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RESUMO

E estimado que ocorram 625 mil mortes por ano no mundo por meningite criptocococica, a
maioria individuos infectados por HIV. Cryptococcus neoformansé o responsavel pela
maioria dessas mortes. Visto que tratamento da criptococose com antifungicos convencionais
tem se mostrado menos eficaz do que o ideal, anticorpos monoclonais contra a capsula do
fungo foram desenvolvidos nas ultimas trés décadas com objetivo de criar novas ferramentas
terapéuticas. No entanto, ao tratar camundongos com diferentes isotipos de anticorpos,
diferentes respostas protetoras foram observadas. Por exemplo, tratamento com anticorpo
monoclonal 3E5 IgG1 de camundongos infectados com C. neoformans resultou em aumento
da sobrevida, enquanto os animais tratados com anticorpo de regido varidvel idéntica mas
com isotipo IgG3 apresentaram resposta agravante de doenca. Ensaios de ligacdo ao antigeno
por imunofluorescéncia mostraram que os padrdes de ligacdo destes dois isotipos de 3E5 a
capsula sdo diferentes, o que pds em questdo o conceito classico de que a ligacdo ao antigeno
é exclusivamente determinada pelas porc¢des variaveis do anticorpo. Além destas diferencas
de ligacdo ao antigeno, diversos estudos publicados a partir da década de 1980 sugerem que o
isotipo 1gG3 interage com um receptor de Fc na superficie de macrofagos que é diferente dos
gue se ligam aos outros isotipos, 0 que também poderia explicar diferencas na protecédo
conferida pelos anticorpos 3E5 de diferentes isotipos de 1gG. Tendo em vista a importancia
terapéutica de se conhecer adequadamente 0os mecanismos pelos quais um mesmo anticorpo
IgG pode ser protetor ou néo, dependendo de seu isotipo, este trabalho teve por objetivos
produzir novos anticorpos monoclonais recombinantes, avaliar seu padrdao de ligacdo ao
antigeno e sua capacidade de mediar fagocitose por receptores de Fc. Dois pares de anticorpos
IgG1 e IgG3 foram produzidos por meio de expressdo heterdloga em células de mamifero. O
primeiro par deriva do anticorpo monoclonal 2H1, anticorpo contra a capsula de C.
neoformans cuja estrutura cristalografica ja foi resolvida. O segundo par deriva do anticorpo
4-4-20, que reconheceo hapteno FITC, e foi gerado a fim de avaliar se a resposta efetora
mediada por receptores é exclusiva de anticorpos contra C. neoformans. Osdominios variaveis
das cadeias pesada e leve dos anticorpos foram gerados por sintese quimica e clonadas em
vetores para expressdo delgGl e 1gG3 murinos, que foram entdo transfectados em células
CHO e NSO. As condicOes de transfeccdo e purificagdo foram otimizadas e resultaram na
producdo de lotes dos anticorpos suficientes para testes funcionais. A liga¢do dos anticorpos a
células de C. neoformansfoi testada por imunofluorescéncia indireta e sua capacidade de
mediar fagocitose testada com macrofagos J774 e células CHO-K1. Os anticorpos 2H1
apresentaram padrdo de fluorescéncia semelhante aos de 3E5, com padrédo de ligacdo a células
de C. neoformans anular para 1gG1 e puntiforme para 1gG3. Os dois isotipos de anticorpos
2H1 e 4-4-20 foram também funcionais em testes de fagocitose por macréfagos. Os
anticorpos de isotipo 1gG1 mostraram dependéncia exclusiva dos receptores Fcy, enquanto
que 2H1-1gG3 foi capaz de mediar fagocitose mesmo com esses receptores bloqueados.
Portanto, os anticorpos recombinantes produzidos foram funcionais e permitiram a realizacdo
de experimentos importantes, que evidenciaram que a cadeia pesada pode alterar a ligacdo do
anticorpo ao antigeno e comprovaram que o isotipo 1gG3 pode mediar fagocitose por meio de
um receptor desconhecido.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans, anticorpos recombinantes I1gG murino,
mecanismo molecular da resposta protetora.



ABSTRACT

It is estimated there are 625,000 deaths worldwide per year caused by cryptococcal
meningitis, the most affects people infected by HIV. Cryptococcus neoformans is responsible
for the majority of these deaths. Since treatment of cryptococcosis using conventional
antifungal has been less effective than ideal, monoclonal antibodies against fungus capsule
were developed in the last three decades in order to create new therapeutic tools. However,
treating mice with different isotypes of antibody were observed different protective responses.
For example, treatment of C. neoformans infected mice with monoclonal antibody 3E5 1gG1
resulted in increased survival, whereas the disease was aggravated in animals treated with
IgG3 antibody of identical variable region. Immunofluorescence assay showed that the
binding patterns of these two 3E5 isotypes are diferentes to the capsule, which became
questionable the classical concept of the antigen binding that defines it is exclusively
determined by antibody variable region. In addition to these antigen binding differences,
many studies published in 1980s suggest that the 1gG3 isotype interacts with an Fc receptor
on the surface of macrophages differently from other isotypes, which could also explain
differences in protection provided by the 3E5 antibodies of different 1gG isotypes.
Considering the therapeutic importance of properly knowing the mechanisms by which the
same IgG antibody may be protective or not, depending on their isotype, this study aimed to
produce new recombinant monoclonal antibodies, assessing its binding standard antigen and
its ability to mediate phagocytosis by Fc receptors. Two pairs of 1gG1 and 1gG3 antibodies
were produced by heterologous expression in mammalian cells. The first pair was derived
from monoclonal antibody 2H1, the antibody against C. neoformans capsule whose crystal
structure has been resolved. The second pair was derived from the 4-4-20 antibody that
recognizes the hapten FITC and was generated to evaluate whether receptor-mediated effector
response is unique to antibodies against C. neoformans. The heavy and light chains variable
domains of the antibodies were generated by chemical synthesis and cloned into expression
vectors for IgG1 and IgG3 murine, then they were transfected into CHO and NSO cells. The
transfection and purification conditions were optimized and led to the batch production of
antibodies until it was sufficient for functional testing. The binding of the antibodies to C.
neoformans cells was tested by indirect immunofluorescence and its ability to mediate
phagocytosis by J774 macrophages and CHO-K1 cells. The 2H1 antibody showed binding
pattern similar to that for 3E5, showing annular and punctate pattern for IgG1l and 1gG3
respectively. Both 2H1 and 4-4-20 antibodies were also functional on phagocytosis assay by
macrophages. The 1gG1 isotype showed exclusive dependence on Fcy receptor, whereas 2H1
IgG3 was able to mediate phagocytosis even when this receptor was blocked. Therefore, the
produced recombinant antibodies were functional and allowed the attainment of important
experiments which showed that heavy chain can alter antibody binding to the antigen and that
IgG3 isotype can mediate phagocytosis through an unknown receptor.

Key-words: Cryptococcus neoformans, recombinant mouse IgG antibodies, molecular
mechanism of protective response.
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1 INTRODUCAO

Criptococose é uma infeccdo fungica invasiva causada principalmente pela espécie
Cryptococcus neoformans(l, 2), sendo a terceira doenca mais prevalente em individuos
portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (AIDS) (Figura 1)(2-4). A taxa de letalidadeda criptococose em pacientes com
AIDS em geral é superior a30%, onde a Terapia Antirretroviral Altamente Ativa (HAART)
ainda ndo esta disponivel (1, 5, 6). A meningite criptococica € a causa mais comum de
infeccdo fangica do sistema nervoso central (SNC)(7-9) e lidera o numero de mortes em
pacientes com HIV/AIDS na Africa Subsaariana (Figura 1). E estimado que um milhdo de
casos de meningite criptococica ocorram em individuos com HIV/AIDS no mundo por ano,
resultando em aproximadamente 625.000 mortes (4, 7). A América Latina é a regido global
que apresenta a terceira maior incidéncia da doenca, com cerca de 54.400 casos
anualmente(10, 11).No Brasil é estimado que 6.832 casos da doenca ocorrampor ano(12). Em
paises desenvolvidos a criptococose apresenta letalidade proxima a 12% e tem diminuido
entre individuos com HIV/AIDS devido a disponibilidade da HAART (13, 14).

Figura 1 — Distribuicdo de meningite criptocdcica no mundo e na Africa Subsaariana.

A) Casos de meninite criptococécica B) Casos de morte na Africa Subsaariana
relacionada a HIV

92.606 £
70.000 = América e Caribe 347871 m Malaria

o B S i ® Doengcas diarreicas

® Doengas da infanda
" Norte e centro-leste

africano ® Criptococose
®Europa e Asia central W Tuberculose
= Leste, sul e suldeste = Doengas sexualm ente

asiatico transmissiveis

O painel B representa os casos de morte na Africa Subsaariana com excecio daqueles por HIV/AIDS. Os dados
de doencas sexualmente transmissiveis do painel B ndo incluem os casos de HIV. Adaptado de (7).

O género Cryptococcus faz parte do filo dos basidiomicetose conta com alguns fungos
patogénicos humanos, classificados dentro do complexo Cryptococcus neoformans que
consiste em duas espécies: C. neoformanse C. gattii(8). C. neoformansvar.grubii (sorotipo A),
C. neoformans var. neoformans (sorotipo D), e hibridos AD(15-17), causam doenca



15

geralmente em pacientes imunocomprometidos, enquanto C. gattii causa doenca
principalmente em pessoas imunocompetentes(1, 18). C. neoformans tem uma capsula de
polissacarideo composta por dois componentes principais, glucuronoxilomanana (GXM) e
glucuronoxilomanogalactana (GXMgal) (19). GXM € um polimero de grande massa
molecular que compde maior dimensdo da capsula (20), sendo importante para viruléncia do
fungo(1) e importante alvo terapéutico (20).

As terapias disponiveis contra C. neoformans permanecem insatisfatorias, visto que
requerem administracdo prolongada de drogas antifingicas e ainda assim sdo relativamente
ineficazes (21). Vacina com GXM de C. neoformans sorotipo A conjugada a toxoide de
tétano célula T-dependente(GXM-TT), que é altamente imunogénica (22), resultou em
aumento do titulo de anticorpo sérico se comparado a vacina administrada com o
polissacarideo capsular ndo conjugado (23). Desde entdo, varios anticorpos monoclonais
(mADbs) contra cépsula de C. neoformansforam estudados e conferiram prote¢do quando
administrados passivamente em camundongos infectados com o fungo. Esses estudos
mostraram que tanto a especificidade quanto o isotipo dos anticorpos sdo determinantes
importantes da eficacia protetora (24). Dentre os mAbsproduzidos por hibridomas inoculados
em tecido peritoneal de camundongos contra a capsula do fungo, o 18B7 (IgG1) se mostrou o
mais promissor estando emfase 1 de desenvolvimento clinico para o tratamento da
criptococose em humanos (25).

Em alguns experimentos com camundongos tratados com mAbse infectados com C.
neoformans foram reportados resultados paradoxais de toxicidade do anticorpo, cuja
administracdo acelerou a morte dos animais(26, 27). Foi observado que essa toxicidade é
isotipo-especifica, ou seja, que camundongos tratados com 1gG3 tém a doenca agravada se
comparados a camundongos tratados com IgG1 e outros isotipos. Esseefeito agravador da
doenca delgG3 foi correlacionado com a ligacdo do anticorpo a capsula de C. neoformans de
forma diferente a de 1gG1 (24), o que foi mais bem explicado por meio de experimentos
detalhados com 3E5 1gG1 e 1gG3 (28-30). Nesses experimentos verificou-se que, apesar dos
dois anticorpos terem as porcdes variaveis de sequéncia idéntica, eles se ligam a células de C.
neoformans com padrdes distintos de imunofluorescéncia (anular para IgG1 e puntiforme para
IgG3) e ndo competem entre si por ligagdo ao antigeno emEnsaio imunoadsorvente ligado a
enzima(ELISA) de competicdo, duas evidéncias de que reconhecem epitopos diferentes de
GXM.Correlacdo semelhante entre efetividade protetora em camundongos e o padrédo de
fluorescéncia in vitro foi observada com diversos outros anticorpos monoclonais contra a

capsula de C. neoformans(31-33). A visao classica de queas regides variavel (V) e constante
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(C) sdo responsaveis respectivamente por ligacdo ao antigeno e funcdo efetora do
anticorpo(34, 35) ndo é uma regra geral, tendo em vista estas evidéncias de que diferencgas nas
sequéncias CHs podem afetar a especificidade e afinidade do anticorpo ao seu antigeno (28-
30).

O trabalho descrito nesta dissertagdo faz parte de uma linha de pesquisa mais ampla
que visa estudar o mecanismo de acdo antifungica de diferentes anticorpos IgG contra C.
neoformans,uma vez que dentre os varios isotipos de mAbs isolados, 0os mais importantes do
ponto de vista farmacoldgico sdo os IgGs. Entretanto,apesar de mais de quatro décadas de
pesquisa sobre a interacdo de 1gGs com seus receptores, 0 mecanismo efetor de 1gG3 murino
permaneceainda obscuro. Anticorpos 1gG3 se comportam diferente dos demais, podendo
apresentarem-se como crioglobulinas e gerarem resposta prejudicial ao hospedeiro. Dessa
forma, estudos comparativos entre IgG3 e outros isotipos sdo necessarios para esclarecer o
mecanismo molecular dessas diferencas.

Um dos pontos principais desta linha de pesquisa € o papel da Integrina b-1 (Itgb1) na
funcdo de 1gG3. Para estudar melhor esse ponto, faz-se necessario o uso de anticorpos
recombinantes, o primeiro objetivo especifico desta dissertacdo. No comeco do mestrado,
durante a producdo e validagdo desses anticorpos, fizemos uma observagédo interessante em
experimentos de imunofluorescéncia, que evidenciaram padrdes distintos de ligagcdo entre
IgG1 e IgG3 a cépsula de C. neoformans, o que reproduziu resultados descritos anteriormente
na literatura para outros anticorpos. O foco de estudo passou a ser direcionado entdo,
principalmente ao entendimento da interferéncia da cadeia constante na ligacdo do anticorpo a
capsula, enquanto o trabalho em equipe continuava em paralelo para estudar o papel da Itgb1l.
Sendo assim, estdo presentes na dissertacdo dados obtidos do foco principal em entender o
padrdo de ligacdo diferente de 1gG1l e 1gG3 a cépsula, mas também trabalhos feitos como
parte da equipe que esta estudando o papel de Itgbl.

Nesta dissertacdo, portanto, descrevemos a producéo de dois pares de anticorpos IgG1
e 1gG3 com regides variaveis idénticas, estudos sobre suas ligacdes ao antigeno e suas acoes
efetoras imunitérias. Os anticorpos foram produzidos com sucesso, se ligaram aos seus alvos
e mediaram fagocitose por macrofagos, demonstrando sua funcionalidade. O estudodos
padrdes de ligacdo a GXM de um par de anticorpos 1gG1 e 1gG3 reproduziu os achados dos
mAbs 3E5reportados na literatura. Além disso, mostramos também que os anticorpos 1gG3
produzidos medeiam fagocitose por meio de um receptor diferente dos receptores Fcy
conhecidos, achados que abrem importantes avenidas de pesquisa que permitirdo o

entendimento molecular e estrutural das diferencas observadas entre 1IgG3 e 0s outros isotipos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 TAXONOMIA

O género Cryptococcus pertence ao filo Basidiomycotae inclui duas espécies
patogénicas ao homem, C. neoformans e C. gattii(8, 18). Baseado em testes de
aglutinacdo(36), existem cinco sorotipos: A, De o hibrido AD (C. neoformans)(15-17)e Be C
(C. gattii). Diferencas genéticas dentro da espécie C. neoformans levaram a classificagdo em
duas variantes, var. grubii(17)e var. neoformans(1, 8). O complexo C. neoformans foi
subdividido em nove tipos moleculares distintos: VNI, VNII e VNB (sorotipo A)(37); VNIII
(sorotipo AD); VNIV (sorotipo D); VGI, VGII e VGIII (sorotipo B); VGIII e VGIV (sorotipo
C)(38). O VNB era identificado como VNII, mas diferencas moleculares conduziram a essa
nova classificacdo, sendo hoje identificado principalmente na Africa, Europa e América do
Sul (13).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Todos os tipos moleculares de C. neoformans causam mais infeccbes em pacientes
imunocomprometidos (78,3%), comparado a pacientes imunocompetentes (21,7%). Quanto
ao C. gattii, a espécie causa mais infeccdo em imunocompetentes (85,3%) do que em
imunocomprometidos (14,7%). C. neoformans apresenta prevaléncia global, enquanto que C.
gattii é prevalente nas Américas e no hemisfério Sul (39).0 sorotipo A é prevalente sobre 0s
outros sorotipos em quase todo o mundo(40), com excecdo deindia(41)e Europa, em que 0
sorotipo D é maiscomum(8). Mundialmente, VNI causa a maioria das infec¢cGes em pacientes
imunocomprometidos (83,9%) (Figura 2). Na América do Sul, o tipo molecular mais
comumente isolado é o VNI (46%) e VGII (36%)(39). No Brasil, a maioria das amostras
clinicas é do sorotipo A (65%), seguido de B (17.5%), D (9%), AD (5%) e C (3,5%)(42). O
sorotipo A é prevalente no Sul e Sudeste do Brasil(43, 44), enquanto que o sorotipo B é mais
prevalente no Nordeste (8, 44). Com excec¢do a VGIV, os demais tipos moleculares séo
presentes no Brasil e apresentam frequéncia na seguinte ordem decrescente: VNI, VGII,
VNII, VNIV, VGI e VGIII. Os isolados VNIII e VNI/VGII também foram reportados (13). A
Figura 3mostra um resumo das informacdes taxondmicas do complexo C. neoformans e

epidemioldgicas da criptococose.



Figura 2— Distribuicdo global dos principais tipos moleculares do complexo C. neoformans/C.
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Figura 3— Correlacdo taxonémica, molecular, epidemioldgica e clinica entre espécies do

complexo C. neoformans/C.gattii.
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2.3 CRIPTOCOCOSE: TRANSMISSAO, INFECCAO E DOENCA.

C. neoformans é encontrado em solo, arvores e em fezes de péssaros (principalmente
pombos), podendo interagir com animais selvagens e predadores microbianos (ameba,
nematoide) e apresenta distribuicdo universal(3, 45, 46). Inalacdo de propagulos infecciosos,
tais como esporos (1-2 um) ou leveduras dissecadas (~3 um) (47)produz infeccéo tipicamente
assintomaética que € eliminada ou evolui para forma latente, queconsisteem granulomas nos
pulm@es ou em linfonodos hiliares (48-50). Em individuos imunocomprometidos, o fungo
pode se disseminar do pulmé&o para o SNC(51)e causar meningoencefalite, geralmente fatal se
ndo tratada (1-3, 47, 52).

A resisténcia do fungo ao processo de fagocitose por macréfagos alveolares é
importante na infeccdo pulmonar e laténcia(53-55). Infecgdes latentes podem ser reativadas
em resposta a imunodepressao, tornando possivel a proliferacdo de C. neoformans no pulméo
e sua disseminacao via corrente sanguinea e/ou linfatica para o SNC e outros 6rgdos(56). C.
neoformans pode ser encontrado na corrente sanguinea de forma livre ou internalizada em
macrofagos e neutréfilos(57, 58), pelos quais sdo transportados via microcapilares para
interagir com a barreira hemato-encefalica(59). O ambiente do hospedeiro induz alteracdes na
estrutura e tamanho da capsula fungica, levando a formacao de uma subpopulacao de células
gigantes (25-100 pum), a qual é refrataria a fagocitose e permanece sempre no meio
extracelular (Figura 4)(2, 8, 47).

O patdgeno pode atravessar a barreira endotelial diretamente e transmigrar pelo
citoplasma até o cérebro por mecanismo de “Transcitose” (51)ou carreados por fagocitos
mononucleares, mecanismo esse denominado “Cavalo de Troéia” (Figura 4).A transcitose
depende de mudanca morfoldgica da célula fungica, que atravessa diretamente a barreira
hemato-encefalica. Ja no caso de penetragdo por meio de Cavalo de Troéia, células fingicas
internalizadas por macréfagos atravessam a barreira endotelial e expulsam o fungo dentro do
SNC. Esseprocesso de expulsdo mantém a viabilidade de ambas as células (60-62)e ocorre
quando o fagossomo se funde a membrana plasmatica, liberando as leveduras em espaco
extracelular. Uma vez expulso, o fungo pode permanecer livre ou ser transportado a outros

macrofagos por transferéncia intercelular (8, 47, 61, 63).
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Figura 4— Mecanismo de disseminacdo de C. neoformans pela barreira hemato-encefalica.
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A meningoencefalite é a forma mais comum de infec¢do por Cryptococcus. Cerca de
70 a 90% de pacientes com AIDS e criptococose do SNC apresenta o seguinte quadro clinico
de meningite ou meningoencefalite: dor de cabeca, febre, letargia, coma, desordem de
personalidade e perda de memdria, 0s quais ocorrem entre a segunda e quarta semana antes do
diagnostico (31, 64). Entre outros sintomas neuroldgicos estdo problemas visuais, auditivos,
0s quais normalmente requerem terapia prolongada (47, 65). A doenca é tdo grave que sem
tratamento antifungico, 100% dos pacientes com AIDS e criptococose morrem num periodo

de duas semanas apds o diagndstico (66).

2.4 CAPSULA COMO FATOR DE VIRULENCIA

A capacidade de C. neoformans influenciar o ambiente intracelular de macrofagos
durante sua proliferacdo, expulsdo e transferéncia intercelular é provavelmente dependente de
fatores exportados (67, 68). A secrecdo por sistema vesicular é necessaria para entrega de
fatores de viruléncia na superficie celular, tais como a cépsula polissacaridica(69), enzima
lacase (a qual sintetiza melanina)(70) e as enzimas fosfolipase B (71)e urease (47, 72).

O fator de viruléncia mais estudado de C. neoformans é a capsula polissacaridica(73).
Sua estrutura dinamica é Unica entre os fungos patogénicos(74). O mecanismo pelo qual a
capsula contribui para viruléncia inclui interferéncia na resposta imune e protecdo da célula
fangica de mecanismos imunologicos(75-77). Esses efeitos imunoldgicos incluem inducéo a

apoptose(78), inibicdo da producdo de anticorpos, deplecdo do complemento (1), inibicdo da
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migracdo de leucocitos(79), interferéncia na fagocitose (inibicdo e resisténcia)(80), inibi¢do
da apresentacdo de antigeno(77), alteracdo na producdo de citocinas e inibi¢cdo de moléculas
de adesdo(81). Por outro lado, a capsula também promove protecdo contra mecanismos
microbicidas por extingdo de radicais livres citotoxicos(81) e resisténcia ao pH é&cido
lisossomal (2). Além disso, a cépsula protege células flngicas presentes no ambiente da
desidratacéo e de predadores ambientais (82). Sua sintese € induzida quando o fungo entra em
contato com soro, limitacdo de ferro e niveis fisiologicos de CO; no corpo do hospedeiro (1).
Por esses e varios outros efeitos, a arquitetura da capsula é crucial para se entender a
patogenicidade de C. neoformans(81).

A cépsula estd associada com a parede celular da levedura e € composta
primariamente por dois grandes polissacarideos, 0 GXM e GXMGal(83). A estrutura basica
de GXM consiste numa cadeia de residuos de manose com substituicdes de acido glicurdnico
e xilose. Residuos manosil podem ser 6-O acetilado e substituidos por unidades de xilose no
R-(1,2) ou R-(1,4) dependendo do sorotipo(84, 85). GXMGal € formado por uma cadeia de
residuos de galactose com substituicGes de xilose, manose e acido glicurénico(77). GXM é
uma molécula grande (1-7 x 10°Da)(86) e representa 90-95% da massa total de
polissacarideos da capsula, enquanto GXMGal é de menor peso molecular (~10° Da)(87)e
representa 5-109%(88). Como a composi¢do da capsula pode variar entre 0s sorotipos foram
observados seis motivos na molécula GXM representados em 106 isolados de
Cryptococcus(86), o que permitiu a classificar GXM em seis grupos estruturais(Figura 5)(67,
77, 85).

Figura 5- Estrutura polissacaridica da capsula de C. neoformans.
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A) Seis grupos estruturais de GXM. Residuos de manose séo ligados al,3; residuos de xilose e acido glicurénico
acima da cadeia de manose séo ligados p1,2; xilose ligada abaixo da cadeia porp-1,4. B) Estrutura de GXMGal

com ramificacdo trissacaridica. Fonte: (67)

2.5 DESAFIOS TERAPEUTICOS DA CRIPTOCOCOSE

As classes de drogas usadas para o tratamento da meningite criptocdcica em pacientes
com HIV/AIDS sdo polienos (anfotericina B)(66, 89), derivados azoélicos (fluconazol e
itraconazol)e analogos de pirimidina (flucitosina)(66, 90). O mecanismo de acdo da
anfotericina B (AmB) esta relacionado a presenca de anéis macrolideos, os quais conferem a
droga caracteristica hidrofébica e favorece a ligacéo aos esterois, principalmente ao ergosterol
da membrana fungica. Desta forma, a permeabilidade da membrana é alterada permitindo a
saida de nutrientes essenciais, 0 que leva a célula a morte(91). No entanto, a AmB interage
também com colesterol da membrana plasmatica de humanos e, por isso,geragrande
citotoxidade renal, hepatica e medular (3, 92-94). A 5-flucitosina (5-FC) inibe a sintese de
RNA ao ter seu intermediario metabodlico 5-fluoridina convertido no interior da célula flngica
em 5-fluoridina trifosfato, substituindo o &cido uridilico; e altera também a sintese de DNA ao
ser convertida em 5-fluorodeoxiuridina monofosfato, um analogo de timidina que leva a
parada da sintese do DNA(90, 95). A 5-FC é conhecida por gerar efeitos colaterais severos,
tais como hepatotoxicidade (96)e mielotoxicidade(90, 97). Devido a sua toxicidade, a
flucitosina tem comercializacéo proibida em varios paises, entre os quais o Brasil(98, 99). Os
azodis inibem a enzima lanosterol 14a-demetilase do citocromo P450, envolvida na conversdo

de lanosterol a ergosterol. A inibicdo da sintese do ergosterol resulta em aumento da
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permeabilidade da membrana fangica, lise e morte celular (3, 99, 100). Os az6is também
causam hepatotoxicidade e insuficiéncia adrenal, mas normalmente isso ocorre se forem
utilizados por longos periodos (101); alem disso, 0 medicamento pode ser teratogénico(100,
102).

O padrdo ouro no tratamento da neurocriptococose € a combinacdo de AmB
intravenosa e 5-FC oral(66). Contudo, este regime é invidvel devido ao alto custo dos
medicamentos, da internacdo hospitalar necessaria para aplicacdo de medicacdo intravenosa e
a necessidade de monitoramento intensivo das funcdes renal, hepatica e medular(103). Outro
problema deste regime € que a 5-FCé muito cara e ndo é licenciada na maioria dos paises da
Africa Subsaariana(103).Consequentemente, a monoterapia com fluconazol torna-se o
tratamento mais comum em paises com recurso terapéutico limitado, embora o mesmo tenha
apenas fungdo fungistatica em dose padrao (<400 mg/d) (103, 104) e mesmo administrado em
doses altas (800-1,200 mg/d) apresenta significativamente menor eficacia do que a AmB
(103).

Foi calculada a porcentagem de pacientes com neurocriptococose e AIDS que
morreram apos 10 semanas de tratamento, baseado em resultados de 18 ensaios e estudos
coorte de cada regime. Conforme mostrado na Tabela 1,0 tratamento menos eficaz foi a
monoterapia com alta dose de fluconazol (800-1,200 mg/d), apresentando média de 54,9% de
letalidade em dez semanas. Tratamento de curta duragdo com AmB (1 mg/kg/d 5-7d) e
fluconazol (1,200 mg/d por 14 d) demonstrou média mais eficaz, com taxa de mortalidade de
26%. Este tratamento foi ainda melhor do que regime com fluconazol e 5-FC(Tabela 1)(103).
E importante ressaltar que estas taxas de letalidade em pacientes tratados adequadamente para
criptococose sdo muito mais altas do que aquelas observadas em outras doencgas graves, como
a tuberculose (2-4)e chegam a ser comparaveis com a letalidade observada em surtos de

ebola.

Tabela 1 — Resultado clinico estimado para tratamento de indugdo de meningite criptocécica.

Regime de Inducéo Duracdo da | Média de Mortalidade | Média de mortalidade
Inducao 10 sem. 1 ano (1.C 95%)
Fluc. 800-1,200 mg 14d 54.9% (73/133) 60% )54-66%)
5FC + fluc. 1,200 mg 14d 43.5% (20/46) 50% (39-61%)
AmBd + fluc.l 1,200 mg 5-7d 26% (33/127) 34% (28-41%)
AmBd 14d 34.4% (128/372) 42% (38-51%)
AmBd + fluconazol 800 mg | 14 d 30% (61/203) 38% (32-46%)
AmBd + 5FC 14d 26.8% (62/231) 35% (28-41%)

5FC: 100 mg/kg/d, ambd: 0.7-1 mg/kg/d. Adaptado de: (103)




24

2.6IMUNOPROFILAXIA E IMUNOTERAPIA PARA CRIPTOCOCOSE

Dadaa gravidade da criptococose, sua grande incidéncia e as limitacGes das drogas
antifangicas atuais(92, 96, 101), diversos grupos tém buscado solugbes para a doenca
baseadas no sistema imunitario do hospedeiro. Uma primeira ferramenta importante seria uma
vacina, a ser usada na profilaxia da doenca(105, 106). Quatro tipos de componentes do fungo
permitem que a resposta imune durante a infeccdo seja a favor do hospedeiro: os
polissacarideos(107, 108), proteinas(109, 110), lipideos(111)e pigmentos de melanina(112).
No entanto, apenas os polissacarideos e as proteinas sdo candidatos ao desenvolvimento de
vacina(77). Apesar da capsula de C. neoformans ser um importante fator de viruléncia e capaz
de induzir a producdo de anticorpos contra GXM(69, 73, 79), a imunizagdo com o antigeno
ocorre via linfocito T independente e por isso ndo induz a amplificacdo da resposta humoral
mediada por célula T auxiliar, apresentando baixo potencial imunogénico (77, 113, 114). Essa
baixa imunogenicidade de GXM pode ser resolvida quando associada a proteinas
carreadoras(115). A ultima vacina foi feita usando GXM-TT e resultou em antigeno altamente
imunogénico, capaz de induzir a producdo de anticorpos protetores em camundongos(23,
116). No entanto, a imunizacdo ativa com GXM-TT requer prote¢cdo mediada por células T
CD4(22), o que pde em questdio seu potencial efetivo em hospedeiros
imunocomprometidos(117).Dado que os antigenos proteicos tém a capacidade de induzir o
processamento e apresentacdo de peptideos, eles sdo considerados prototipos para indugdo de
resposta mediada por célula(77). Por isso, ha grande interesse na identificacdo de antigenos
proteicos que sirvam para desenvolvimento de vacinas(109, 110). Infec¢do por criptococos
gera resposta de anticorpos rapida e forte contra proteinas flngicas, tais como as proteinas de
choque térmico (HSPs)(118), mas atualmente ndo existe evidéncia que essas respostas
contribuem para a protecdo do hospedeiro(77). Por outro lado, antigenos proteicos como as
manoproteinas geram uma resposta forte mediada por célula, a qualfoi associada com
protecdo parcial contra dose letal do fungo em camundongos(119). No entanto, as
manoproteinas mostraram ser componente responsavel por reacdes de hipersensibilidade do
tipo tardia (120), além de ndo serem recomendadas para tratamento de criptococose em
pacientes com HIV,ja quea proteina estimula a proliferacdo de linfdcitos e liberacdo de
citocinas por mononucleares periféricos 0 que, consequentemente, induz também a

proliferacdo do virus (121).
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A imunoprofilaxia, entretanto, tem limitagdes no caso da criptococose. A doenca
acomete principalmente pessoas imunodeprimidas, que consequentemente podem né&o
conseguir gerar respostas imunitarias robustas o suficiente para protecdo(122-124). Além
disso, a criptococose ndo acontece ap0s exposicdo aguda ao fungo, mas sim por meio de
reativacdo de infeccéo latente; de fato, todo ser humano adulto parece ter anticorpos contra C.
neoformans circulantes, entdo a vacina pode ndo surtir efeito algum(77). A imunoterapia com
anticorpos monoclonais, entretanto, desperta grande interesse como uma alternativa
importante no tratamento da criptococose(125, 126). A imunorregulacdo de mAbs promove
aumento da opsonizacdo e fagocitose, inibe diretamente a inducdo da cépsula do fungo,
modula a producdo de citocinas e resposta inflamatdria (3) e aumenta eficicia de drogas
antifangicas (24, 127-130).A administracdo de mAbs contra cdpsula de C. neoformans
potencializa também a eficacia de fluconazol e flucitosina (77).Diversos grupos produziram
anticorpos contra a capsula nas décadas de 1980 e 1990 (24, 126, 131, 132), mas 0s mais
importantes para este trabalho sdodois conjuntos independentes de anticorpos
murinosproduzidos por hibridomas pelo grupo do Dr. Casadevall (23, 133). Sete anticorpos
foram derivados de camundongo BALB/c infectado com C. neoformans sorotipo A e 22
foram derivados de camundongo BALB/c imunizado com GXM-TT de C. neoformans
sorotipo A. Esses mAbs foram dos tipos IgM, 1gG3, 1gG1 e IgA com a cadeia leve Kappa.
Apenas dois padrdes distintos da regido determinante de complementariedade (CDR) 3 de 7
aminoacidos estdo presentes em mAbs de camundongos imunizados, sugerindo que esses
hibridomas foram derivados de apenas dois diferentes precursores de célula B. Baseado no
padrdo de rearranjo da cadeia pesada e homologia de sequéncia de CDR3, os hibridomas
2D10, 2H1, 3E5, 18G9 e 13G12 foram derivados de um dos precursorese os hibridomas 4G9,
7G7, 9FII, 12A1, 13F1, 14EI, 15E8, 16E4, 18B7 e 25G12 foram derivados do outroprecursor
de célula B (134).

Estudo posterior comparou a estrutura primaria e idiotipos destes mAbs isolados a
partir de camundongos imunizados comGXM-TT. Um padrdo importante surgiu dessa
analise, que revelou vérios clones com 11 aminoacidos na CDR3do dominio VH; os
anticorpos que apresentaram esse perfil, tais como 2H1, 18B7, 3E5, 12A1 e 13F1, foram
classificados como pertencentes a classe Il (125, 135).Apesar da grande similaridade de
sequéncia de aminoacidos entre estes anticorpos, resultante do fato de eles serem originarios
de somente dois clones de célula B(134)eles tém uma série de diferencas funcionais

importantes que serdo detalhadas abaixo.
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O primeiro destes anticorpos testado como imunoterapia passiva em modelos animais
foi 0 2H1, umlgG1 que prolongou a sobrevivéncia de camundongos infectados com dose letal
deC. neoformans(23, 115). 2H1 foi extensivamente caracterizado, tendo inclusive sua
estrutura tridimensional caracterizada por cristalografia de raios X (125, 136, 137). Apesar
deser o candidato mais promissorpara desenvolvimento clinico, o anticorpo 2H1 apresentou
problemas de agregacdo durante sua purificacdo(125). Por isso, optou-se por desenvolver
outro 1IgG1 murino, conhecido como 18B7, que € proximamente relacionado ao 2H1 em sua
regido variavel, mas ndo idéntico (117). Fatores que contribuiram para a selecdo de 18B7 para
o desenvolvimento clinico foram: alta afinidade a GXM(117), ser protetor em camundongos
infectados com C. neoformans, apresentar um anticorpo quimérico camundongo-humano
protetor(138), auséncia de toxicidade em macacos em triagem terapéutica (139)e auséncia de
problemas significantes durante sua purificacdo(125).0 ensaio clinico fase 1 com o mAb
18B7teve resultados promissores em relacdo a tolerancia e eficdcia na eliminacdo de C.
neoformans em voluntérios tratados com o anticorpo(25, 125).

2.7CADEIA PESADA ALTERA A AFINIDADE DE ANTICORPOS CONTRA GXM.

Anticorpos sdo proteinas heterodiméricas compostas por duas cadeias pesadas (H) e
duas cadeias leves (L)(140). Cada cadeia H e L contém um dominio V que combinados
definem o sitio de ligagdo ao antigeno(141). No genoma de mamiferos existem cinco grandes
classes de dominio constante pesado (CH) que determinam o isotipo de anticorpo (142). E
atualmente definido que CH exerce sua funcdo efetora sem afetar diretamente a afinidade ou
especificidade de ligacdo ao antigeno. Essa definicdo, que data da década de 1960,implica que
a diversidade de anticorpos é proveniente da recombinacdo V(D)J, das mutacfes somaticas
nas regides CDR do dominio V e da mudanca de classe por recombinacdo(143, 144). Estudos
das trés Gltimas décadas, incluindo de cristalografia validaram extensivamente esse principio
(141, 145, 146). Dessa forma, a visdo classica da funcdo do anticorpo é que os dominios V
sdo exclusivamente responsaveis pela afinidade e especificidade do anticorpo, enquanto que 0
dominio constante € responsavel pelas propriedades biologicas, como ativacdo do
complemento, ligagdo ao receptor Fc, avidez e meia vida no soro(147, 148)(Figura 6). Esse
conceito postula que quando células B mudam uma regido CH para outra, a avidez e funcGes
efetoras do anticorpo mudam sem alterar a afinidade e especificidade ao antigeno(143, 144).
Contudo, anticorpos de regido variavel idéntica que manifestam diferencas na ligacdo ao
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antigeno, na especificidade fina e no reconhecimento idiotipico ja foram observados,
desafiando assimum dogma central da imunologia (142, 149).

Figura 6— Estrutura classica de anticorpo IgG.
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Vérias evidéncias sugerem que diferencas nas sequéncias CHs podem afetar a
especificidade e afinidade do anticorpo ao seu antigeno(34, 142, 145, 150). Foi observado que
anticorpos que conservavam o mesmo paratopo e variavam a cadeia constante (mudando de
classe ou isotipo) apresentavam diferente papel protetor quando camundongos infectados com
C. neoformans foram tratados com os mAbs(24, 28-30). Camundongos infectados com o
fungo e tratados com IgG1, 1gG2a, 1gG2b provenientes do hibridoma 3E5 evoluiram para a
cura em cerca de 17 dias ap0Os tratamento, enquanto aqueles tratados com o isotipo 1gG3
morreram precocemente apds 12 dias, antes mesmo dos animais ndo tratados com anticorpo
algum(81, 150). Ensaios de fagocitose de C. neoformans utilizando macréfagos como
fagdcitos reproduziram o achado in vivo, evidenciando maior porcentagem quando o fungo foi
opsonizado com os isotipos IgG que ndo o 1gG3(151-153).Esse papel que o anticorpo
apresenta em causar danos ou de ndo fornecer resposta protetora ao hospedeiro € denominado
agravante de doenca ou naoprotetor(33, 81, 154).

Para entender melhor o mecanismo protetor dos mAbs contra C. neoformans, ensaios
de Imunofluorescéncia Indireta (IFI)foram realizados com esses anticorpos de classe 11(125,
135). Interessantemente, os mAbs apresentam distintas formas de se ligar a capsula do fungo,
resultando em padrdes de ligacdo reprodutiveis(24, 28-30). Quando 3E5-1gG1 se liga ao C.
neoformans é observada a formacdo de um anel fluorescente envolto a sua cépsula,
denominado padrdo de ligacdo anular. J& quando 1gG3 se liga a levedura séo observados
pontos fluorescentes ao redor da capsula, denominado padrdo de ligagdo puntiforme (81, 150)
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Essa correlagdo entre padrdo de imunofluorescéncia e protecdo conferida pelo
anticorpo a camundongos infectados com C. neoformans ja foi observada com outros
anticorpos(135, 150, 155). Animais tratados com a IgM 13F1 tém a doenca agravada se
comparados a camundongos tratados com a IgM 12A1 e a outros isotipos que tratam a
doenca(155).Assim como 3E5-1gG1, que é protetor, a IgM protetora 12A1 se liga a capsula de
C. neoformanscom padrdo anular; da mesma forma, a IgM n&o-protetora 13F1 se liga a
capsula com padrdo puntiforme(135), semelhante ao também n&o-protetor 3E5-19G3(24, 28-
30). Conforme descrito acima, tanto 13F1 quanto 12A1 sdo anticorpos de classe Il (125,
135)e séo derivados do mesmo clone de células B; a unica diferenca entre estes dois
anticorpos é que 13F1 apresenta mutacdo de dois aminodcidos na cadeia varidvel pesada
(VH), se comparado a 12A1 (135, 150)(Tabela 2).

Tabela 2- Anticorpos monoclonais para GXM de C. neoformans.

Anticorpo | Isotipo | Padrdo de ligacdo | Protetor | Observagdes
2H1 lgG1 Anular Sim | O primeiro mAb anti-GXM com estrutura
cristalografica resolvida (PDB ID: 2H1P) (137)
3E5 1gG1, Anular Sim Isotipos de IlgGcom regido variavel idéntica
1gG2a, (154)
1gG2b
1gG3 Puntiforme Né&o
18B7 lgG1 Anular Sim | Em desenvolvimento clinico para terapia de
criptococose (25)
12A1 IgM Anular Sim | Derivados do mesmo clone de célula B,
13F1 IgM Puntiforme Ndo | diferindo em residuos que sofreram maturagéo
de afinidade na regido VH (155)

Experimentos semelhantes foram feitos com anticorpos quiméricos, contendo 0s
dominios variaveis de 18B7 (25, 125)e as regides constantes dos isotipos humanos 1gG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM e IgA. Estes anticorpos quiméricosapresentaram diferente padréo de
ligacdo a GXM, sendo o padréo de chigMe chlgG3 puntiforme e chlgG1, chlgG2, chlgG4 e
chigA anular(Figura 7). ELISA de competicédo revelou que anticorpos que melhor competem
por ligacdo ao epitopo apresentam padrdo de ligagdo semelhante. Por exemplo, experimento
entre mAb 18B7 e anticorpos quiméricos revelou que 18B7 compete com chlgG1l, chlgG2 e
chlgG4, mas ndo com chlgM ou chlgG3 (113, 138).
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Figura 7 — Padrdo de imunofluorescéncia anular e puntiforme dependente de CH.
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As figuras representam resultado de IFI de anticorpos quiméricos (chigG1l e chigG3) e do mAb 18B7 original
contra GXM de C. neoformans. Para deteccdo foram utilizados anticorpos secundéarios de cabra anti-
camundongo marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC). Fonte: (81)

A condicdo critica para ligacdo antigeno-anticorpo é a formacdo de um complexo
especifico entre ambos (143, 144, 147). Para compreensdo da interacdo dessas duas
macromoléculas bioldgicas e requerido conhecimento detalhado das caracteristicas estruturais
e funcionais desse complexo(143, 144, 147, 148). A estrutura do complexo antigeno-
anticorpo pode ser descrita usando cristalografia por raios X e modelos computacionais. A
atividade funcional pode ser compreendida pela constante cinética de associacao/dissociacao,
de equilibrio (determinada pela variacdo da energia livre de Gibbs) e por pardmetros
termodinamicos de ligacdo do complexo(156). Experimentos de Ressoancia Plasmonica de
Superficie (SPR)(142), Calorimetria por Titulacdo Isotérmica (ITC)(34)e de Ressonancia
Magnética Nuclear (NMR)(157, 158), os quais utilizam de tais principios, foram aplicados
para determinar se a afinidade/especificidade do mAb ao antigeno GXM ¢ alterada quando a
cadeia variavel é mantida e a cadeia constante é trocada(141, 159). Resultado de SPR
evidenciou aumento da afinidade dos isotipos a GXM na seguinte ordem 1gG2b> IgG2a>
1gG3> 1gG1(142). Essas observacgdes sugerem que diferencas estruturais no dominio CH1 sdo
responsaveis por alterar a constante de afinidade e, consequentemente, variar a ligacdo ao
antigeno(137, 142). O mecanismo para esse efeito parece envolver a transformacdo da
estrutura secundaria do sitio de ligacdo do anticorpo em uma forma cineticamente mais
competente em anticorpos que apresentam afinidade de ligacdo aumentada(142). Issopode ser
correlacionado com o fato de a flexibilidade do anticorpo ser controlada pelo dominio CH1 e
regido de dobradica (137, 142, 160).

Estudo utilizando Espalhamento de RaiosX de Pequeno Angulo (SAXS) para anélise
conformacional de 3E5 IgG3 Fab e 2H1 1gG1 (137)confirmou a afirmacédo de que o padrdo de
ligagdo 1gG1 e IgG3 ¢ alterado devido a diferengas na angulagéo da cadeiaconstante geradas



30

pela regido de dobradica e pela regido de juncdo entre o CHL1 e a regido variavel (137, 142,
149).

2.8 IGG 3 INTERAGE COM RECEPTOR DIFERENTE DOS DEMAIS ISOTIPOS.

Apesar do anticorpo IgG3 ser o principal isotipo produzido contra carboidratos e
epitopos de repeticdo em camundongos, seu papel na resposta imune ainda néo é totalmente
entendido (152, 153). H& pouco mais de trinta anos foi demonstrado que IgG3 possui receptor
independente das demais subclasses de IgG murinas(151-153). Ao longo dessas trés décadas,
alguns trabalhos sugeriram que IgG3 interage com FcyRI(152, 153, 161), mas diversos grupos
ndo conseguiram reproduzir este achado e observaram fagocitose mediada por IgG3 mesmo
quando os receptores FcyR estavam bloqueados (117, 153, 162).

Durante seu pos-doutorado, o co-orientadordeste trabalho,Dr. André Nicola, e outros
colegas do Albert Einstein College of Medicine, New York, realizaram um estudo no qual
foram transduzidos individualmente cerca de80.000 diferentes RNAs interferentes (RNAi) em
macrofagos J774 contra 15.000 genes de camundongos com objetivo de identificar o receptor
de 1gG3. Destes alvos génicos, foram selecionados aqueles em que a reducdo da expressao
génica resultou em macréfagos com menor capacidade de ligagdo algG3, mas com capacidade
inalterada de ligar 1gG1. Ao final, dois clones de RNAIi demonstraram reducdo consideravel
da ligacéo de IgG3 e de fagocitose mediada especificamente por 1gG3. Os dois clones tinham
como alvo a Itghl. Uma série de testes subsequentes de perda e ganho de funcéo
demonstraram que a presenca de Itgb1 esta associada a fagocitose mediada por 1gG3, mas nao
a lgGl. Esses resultados levantam uma pergunta muito importante que ainda nao foi
respondida: Itghl é o receptor de 1gG3 procurado desde os anos 1980 ou € somente uma
proteina acessoria necessaria para o funcionamento desse receptor ainda ndo descoberto? Este
trabalho faz parte da linha de pesquisa que busca responder essa pergunta, estudando o papel

de Itgb1 na fagocitose mediada por 1gG3 e as possiveis aplica¢fes praticas que isso possa ter.
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3. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista as desvantagens das drogas disponiveis no mercado para tratamento de
criptococose meningocacica, 0s anticorpos monoclonais gerados a partir de imunizacdo de
camundongos com GXM-TT se tornaram uma ferramenta terapéutica promissora contra C.
neoformans. Visto que os anticorpos monoclonais murinos podem gerar resposta protetora e
ndoprotetora em camundongos, a depender de seu isotipo ou de pequenas variacbes no
dominio VH, é importante que eles tenham seu mecanismo efetor melhor compreendido a fim
de utilizar em seres humanos o anticorpo mais eficiente possivel no tratamento da doenca.
Diversos estudos feitos ao longo das Gltimas trés décadas mostraram uma associagdo entre a
resposta imune protetora/agravante de doenca e 0s isotipos de anticorpos, com o isotipo 1gG1
conferindo imunidade protetora e o isotipo 1gG3 conferindo imunidade ndoprotetora ou
agravante de doenca.

A observagdo de que anticorpos protetores e ndoprotetores apresentavam uma
correlagdo no padrdo de imunofluorescéncia levantou a hipOtese que a estrutura tri-
dimensional da cadeia variavel idéntica entre os isotipos era, de alguma forma, alterada pela
conformacédo da cadeia constante dos anticorpos. Essa possibilidade coloca em questdo um
importante dogma em que acreditamos ha anos: a cadeia varidvel é a Unica responsavel pela
ligacdo ao antigeno. Um entendimento detalhado sobre o mecanismo molecular e estrutural,
pelo qual a porcdo constante da cadeia pesada afeta a regido variavel a ponto de alterar a
atividade imunitaria de um anticorpo é entdo, crucial para que sejam criados anticorpos
seguros para terapia da criptococose.

Uma segunda explicacdo para diferentes isotipos de IgG de cadeia variavel idéntica
gerarem diferentes papéis protetores em camundongos pode ser o fato de que eles interagem
com receptores diferentes. Os receptores dos isotipos 1gG1, 1gG2a e 1gG2b de camundongo
sdo amplamente conhecidos, enquanto 1gG3 ndo apresenta afinidade mensuravel a nenhum
recepor Fcy conhecido. Desde 1981 foi levantada a hipotese desse anticorpo apresentar
receptor independente, diferente daqueles que se ligam a porcdo Fc dos outros isotipo de IgG.
Um colaborador direto deste projeto, o Dr. André Nicola, e seus colegas identificaram a ltgbl
como possivel receptor ou correceptor na fagocitose mediada por IgG3. Uma série de
experimentos de perda e ganho de fungdo comprovam essa hipOtese, mas o0 mecanismo
molecular de interacdo entre 1gG3 e ltgbl ndo foi demonstrado. Um melhor conhecimento
sobre esse mecanismo também pode contribuir para o desenvolvimento de anticorpos

terapéuticos mais seguros e eficazes.
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAIS

Os anticorpos monoclonais podem ser bastante Uteis na terapia da criptococose, mas é
importante conhecer melhor o mecanismo pelo qual eles protegem o hospedeiro contra C.
neoformans para desenvolver terapias eficazes e seguras. Uma observacdo muito importante
para esta linha de pesquisa da qual a atual dissertacdo faz parte é a mudanca na capacidade
protetora de um mesmo anticorpo 1gG quando seu isotipo é alterado. O objetivo geral deste
trabalho entéo, € entender o mecanismo molecular pelo qual diferentes isotipos 1gG de

regido variavel idéntica alteram a resposta imunitéria.

4.1.10bjetivo especifico 1- Produzir anticorpos recombinantes 2H1-1gG1 e2H1-1gG3

Os anticorpos monoclonais 3E5 foram o0s Unicos a terem seu padrdo de ligacdo a
C.neoformans e interacdo com receptores celulares (Fc e Itgb-1) estudados. Desta forma, é
importante estudar anticorpos 1gG com cadeia variavel diferente da de 3E5 para avaliar se 0s
resultados obtidos com 3E5 sdo generalizaveis. A estratégia experimental de usar anticorpos
recombinantes permite também uma série de experimentos que possibilitardo determinar com
precisdo quais residuos de aminoacidos e/ou tipos de modificacdo pds-traducionais do
anticorpo 1gG3 sdo necessarios para essas mudancas no padrdo de ligacdo a C. neoformans e a
receptores celulares. O anticorpo 2H1 é um bom candidato para fazer os anticorpos
recombinantes por ser um dos anticorpos contra a capsula de C. neoformans mais estudados e
também por ser o unico, além de 3E5, a ter estrutura tridimensional caracterizada por

cristalografia, o que facilitara estudos estruturais futuros.

4.1.20Dbjetivo especifico 2- Produzir anticorpos recombinantes 4-4-20-1gG1 e 4-4-20-
19G3

Além de avaliar o mecanismo efetor de anticorpos contra C. neoformans, € importante
também avaliar se as diferencas funcionais entre 1gG3 e o0s outros isotipos de 1gG séo
semelhantes em anticorpos contra outros antigenos. Neste caso, anticorpos recombinantes de
alta afinidade contra um hapteno comumente utilizado em laboratério (FITC) sdo uma

excelente opcéo.
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4.1.30bjetivo especifico 3 —Determinar se os anticorpos recombinantes se ligam a
capsula deC. neoformans e o padréo de ligacdo gerado por imunofluorescéncia

Além de testar a capacidade dos anticorpos 2H1 recombinantes de reconhecer seu
antigeno na superficie das células de C. neoformans, experimentos de imunofluorescéncia
permitem confirmar se de fato anticorpos de diferentes isotipos 1gG apresentam formas
distintas de se ligarem a cépsula do fungo. Segundo achados anteriores, é esperado que 1gG1
apresente padrédo de fluorescéncia anular e que 1gG3 apresente padrdo puntiforme.

4.1.40bjetivo especifico4 —Determinar o receptor por meio do qual os anticorpos
recombinantes medeiam sua funcéo através de ensaios de fagocitose

Uma das principais fungdes imunitarias de anticorpos 1gG contra patdgenos
encapsulados, como C. neoformans, é induzir a fagocitose por macrofagos através de
interagdo com receptores Fcy. Os quatro receptores Fcy conhecidos interagem com IgGl,
IgG2a e 1gG2b, mas segundo muitos autores, ndo com 1gG3. A primeira sugestdo de um
receptor especifico para 1IgG3 é de 1981, e resultados de testes de perda e ganho de funcéo do
grupo sugerem que esse receptor pode ser Integrina b-1. Todos esses testes, entretanto, foram
feitos com 3E5. Assim, € necessario avaliar se a funcdo opsonizante de outros anticorpos
1gG3 (2H1 e 4-4-20) também é mediada por Integrina b-1.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 SINTESE QUIMICA DE GENES

A sequéncia génica da cadeia VL e VH do mAb 2H1 IgG1foi obtida no Protein Data
Bank (PDB). De forma a produzir anticorpos para servirem de controle, obtivemos do mesmo
banco de dados as sequéncias de aminoacidos dos dominios VH e VL do anticorpo murino 4-
4-20, que se liga ao hapteno FITC(163-166). As sequéncias de aminoacidos foram
convertidas em sequéncias nucleotidicas e otimizadaspor selecdo de cddons preferenciais
(codon usage) para expressao em células de mamiferos. Essas sequéncias (Figura 8) foram
sintetizadas quimicamente pela empresaGenScripte entregues em vetor de clonagem pUC57,
de 2.710 pares de bases (pb) e marca de selecdo para ampicilina (Figura 9). Os genes de
cadeia pesada 2H1-VHe 4-4-20-VH vieram flanqueados pelo sitio de restricdo Afel/ Eco471lI
(5’AGCGCT 3°); os genes de cadeia leve 2H1-VL e 4-4-20-VL foram flanqueados por Agel
(5’ACCGGT 3’) e BstAPI (5’GCAGATGCTGC3”) (Figura 8).

Figura 8 - Sequéncia de genes 2H1 e 4-4-20 VH e VL.

>2H1-VH

( JECCACCRTEIATCGGATGCAGCTGCTGICCIGIATCGCCCIGAGCCTGECCCTGGTCACARR.
CICTGATGTICAAACTGGTICGARAAGCGGEEGTIGGCCTGOTGAAGCTGGGCGGATCACTGARACTGAGCT
GCGCCGCTITCCGEGATTCACCTITTAGCTCCTACTICCTIGICCIGEGIGCGACAGACACCCGAGAAGAGA
CTGGAACTGGTICGCTACTATCAACAGCAATGGGGACAAGACCTACCACCCTGATACRAATGARAAGGTCG
GITTACTATTICTCGCGACAACGCARAGAATACCCTGTATCTIGCAGATGTCTAGICTGAARAAGTGAGSG
ACACAGCACTGIACTATTGTIGCCAGGAGAGATTCATCCGCATCICIGTATTITTIGATTATIGGGGGCAG
GGCACCACTCTGACTGICTICCAGCECT

>FITC-VH

A GCECIGCCACCATGTACCGGATGCAGCTGCTIGICTIIGTATIGCTICTGTCACTGGCTCIGGICACTAR
CICTGAAGTCAAACTGGATGAAACTGGAGGAGGGCTGGTGCAGCCAGGTCGACCCATGAAGCTGTCTT
GCGTCGCAAGTGGCTITCACCTTTITCCGACTACTGGATGAACTGGGTIGCGGCAGTCTCCCGAGAAGGGA
CTGGAATGGGIGGCCCAGATCCGCAACARARACCTTACAACTACGAGACATACTACAGTGATTCAGTGAA
GGEGGAGGTTCACTATTTCAAGAGACGATAGCARAAGCTCCGTIGTATCTGCAGATGAACAATCTGAGAG
TCGAAGACATGGGCATCTACTATTGTACCGGGAGTTACTATGGTATGGATTACTGGGGCCAGGGAACT
AGCGTGACCGICICT A GCGCT

>FITC-VL

[ rCCthATGTRTCGGATGCAGQIGF?G?CFT@IPT?QCCF?G?C?C?GGCCCIGGTGACTAE_
CTCAGACGTCGIGATGACTCAGACCCCCCTGICCCTGCCCGIGICICTGGGCGACCAGGCTITICCATCT
CITGCCGGAGCTCCCAGAGTICIGGTICCACTCACAGGGGAACACCTACCTGCGCTGGTATCIGCAGAAG
CCAGGCCAGTCTCCCAAGGTGCTGATCTACAARAGTCAGCAATAGGTITCTICCGGCGTIGCCTGACAGGTT
CAGCGGATCAGGGAGCGGTACCGATTITCACACTGARAATTAGCCGAGTGGAGGCAGRAAGACCTGGGAG
TCTATTTCTIGCICCCAGTCTACTCATGTGCCITGGACCTITGGCGGAGGGACAAMGCTGGAGATCARAD
AGG( : L
>2H1-VL

A GG CCACCATGTATAGAATGCAGCTIGCTIGICCTGTATIGCCCTGICACTGGCTCIGGICACARAA
CTCCGATGTCGTIGATGACTCAGACCCCACTGTCTCTIGCCAGTGAGTCTGGGAGACCCCGCCTICTATCA
GITGCCGGAGCTCCCAGTCACTGGTCCACAGCAACGGTAATACCTACCTGCATTGGTATCTGCAGAAG
CCCGGCCAGAGTCCTAAGCTGCTIGATCTACARAGTGTCCAACAGGTTCTICTGGAGTCCCCGACAAGTT
TTICAGGCAGCGGATCCGGEGACCGATITCACACTGARAATTTCTAGAGTIGGAGGCTGAAGATCAGGGGG
TCTATTTTTIGITCACAGICTACCCACGTGCCCTGGACATTCGEGEGEGGGGACCAMGCTGGAAATCARAG
AGGGCAGATGCTIGC
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Em vermelho estdo marcadas as sequéncias de Kozak para expressdo génica em mamimefos. Em azul nas
sequéncias VH estéo os sitios de restricdo Afel; e em VL a montante esta o sitio Agel e a jusante o sitio BstAPI.
As sequéncias génicas estdo no sentido 5°-3°.

Figura 9 — Mapa do vetor pUC57 (GenScript) carreador dos insertos 2H1 e 4-4-20 VH/VL

Em azul esta representado o sitio de clonagem maltipla. Do lado oposto, o gene bla (Ap"), que confere resisténcia
a ampicilina.

5.2 CLONAGEMDE VH E VL EM VETORES DE EXPRESSAO.

Os vetores pUC57 foram transformados em E. coli DHS5a eletrocompetentes (New
England Biolabs) e plaqueados em meio Luria Bertani (LB) solido com ampicilina (100
pug/mL). As colbnias isoladas foram inoculadas em meio LB liquido por até 16h a 37°C sob
agitacdo. A purificacdo dos plasmideos por lise alcalina foi realizada,ora por
minipreparaciocaseira adaptada de Sambrook(167),ora por “GenElute™ HP Plasmid
Miniprep Kit” (Sigma Life Sciences). A qualidade da purificagdo foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose a 1% e a quantificagdo pelo método fluorimétricoQubit™ dsDNA BR Assay
(Invitrogen). Para clonagem, os plasmideospUC57 VH e os plasmideos contendo cadeia
constante pesada pFUSE-CHIg-mG1 (Invivogen) (Figura 10), pFUSE-CHIg-mG3 (Invivogen)
(Figura 11) foram digeridos por Afel/ Eco4711l (New England Biolabs); enquanto os pUC57
VL e plasmideo de cadeia constante kappa pFUSE-CHIg-mK (Invivogen) (Figura 12) foram
digeridos por Agel e BstAPI (New England Biolabs). Os insertos VH liberados de pUC57
foram eluidos, purificados porlllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
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Healthcare) e quantificados por Qubit™ dsDNA BR Assay (Invitrogen). O DNA clivado em
extremidades cegas foi defosforilado usando Antartic phosphatase (New England Biolabs).
Os insertos VH foram ligados aos vetores pFUSE-CHIg-mG1 e pFUSE-CHIg-mG3; e os VL
ao pFUSE-CHIg-mK por uma noitea temperatura ambiente, utilizando T4 DNA ligase
(Thermo Scientific™) e proporgdo inserto:vetor 1:1, 3:1,6:1. Os vetores ligados foram
transformados em E. coli DH5a eletrocompetentes (New England Biolabs) e plaqueados em
meio LB sélido com Zeocina™ Invitrogen (25 pg/mL) para selecdo de clones de cadeia
pesada; e com Blasticidina (50 pug/mL) para selecdo de clones de cadeia leve. Foi feito pre-
indculo das coldnias em selecdo com os mesmos antibidticos descritos para plagueamento,
sendo realizado posteriormente minipreparacdo, eletroforese em gel de agarose 1% e

quantificacdo fluorimétrica.

Figura 10 — Mapa do vetor de expressdo pFUSE-CHIg-mG1 (Invivogen) para clonagem dos

insertos VH.
Ori
CHI1
mlgG1 Constant Heavy

pFUSE-CHIg-mG1

(4425 bp)

Ecod7II1 (585)

CMYV enh

SV40 pAn

BGlo pAn

Em vermelho, o sitio de restricdo Eco47111/Afel (585).
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Figura 11 — Mapa do vetor de expressdo pFUSE-CHIg-mG3 (Invivogen) para

clonagem dos insertos VH.

CHI

Ecod7IIL (585)

mlgG3 Constant Heavy

hinge

CMV enh pFUSE'Cng-mG3

(4434 bp)

Em vermelho, o sitio de restri¢do Eco47111/Afel (585).

Figura 12 — Mapado vetor de expressdo pFUSE2-CLIg-mk (Invivogen) para clonagem dos
insertos VL.

Agel (553)
hEFI-HTLV prom
BstAPI (584)

mlg Kappa Constant

pFUSE2-CLIg-mk

(3800 bp)

Em vermelho, os sitios de restricdo Agel (553) e BstAPI (584).
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5.3 CONFIRMACAO DE CLONES POR DIGESTAO, PCR E SEQUENCIAMENTO.

Os clones 2H1-VH+CHIg-mG1, 2H1-VH+CHIg-mG3, 2H1-VL+CLIg-mK, 4-4-20-
VH+CHIg-mG1, 4-4-20-VH+CHIg-mG3, 4-4-20-VL+CLIg-mK foram confirmados apés
digestdo com as mesmas enzimas de clonagem, por visualizacdo em gel de agarose dos
vetores pFUSE-CHIg-mG1 (4.425 pb), pFUSE-CHIg-mG3 (4.434 pb) e pFUSE-CHIg-mK
(3.800 pb); e de seus insertos 2H1-VH (435 pb), 4-4-20-VH (429 pb), 2H1-VL (422 pb) e 4-
4-20-VL (422 pb). A confirmacao da clonagem das regides VH e VL foi feita por Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando a enzimaPyroStart™ Fast PCR Master Mix (2X)
(Fermentas, Thermo Scientific),iniciadores senso que alinham a regido a montante do
promotor em comum a todos 0s vetores, e iniciadores anti-senso especificos para regido 3’
terminal de cada inserto(Exxtend) (Tabela 3). Os clones confirmados por PCR foram
sequenciados em ABI 3130xI (Applied Biosystems)no Centro de Gendmica de Alto
Desempenho do Distrito Federal, situado na Universidade Catdlica de Brasilia (UCB), e
assequéncias foram analisadas pelo programa PHPH (MegaBACE ou ABI), Nucleotide
BLAST (NCBI) e Expasy Translate (SIB).

Tabela 3— Iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos insertos 2H1 e 4-4-
20 VH e VL.

Nome Sequéncia (nt) 5°-3°
pFUSE-seqg-Forward TGCTTGCTCAACTCTACGTC
2H1-VH-Reverse ATGCGGATGAATCTCTCCTG
2H1-VL-Reverse CTGATCTTCAGCCTCCACTC
4-4-20-VH-Reverse TAGATGCCCATGTCTTCGAC
4-4-20-VL-Reverse TCTGCCCTTTTGATCTCCAG

5.4 PRODUCAO DE ANTICORPOS RECOMBINANTES

Células de Ovério de Hamster Chinés (CHO-K1 ATCC® CCL-61™) e de Mieloma
Murino N&ao Secretor de Imunoglobulina (NSO PTA-3570)em suspensdao foram mantidas na
confluéncia de 4-8 x10°células por mL a 37°C e 5% de CO,Ambas foram co-transfectadas
com plasmideos codificando cadeia pesada e cadeia leve dos anticorpos com dois reagentes de

transfeccdo Lipofectamina 2000 (Invitrogen) e K2 (Biontex) na propor¢do DNA (ug):
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reagente (uL) 1:1 a 1:5. Transfeccdo estavel foiobtida apos 2-3 semanas em sele¢cdo com
Zeocina (2mg/mL) e Blasticidina (10 pg/mL). Para aumentar a produtividade de anticorpos
apos a transfeccdo e selecdo, foi realizada diluicdo limitante de clones, para mais uma vez
selecionar os mais produtivos, sendo estes escalonados de placa com 96 pocos para placas
com 24 pogos, 6 pogos, placas de 100 mm e,por fim,garrafas de 175cm® As células NSO,
apos avaliacdo de sua produtividade, passaram a ser as Unicas utilizadas, sendo adaptadasde
crescimento em GIBCO®Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM)1X (Life technologies)
com 10% de Soro Fetal bovino (SFB) inativado por calor, para crescimento em meio
GIBCO®CD-hybridoma AGT™ 1X (Life technologies) filtrado em membrana de hidrofilica
de polietersulfona 0,22 um (Kasvi). Aliquotas da diluicdo de clones foram congeladas em
10% de dimetilsulféxido (DMSO)sobre o volume final de SFB. O sobrenadante de cultura
celular proveniente de cada anticorpo foi colhido em pool e armazenado a -20°C.Em
tentativas posteriores, os clones que apresentaram melhor produtividade foram descongelados
e mantidos para escalonamento e coleta de sobrenadante para testes. Ao final do projeto foi
possivel manter o cultivo das células NSO sob agitador e escalonar o crescimento para
erlenmeyers de pléasticode 1000 mL (Corning). Durante os procedimentos de subcultura
celular, foi realizado teste de viabilidade com o corante vital azul de tripano 1X(Sigma-
Aldrich). As amostras foram entdo ultrafiltradas em sistemaAmicon® (Millipore)com
membranas de 10 kDasob presséo constante de nitrogénio.

5.5 PURIFICACAO DE ANTICORPOS

Diferentes métodos cromatrograficos foram testados para purificacdo e concentracao
dos sobrenadantes dos melhores clones produtores de anticorpos, sendo executados em
colaboracdo com a pesquisadoraDra. Verenice Adriana Paredes Hernandez. Os métodos
utilizados foram: Cromatografia de Afinidade com coluna de proteina G*“HiTrap Protein G
HP, 1 mL” (GE,Life sciences),Exclusdo Molecular com coluna “HiLoad 16/600 Superdex 75
pg, 120 mL” (mesmo fabricante), TrocaAnidnica e Catibnica com colunas “HiTrap SP HP,
ImL”, “HiTrap Capto Q 1 mL”(troca anibnica forte), “HiTrap Capto MMC”(ligante
multimodal, troca catibnica fraca) e “HiTrap Capto DEAE, 1mL”(troca anidnica
fraca),HiScreen Capto DEAE(10 mL), Ultrafiltragdo com membranas de diferentes tamanhos
de poro (3-100 kDa) em tubos Amicon (Millipore) e Vivaspin® (GE Healthcare Life sciences).

Antes de cada purificacdo as amostras foram filtradas em membrana de fluoreto de

polivinilideno (PVDF) 0,22 um. As amostras foram filtradas antes do armazenamento e
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sempre mantidas a baixa temperatura (aproximadamente 4°C). Antes e depois de cada
procedimento de purificacdo foram coletadas aliquotas para, posteriormente, estimara perda

de anticorpos ao longo dos procedimentos.

5.5.1 Purificacéo de anticorpos por dietilaminoetil sefarose (DEAE)

A melhor recuperagcdo foi obtida portroca anidnicacom matriz positivamente
carregada, composta dedietilaminoetilanol covalentemente ligada a sefarose (DEAE) e
associada a dextrano.A metodologia foi realizada emcromatdégrafo Akta Avant 25 e programa
Unicorn 6.2 (ambos GE Healthcare Life Sciences) no Centro de Ciéncias Gendmicas e
Biotecnologia (UCB). A coluna “HiScreen Capto DEAE”suporta 4,7 mL, apresenta dimenséao
de 0.77 x 10 cm, capacidade de ligacdo >90 mg/mL. Os limites de pressdo (0,8 Mpa) e taxa de
fluxo (1,2/mL) foram respeitados, conforme as recomendacdes do fabricante (168). A faixa de
pH da matriz é de 2-9 e o tampao de equilibrio e de elui¢do utilizado foi o Tris-HCI 20 mM
pH 8 e Tris-HCI 20 mM + 1M Nacl pH 8, respectivamente.O modo de purificagdo utilizado
foi o ndo ligante, onde anticorpos ndo se ligam a coluna e sdo recuperados no flow-through,
enguanto os contaminantes se ligam a coluna e sdo lavados em condi¢des de eluicdo. O flow-

throughfoi coletado e armazenado a 4°C.

5.5.2 Precipitacéo de anticorpospor solucéo saturada com sulfato de amdénio (SAS)

As amostras purificadasforamprecipitadas com solucdo saturada de sulfato de
amonio(4,84 M, pH 7,45), por adicdo do sal ao flow-throughsob constante agitacdo até
alcance da concentracdo de 37 a 50%. As solugbes foram centrifugadas e o0s
precipitadosforamlavados com tampdo fosfato salinol0X (PBS)resfriado, sendo o
procedimento repetido até ressuspensdo total dos precipitados. Uma aliquota do concentrado e
do lavado foi coletada para analises posteriores. As ressuspensdes foram dialisadas e
concentradas em Vivaspin® 20, com limite de peso molecular (MWCO) de 10 (GEHealthcare

Life sciences) para volume final de aproximadamente 5 ml.

5.5.3 Purificacéo de anticorpos por cromatografia de excluséo molecular.

Para remocdo do sal residual e de outros possiveis contaminantes de massa molecular
menor que 70 kDa,as amostras foram purificadas por exclusdo molecularusando HilLoad
16/600 Superdex 75 pg, novamente no cromatografoAkta Avant 25. A coluna possui matriz de

dextrano altamente ligada & agarose, com faixa de separacdo de moléculas de 30 kDa a 70
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kDa (169).Foi usado tampéao PBS 1x pH 6.8 para equilibrio e eluicdo; e a taxa de fluxo (1
mL/min) e limites de pressdo da coluna foram seguidos conforme as recomendacdes do
fabricante. As amostras foram coletadas apenas quando as fragdes geraram picos de absor¢édo
de luz ultravioleta entre 260 nm a 280 nm(UV20-UVag). Os anticorpos foram

concentradospara o volume final de 1 ml e armazenados a 4°C.

5.6QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS

5.6.1 Ensaio imunoadsorvente ligado a enzima

Aliguotas obtidas antes, durante e ap0s a purificacdo tiveram sua concentracao testada
por ELISA indireto. Placas de poliestireno de 96 pogos foram revestidas com GXM ou com
albumina de soro bovino (BSA) conjugado a FITC por 1 h a 37°C ou durante a noite a 4°C,
para deteccdo de anticorpos 2H1 e 4-4-20, respectivamente. Entdo, as placas foram
bloqueadas com BSA 1% por 1 h a mesma temperatura e lavadas 3x com PBS 1x com tween-
20 a 0.05%. A placa com GXM foram adicionadas amostras sem diluir e diluidas com PBS
1X, assim como o padrdo (mAb 18B7 IgG1) diluido em série 1:2 (com faixa de dilui¢do entre
2 ug a 0.0152 pg). A placa com BSAtambém teve adicdo de amostras diluidas da mesma
forma, no entanto ndo havia anticorpo padrdo para detec¢do para tornar possivel a
quantificacdo dos anticorpos teste. Apos as placas serem incubadas e lavadas novamente, o
anticorpo secundario de cabra anti-lgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina
(1:1000 em BSA1%) foi adicionado e incubado. A placa foi lavada novamente e incubada por
até 30 min com o substrato p-nitrofenil fosfato (;|NPP) em solucdo tampdo. A reacdo é
revelada por medida de densidade dptica (DO) a 405 nm. A concentracdo foi estabelecida
pelo célculo de coeficiente de correlacdo de Pearson, tendo a equacdo da reta sido

determinada mediante a regresséo linear simples,realizado pelo programa Excel (Microsoft).

5.6.2Métodos espectrofotométricos

Os anticorpos foram também quantificados pelo método nanofotométrico,
utilizandoNanoPhotometer™ Pearl (Implen), o qual se baseia na deteccdo de absorcdo de
UV € requer um pequeno volume de amostra. Esse espectro de absorgéo é caracteristico de
aminoacidos como tirosina e triptofano(aromaticos) e cisteina. A partir desse dado, a lei de
Lambert-Beer (leva em consideracdo o caminho oOptico e o coeficiente de absorcao/extingdo
molar) pbde ser aplicada para determinar a concentracdo de proteina da amostra. A massa
molecular e coeficiente de extingdo molar obtidospelo Protparam (ExPASy) para cada
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anticorpo sdo: 2H1 1gG1 (154.947,2 Da/216.895 M™*cm™ou 1,4 g/L), 2H1 1gG3 (156.064,8
Da/222.605M“cm™ou 1,426 g/L), 4-4-20 1gG1 (155.575,7 Da/250.815 M*cm™ou 1,612 g/L)
e 4-4-20 19G3 (156.693,3 Da/256.525 M™*cm™ou 1,637 g/L). A quantificacdo pelo método foi
feita apenas em amostras purificadas, a fim de evitar leitura inespecifica por contaminantes
que apresentam forte absorbancia de UV (acidos nucléicos, detergentes).Alternativamente, as
amostras foram quantificadas por fluorimetria no equipamentoQubit® Protein Assay (Life

Technologies).

5.7ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM DODECIL SULFATO DE
SODIO (SDS-PAGE)

A confirmacdo da massa molecular, purificacdo e concentracdo dos anticorpos foi
estimadapela técnica de SDS-PAGE usando Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad) e o
protocolo seguiu as recomendacbes do fabricante(170).Depois de misturadas ao tampao
desnaturante e fervidas por 5 minutos, até 20 L total (amostra + tampé&o) foram aplicados no
gel polimerizado. O marcador de peso molecular Broad Range (Bio-Rad) ndocorado foi
aplicado diretamente no gel, sem ferver, assim como as amostras em condigédo
ndodesnaturante.As proteinas foram separadas pela massa molecular e migragdo de carga em
gel carregador a 5% e gel separador a 10%(20 kDa - 300 kDa)ou 12% (10 kDa - 200
kDa)utilizando os reagentes em comum: SDS 10%, persulfato de aménio 10%, N,N,N’,N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED), bis-acrilamida 30% e &gua destilada. Tampé&o Tris-HCI 1
M pH 6,8 para gel carregador e Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 para gel separador de diferentes pHs
foi utilizado para realizacdo de eletroforese em sistema de géis descontinuo. A corrida do gel
foi realizada em imersdo em tampéao Tris-glicina 1X pH 8,8a 15V por 20 minutos e 170V para
o resto da corrida. O gel foi corado com comassie Brilliant Blue R250/G250(Sigma-Aldrich) e

algumas vezes com sulfato de prata (Sigma-Aldrich) (171).

5.8ENSAIOS FUNCIONAIS DE ANTICORPOS

A funcionalidade dos anticorpos recombinantes foi testada pelos métodos de
imunofluorescéncia e fagocitose. Os primeiros testes foram feitos com amostras de
sobrenadante de células transfectadas antes da selecdo com antibiotico.Os ensaios tiveram
participacdo ativa do Dr. André Nicola, que possui expertise na area e ja vem contribuindo

com o grupo desde 2011.
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5.8.1 Ensaio de fagocitose com células 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 opsonizagcdo dos
anticorpos recombinantes. O ensaio de fagocitose foi realizado em placas de 96 pocos
contendo macréfagos (densidade por pogo: 5 x10%). A condicdo de cultivo e incubagdo das
células foi com DMEM 1X (Gibco) suplementado com SFB 10%, meio GIBCO® NCTC-109
e 1% de aminoacido ndo essencial, a 37°C, 5% de CO, por 16-24 h.No segundo dia de alguns
experimentos, foram adicionados:anticorpos de bloqueio de receptor complemento (anti-
CD18 + anti-CD11c) e de receptor FcyR (clone 2.4G2) de 10-50ug/mL e incubados por 20-30
min. Células sem anticorpos de bloqueio foram mantidas para validacdo do experimento.
Foram também adicionadasas opsoninas2H1-1gG1 e IgG3 recombinantes (10 pg/mL) e 18B7,
como controle positvo; e suspensdo dos sorotipos A (H99) e D (24067) (cedidos pelo Dr.
Arturo Casadevall)do fungo com relacdo macrofago:C. neoformansl:1 a 1:2 por 2 h. Células
contendo nenhum anticorpo foram mantidas para controle negativo. As células foram fixadas
30 min com metanol -20°C, lavadas trés vezes com PBS 1X e coradas por Giemsa 1:20. As
células foram analisadas em microscopio invertido Zeiss AxioObserver Z1, sendo contadas,no
minimo, 100 células/pogo. A porcentagem de fagocitose foi calculada com o ndmero de
macrofagos contendo um ou mais C. neoformans, dividido pelo total de macré6fagos contados.
Em alguns casos, células CHO-K1, que apresentaram funcdo fagocitica em experimentos
prévios do grupo de pesquisa (172), também foram utilizadas no ensaio funcional dos
anticorpos.

A fagocitose de BSA conjugada a FITC (hapteno) e a fluoréforo sensivel a pH
(pHrodo) mediada por anticorpos 4-4-20 foi testada de forma semelhante a descrita (173).0
BSA foi marcado com FITC e pHrodo, usando concentracdo alta suficiente do antigeno
FITCpara resultar em alto nimero de corantes por molécula de BSA, possibilitando que
anticorpos realizem ligacdo cruzada e formacdo de imunocomplexos. O pHrodo €
ndofluorescente em pH neutro ou alcalino, mas emite fluorescéncia vermelha em ambientes
acidos. Anticorpos 4-4-20-1gG1 e 4-4-20-1gG3 foram incubados com BSA marcado com
FITC e pHrodo para formar imunocomplexos. Os imunocomplexos foram incubados com
células J774 pré-tratadas ou ndo com anticorpos de bloqueio anti-FcyR. A fagocitose foi

interpretada como positiva pela porcentagem de células que se tornaram vermelhas, sugerindo
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que o pHrodo foi translocado do ambiente neutro do meio para o interior de compartimento
endolisossomal. V&rios controles foram feitos para validacdo do método.

Os testes de fagocitose foram avaliados usando o teste de comparacGes multiplas de
analise de variancia (ANOVA)Newman-Keuls Multiple Comparison Test pelo programa

Graphpad Prism6 (GraphPad Software, Inc.).

5.8.2 Avaliacéo do padréo de ligacdo 1gG-GXM por imunofluorescéncia indireta

O padrdo capsular dos anticorpos 2H1 foi examinado por microscopia de
epifluorescéncia com deconvolucdo (24). Células H99 e 24067 crescidas durante a
noite,foram centrifugadas e lavadas trés vezes com PBS 1X para contagem final entre 10° e
10°/mL. As mesmasforam incubadas com o anticorpo primario em concentracdes de 1 a 10
pug/mL por 1h a 37°C sob agitacéo e depois de lavadas duas vezes com PBS 1X.Em seguida
foram incubadas com anticorposecundario de cabra anti-lgG de camundongo conjugado
aAlexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific), a 1 pg/mLpor 1 h a 37°C. As células foram
lavadas novamente com PBS. Também foram utilizados anticorpos secundéarios anti-lgM
conjugados a Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific) para deteccdo de anticorpos
primarios 12A1 e 13F1, utilizados como controle positivo. As celulas foram imobilizadas em
lamina com meio de montagem ProLong® Gold Antifade Mountant (ThermoFisher). As
amostras foram visualizadas em microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1
naobjetiva de 63X (NA 1,4), camera AxioCam MRccom CCD resfriado e estdgio motorizado
para coleta de séries de imagens ao longo do eixo Z. As séries de imagens resultantes foram
processadas por meio de algoritmo de deconvolucdo iterativo com o programaZeiss ZENPRO
e reconstruidas tridimensionalmente com os programas ImageJ e VOXX 2. Para edi¢do de

imagens foram utilizados os programas Photoshop CS6 e Illustrator CS6 (Adobe).

5.9SUBSTITUICAO DE FRAGMENTOS CH1 E DE DOBRADICA ENTRE 2H1-IGG1 E
2H1-1GG3 POR SINTESE GENICA E CLONAGEM.

A fim de identificar o mecanismo pelo qual a por¢do constante da cadeia pesada afeta
0 paratopo do anticorpo, planejamos uma série de anticorpos nos quais fragmentos da
sequéncia de um isotipo foram substituidos pela sequéncia correspondente do outro (Figura
13). Sequéncias dos dominios CH1 edobradicade 1gG1 e 1gG3 murino disponiveis no banco
de dados International ImMunoGeneTics Information System (IMGT) foram estudadas com o

objetivo de gerar recombinacdo de DNA entre fracGes dos vetores pFUSE-CHIg-mG1 e
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pFUSE-CHIg-mG3 clonados com 2H1. Para elei¢cdo das fragdes, foi realizado alinhamento
por ClustalW2(EMBL-EBI) entre as sequéncias de aminodcidos da regido CH1 de IgG1 e
IgG3.As sequéncias que mais variaram encontravam-se distribuidas em trés grupos para
anticorpos IgG1l e para IgG3. Desta forma, sequéncias desses trés grupos foram definidas
como fragmentos: F1 (KTTPPSVYPLAPGSAAQTNSM), F2
(TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSD) e F3
(LYTLSSSVTVPSSPRPSETVTCNVAHPASSTKVDKK) de CH1 1gG1; F1
(TTTAPSVYPLVPGCSDTSGSS), F2 (KWNYGALSSGVRTVSSVLQSG) e F3
(FYSLSSLVTVPSSTWPSQTVICNVAHPASKTELIKR) de CH1 1gG3. Fragmentos CH1
IgG1 foram sintetizados quimicamente (Genewiz) e clonados (pela mesma empresa) em vetor
pFUSE-CHIg-mG3 recombinado com regido varidvel pesada. De forma semelhante foi
realizada substituicdo das sequéncias de dobradica, sendo a sequéncia de dobradica de 1gG3
(EPRIPKPSTPPGSSCP) substituida pela dobradica de 1gG1 (VPRDCGCKPCICT) e vice-
versa. Ao final, foram produzidos cinco vetores recombinados: F1-CH1-2H1 1gG3, F2-CH1-
2H1 1gG3, F3-CH1-2H1 IgG3, D-CH1-2H1 1gG3 e D-CH1-2H1 IgG1.

Figura 13 — Substituicdo de fragmentos CH1 e dobradica entre 2H1-1gG1 e 2H1-1gG3.
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Regido génicas proximas a CH1 de vetores que originam anticorpos 1gG1 e 1gG3. A cor azul e cinza representa
sequéncias de 2H1-1gG3e de 2H1-1gG1, respectivamente.
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6. RESULTADOS

6.1 CLONES2H1/4-4-20E ANALISE DE SEQUENCIAS

As clonagens das regides variaveis VH e VL do gene 2H1 e 4-4-20 em vetores
pFUSE-CHIG-mG1, pFUSE-CHIG-mG3, pFUSE-CLIG-mK (Invivogen) foram obtidas. Os
genes de cadeia variavel pesada, 2H1 VH e 4-4-20 VH, foram digeridos de
pUC57(GenScript) pelos sitios de restricio Afel/ Eco471ll (New England Biolabs),
apresentando bandas de 435 pb (2H1 VH), 429 pb (4-4-20 VH) e 2.710 pb (pUC57) em
eletroforese em gel de agarose 1% revelado com brometode etideo sob luz UV. Ja os genes de
cadeia leve, 2H1 VL e 4-4-20 VL, foram digeridos de pUC57 pelos sitios de restricdo Agel e
BstAPI (New England Biolabs), gerando bandas de 422 pb (2H1 VL e 4-4-20 VL) e 2.710 pb
(pUC57) (Figura 14A).

Os insertos 2H1 VH e 4-4-20 VH foram ligados aos vetores pFUSE-CHIG-mG1
(4,425 bp), pFUSE-CHIG-mG3 (4,434 bp), gerando DNA recombinante de 4.860 pb (2H1
VH + pFUSE-CHIG-mG1), 4.869 pb (2H1 VH + pFUSE-CHIG-mG3), 4.854 pb (4-4-20 VH
+ pFUSE-CHIG-mG1) e 4.863 pb (4-4-20 VH + pFUSE-CHIG-mG3). 2H1 VL e 4-4-20 VL
foram ligados ao vetor pFUSE-CLIG-mK (3.800 pb), gerando DNA recombinante de 4.222
pb (2H1 VL + pFUSE-CLIG-mK e 4-4-20 VL + pFUSE-CLIG-mK)(Figura 14B). Os seis
vetores tiveram seus nimeros de cdpias aumentados por transformacdo e cultivo em E. coli
DH5aeletrocompetentes (New England Biolabs) sob selegdo com os antibiéticos Zeocina (dos
transformados pFUSE-CHIG de cadeia pesada) e Blasticidina (transforamados pFUSE-CLIG
de cadeia leve), apresentando concentracdo média de DNA recombinante entre 50 e 200
ng/uL apds minipreparacdo(Figura 14B) e quantificacdo por Qubit dsDNA BR Assay
(Invitrogen).

A recombinacdo dos clones foi confirmada por PCR usandoiniciadores que se
anelaram a regido promotora dos vetores e terminal dos insertos, gerando amplicons de 549
pb (2H1 VH), 543 pb (4-4-20 VH), 536 pb (2H1 VL e 4-4-20 VL) (Figura 14C-F).

Ao total foram obtidos27 clones com amplificacdo do inserto confirmada, sendo 5, 8,
3,1,3e7para2H1 VL mK, 2H1 VH mG1, 2H1 VH mG3, 4-4-20 VL mK, 4-4-20 VH mG1
e 4-4-20 VH mG3, respectivamente. Desses clones, apenas alguns representantes de cada tipo
foram sequenciados e apresentaram qualidade de sequéncia nucleotidica acima de 20 pb para

sequéncias maiores do que 100 pb (Tabela 4) e identidade de aminoacidos da cadeia variavel
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dos insertos 100% compativel com adas sequéncias originais(Tabela 5), evidenciados pelos

programas PHPH e nucleotide/protein BLAST, respectivamente.

Figura 14— Clonagem de 2H1 e 4-4-20 em vetores pFUSE visualizados em gel de agarose a

1%.
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A)Digestdo de pUC57 (2710 pb), contendo os insertos 2H1 VL (422 pb) e 4-4-20 VL (422 pb) digeridos com
Agel e BstAPI, 2H1 VH (435 pb) e 4-4-20 VH (429 pb) digeridos com Afel. B)Produto de ligagéo,
transformacgdo e minipreparagdo dos construtos 2H1 VH + pFUSE-CHIG-mGL1 (poc¢o 1), 2H1 VH + pFUSE-
CHIG-mG3 (poco 2), 2H1 VL+ pFUSE2-CLIg-mK (po¢o 3), 4-4-20 VH + pFUSE-CHIG-mG1 (poco 4), 4-4-20
VH + pFUSE-CHIG-mG3 (poco 5) e 4-4-20 VL+ pFUSE2-CLIg-mK (pogo 6). C) Amplicons dos clones: 4-4-20
VH+ pFUSE-CHIG-mG1 (poco 4), 2H1 VH + pFUSE-CHIG-mG3 (pogo 7, 8 e 10), 2H1 VH + pFUSE-CHIG-
mG1 (poco 12-14, 16, 18, 19 e 21); D)4-4-20 VH + pFUSE-CHIG-mG3 (poco 2, 4-6, 8 e 10); E)4-4-20 VH +
pFUSE-CHIG-mG1 (pogo 3, 5, 7-13); F)2H1 VH + pFUSE2-CLIg-mK (pogo 3-5), 4-4-20 VL pFUSE2-CLIg-
mk (pogo 6). O marcador utilizado foi 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Tabela 4 - Anélise da qualidade de sequéncias nucleotidicas dos clones 2H1 e 4-4-20.

Read name Total of bp  Quality >20 bp  Quality >30 bp  >100 bp, quality >20
4-4-20mG3 Forward 1106 603 (55%) 548 (50%) Ok
4-4-20mG3 Reverse 1064 583 (55%) 559 (53%) Ok
2H1mG1 Forward 940 534 (57%) 459 (49%) Ok
2H1mG1 Reverse 858 477 (56%) 389 (45%) Ok
4-4-20mG1 Forward 1037 569 (55%) 498 (48%) Ok
4-4-20mG1 Reverse 1029 588 (57%) 531 (52%) Ok
2H1mGS3 Forward 1027 651 (63%) 590 (57%) Ok
2H1mG3 Reverse 1019 620 (61%) 543 (53%) Ok
2H1mK Forward 1009 723 (72%) 640 (63%) Ok
2H1mK Reverse 1059 628 (59%) 563 (53%) Ok
4-4-20mK Forward 1020 718 (70%) 651 (64%) Ok
4-4-20mK Reverse 1062 560 (53%) 452 (43%) Ok
Total 12230 7254 (59%) 6423 (53%) Ok:12
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As sequéncias nucleotidicas dos insertos 2H1 e 4-4-20 clonados em pFUSE-CHIG-mG1, pFUSE-CHIG-mG3 e
pPFUSE-CLIG-mK foram analisadas pela ferramenta online PHPH (MegaBACE ou ABI), revelando que doze
sequéncias foram maiores do que 100 pb e apresentaram qualidade acima de 20 apds sequenciamento em ABI
3130xI (Applied Biosystems).

Tabela 5 - Identidade de sequéncia de nucleotideos e aminoacidos dos clones 2H1 e 4-4-20.

Alinhamento de nucleotideos totais

Contig Identidade Gap Score E-value
2HIMG3 1145/ 1153 (99%) 2/1153 (0%) 2084 0
4-4-20mK 1077/1081 (99%) 2/1081 (0%) 1973 0
4-4-20mG3 890/890 (100%) 0/890 (0%) 1644 0
2HImK 1187/1189 (99%) 0/1189 (0%) 2185 0
2H1IMG1 1061/1075 (99%) 12/1075 (1%) 1897 0
4-4-20mG1 960/964 (99%) 1/964 (0%) 1757 0
Alinhamento de aminoacidos da regido variavel dos insertos

Contig Identidade Gap Score E-value
2H1MG3 141/141 (100%) 0% 305 6-1
4-4-20mK 136/136 (100%) 0% 295 3uite
4-4-20mG3 139/139 (100%) 0% 316 5-116
2H1ImK 136/136 (100%) 0% 295 3uite
2H1mG1 141/141 (100%) 0% 305 6-1
4-4-20mG1 139/139 (100%) 0% 316 5-116

Alinhamento de sequéncias no nucleotide BLAST revelou identidade entre 99 e 100% entre as sequéncias dos
clones 2H1 e 4-4-20(que incluiam sequéncias das regifes variaveis e do vetor) e as sequéncias originais. Além
das sequéncias variaveis, o sequenciamento também gerou sequéncias do vetor, o que tornou possivel confirmar
gue os insertos estavam clonados nos vetores corretos. Alinhamento com protein BLAST mostrou a sequéncias
de aminoacidos idénticas a dos construtos originais: 141 aminoacidos (2H1 VH), 139 aminoéacidos (4-4-20 VH),
136 aminoacidos (2H1 e 4-4-20 VL). Os bits e E-value foram estatisticamente significantes.

6.2 AVALIACAO DA PRODUTIVIDADE CELULAR DE ANTICORPOS 2H1 E 4-4-20

A principio, os vetores confirmados por sequenciamento foram os produtores de 2H1-
1gG3 e 4-4-20-1gG3. Desta forma, os ensaios iniciais de diluicdo limitante de clones
foramrealizadospor cotransfeccdo dos vetores recombinantes de cadeia constante leve (2H1
VL + pFUSE-CLIG-mK ou 4-4-20 VL + pFUSE-CLIG-mK) e pesada (2H1 VH + pFUSE-
CHIG-mG3, pFUSE-CHIG-mG3 ou 4-4-20 VH + pFUSE-CHIG-mG3) com dois reagentes de
transfeccdo diferentes, Lipofectamina 2000 (Invitrogen) e K2 (Biontex). Ensaio preliminar de
quantificacdo dos anticorpos direto de sobrenadante de culturarevelou que a produtividade foi
maior em clones selecionados por diluigdo limitante e transfectados com lipofectamina (Erro!
onte de referéncia ndo encontrada. 15, Figura 16). Quando o sobrenadante foi coletado de
clones produtores de 2H1-1gG3 em pool, a DO(405nm) variou entre 0,15 e 0,2. Ja em

sobrenadante coletado de clones individualizados, a DO (405nm)obtida foi de até 0,68 (Erro!
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onte de referéncia ndo encontrada. 15, clone T1-30). A produtividade de clones produtores
de 4-4-20-1gG3 em pool e indiviualizados foi semelhante a de 2H1-19G3, apresentando DO
de sobrenadante de pool entre 0,1 e 0,22 e a DO méaxima de sobrenadante de clones
individualizados de 0,52 (Figura 16, clone T5-4). Quantificacdo posterior dos clones 2H1-
1gG3 revelou concentragdo por ELISA-GXM maior entre os clones T3-4 e T3-5 transfectados
com K2 (Figura 17), diferentemente do resultado obtido na anélise anterior, onde os clones

T1-31 e T1-30 apresentaram maior produtividade.

Figura 15 — DO por ELISA de clones produtores de 2H1-IgG3selecionados por diluicdo
limitante.
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Os clones estdo identificados segundo as condic¢Bes de transfec¢do em lipofectamina (T1 e T2) e K2 (T3 e T4).
Além disso, a propor¢do DNA: reagente de transfecgdo difere: Tl e T3 (1:3) e T2 e T4 (1:4).

Figura 16 — DO por ELISA de clones produtores de 4-4-20-1gG3 selecionados por diluicéo
limitante.
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Os clones estdo identificados segundo as condicgdes de transfeccdo em lipofectamina (T5 e T6) e K2 (T7 e T8).
Além disso, a propor¢do DNA: reagente de transfecgdo difere: T5e T7 (1:3) e T6 e T8 (1:4).

Figura 17 — Concentragdo por ELISA (ug/mL) dos clones produtores de 2H1-
IgG3selecionados por diluicdo limitante.
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Os clones estdo identificados segundo as condi¢fes de transfeccdo em lipofectamina (T1) e K2 (T3). A
proporcio de DNA: reagente de transfeccdo de ambos (T1 e 3) é 1:3. O R?deste ELISA foi de 0,977.

A pureza dos anticorpos 2H1-1gG3 (clones T3-4, T3-5) e de 4-4-20-1gG3 (clones T5-
4, T7-2) foi determinada por SDS-PAGE sob condigdes desnaturante e ndo-desnaturante. As
amostras foram previamente concentradas (5x), utilizando Vivaspin de 10 a 100 MWCO (GE
Healthcare Life sciences). Como observado na Figura 18,a pureza dos anticorpos foi razoavel
mesmo sem eles terem sido submetidos a processo de purificagdo. Se a concentragdo das
amostras fosse comparada pela intensidade de bandas, 4-4-20 apresentaria concentragdo
similar a dos anticorpos 2H1. Os anticorpos apresentaram massa molecular esperadaem
condicdo nativa de +150 kDa, e em condi¢cdo desnaturante foi evidenciada cadeia leve (25
kDa) e pesada (x50 kDa).
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Figura 18 — SDS-PAGE de anticorpos 2H1-1gG3 e 4-4-20-1gG3 nédo purificados.
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Os clones de maior produtividade foram selecionados para expansdo do cultivo e avaliacdo dos anticorpos por
SDS-PAGE. Anticorpos 2H1-1gG3 avaliados foram provenientes dos clones nas condi¢des de transfeccdo T3
(proporcdo DNA:K2 1:3), enquanto que 4-4-20-1gG3 foram provenientes de clones T5 (DNA:lipofectamina 1:3)
e T7 (DNA:K2 1:3).

Assim que foram confirmadas as sequéncias dos clones produtores de 2H1-1gG1 e 4-
4-20-1gG1, os vetores recombinantes de cadeia leve (2H1 VL + pFUSE-CLIG-mK ou 4-4-20
VL + pFUSE-CLIG-mK) e pesada (2H1 VH + pFUSE-CHIG-mG1 ou 4-4-20 VH + pFUSE-
CHIG-mG1) foram cotransfectados em células NSO e CHO para producdo dos anticorpos.
Apos cultivo, foi realizada coleta em pool dos clones 2H1-1gG1 transfectados na condicdo
DNA: lipofectamina, proporcdo 1:3 (T1) e DNA:K2, proporcdo 1:3 (T2); assim como pool
dos clones 4-4-20-1gG1 transfectados nas mesmas condi¢des (porém denominados T3 e T4).
Para avaliar a produtividade de anticorpos 2H1-1gG3 e 4-4-20-1gG3 por NSO e CHO.Foi
também realizada transfeccdo nas mesmas condigdes anteriores para producdo de 2H1-1gG3 e
4-4-20-1gG3; além do cultivo e coleta do sobrenadante em pool para andlise. A produtividade
das células CHO ndo foi testada anteriormente, visto que apenas a partir deste momento as
celulas se tornaram disponiveis. Dados de DO (405 nm) mensurados por ELISA, foram
obtidos a partir dos sobrenadantes de cultura provenientes das condi¢des mencionadas, e
também apos selecdo por antibidticos Blasticidina e Zeocina (Invitrogen).O resultado de DO
foi varidvel dependendo do tipo celular e do reagente de transfeccdo (Figura 19 e Figura 20).
Embora a produtividade por célula NSO néo tenha sido comprovadamente maior do que a de
CHO, néo foi possivel adaptar células CHO a crescimento livre de SFBe,portanto, a célula
NSO foi eleita para producdo dos anticorpos. Dessa forma, o cultivo de célula CHO foi

descontinuado até a selecao de clones.
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Figura 19 — Produtividade anticorpos 2H1-1gG1/1gG3 por células CHO e NSO mensurada por
ELISA.
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A maior produtividade de 2H1-1gG1 foi obtida por células NSO transfectadas com lipofectamina e selecionadas.
Enquanto que 2H1-1gG3 apresentou maior produtividade em células NSO transfectadas com K2 e selecionadas.
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Figura 20 — Produtividade anticorpos 4-4-20-1gG1/1gG3 por células CHO e NSO mensurada
por ELISA.
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A maior produtividade de 4-4-20-IgG1 foi obtida por células NSO transfectadas com K2 e selecionadas.
Enquanto que 4-4-20-1gG3 apresentou maior produtividade em células CHO transfectadas com K2 e nédo
selecionadas.
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Os clones produtores dos quatro tipos de anticorpos 2H1-1gG1 (T1 e T2), 2H1-1gG3
(T3-4, T3-5), 4-4-20-1gG1 (T3 e T4) e 4-4-20-19gG3 (T5-4, T7-2) que apresentaram maior
produtividade foram adaptados a crescimento em meio livre de SFB e cultivados em placas de
6 pocos para serem utilizados nos experimentos seguintes.

Ensaio piloto de ELISA foi realizado para quantificacdo dos quatro anticorpos
diretamente do sobrenadante das culturas em meio sem SFB. Eles se apresentaram especificos
contra os respectivos antigenos GXM e FITC, na concentracdo de 3 pg/mL (2H1-1gG1), 1,5
pg/mL (2H1-1gG3), 0,47 pg/mL 4-4-20-1gG1 e 0,42 pg/mL (4-4-20-1gG3) (Figura 21). A
quantificacdo de anticorpos 4-4-20 por placa coberta com BSAconjugada a FITC foi testada,
mas como ndo ha anticorpo padréo anti-4-4-20, ndo foi possivel obter quantificacdo precisa
(Figura 21)

Figura 21 — Quantificacdo de anticorpos 2H1-1gG1/1gG3 e 4-4-20-1gG1/1gG3 por ELISA.
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Anticorpos 1gG1 apresentaram valores maiores de DO do que anticorpos 1gG3. Os anticorpos foram proveniente
dos clones obtidos por diluicdo limitante 2H1-19G3 (T3-4, T3-5), 4-4-20-1gG3 (T5-4, T7-2); e de sobrenadante
colhido em pool dos clones 4-4-20-1gG1 (T3 e T4) e 2H1-1gG1 (Tl e T2).

6.3 PRODUCAO E ENSAIO PILOTO DE ANTICORPOS

O primeiro lote de producdo de anticorpos foi realizado a partir de sobrenadante de
células NSO ndo adaptadas a cultivo sem SFB, néo purificado, colhido antes da selegdo com
antibiotico(as células foram cultivadas por trés dias) e da selecdo de clone por diluicdo
limitante. O sobrenadante colhido em pool(~1mL cada anticorpo) foi proveniente do cultivo
dos clones produtores dos anticorpos 2H1-1gG3 e 4-4-20-1gG3. Os testes realizados foram:

fagocitose com macrofagos J774 e IFI.
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Os anticorpos 2H1-1gG3 foram produzidos por quatro pools de células transfectadas,
mostrando-se capazes de se ligarem ao antigeno nativo de C. neoformans. Os anticorpos 2H1-
IgG3 foram capazes de induzir fagocitose de células fangicas in vitro, em contraste a
anticorpos 4-4-20-1gG3,que ndo induziram fagocitose. No entanto, apenas foi possivel realizar
0 ensaio utilizando 1 pg/mL de 2H1, e em uma concentragdo ainda menor dos anticorpos 4-4-
20, baseando-se na quantificacdo por ELISA. Dessa forma, anticorpos 2H1da condicdo de
transfeccdo T1 e T2 mediaram fagocitose na porcentagem de 5% e 15%, respectivamente. Ja
nas incubacdes com anticorpos 2H1 em outras condi¢des de transfeccdo (T3 e T4) e com 4-4-
20, a porcentagem de fagocitose foi proxima de zero. Esse valor foi semelhante a incubacéo
sem anticorpo (controle negativo). O controle positivo 18B7-1gG1l apresentou fagocitose
aproximada de 25% na concentracdo 1ug/mL e de 28% quando utilizado a 10 pg/mL(Figura
22).0s sobrenadantes utilizados eram provenientes dos clones que apresentavam as condi¢oes
de transfeccdo na propor¢cdo DNA:reagente T1/T5 (lipofetamina 1:3) , T2/T6 (lipofetamina
1:4), T3/T7 (K2 1:3), T4/T8 (K2 1:4).

Figura 22 — Porcentageme microscopia de fagocitose de C. neoformansopsonizados com2H1-
1gG3 e4-4-20-1gG3 por células J774.
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B) Sem anticorpo 18B7 (lug/mL)

2HImG3 (T1) 2HImG3 (T2)
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A) A porcentagem de fagocitose representa aquantificagdo das imagens microscopicas. O calculo foi realizado
contando 100 células J774 de, no minimo,trés campos diferentes em trés ensaios experimentais para cada
condigdo. O nUmero de células com C. neoformansH99 internalizados foi dividido pelo ndmero total de
macro6fagos (100) para obter a porcentagem.B)Imagens de microscopia representativas do célculo de fagocitose
de ensaio com anticorpos 2H1, 4-4-20 e controles.

Para avaliar se 2H1-1gG3 ligava-sea capsula de C. neoformans e qual padrdo de ligacdo
apresentava, foi realizado ensaio de imunofluorescéncia com anticorpos direto do
sobrenadante dos clones NSO. As imagens obtidas por Contraste de Interferéncia Diferencial
(DIC) evidenciam que a célula fungica apresenta-se estruturalmente integra, enquanto que a
mesma célula observada por Microscopia de Fluorescéncia (MF) apresentou padréo
compativel com a literatura. O anticorpo 2H1 ligou-sea GXM de C. neoformans H99 e
apresentou padrédo de fluorescéncia puntiforme, conforme o esperado. O controle positivo
18B7-1gG1 apresentou padréo de fluorescéncia anular, conforme a literatura. O anticorpo 4-4-
20 (controle negativo) ndo apresentou fluorescéncia, o que reforca que o resultado obtido com
2H1 foi verdadeiramente positivo. Reconstrucdo tridimensional feita por projecdo-Z com os
softwaresImageJ e VOXXa partir das imagens de fluorescéncia captadas em diferentes planos

evidenciou a diferenca entre os padrdes de fluorescéncia observados para 18B7 e 2H1-
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1gG3.0s anticorpos 2H1 foram testados nas condic¢Oes de transfeccdo T1 a T4 e 0s anticorpos
4-4-20 de T5 a T8. O ensaio foi realizado em triplicata em cada uma das condicOes

experimentais(Figura 23).

Figura 23 — Ensaio de ligacdo dos anticorpos2H1-19G3 e 4-4-20-1gG3a capsula de C.
neoformans por IFI.
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Imagens de microscopia de epifluorescéncia obtidas pelo Zeiss Axio Observer Z1 nas objetivas de 63X (NA
1,4). O padrdo de ligagdo dos anticorpos a capsula de C. neoformans H99 foi avaliado. As imagens foram
obtidas em campo claro por DIC e porMF. O teste foi realizado para avaliar o padréo de ligagdo dos anticorpos
recombinantes 2H1-1gG3, e 0 mesmo foi validado pelo controle positivo de padrao de ligagdo anular (18B7) e
controle negativo de ligagdo & GXM (4-4-20-1gG3). Também foi realizada reconstrugdo tridimensional por
projecdo-Z com os softwaresImaged e VOXX 2 para evidenciar melhor a diferenca entre o padrdo de ligagdo de
18B7-1gG1l e 2H1-19gG3. As condicbes de transfec¢do dos clones T1 a T8 foram descritas anteriormente. A
concentragdo utilizada de cada anticorpo variou de 1 a 10 pg/mL, j& que os anticorpos usados neste primeiro

teste ndo foram quantificados. O anticorpo secundario utilizado foi anti-IgG murina conjugada a Alexa Fluor®
488(ThermoFisher Scientific).

2HImG3 (T3) 2HI1mG3 (T4)

6.4PRODUCAOQ E TESTES DOPRIMEIRO LOTE DE ANTICORPOS

Tendo produzido anticorpos em escala piloto e demonstrado que esses anticorpos se
ligam a cépsula e induzem fagocitose, partimos para producdo em uma escala maior. O

primeiro lote se refere & produgdo escalonada de anticorpos2H1-1gGl e 2H1-1gG3,
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purificacdo por troca anidnica, precipitagdo com SAS, ultrafiltracdo, ELISA,SDS-PAGEe
ensaio de fagocitose com células J774.

A cultura dos clones que apresentaram melhores produtividades de anticorpos foi
escalonada para frascos de 175 cm?m meio sem soro e depois de cinco dias tiveram 0s
sobrenadantes colhidos para serem, entdo, purificados e concentrados. O escalonamento foi
feito para aumentar a concentracdo de anticorpos recuperados. Diferentes métodos
cromatograficaos foram utilizados, e mesmo o método classico de purificacdo com HiTrap
Protein Gndo obteve sucesso (visto que ndo foi possivel eluir os anticorpos da coluna). A
tentativa seguinte foi a de eliminar os contaminentes de cultura celular grosseiramente por
ultrafiltracdo, o que também ndo foi possivel porque algum componente do meio CD
Hybridoma tornou a ultrafiltracdo excessivamente lenta. Dessa forma, optou-se pelo modo de
purificacdo ndo ligante, realizado com método de troca aniénicaHiScreen Capto DEAE(Figura
24). O método foi seguido de precipitacio com SASpara facilitar a concentracdo das
proteinas, uma vez que também era lenta e baixa a recuperacdo por ultrafiltracdo utilizando

volume alto de sobrenadante de cultura (150 mL a 300 mL).

Figura 24 — Cromatografia DEAE de 2H1-1gG3 em modo néo ligante.
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Cromatograma de troca aniénica em coluna Q (trocador anidnico forte) HiScreen Capto DEAE(GE, Life
sciences),obtido no cromatdgrafoAkta Avant 25,de 2H1-1gG3 evidenciou que a amostra é liberada no
flowthrough no modo nédo ligante, e que os contaminantes do sobrenadante de cultura celular apresentaram
volume de reten¢do na coluna préximo a 320 mL. A elui¢do dos contaminantes ocorreu quando houve aumento
de concentracéo de sal.

Para avaliar o processamento dos sobrenadantes, aliquotas apos cada método foram
colhidas e tiveram sua concentragdo testada por ELISA (Figura 25). Os anticorpos 2H1-
IgGlapresentaram quantificacdo total (ug) de 124,8 (sobrenadante), 122,1 (DEAE flow-
through), 75,48 (precipitacdo por SAS), 104,62 (ultrafiltracdo). Os anticorpos 2H1-1gG3
apresentaram quantificacdo total de 42 (sobrenadante), 40,3 (DEAE flowthrough), 38,3
(precipitacéo), 46,2 (ultrafiltracdo). A perda de anticorpos foi relativamente baixa durante o
processo e a quantificacdo reduzida ap6s a precipitacdo foi provavelmente devido
interferéncia de sal no ELISA.

Figura 25 — Quantificacdo de anticorpos 2H1 ao longo dos processos de purificacdo e
concentracao.
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Os anticorpos 2H1-IgG1l e 2H1-1gG3 foram quantificados por ELISA apds a producdo em cultura NSO,
purificacdo por DEAE, precipitacdo por SAS e ultrafiltracdo. Eles apresentaram concentragdo baixa inicialmente,
provavelmente porque as amostras estavam mais diluidas a principio. O resultado final mostrou que a
concentracio de 2H1-1gG1 foi de 75 pg/mL e de 2H1-1gG3 de 31 pg/mL. O R?deste ELISA foi de 0,946.
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O SDS-PAGE foi realizado, contudo as amostras ndo foram claramente evidenciadas.
Foi observado nos pogos que as amostras migraram de forma ndo uniforme, o que pode ter
acontecido devido a quantidade de sal residual do processo de precipitacdo. Isso ocorreu
mesmo apos as amostras serem dialisadas e concentradas por ultrafiltracdo. O controle
positivo 18B7 (IgG1) foi utilizado a 1ug, 0,5ug e 0,25ug. Apds serem submetidas a condicao
desnaturante, as cadeias leve (~25 kDa) e pesada (~50 kDa) foram evidenciadas(Figura 26).

Figura 26 — SDS-PAGE de anticorpos 2H1-1gG1/1gG3

Foram adicionados 16 microlitros do concentrado final dos anticorpos recombinantes 2H1-1gG1 e 1gG3 (pogos
6-9) para diluicdo do tamp&o de amostra desnaturante/ndo desnaturante 5x. No entanto, devido ao excesso de sal,
as amostras migraram de forma irregular. Também foram utilizados controles positivos a 1, 0,5 e 0,25ug que
evidenciaram cadeia pesada e leve em condigdo desnaturante. O marcador utilizado foi o Broad Range.

Os anticorpos 2H1-1gG1 e 2H1-IgG3 mediaram fagocitose de C. neoformans por
macrofagos J774, apos duas horas de incubagdo com o fungo na proporcéo efetor:alvo 1:2,
com alta eficiéncia e de forma estatisticamente significativa. Os anticorpos 2H1-1gG1
mediaram fagocitose de 84% e 2H1-1gG3 de 82%. Os controles positivo (18B7) e negativo
(nenhum anticorpo) apresentaram porcentagem de fagocitose 80% e proxima a 0%,
respectivamente (Figura 27 A e B). O mesmo teste foi feito usando células CHO, mas néo
houve fagocitose em nenhum dos pogos (Figura 27 C). A concentracao final de cada anticorpo

usada nos experimentos de fagocitose foi de 10 pg/mL.

Figura 27 — Ensaio de fagocitose de C. neoformans opsonizado com 2H1-IgG1 e 2H1-1gG3
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A) A porcentagem de fagocitose representa aquantificacdo das imagens microscopicas. O célculo foi realizado
contando 100 células J774 de, no minimo,3 campos diferentes em trés ensaios experimentais para cada condicéo.
O namero de células com C. neoformansH99 internalizados foi dividido pelo nimero total de macréfagos (100)
para obter a porcentagem. O simbolo * representa que as comparagdes entre a porcentagem de fagocitose dos
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anticorpos recombinantes, controle positivo e controle sem anticorpo foram estatisticamente significantes(P
<0,05). (B) Imagens de microscopia representativas do calculo de fagocitose de ensaio com anticorpos 2H1 e
controles. C) Imagens de microscopia representa de fagocitose por células CHO-K1 do fungo mediada pelos
anticorpos 2H1, semelhante ao controle negativo (sem anticorpo). Os anticorpos primarios foram testados na
concentracdo de 10 pg/mL.

6.5 PRODUCAO E TESTES DOSEGUNDO LOTE DE ANTICORPOS

Nesse segundo lote, os anticorpos 2H1-1gG1, 2H1-1gG3, 4-4-20-1gG1 e 4-4-20-1gG3
foram produzidos no mesmo escalonamento anterior, purificados por DEAE, precipitados
duas vezes por SAS, concentrados por ultrafiltracdo antes e depois de purificacdo por gel
filtracdo. Os testes realizados com anticorpos desse lote foram: ELISA, SDS-PAGE,
nanofotometria, fagocitose por J774 e CHO-K1, e IFI.

Para remocdo do sal da amostra, inicialmente foi realizada cromatografia de excluséo
molecularde 18B7 para determinar o volume de retencdo do anticorpo na coluna, que foi de
47,7 mL. A amplitude do pico foi de 9,37 mL, calculada por leitura em UV280 . Desta forma,
gel filtracdo de 2H1-1gG1 evidenciou 0 mesmo padréo de retencdo e amplitude de 18B7. A
Figura 28 evidencia pico de condutividade logo ap6s o pico de elui¢cdo do anticorpo, que

representa a area de retencdo do sal.

Figura 28 — Cromatrografia de exclusdo molecular de 2H1-1gG1.
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O cromatograma de 2H1-1gG1 realizado por cromatografia de exclusdo molecular HiLoad 16/600 Superdex 75
pg em Akta Avant 25 evidencia eluicdo da amostra no volume de retencdo da coluna em 47 mL a partir de
deteccdo por UV 280 nm. Eluicdo de contaminacdo por sal ocorre quando ha aumento de condutividade.

O teste de ELISA foi realizado para quantificar as amostras de anticorpos 2H1 durante
0 processo de purificacdo, precipitagdo, concentracdo e filtracdo (Figura 29). Foi observado
que o anticorpo 2H1-1gG1 obteve quantidade do produto final de 134 pg. Contudo, ao avaliar
as quantidades obtidas em procedimentos prévios aposprecipitacdo (297 pg), concentracdo do
precipitado (271 pg), injecdo para gel filtracdo (276 p1g) e mesmo do pico de purificagdo (254
Hg), percebe-se que boa parte do anticorpo foi perdida no processo de concentracéo final (146
ug) e filtracdo apo6s concentracdo final (134 pg). Uma segunda precipitagdo com SAS foi
realizada de um volume residual de 2H1-lgG1na tentativa de recuperar 0 anticorpos que nao
precipitaram na primeira tentativa. Apenas foi quantificado o produto final de 2H1-19G3, que
apresentou 64 pg, sem avaliar o processo. Os anticorpos 4-4-20 também foram produzidos
pelo mesmo procedimento, no entanto ndo foi possivel quantificad-los por falta de padrdo
adequado para ELISA.

Figura 29 — Quantificacdo de anticorpo 2H1-lgG1l durante processos de purificacdo,
precipitacdo, concentracao e filtracdo; e quantificacdo final de 2H1-1gG3.
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Quantificaclo de anticorpos recombinantes 2H1 por ELISA durante o processo de purificacdo, precipitagdo e
concentragio, evidencia perda de anticorpos durante a ultrafiltragdo em tubos Vivaspin (GE Healthcare Life
sciences) e Amicon (Millipore) 10kDa. A quantidade final de 2H1-1gG1 foi de 134jug € de 2H1-1gG3
foi de 64 9.0 R*deste ELISA foi de 0,992.

Na tentativa de estimar a pureza dos anticorpos e confirmar sua quantificacdo, foi

realizado SDS-PAGE. Inicialmente o gel foi corado por coomassie, mas a quantidade de



63

amostras em 16 pL ndo foi sufiente para produzir uma banda visivel no gel, mesmo sendo
obtidas ap6s concentracdo em volume menor do que 1 mL(dado ndo mostrado). Dessa forma,
o0 gel foi corado com nitrato de prata para avaliar se a amostra estava em concentracdo menor
do que o ELISA sugeria (Figura 30). Foi utilizada amostra controle 18B7 a 0,5 e 0,25 ug. A
intensidade das bandas de cadeia pesada dos anticorpos recombinantes indicou que oS
mesmos se encontravam <0,25 pg. Contaminantes foram evidenciados na amostra 4-4-20-
IgG1. As amostras estavam em condi¢do desnaturante, como comprova a presenca das

cadeias pesadas (~50 kDa).

Figura 30 — SDS-PAGE de anticorpos 2H1 e 4-4-20 em condicdo desnaturante.
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Anticorpos 2H1 e 4-4-20 tiveram 0 grau d'; pureza e quantificacdo avaliados por SDS-PAGE em condicéo
desnaturante. A cadeia pesada dos anticorpos é evidenciada (50 kDa). Os anticorpos recombinantes apresentaram
quantificacdo menor do que 0,25 pg em volume de aplicagdo de 16 pg. A amostra 4-4-20 apresentou bandas
contaminantes. Para estimar a concentracdo dos anticorpos, foi utilizado 18B7 a 0,5 e 0,25 pug. O marcador
utilizado foi o Broad Range (Bio-Rad).

A estratégia alternativa de confirmar a quantificacdo do ELISA e do SDS-PAGE foi a
de espectrofotometria por absorbancia a UV280. A quantidade total de cada anticorpo,
calculada a partir dos coeficientes de extin¢cdo molar definidos anteriormente, foia seguinte:
23,31 pg (2H1-19gG1), 16,66 pg (2H1-19G3), 20,16 pg (4-4-20-1gG1) e 11,8 pg (4-4-20-
1gG3).A quantificacdo obtida por espectrofotometria reforgou a intensidade de bandas
aumentadas de 2H1-1gG1 e 4-4-20-1gG1 quando comparadas a das bandas de 2H1-1gG3 e 4-
4-20-1gG3 analisadas em SDS-PAGE anteriormente (Figura 30).

Experimentos de fagocitose com 2H1-1gG1 e 2H1-1gG3 foram realizados novamente

para testar se com esse par de anticorpos seria observado o mesmo fenémeno de fagocitose



64

mediada por ligagdo de 1gG3 a um receptor desconhecido. Para tanto, foram utilizados
bloqueadores de receptores Fcy e de complemento. A porcentagem de fagocitose de 2H1-
IgG1 antes e depois do bloqueio foi 27% e 0%, respectivamente. Enquanto a porcentagem de
fagocitose mediada por 2H1-1gG3 foi de 32% antes e 6% depois do bloqueio. O controle
positivo com 18B7 em condicdo ndotratada com anticorpo de blogueio apresentou
porcentagem de fagocitose de 34%, enquanto que a fagocitose na auséncia de anticorpo
resultou em 0% (Figura 31 A). Alguns dos campos visualizados por microscopia durante a
contagem de macréfagos com C. neoformans internalizados foram selecionados para
representar o percentual obtido (Figura 31 C). Repeticdo de fagocitose com células CHO se
mostrou negativa (Figura 31 B), reforcando o resultado obtido anteriormente (Figura 27 C).Os
experimentos foram realizados em triplicada e apresentaram resultados estatisticamente

significativos.

Figura 31— Fagocitose de C. neoformans H99 opsonizado com 2H1-1gG1 e 2H1-IgG3 por
J774 e CHO-K1.
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A) A porcentagem de fagocitose representa aquantificacdo das imagens microscépicas. O célculo foi realizado
contando 100 células J774 de, no minimo,3 campos diferentes em trés ensaios experimentais para cada condicao.
O namero de células com C. neoformans H99 internalizados foi dividido pelo nimero total de macréfagos (100)
para obter a porcentagem. O simbolo * representa que as comparagdes entre a porcentagem de fagocitose
mediada por anticorpos recombinantes com receptores Fc e CR ndoblogueados e com receptores bloqueados
foram estatisticamente significantes (P <0,05). O controle positivo 18B7 e negativo (sem anticorpo) também
validaram o experimento. B) Imagens de microscopia representativas de fagocitose por células CHO-K1 do
fungo mediada pelos anticorpos 2H1, semelhante ao controle negativo (sem anticorpo). C) Imagens de
microscopia de células coradas por Giemsarepresentativas do calculo de fagocitose de ensaio com anticorpos
2H1 e controles. Os anticorpos foram utilizados na concentragdo de 1 pg/mL.

A fim de testar se 0 mesmo achado de fagocitose mediada por interacdo de 1gG3 com
receptor desconhecido seria replicado com um tipo diferente de antigeno, preparamos
imunocomplexos compostos por anticorpos 4-4-20 e BSA marcada duplamente com FITC e 0
corante sensivel a pH pHrodo. Estes imunocomplexos foram incubados com células J774

por90 min. Caso os imunocomplexos fossem internalizados pelas células J774 e destinados ao

sistema endolisossomal, o corante pHrodo ficaria fluorescente na cor vermelha.Foi observado
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que algumas células se tornaram vermelhas quando o BSA néo estava marcado com FITC ou
mesmo na auséncia de anticorpo. Esse resutado pode ter sido devido a pinocitose de células
J774, a qual pode ter resultado em internalizacdo de BSA marcado com pHrodo no
compartimento endolisossomal de forma independente de fagocitose. Isso significa que o
controle negativo ndo foi completamente negativo e, portanto, existe quantidade razoével de
ruido nos resultados experimentais que precisa ser eliminada com otimizacéo dos parametros
do experimento no futuro. Mesmo com esse ruido, o experimento rendeu resultados
interessantes. Na presenca de anticorpos 4-4-201gG1 e IgG3, a porcentagem de células que
internalizaram FITC-pHrodo-BSA (IgG1 = 85%, IgG3 = 43%) foi muito maior do que a do
controle sem anticorpos (16%). Quando anticorpos blogueadores de FcyR foram adicionados,
a fagocitose de IgG1 diminuiu como esperado (46%), assim como a fagocitose mediada por
1gG3 (25%). Os anticorpos de bloqueio ndo aboliram a fagocitose, provavelmente devido ao

ruido causado pela pinocitose de BSA marcado(Figura 32 A e B).

Figura 32 — Fagocitose de BSA marcado com FITC e pHrodo mediada por anticorpos 4-4-20-
1gG1/1gG3.
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Fagocitose de imunocomplexo BSA marcado com FITC e pHrodo opsonizados com anticorpos 4-4-20-1gG1 e
1gG3, sob condicdo de bloqueio ou ndo, por macrofagos J774 apds 1,5 h de incubacdo. Os anticorpos foram
utilizados a 1pg/mL. A) Porcentagem de células positivas parapHrodo em 100 células por condigdo. O controle
negativo de fagocitose (sem anticorpo) evidencia que houve ruido no experimento. Embora o ruido estivesse
presente, pode-se perceber que a porcentagem de fagocitose mediada por 4-4-20-1gG1 foi significante, assim
como a de 4-4-20-19gG3. Quando os receptores Fcy de J774 foram bloqueados, houve decréscimo da
porcentagem de C. neoformans H99 fagocitados. O teste ndo foi realizado em triplicata e, por isso, ndo pbde ser
comprovada sua significancia estatistica. B) Imagens representativas do calculo de fagocitose. Foram capturadas
imagens em DIC de células J774 e fluorescentes por pHrodo.

A IFI foi feita incubando C. neoformans dos sorotipos H99 e 24067 com anticorpos (1
png/mL)2H1-1gG1, 2H1-1gG3 e 12A1, 13F1 que apresentam mesma cadeia constante e
pequenas diferencas na cadeia variavel, sendo eles utilizados como controle positivo para
padréo anular e puntiforme, respectivamente. Como a concentracdo de anticorpos utilizada
para o ensaio foi baixa, devido ao baixo rendimento do processo de purificacdo, a diferenca
no padréo de ligacdo ndo ficou muito evidente. Ainda assim, a MF revelou que a ligacdo de
2H1-1gG1 a GXM foi sugestiva de padrdo anular, e a ligacdo de 2H1-1gG3, sugestiva de
padrédo puntiforme. O 13F1 se ligou com padrédo puntiforme esperado, mas o padrao anular de
12A1 células 24067 ndo é muito evidente. As células 24067 e H99 apresentaram estrutura

integra e com alguns brotamentos em microscopia de campo claro(Figura 33).



68

Figura 33 — Ensaio de ligacdo dos anticorpos 2H1-1gG1/-1gG3 a cépsula de C. neoformans
24067 e H99.

24067 H99

Imagens de microscopia de epifluorescéncia obtidas pelo Zeiss Axio Observer Z1 nas objetivas de 63X (NA
1,4). O padréo de ligagdo dos anticorpos a capsula de C. neoformans H99 (sorotipo A) e 24067 (sorotipo D) foi
avaliado. As imagens foram obtidas em campo claro por DIC e por MF. O teste foi realizado para avaliar o
padrdo de ligagcdo dos anticorpos recombinantes 2H1 e o mesmo foi validado pelos controles positivos de padrdo
de ligagdo anular (12A1), puntiforme (13F1). Um controle com células marcadas somente com anticorpo
secundario mostrou que ndo houve autofluorescéncia significativa (dado ndo mostrado). A concentracao
utilizada dos anticorpos primarios foi de 1ug/mL. O anticorpo secundério utilizado foi anti-lgG de camundongo
conjugado aAlexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific).

6.6 PRODUCAO E TESTES DOTERCEIRO LOTE DE ANTICORPOS

Anticorpos produzidos no terceiro lote foram 2H1-19G1, 2H1-19G3, 4-4-20-19G1, 4-4-
20-19G3 em cultivo escalonado (de até 150 mL) e crescimento em suspensdo. Os
sobrenadantes foram concentrados em membrana de celulose regenerada de 10 kDa com
concentrador Amicon® Stirred Cells (Millipore) epurificados por cromatografia de exclusdo
molecular.Para os anticorpos 2H1-IgG1 e 2H1-IgG3 foi realizado ELISA de GXM, além de
SDS-PAGE para todos os anticorpos.
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A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada e, surpreendentemente,
evidenciou pico com absorbancia a UV280 proximo a 520 mAUpara 2H1-1gG1, e também
gerou valores bem altos para purificagdo dos demais anticorpos. Os picos contaminantes nao
apresentaram condutividade muito alta, visto que ndo havia quantidade de sal residual, uma

vez que as amostras ndo foram precipitadas com SAS (Figura 34).

Figura 34 — Gel filtracdo de 2H1-1gG1 ap6s concentacdo por Amicon® Stirred Cells.

EEEsiEE s

— > Pico 2H1mG1

Contaminantes

Cromatograma de 2H1-1gG1 obtido por cromatografia de exclusdo molecular HiLoad 16/600 Superdex 75 pg em
Akta Avant 25, evidencia pico de eluicdo da amostra com absorbanciaproximo a 520 mAU a UV280 e de
contaminantes préximo a 100 mAU. A amostra apenas foi previamente ultrafiltrada usandoAmicon® Stirred
Cells (Millipore) em Ultrafiltration Discs, PLGC, Ultracel regenerated cellulose, 10 kDa sob pressdo constante
de nitrogénio.

Quantificacdo de anticorpos 2H1 por ELISA resultou em 266 pg totais de 2H1-1gG1
antes da injecdo no cromatografo e 214 pg apds cromatografia. Quantidades bem baixas
foram quantificadas para 2H1-1gG3 antes (0,9 ug) e depois (0,3 pg) da exclusdo molecular

(Figura 35). Novamente nédo foi possivel quantificar as amostras de 4-4-20 por ELISA pela

falta de padrdo adequado para o ELISA.
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Figura 35 — Quantificacdo por ELISA de 2H1-1gG1 antes e apo6s gel filtracdo.
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Anticorpos 2H1 foram quantificados antes e ap6s exclusdo molecular. 2H1-IgG3 apresentou quantidade
insuficiente na deteccéo, enquanto 2H1 apresentou 214 pg totais e perda de 52 pg se comparado a concentracéo
inicial de 266 pg. As concentracdes de 2H1-l1gGlantes (amostra injetada) e ap6s a cromatografia foram de 55,2
pg/mL e 14,3 pg/mL com volume final de 5 mL e 15 mL, respectivamente. O R? deste ELISA foi de 0,924.

O resultado obtido na exclusdo molecularresultou de retencdo de contaminantes de
maiores que 70 kDa evidenciados em SDS-PAGE (Figura 36) corado com azul de coomassie.
A amostra 2H1-1gG1 apresentou intensidade de banda proxima a 0,250 pg/mL, evidenciada
em comparacdo com o controle positivo 18B7. A amostra 2H1-1gG3, assim como 0s
anticorpos 4-4-20, apresentou banda de um provével contaminante com tamanho similaraoda

cadeia pesada dos anticorpos.

Figura 36 — SDS-PAGE de anticorpos 2H1 e 4-4-20 apds exclusdo molecular.

Anticorpos 2H1 e 4-4-20 tiveram sua pureza e concentracdo analisadas por SDS-PAGE corados por azul de
coomassie. Baseado na corrida eletroforética de anticorpos 18B7 a 1, 0,5 e 0,25 ug em condigdo desnaturante,
foi estimado que o anticorpo 2H1-1gG1 estivesse em concentragcdo proxima a 0,25 pug em 16 pl de amostra
aplicada, resultando em 234 pg (em 15 mL de volume final). Apenas a cadeia constante dos anticorpos €
evidenciada no gel. Os anticorpos recombinantes apresentaram contaminantes com massas molecularesentre 30 e
70 kDa. O marcador utilizado foi o Broad Range (Bio-Rad).



71

7. DISCUSSAO

Para responder as perguntas importantes que propusemos estudar neste trabalho, foi
necessario produzir anticorpos monoclonais recombinantes. Andlises das construcdes de
anticorpos geraram dados provenientes de fragmentos totais de nucleotideos obtidos do
sequenciamento, incluindo a regiéo do inserto e a do vetor. Foi importante incluir a sequéncia
do vetor na andlise para avaliar se 0 inserto estava clonado no plasmideo certo. Desta forma,
os produtos do sequenciamento foram capazes de evidenciar a parte da cadeia constante
pesada (CH1) e da cadeia constante leve (Kappa) dos vetores. Os fragmentos apresentaram
qualidade aceitavel, segundo os critérios da ferramenta PHPH (174). O alinhamento de
contigs com os construtos referéncia geraram algumas identidades nucleotidicas de 99%, visto
que foi considerada a regido constante do vetor e que continha gaps. J& a andlise de
aminoacidos foi realizada apenas com as sequéncias dos insertos e, por isso, a identidade foi
de 100% (175-177)

Dois tipos de sistema de expressdo foram considerados, o transiente (178) e o
estavel(179, 180). DNA clonado pode ser introduzido no nucleo de células de mamiferos por
diversos métodos de transfeccdo, sendo capaz de persistir por varios dias e resultar em
expressao transiente de genes presentes no vetor (178, 181-183). Alternativamente, a
integracdo pode ser selecionada pelo uso de marcador génico apropriado no vetor que o0 DNA
sera inserido randomicamente no genoma celular. Neste caso, 0 DNA é replicado com o
genoma da célula hospedeira e uma linhagem de transfectante estavel é produzida (179, 182,
183). No entanto, investimento substancial em tempo e esforco (normalmente entre 6-12
meses) € requerido para produzir uma linhagem celular estavelmente transfectada, capaz de
produzir grandes quantidades de anticorpos (184). Por outro lado, o sistema de expressdo
transiente € valioso por permitir a geracdo rapida de pequenas quantidades de anticorpos
recombinantes (178, 183, 185). Dessa forma, a expressdo transiente justifica a producéo
variavel entre clones 2H1-1gG3 T-30 e T-31, que a principio foram os mais produtivos, e
clones 2H1-1gG3 T3-4 e T3-5, que apresentaram maior produtividade na segunda
quantificacéo.

Esse mesmo contexto de transfeccdo transiente justifica a baixa produtividade de
anticorpos recombinantes obtida por células NSO (178, 183, 185). Ainda, as poucas células
selecionadas foram adaptadas a crescimento livre de BSA, o que reduziu o crescimento
celular e, provavelmente, a produtividade por dia de cultivo sob selecdo(186). Células NSO,

uma vez que séo células secretoras (linfoblasto), crescem em alta densidade (~10"células/mL)
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em condicdo de suspensdo (183, 187). No entanto, os anticorpos recombinantes foram
produzidos por células na auséncia de agitacdo, o que pode ter contribuido para a baixa
produtividade (187).

As células podem ser cultivadas como uma populagdo misturada durante a selecéo,
gerando pool de células sobreviventes (182). As populagdes policlonais de células
transfectadas podem render produtividade razoavel se for usado um sistema de selecdo
rigoroso (183, 188). Para producdo inicial de menores quantidades da proteina, os pools
policlonais podem ser usados, contudo, a produtividade dos pools tende a diminuir conforme
0 tempo de cultivo (182, 183, 188). Esse contexto justifica a maior quantificacdo de
anticorpos 2H1 e 4-4-20-1gG3 provenientes de Unico clone do que obtidos em pool.

Anticorpos recombinantes 2H1-1gG1 e 4-4-20-1gG1, apesar de cultivados em pool,
apresentaram maior produtividade que anticorpos 19gG3. Uma das possiveis explicacdes para
isso € a caracteristica intrinseca ao anticorpo 1gG3, que é a de se comportar como
crioglobulina, dificultando sua recuperacdo e mensuracdo. Em termos de seu papel
fisiolégico, 1gG3 de camundongo apresenta propensdo a formar auto-agregacdo, a formar
espontaneamente complexos pequenos e crioglobulinas (152, 189).

Quando comparada em condigdes prévias de sele¢cdo com antibidtico, a produtividade
de célula CHO foi relativamente maior que a produtividade por célula NSO. Células CHO
foram desenvolvidas como um sistema capaz de produzir grande quantidade de anticorpos
(180, 183, 190). Porém, nao foi possivel fazer essa correlacdo apds gerar pressdo seletiva nas
células. Apesar deste resultado, foi decidido que NSO seria, no momento, a melhor escolha
para producdo dos anticorpos, visto que ndo foi possivel adaptar CHO a crescimento livre de
soro. A maioria dos anticorpos recombinantes produzidos em larga escala tem sido gerada
usando mielomas (183).

A eficiéncia de transfec¢do dos vetores 2H1 e 4-4-20 por lipofectamina e K2 foi
semelhante, porém instavel. Esse resultado era esperado, visto que ambos os reagentes de
transfeccdo utilizados sdo lipideos catidnicos (190, 191). A estrutura basica dos lipideos
catidnicos consiste de uma regido positivamente carregada ligada a cadeia de hidrocarbonetos.
A carga positiva medeia a interacdo entre os lipideos e os grupamentos fosfato dos acidos
nucléicos, facilitando a condensacdo do DNA. A carga positiva dos lipossomos, entdo, medeia
a interacdo dos acidos nucléicos com a célula através de endocitose (192, 193).

Uma vez que a purificagdo dos anticorpos recombinantes pelo método convencional
de proteina G (194) ndo funcionou,assim como outros métodos de purificagdo, 0 método de

escolha foi o intercdmbio anidnico por DEAE (168), seguido por precipitagdo com solugédo
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saturada SAS(167). Os anticorpos apresentaram boa recuperagdo pelos métodos, e houve
perda maior de proteina durante a ultracentrifugacdo. Trabalho anterior sobre ensaio de
ligacdo entre anticorpos monoclonais 3E5 e receptor Fcy realizou purificacdo e precipitacéo
pelos mesmos métodos descritos(151). Amostra analisada em SDS-PAGE apos ultrafiltracéo,
evidenciou que a didlise foi insuficiente para remogdo de sal, devido ao padrdo de migracdo
irregular observado (195). Distor¢do no gradiente de pH pode alterar o padréo de separagédo da
amostra (196), gerando distor¢do de banda, producdo de artefatos, ou aumentar ruido na
coloracdo do gel (195). A fim de remover o sal proveniente da precipitacdo, 0 método de
cromatografia por exclusdo molecular, de forma geral, mostrou-se eficiente em eliminar
contaminantes de massa molecular menor do que 70 kDa e em separar complexos protéicos
ndo covalentes (169, 180).

Embora os macrofagos sejam o principal tipo celular do sistema imune inato
responsavel pela defesa do organismo hospedeiro contra C. neoformans, o fungoé incapaz de
ser fagocitado sem a presenca de opsoninas, uma vez que a capsula polissacaridica inibe o
mecanismo fagocitico(80, 197, 198). Os anticorpos sao importantes mediadores da fagocitose,
por se comportarem como uma ponte de interacdo entre o antigeno e a célula fagocitica para
permitir a eliminagdo do patégeno (147, 148, 199). Dessa forma, a funcionalidade do
anticorpo pode ser avaliada mediando fagocitose de C. neoformans por macr6fagos in vitro,
uma vez que o mecanismo é dependente da interacdo do anticorpo com receptor FcyR
celular(148, 161, 162, 200). Interacdo direta de IgG1 complexado ao antigeno com receptor
Fcy pode mediar a morte ou inibir o crescimento flngico por citotoxicidade dependente de
anticorpo, mediada por macréfago ou células Natural Killer(147, 148, 200). Além disso, 0
sistema in vitro é vantajoso porque, na auséncia de opsonina, a fagocitose do fungo é
essencialmente zero, e as células leveduriformes, quando fagocitadas, sdo facilmente
identificadas e contadas por microscopia (73, 153, 201).

A funcionalidade da regido Fc de 2H1 foi evidenciada nos trés ensaios de fagocitose
de C. neoformans por macrofagos J774. Foi previamente reportado que 2H1(202), 18B7,
12A1(150), 3E5 (IgG1) (81)apresentaram maiores porcentagens de fagocitose, se comparados
aos anticorpos 13F1 (150)e 3E5 (IgG3)(81). No ensaio piloto, anticorpos 2H1-19G3
evidenciaram fagocitose em porcentagem relativamente baixa se comparada a fagocitose
mediada por 18B7, mas que concorda com dados da literatura(81). No entanto, os dois ensaios
posteriores com anticorpos 2H1-1gG3 evidenciaram porcentagens semelhantes ou superioresa
de anticorpos 2H1-1gG1 e 18B7(153).Esse resultado contrasta com dados da literatura, que

relatam que os isotipos 1gG 3E5 variam na eficicia em promover fagocitose, apresnetando a
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relacdo 19G2b > IgG1 > 1gG3 (81). No entanto, os anticorpos 3E5 (81)foram produzidos por
hibridoma e purificados de liquido ascitico, o que pode acarretar certas diferencas no
processamento pos-traducional dos anticorpos recombinates produzidos in vitroem meio livre
de soro e, consequente, interferir na funcdo bioldgica dos mesmos (203). Sabe-se que
modifica¢bes pds-traducionais, como glicosilacdo, sdo importantes na modulacdo da funcédo
efetora do anticorpo (183).

Anticorpos 2H1-1gG3 mostraram menor dependéncia de receptores Fcy e CR que
anticorpos 2H1-IgG1, na fagocitose de C. neoformans H99 ap6s uso de anticorpos de
bloqueio. Esse resultado corrobora informacdes da literatura de que o isotipo 1gG3 apresenta
receptor diferente dos demais isotipos 19G, segundo experimentos realizados com mAb 3E5
de hibridoma(153). Apesar da dependéncia de 1gG3 aos receptores ter sido demonstrada,
diferentemente da de IgG1, a eficacia de fagocitose mediada por 1gG3 foi consideravelmente
reduzida quando os receptores foram bloqueados. Esse dado também reforca que 19gG3 foi
também dependente de Fcy e CR, mas ndo de forma exclusiva, como apresentado por um
trabalho australiano, que utiliza anticorpos 1gG3 contra hemacias de carneiro e descreve
FcyRI como provavel receptor de IgG3 de camundongo (152).

A fagocitose de C. neoformans opsonizado com 2H1-IgG3 ndo ocorreu nos dois
ensaios com célula CHO-K1. Dessa forma, ndo foi possivel reproduzir o resultado de
fagocitose do fungo mediada pela interacdo entre Integrina beta 1 e 1gG3 por estas
células(172). Existem, portanto, trés tipos de resultados de fagocitose com anticorpos IgG3:

1. Saylor e colaboradores(153) usaram anticorpos 3E5 produzidos por hibridoma e
purificados de liquido ascitico. Com esses anticorpos, eles obtiveram bloqueio
negligivel da fagocitose mediada por IgG3 quando os receptores Fcy foram
bloqueados, o que significa que a fagocitose deve ter sido primariamente mediada pelo
receptor desconhecido e muito pouco por FcyRI.

2. Gavin e colaboradores (152) usaram anticorpos contra hemacias de carneiro, também
produzidos por hibridoma e purificados de liquidoascitico, mas utilizando células
diferentes das usadas na geracdo de 3E5. Com esses anticorpos, eles observaram
abolicdo completa da fagocitose quando FcyRI foi bloqueado, indicando que esses
anticorpos interagiram principalmente com FcyRI e muito pouco com o receptor
desconhecido.

3. Neste trabalho, observamos um comportamento intermediario entre os dois
observados anteriormente. Bloqueio de receptores Fcy diminuiu bastante a fagocitose

por 2H1-1gG3, mas néo a aboliu completamente.
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Uma hipotese interessante para explicar essas diferencas na interagdo de IgG3 com
FcyRI ou o receptor desconhecido ¢ que a interacdo com cada tipo de receptor depende de
variacbes na modificacdo pds-traducional dos anticorpos, que difere de forma néo
completamente previsivel em diferentes lotes e dependendo da forma como o anticorpo foi
produzido. Nosso grupo est& preparando experimentos para testar essa hipotese.

Os anticorpos 4-4-20 contra FITC também apresentaram funcionalidade da regido Fc
em ensaios de fagocitose de BSA marcado. Esse resultado foi evidente mesmo com ruido
vermelho (pHrodo) internalizado nas células J774, que provavelmente foi gerado por
pinocitose intrinseca de BSA marcado pelos macrofagos (204). Pinocitose ocorre em todas as
células, incluindo macréfagos, para obtencdo de nutrientes e mediadores bioldgicos,
abrangendo mais comumente particulas e moléculas menores (até ~120 nm), assim como de
didametros maiores (macropinocitose 100 nm a 5 um)(204, 205). A porcentagem de fagocitose
mediada por IgG1 foi maior do que a mediada por 1gG3, como esperado (153). Quando as
células tiveram os receptores Fcy bloqueados foi observada redugdo de aproximadamente
50% da porcentagem de fagocitose de ambos os isotipos de anticorpos 4-4-20. Era esperado
maior dependéncia do anticorpo IgG1l aos receptores convencionais, no entanto, ndo foi
possivel fazer esta avaliagdo devido ao ruido mencionado (204). Em experimentos futuros
pretendemos utilizar no lugar de BSA, hemécias de carneiro conjugadas a FITC (151).

O sitio de ligacdo ao antigeno dos anticorpos é formado por regides determinantes de
complementariedade (CDR) (143, 144) e sua especificidade e afinidade sdo definidas por
variacdes em sua sequéncia e estrutura (142, 149, 206). A combinacdo da grande capsula
polissacaridica e da disponibilidade de anticorpos monoclonais especificos contra ela, torna C.
neoformans o sistema de escolha para estudo das intera¢cdes anticorpo-antigeno (29)mediada
pela regido varidvel. Anticorpos 2H1, 18B7, 12A1, 13F1 e 3E5 apresentaram ligacdo a
capsula de C. neoformans em ensaios de imunofluorescéncia relatados na literatura, o que
evidenciou a funcionalidade da regido varidvel dos mesmos (29, 30, 135, 145, 150). Os
anticorpos recombinantes 2H1 deste estudo apresentaram funcionalidade da cadeia variavel
em testes de IFI por ligacdo especifica a GXM de C. neoformans sorotipo A (H99) e D
(24067), e também apresentaram especificidade por ELISA.

Anticorpos monoclonais se ligam de forma anular ou puntiforme a capsula do fungo
em experimentos de IFI (32, 81, 150). Embora 0 mecanismo seja desconhecido, diferengas no
padrdo de imunofluorescéncia indicam ligacdo a diferentes epitopos e também implicam na
localizacdo do epitopo na estrutura capsular, sendo também dependente da classificagdo do

sorotipo(31). Anticorpos 2H1, 18B7, 12A1 e 3E5 (IgG1) apresentam padrdo de fluorescéncia
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anular aos sorotipos A (H99) e D (24067) de C. neoformans; enquanto que anticorpos 13F1
apresentam padréo puntiforme ao sorotipo D e anular ao sorotipo A, e 3E5 (1gG3) apresenta
padrdo puntiforme ao sorotipo D (31, 145, 150).

Os anticorpos 2H1 recombinantes apresentaram padrdo de ligacdo anular (IgG1l) e
puntiforme (19gG3), quando utilizados contra GXM de C. neoformans sorotipo A e D (145).
Teste piloto com 2H1-1gG3 néo purificado apresentou padrdo de ligacdo puntiforme contra
H99, assim como o de 3E5 1gG3 relatado previamente (145). O ensaio utilizou 4-4-20-1gG3
(controle negativo) e 18B7 (controle positivo), que ndo gerou fluorescéncia e que gerou
padrdo de fluorescéncia anular respectivamente, confirmando dados da literatura (150).

Teste com anticorpos 2H1 recombinantes e purificados contra GXM de H99 e 24067
apresentou padrdo de fluorescéncia evidente, porém sutilmente diferentes entre os sorotipos.
O anticorpo 2H1-1gG1 apresentou padrao anular e 2H1-1gG3 padréo puntiforme entre os dois
sorotipos. O controle 13F1 apresentou padrédo puntiforme por ligagdo em ambos 0s sorotipos,
enquanto que 12A1 apresentou padrdo anular evidente no sorotipo A e padrdo puntiforme,
inesperado no sorotipo D. Esse padrdo inesperado pode ter sido proveniente da baixa
concentracdo de anticorpos utilizados no experimento (1 pg/mL), se comparada a
concentragdo de anticorpos utilizada comumente nos experimentos relatados na literatura (5-
10 pg/mL) (29, 30, 150). O uso desta concentragdo mais baixa nos nossos testes foi devido a
dificuldade em produzir quantidade suficiente de anticorpos para a realizacdo de todos os
ensaios. Estamos trabalhando na geracdo de mais anticorpos para repetir o teste uma vez mais,
com uma variedade de concentracGes diferentes. Outra possibilidade para o padrdo de ligacao
inesperado de 12Al1, é que o sorotipo D poderia estar em fase de crescimento
estacionaria(31).

E observado que anticorpos IgG3 que se ligam por padrdo puntiforme estdo
relacionados a imunidade ndo protetora, enquanto anticorpos IgG1 que se ligam por padrédo
anular apresentam resposta imune protetora evidenciada por experimentos de fagocitose e de
sobrevivéncia de camundongos infectados com C. neoformans tratados com 0s anticorpos
(24, 28-30, 32, 135, 150, 155). Correlacionando os resultados de padrdo de ligacdo e
fagocitose de anticorpos 2H1 recombinantes, foi possivel observar que o padrdo anular obtido
por 2H1-1gG1 correspondeu a imunidade protetora mediada por macrofagos em fagocitose
eficaz de C. neoformans. No entanto, ndo foi possivel correlacionar o padrdo puntiforme de
2H1-1gG3 com a eficécia fagocitica obtida no experimento in vitro, mas sim com resultado da
literatura, que mostrou que 1gG3 3E5 apresentou eficacia protetora mediada por fagocitose

semelhante a de 1gG1 (153). Experimentos com camundongos infectados com C. neoformans
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e tratados com esses anticorpos recombinantes poderdo revelar se a mudanca de IgG1 para
1gG3 nos anticorpos 2H1 também transforma um anticorpo protetor em ndo protetor.

A visdo classica quanto a funcédo dos anticorpos postula dois dominios, definidos pelas
regides variavel e constante, que sdo responsaveis pela ligacdo ao antigeno e funcéo efetora,
respectivamente (34, 35). Varias evidéncias sugerem que diferencas nas sequéncias de CH
podem afetar a especificidade e afinidade do anticorpo ao seu antigeno(141, 142, 159). Um
exemplo sdo os isotipos 1gG1 e 1gG3 monoclonais 3E5 de hibridoma, os quais apresentam
regides variaveis idénticas, mas padrdo de ligacdo a C. neoformans em IFI,respectivamente,
anular e puntiforme (28-30, 145). O resultado de padrdo de ligacdo obtido pelo anticorpo
recombinante com regido variavel do anticorpo monoclonal 2H1 (originalmente de 1gG1) foi
alterado de anular para puntiforme, quando a cadeia constante 1gG1 foi trocada pela cadeia
constante de 1gG3. Esse resultado reforca o Unico dado anteriormente obtido com isotipos
1gG(145), sendo este pela primeira vez realizado com o par de anticorpos recombinantes IgG1
e 1gG3. Mais importante, o fato de produzirmos esses anticorpos por engenharia genética
permite a manipulacdo das sequéncias que codificam os anticorpos a fim de descobrir qual
parte da regido constante de IgG3 altera a estrutura do paratopo (137). Com este objetivo, ja
produzimos vetores em que anticorpos de um isotipo tém pequenas regides substituidas pela
regido equivalente do outro isotipo. Por exemplo, os anticorpos (a) IgG1 com o dominio de
dobradica substituiido pelo de 1gG3 e (b) IgG3 com o dominio de dobradica substituido pelo
de 1gG1, permitirdo testar se € a mobilidade da dobradica que altera a estrutura fina do
dominio VH. Os vetores para expressao destes anticorpos ja foram feitos (Figura 13) e serdo

utilizados em experimentos futuros.



78

8. CONCLUSAO

Neste trabalho, mostramos resultados que demonstram a producdo, com sucesso, de
quatro anticorpos monoclonais recombinantes que apresentaram funcionalidade tanto em
testes de interacdo com o antigeno (IFI e ELISA), quanto em testes de interagdo com
receptores de Fc (ensaio de fagocitose com macrdfagos J774). Em testes de IFI demonstramos
que o padrdo de ligacdo de anticorpos 2H1 foi semelhante ao observado anteriormente para
3E5, sendo anular para IgGl e puntiforme para 1gG3. Essa alteracdo no padrdo de
fluorescéncia observada em um segundo par de IgGs reforca a informacdo que a regido
constante de anticorpos altera a regido varidvel e, consequentemente, sua ligacdo ao antigeno.
Nossa estratégia experimental usando anticorpos monoclonais recombinantes fornece novas
ferramentaspara estudos que serdo realizados pelo nosso grupo de pesquisa com finalidade de
localizar com precisdo quais regifes da cadeia constante alteram a especificidade e
funcionalidade de um anticorpo.Tal informacdo pode ser bastante Util no desenvolvimento de
anticorpos terapéuticos mais eficazes.

O anticorpo 2H1-IgG1 apresentou dependéncia completa dos receptores Fcy para
mediar fagocitose, enquanto 2H1-1gG3 apresentou também dependéncia dos receptores
convencionais, mas ndo de forma exclusiva. Este dado de 2H1-1gG3demonstra, com um novo
anticorpo,0 achado de alguns grupos de pesquisa que concordam que este isotipo pode até
interagir com os receptores convencionais,mas que também exerce funcdo efetora por outro
receptor ainda desconhecido. A versatilidade provida pelo modelo de anticorpos monoclonais
recombinantes também nos permitira obter ferramentas para estudar a interagdo entre IgG3 e
este receptor desconhecido eainda,conhecer o resultado funcional dessa interacdo na resposta

imunitaria.



79

9. PERSPECTIVAS

A fim de responder perguntas importantes que surgiram com os resultados deste
trabalho, serd necessario ao entendimento do mecanismo funcional dos anticorpos
recombinantes 2H1 investigar:

- Se ha diferenca no padréo de glicosilacdo de anticorpos produzidos por células NSO
(2H1 1gG1 e 1gG3) e de anticorpos de hibridoma produzidos em liquido ascitico (3E5 IgG1 e
1gG3), por espectrometria de massa;

- Qual regido da cadeia constante entre isotipos 1gG1 e IgG3 é responsavel por alterar
0 paratopo, utilizando engenharia genética para construcdo de anticorpos quiméricos;

- Investigar se anticorpos 3E5 e 2H1 competem pelo mesmo epitopo de GXM, por
ELISA de competicéo;

- Investigar,utilizando ressonancia plasmonica de superficie, a biofisica da interacao
entrelgG3e a Integrina b-1, proteina candidata a ser o receptor desconhecido de 1gG3 baseado
em dados de experimentos de perda e ganho de fungao.

Estas investigacOes foram propostas como projeto de doutorado aprovado na selecéo

do doutorado em Biologia Molecular da UnB.
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