, € provavel que a dobradiga do anticorpo IgG1 seja uma das
responsaveis por alterar esses padroes de ligagdes e possivelmente a resposta
protetora no hospedeiro. O fato da D de IgG3 néo alterar o padréo de ligagdo do
anticorpo IgG1 indica que ndo é apenas a D a responsavel por essa alteragao de
padrao, tendo que ser investigado mais regides do anticorpo em associagao ou em

separado para concluir tal afirmagao. Essas informacgdes corroboram com estudos
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mostrando que a D de anticorpos com mesmo isotipo altera a funcdo do anticorpo e
possivelmente seu padrao de ligagao a antigenos (JANDA et al., 2016) (DESJARLAIS;
LAZAR, 2011; TORRES; CASADEVALL, 2008) (MORITZ; STRACKE, 2017)
(MORITZ; STRACKE, 2017). Vale reforgar que essa € a hipotese do grupo e que
esses dados apenas serao esclarecidos apds a quantificagao pela forma mencionada.

O ensaio de fagocitose revelou funcionalidade dos anticorpos 2H1CH1F1,
2H1CH1F2, 2H1 I1gG3 com D de IgG1, 2H1 IgG1com D de I1gG3 e 2H1mMG1, como
esperado. No entanto, vale ressaltar que o 2H1CH1F1 e 2H1CH1F2 apresentaram
baixa porcentagem de fagocitose, com valores bem proximos a condigdo sem
anticorpo (macréfagos incubados com fungo nao opsonizados por anticorpos).
Enquanto, 2H1 IgG3 com D de IgG apresentou porcentagem de fagocitose
semelhante a do anticorpo 2H1 IgG1 com D de IgG3 que é IgG1, corroborando com
estudos da literatura que mostram que a relagdo de fagocitose 1gG2b > IgG1 > I1gG3
(YUAN et al., 1998). E possivel que esses resultados tenham sido reflexos da
alteragao das regides CH1 e de dobradi¢a. Estudos ja demonstraram também que
anticorpos de mesmos isotipos IgG1 e IgG3 podem interagir com receptores diferentes
em células fagociticas (SAYLOR; DADACHOVA; CASADEVALL, 2010). Uma outra
possivel explicacdo para essas alteragdes no padrdo de fagocitose sdo modificagbes
pos-traducionais que parecem ter funcdo importante na efetividade dos anticorpos.
Umas das possiveis causa que levam a essa alteragdo € a glicosilagéo diferencial que
podem ocorrer nesses mMAbs produzidos. As variagdes pos-traducionais dos
anticorpos podem alterar sua interagcdo com cada receptor (ZHENG; BANTOG,;
BAYER, 2011).
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8. CONCLUSAO

Podemos observar que apesar da industria de biofarmacéutica ter diversos
mAbs em desenvolvimento, poucos deles de fato estdo disponiveis para serem
utilizados no mercado para o tratamento da criptococose. N6s mostramos nesse
trabalho a produgéo de quatorze anticorpos monoclonais recombinantes, 2H1 e 3ES5,
por meio do uso de células CHO DHFR-/-, quantificando por meio de ELISA indireto.

O ensaio de imunofluorescencia demonstrou que a possivel regido que pode
atuar, mas ndo somente, na mudanga do padrao de ligagdo a GXM da capsula de C.
Neoformans é a dobradiga do anticorpo 2H1 IgG1. Este parece apresentar um padréo
de ligacao anular a GMX. Isso reafirma a informagao de que de fato a regido constante
dos anticorpos € capaz de alterar a regido variavel. Contudo, para confirmar tal
informagéo, mais experimento tanto in vitro como in vivo devem ser realizados. Da
mesma maneira, o ensaio de fagocitose demosntrou que as D dos anticorpos 2H1
lgG1 com D de 1gG3 e 2H1 IgG3 com D de IgG1 apresentaram uma maior
opsonizagao de C. neorformans e sua fagocitose por células J774.1 (macrofagos), se
comparada aos demais anticorpos testados.

Esses achados fornecem mais ferramentas para o incremento de terapias mais
eficazes e eficientes para a criptococose além de colaborar com estudos de anticorpos

recombinantes em desenvolvimento.
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