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RESUMO

Anticorpos séo glicoproteinas produzidas por linfécitos B na presenca de antigenos.
Sao divididos em cinco classes em humanos, sendo eles, IgA, IgE, IgG, IgM e IgD.
Destas, as IgGs sdo as que se encontram em maior quantidade no soro. Podem ser
subclassificados em isotipos IgG1, IgG2, 1IgG3 e IgG4 em humanos e IgG1, 1gG2a,
IgG2b e IgG3 em camundongos. Por sua ampla aplicacédo, a IgG é considerada a
classe mais relevante para a terapéutica e a mais comum de ser produzida. Assim, a
producdo de anticorpos IgG em busca de tratamentos mais seguros e benéficos
cresce em ritmo acelerado. Embora possuam muitas vantagens, sua utilizagdo em
terapias pode provocar efeitos deletérios, piora do prognostico e até mesmo a morte
de pacientes. Apesar da relevancia clinica, esses efeitos ainda sao pouco
compreendidos. Dessa forma, analisar a estrutura e atividade de anticorpos IgG, além
de verificar os riscos associados durante a sua aplicacdo, é fundamental para
compreender e melhorar a eficacia e seguranca de novos tratamentos. Neste intuito,
foram desenvolvidos dois projetos abordando a andlise da atividade de anticorpos
IgG. Inicialmente, analisamos as respostas de anticorpos monoclonais (mAbs) 2H1 e
3E5 de isotipos IgG1 e IgG3, que tém como alvo o fungo Cryptococcus neoformans.
Para isso, realizamos a producdo de mAbs 2H1 e 3E5 hibridos com substituicdes nas
porcbes CH1 e dobradica. Neste projeto foi possivel observar atividades de:
opsonizagdo por mAbs 3E5 hibridos aumentando a fagocitose de fungos C.
neoformans por células J774.16; influéncia de mAbs 2H1 e 3E5 IgG1 e 1gG3 hibridos
na especificidade fina do anticorpo; e alteracdo do padréo de ligagdo de mAbs 3E5
IgG3 com dobradica de IgG1 a capsula de C. neoformans, modificando o padrdo de
ligacdo de puntiforme para anular. Durante o desenvolvimento deste projeto com C.
neoformans, ocorreu a pandemia de COVID-19. A partir deste momento, optamos por
expandir os estudos para entender o papel de anticorpos IgG na terapia de COVID-
19, enfatizando na avaliacdo do risco de complicagbes por ADE no uso da
plasmoterapia para COVID-19 em pacientes que estejam coinfectados com os virus
SARS-CoV-2 e DENV. Assim, como extensdo de um ensaio clinico randomizado de
fase lla para tratamento da COVID-19, verificamos a quantidade de doadores de

plasma convalescente para COVID-19 com sorologia IgG positiva para dengue em



Brasilia-DF. Neste projeto, identificamos uma alta taxa de doadores com sorologia
positiva para IgG de dengue em nossa regido, podendo assim favorecer o
desencadeamento de complicacdes por ADE em pacientes coinfectados que utilizem
a plasmoterapia como tratamento da COVID-19. Além disso, observamos que a
dificuldade no diagndstico diferencial da COVID-19 e dengue afetam diretamente o
uso seguro da plasmoterapia para COVID-19. Estas duas abordagens permitiram a
descoberta de novas evidéncias que colaboram no desenvolvimento de mAbs
seguros, contribuindo para o delineamento de novos tratamentos mais eficazes e
seguros. Além disso, esses conhecimentos apoiam o importante alerta a comunidade
cientifica sobre os possiveis riscos de complicacdes durante o uso de terapias que
possuam anticorpos policlonais de soro humano em regides onde a dengue €

endémica.

Palavras-chave: Plasmoterapia, Anticorpos monoclonais, Imunoglobulina, COVID-

19, Criptococose.
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ABSTRACT

Antibodies are glycoproteins produced by B lymphocytes in response to antigens.
They are divided into five classes in humans: IgA, IgE, IgG, IgM, and IgD. Of these,
IgG is found in the highest concentrations in serum. They can be subclassified into
lgG1, 1gG2, 1gG3, and 1gG4 isotypes in humans and 1gG1, 19G2a, IgG2b, and IgG3 in
mice. Due to its wide application, IgG is considered the most relevant class for
therapeutics and the most produced isotype. Thus, the production of IgG antibodies
as safer and more beneficial treatments is growing rapidly. Although they have many
advantages, their use in therapy can cause harmful effects, worsen the prognosis, and
even lead to patient deaths. Despite their clinical relevance, these effects are still
poorly understood. Therefore, analyzing the structure and activity of IgG antibodies
and verifying the risks associated with their application is fundamental to
understanding and improving the effectiveness and safety of new treatments. To this
end, two projects were developed addressing the activity of IgG antibodies. Initially,
we analyzed the responses of monoclonal antibodies (mAbs) 2H1 and 3E5 of IgG1
and 1gG3 isotypes, whose targets are the fungus Cryptococcus neoformans. To
achieve this, we produced hybrid 2H1 and 3E5 mAbs with substitutions in the CH1
and hinge portions. In this project, we observed that these hybrid 3ES mAbs were
opsonic, increasing the phagocytosis of C. neoformans by J774.16 cells. We also
determined the influence of hybrid 2H1 and 3E5 IgG1 and 1gG3 mAbs on the fine
specificity of the antibody. Finally, we also observed an alteration of the binding pattern
of 3E5 IgG3 mAbs with an IgG1 hinge to the C. neoformans capsule, a modification
that changed the binding pattern from punctate to annular. During the development of
this C. neoformans project, the COVID-19 pandemic occurred. From this moment on,
we chose to expand studies to understand the role of IgG antibodies in COVID-19
therapy, emphasizing the assessment of the risk of complications due to antibody-
dependent enhancement (ADE) in the use of plasma therapy for COVID-19 in patients
who are co-infected with the SARS-CoV-2 and DENV viruses. Thus, as an extension
of a phase lla randomized clinical trial for the treatment of COVID-19, we verified the
number of COVID-19 convalescent plasma donors with positive IgG serology for

dengue. In this project, we identified a high rate of donors with positive serology for
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dengue IgG, which could theoretically trigger complications due to ADE in co-infected
patients who use plasma therapy as a treatment for COVID-19. Furthermore, we
observed that the difficulty in differential diagnosis of COVID-19 and dengue directly
affects the safe use of plasma therapy for COVID-19. These two approaches led to
new evidence that could contribute to developing safe and effective treatments.
Furthermore, this knowledge raises an alert to the scientific community about the
possible risks of using therapies containing polyclonal serum antibodies in patients

from regions where dengue is endemic.

Keywords: Plasma therapy, Monoclonal antibodies, Immunoglobulin, COVID-19,

Cryptococcosis.
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INTRODUCAO A TESE

Durante a execucdo deste trabalho de doutorado ocorreram circunstancias
atipicas como a pandemia da COVID-19, que trouxe consigo diversas incertezas. O
projeto inicial que estava sendo realizado desde o inicio de 2018, necessitou ser
interrompido temporariamente no comec¢o de 2020 por motivos de seguranca. Diante
da complexidade e importancia que a doenca da COVID-19 apresentou, o professor
e orientador Dr. André Moraes Nicola e seu grupo, em associacdo com outros grupos
de pesquisa, iniciaram estudos relacionados a COVID-19 que culminaram no
desenvolvimento de um ensaio clinico randomizado de fase lla. No intuito de analisar
os beneficios da plasmoterapia e desenvolver sistemas de diagnostico este trabalho
gerou novos conhecimentos. Dessa forma, atuei neste em diversas vertentes, desde
etapas de selecao de doadores até etapas relacionadas a experimentacdo. A partir
desse ensaio, surgiram novas hipéteses que geraram o desenvolvimento de um
segundo trabalho realizado entre 2020 e 2021. ApGs a autorizagao para a retomada
das atividades presenciais o projeto inicial voltou a ser realizado confluindo em
resultados importantes.

Assim, foram apresentados no decorrer desta tese dois temas de grande
relevancia que serdo abordados em secdes diferentes. O capitulo 1, que possui 0
titulo “Efeitos das regides constantes de IgGl e IgG3 na ligacdo de anticorpos
murinos a capsula de Cryptococcus neoformans”, abrange questdes relacionadas a
modificacOes das regides constantes de anticorpos IgG1 e IgG3 e suas mudancgas de
atividade e ligacéo a capsula de C. neoformans. O capitulo 2, cujo titulo é: “Risco de
transfusdo de plasma convalescente como terapia para COVID-19 onde a dengue é
endémica”, discorre acerca da possivel ocorréncia de complicacdes durante o uso da
plasmoterapia para COVID-19 em pacientes coinfectados com SARS-COV-2/DENV
em regides com recursos limitados e endémicos para dengue. Dessa forma, este
documento versa sobre dois assuntos que possuem em comum a analise da atividade

de anticorpos IgG na resposta contra os patdgenos SARS-CoV-2 e C. neoformans.



24

CAPITULO 1 - EFEITOS DAS REGIOES CONSTANTES DE IGG1 E IGG3 NA
LIGACAO DE ANTICORPOS MURINOS A CAPSULA DE CRYPTOCOCCUS
NEOFORMANS

RESUMO

A criptococose € uma doenca de grande relevancia clinica que acomete
principalmente pessoas imunocomprometidas, como aqguelas vivendo com HIV/AIDS.
Por atravessar a barreira hematoencefalica, o fungo Cryptococcus neoformans pode
provocar complicagcbes como meningite grave, acarretando a morte de mais de 112
mil pessoas por ano. Os tratamentos existentes atualmente possuem limitacdes por
apresentar resisténcia e toxicidade. Assim, a utilizacdo de anticorpos monoclonais
vem sendo estudados para terapia e diagndstico da criptococose. Anticorpos 2H1 e
3E5 IgGl e 1IgG3 com mesma regido variavel, mas com alteragbes nas regides
constantes tém demonstrado atividades diferentes contra Cryptococcus neoformans.
No intuito de entender qual/quais partes da regido constante é/sdo as responsaveis
por tais modificacbes estruturais e funcionais, foram produzidos 10 anticorpos
monoclonais hibridos, sendo 5 com trocas entre os isotipos 2H1 IgG1 e 2H1 IgG3 e
5 com trocas entre os isotipos 3E5 IgG1 e 3E5 1gG3. Foram produzidos 3 anticorpos
monoclonais 2H1 IgG3 com alteracdes em 3 porcbes da regido CH1 derivados de
2H1 IgG1 denominados de 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2 e 2H1 CH1F3; e 2 anticorpos
monoclonais com modificacéo da regido da dobradica denominados de 2H1 IgG3 com
dobradica de IgG1 e 2H1 IgG1 com dobradica de IgG3. Da mesma maneira, foram
produzidos 5 anticorpos monoclonais 3E5 hibridos, sendo 3 anticorpos monoclonais
3E5 IgG3 com alteragcdes em 3 porcdes da regido CH1 derivados de 3E5 IgG1,
denominados de 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2 e 3E5 CH1F3; e 2 anticorpos monoclonais
com modificacéo da regido da dobradica denominados de 3E5 IgG3 com dobradica
de 1gG1 e 3E5 IgGl com dobradica de IgG3. O desenvolvimento deste projeto
evidenciou gque: os anticorpos monoclonais 3E5 hibridos aumentaram a fagocitose de
C. neoformans por células semelhantes a macréfagos J774.16; a regidao de CH1 e
dobradica podem afetar a regido varidvel de anticorpos monoclonais 3E5 modificando

sua especificidade fina; e quando trocada a dobradica do mAb 3E5 IgG3 pela
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dobradica do anticorpo monoclonal 3E5 IgG1, seu padréo de ligacdo alterou de
puntiforme para anular, indicando que a dobradica de 3E5 IgG1 é necessaria porém

nao suficiente para gerar tais mudancas na ligacdo do antigeno.

Palavras-chave: Imunologia, Criptococose, Imunoglobulina, Isotipo
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ABSTRACT

Cryptococcosis is a disease of great clinical relevance that affects mainly
immunocompromised people, such as those living with HIV/AIDS. Crossing the blood-
brain barrier, the Cryptococcus neoformans fungus can cause complications such as
severe meningitis, causing the death of more than 112,000 people a year. Current
treatments have limitations due to their resistance and toxicity. Thus, monoclonal
antibodies have been studied for the therapy and diagnosis of cryptococcosis. 2H1
and 3E5 IgG1 and IgG3 antibodies with the same variable region but with alterations
in the constant regions have demonstrated different activities against Cryptococcus
neoformans. To understand which parts of the constant region is/are responsible for
such structural and functional modifications, 10 hybrid monoclonal antibodies were
produced, 5 with changes between the 2H1 IgG1 and 2H1 IgG3 isotypes and 5 with
changes between the 3E5 IgG1 and 3E5 IgG3 isotypes. Three 2H1 IgG3 monoclonal
antibodies were produced with changes in 3 portions of the CH1 region derived from
2H1 IgG1 called 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2, and 2H1 CH1F3; and 2 monoclonal
antibodies with hinge region modification named 2H1 1gG3 with IgG1 hinge and 2H1
lgG1 with IgG3 hinge. In the same way, 5 hybrids monoclonal antibodies 3E5 were
produced, 3 monoclonal antibodies 3E5 IgG3 with changes in 3 portions of the CH1
region derived from 3E5 1gG1, called 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, and 3E5 CH1F3; and
2 monoclonal antibodies with hinge region modifications named 3E5 1gG3 with IgG1
hinge and 3E5 IgG1 with IgG3 hinge. The development of this project showed that:
the 3E5 hybrid monoclonal antibodies increased the phagocytosis of C. neoformans
by macrophage-like J774.16 cells; the CH1 and hinge regions can affect the variable
region of monoclonal antibodies 3E5 by modifying their fine specificity; and when the
monoclonal antibody 3E5 IgG3 hinge was exchanged for the IgG1 counterpart, its
binding pattern changed from punctate to annular, indicating that the 3E5 IgG1 hinge

IS necessary but not sufficient to generate such changes in antigen binding.

Keywords: Immunology, Cryptococcosis, Immunoglobulin, Isotype
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1 INTRODUCAO

1.1 ANTICORPOS

1.1.1 Estrutura

Anticorpos, também denominados imunoglobulinas (lg), sdo glicoproteinas
produzidas por linfécitos B, na presenca de moléculas chamadas de antigenos. Por
apresentar alta especificidade contra patégenos e substancias estranhas nao
infecciosas, sua principal funcdo consiste em mediar a resposta imune adquirida
humoral (AZIZ; IHEANACHO; HASHMI, 2022). Os anticorpos podem ser encontrados
tanto nas formas sollUveis, quanto ancorados na membrana de linfécitos B, sendo
nomeados de B-cell receptor (BCR). Os BCRs sdo produzidos durante a maturacéo
do linfécito B e ndo dependem de estimulos antigénicos para sua formacao. Estédo
envolvidos na transducao de sinal, no qual ocorrem alteracdes na oligomerizacéo do
receptor, ativacdo de células T auxiliares através da apresentacdo de antigenos e
producao de citocinas. Além disso, quando o BCR reconhece um antigeno, ocorre a
ativacao e diferenciacdo de linfécitos B em plasmadcitos permitindo a secrecao de
anticorpos soluveis nos fluidos corporais (HOFFMAN; LAKKIS; CHALASANI, 2016).

Em humanos estéo presentes cinco classes ou isotipos de anticorpos, sendo
eles, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM (ATTAELMANNAN; LEVINSON, 2000). Estes sao
formados por moléculas de aproximadamente 25 a 50 Kilodalton (kDa), que se juntam
e formam uma grande estrutura denominada monémero, representado em forma de
“Y”. Cada isotipo possui uma determinada quantidade de monémeros. Sendo que o
IgG, IgE e IgD sdo monomeéricos (1 mondémero), IgA monomeérico ou dimeérico (1 - 2
mondmeros) e IgM pentamérico (5 mondémeros) (Figura 1). A estrutura bésica do
mondmero consiste em 4 cadeias proteicas, sendo 2 cadeias leves e 2 cadeias
pesadas, ligadas entre si por pontes dissulfeto e interacbes nédo-covalentes que
contribuem para ligacdo das cadeias. Tanto as cadeias leves quanto as cadeias
pesadas contém regides variaveis (N-terminal) e constantes (C-terminal). Cada
cadeia leve possui um dominio variavel denominado Variavel Leve (VL) e um dominio
constante denominado Constante Leve (CL). Ja a cadeia pesada possui um dominio

variavel chamado de Variavel Pesada (VH) e trés a quatro dominios pesados
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chamados de Constante Pesada 1, Constante Pesada 2 e Constante Pesada 3 (CH1,
CH2 e CH3, respectivamente). No caso da imunoglobulina IgE e IgM possui a
constante pesada 4 (CH4) (Figura 2) (MA; O'KENNEDY, 2015).

Figura 1 - Representacéo de isotipos de anticorpos

Sao mostradas IgD, IgE e IgG monoméricas, juntamente com as formas diméricas e pentaméricas de
IgA e IgM. Esferas verdes representam cadeias pesadas, enquanto as amarelas cadeias leves.
Quadrado vermelho representa a cadeia J. Fonte: Adaptado de (DUARTE, 2016).
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Figura 2 - Estrutura de uma molécula de anticorpo

A 19G secretada B IgM de membrana
Cadeia Sitio de ligacao | Sitio de ligagao
pesada ao antigeno : ao antigeno

Sitios de ligaca
ao receptor Fc/
complemento

C

Pecacaudal/c{; é =

Ponte dissulfeto----- .

Membrana
plasmatica

Dominiolg \ " de células B

A) Diagrama esquematico de uma molécula de IgG secretada. Os sitios de ligagdo ao antigeno séo
formados pela justaposicdo dos dominios VL e VH. As regides C da cadeia pesada terminam na parte
caudal. Os locais de ligacdo do complemento e do receptor Fc estdo em sitios dentro das regides
constantes da cadeia pesada CH2. B) Diagrama esquematico de uma molécula de IgM ligada a
membrana na superficie de um linfocito B. A molécula de IgM possui um dominio CH a mais do que a
IgG, denominado CH4, e a forma de membrana do anticorpo tem porgcées C-terminais

transmembranares e citoplasmaticas que ancoram a molécula a membrana plasmatica. Fonte:
Adaptado e descrito em (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Os genes para a producdo de cadeias pesadas e leves de receptores de
antigenos em humanos estéo agrupados no cromossomo 14 e 22/2, respectivamente.
Nos mamiferos € possivel encontrar dois tipos de cadeias leves denominadas cadeia
kappa (k) e lambda (A) (MCBRIDE et al., 1982). Essas duas cadeias apresentam
pequenas diferencas em suas sequéncias polipeptidicas. Seus tamanhos variam
entre 25 e 30 kDa, consistindo em 210 e 220 residuos de aminoacidos (BENGTEN et
al., 2000). Ja as cadeias pesadas podem ser subdivididas em cadeia 0, d, €, Y e Y, e

sdo encontradas nos anticorpos IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, respectivamente. As

cadeias pesadas também diferem em seu tamanho e composi¢do: a e y contém

aproximadamente 450 residuos de aminoacidos, enquanto pJ e € tém cerca de 550

residuos de aminoacidos. Como cada plasmadcito produz apenas um tipo de cadeia
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leve e um tipo de cadeia pesada, o rearranjo génico permite produzir um grande
repertdrio de receptores de superficie funcionais (ESPARVARINHA et al., 2017).

A variabilidade nos sitios de ligacéo do antigeno é alcancada pelo mecanismo
de recombinacdo somatica. Esse processo ocorre a partir da recombinacdo de
segmentos génicos chamados variavel (V), diversidade (D) e juncao (J). A regiao V

da cadeia pesada é codificada pelos genes Vy, Dy € Ju, enquanto a regido V da cadeia

leve é codificada pelos genes V. e J., com a auséncia de segmentos D. O rearranjo

das cadeias é mediado por recombinases denominadas Recombination Activation
Gene 1 e 2 (RAG1 e RAG2), de 1040 e 527 residuos de aminoacidos, que realizam
a clivagem do acido desoxirribonucléico (DNA). A RAG1 reconhece e se liga a
recombination signal sequences (RSS) que flanqueiam os segmentos V(D)J e cria
quebras na fita simples de DNA entre a primeira base da RSS (logo antes do
heptamero) e o segmento codificante. A RAG2 parece ajudar na ativacdo da RAG1
para se ligar e clivar sequéncias especificas e aumentar sua capacidade de ligacao
ao DNA (CHI; LI; QIU, 2020). Uma infinidade desses RSS flanqueia as regides V(D)J
no cromossomo, permitindo uma grande variedade de possiveis rearranjos. Apés a
combinacdo desses segmentos ocorre o reparo do DNA pela via classica non-
homologous end joining (NHEJ), gerando um conjunto diverso de receptores de
antigenos em linfocitos B e T em desenvolvimento. Este mecanismo resulta em novas
sequéncias de aminoacidos de Igs e T-cell receptor (TCRS) Unicas que possibilitam o

reconhecimento de diversos epitopos antigénicos (ALT et al., 1992; CHRISTIE;
FIJEN; ROTHENBERG, 2022).

A visdo classica da estrutura das Igs teve origem no estudo realizado por
Rodney Porter (1957), que usou a digestao proteolitica no final dos anos 50 para
separar a molécula de anticorpo IgG em fragmentos que acabaram sendo conhecidos
como fragmento de ligacdo ao antigeno, ou (Fab), e dominio de fragmento
cristalizavel (Fc), assim chamado porque poderia ser facilmente cristalizado
(PORTER; PRESS, 1957). Durante a digestdo com a pepsina, foram obtidos dois
fragmentos Fab que s&o unidos por pontes de dissulfeto e chamados de fragmentos
F(ab): (MESTECKY, 1972). A regido Fab é dividida por dois dominios variaveis (VH
e VL) e dois dominios constantes (CH1 e CL). Dentro de cada dominio variavel estdo
seis loops hipervariaveis designados como Complementarity-determining region

(CDR), sendo trés na cadeia leve (L1, L2 e L3) e trés na cadeia pesada (H1, H2 e
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H3), suportados por framework (FR) conservada de folhas . Nas associacbes das
cadeias leve e pesada, os dois dominios variaveis dimerizam para formar o fragmento
Fv que contém o sitio de ligacdo do antigeno, denominado paratopo, responsavel por
se ligar ao epitopo do antigeno. Outros dominios adicionais da cadeia pesada, CH2
e CH3, em determinados isotipos, comp&em a regido Fc. Esse fragmento foi obtido a
partir da clivagem por papaina e é responsavel por desempenhar fungdes efetoras,
como ativacdo e interacdo do sistema complemento, opsonizacdo, fagocitose e
neutralizagéo (Figura 3) (BURTON, 1990; SELA-CULANG et al., 2013) . As regides
Fab e Fc séo interligadas por uma regido de dobradica que conferem aos anticorpos
maior flexibilidade. Essa regido possui entre 10 e 60 residuos de aminoacidos nos
diferentes isotipos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Figura 3 - Estrutura 3D de uma molécula de anticorpo

A Fab

A) Regido Fab e Fv (VH e VL) destacados em circulos. B) Representacdo esquematica dos trés loops
da cadeialeve (L1, L2 e L3) e trés loops da cadeia pesada (H1, H2 e H3) das regides CDRs do dominio

variavel. Fonte: (SELA-CULANG et al., 2013).
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1.1.2 Subclasse IgG

De todas as classes de anticorpos, as IgGs sdo geralmente as que se
encontram em maior quantidade no soro, possuindo uma meia-vida sérica mais longa.
Sao menores em tamanho, possuindo um peso molecular de aproximadamente 146
a 170 kDa, facilitando sua difusdo do sangue para os tecidos. Possuem
caracteristicas de neutralizacdo, opsonizacao, fagocitose de patdgenos e ativacdo do
sistema complemento. Dada a sua funcionalidade versatil, é considerada a classe
mais relevante para a terapéutica e a mais comum de ser produzida (ZHOU et al.,
2020a). Em humanos, séo subdivididas em quatro subclasses, sendo elas, 1gG1,
1gG2, 1IgG3 e 1gG4 (Figura 4). Embora possuam 90% de semelhanca na composi¢éao
de seus aminoacidos, cada subclasse tem um perfil Gnico com relacéo a ligacao do
antigeno, formacdo de imunocomplexos, ativacdo do complemento, ativacdo de
células efetoras, meia-vida e transporte placentario. (DE TAEYE; RISPENS;
VIDARSSON, 2019; VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014).

Figura 4 - Representacdo das subclasses de IgG e seus isdmeros

A
ool
CH2 hinge
CH3

1gG1 IgG2 IgG3 IgG4

A) As subclasses de IgG, indicando como as diferentes cadeias pesadas e leves estdo ligadas, o
comprimento da dobradica (hinge) e o nimero de pontes dissulfeto conectando as duas cadeias
pesadas. Fonte: Adaptado de (VIDARSSON; DEKKERS; RISPENS, 2014).

As subclasses IgG1 e IgG3 sao bastante relevantes. Durante a aplicacao da
biotecnologia de anticorpos pode ser observado com frequéncia a mudanca de
isotipos. Essas modificagbes, muitas vezes ocasionam diferentes efeitos funcionais,
podendo ser prejudiciais. Assim, entender os efeitos de mudanca de isotipos se torna
necessario para entender a fisiologia da resposta imunitaria. A subclasse IgG1 é
normalmente a mais abundante. Costuma ser induzida na presenca de antigenos

proteicos soluveis. Sua deficiéncia pode resultar em diminuigdo dos niveis totais de
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IgG (hipogamaglobulinemia) e infec¢des recorrentes. A estrutura de sua dobradica
engloba cerca de 15 residuos de aminoacidos e € muito flexivel. Ja os anticorpos
IgG3 sao particularmente eficazes na inducéo de funcdes efetoras, sendo um potente
anticorpo pré-inflamatorio. Além disso, € o sorotipo mais frequente contra
carboidratos. Apesar disso, sua meia-vida mais curta, instabilidade, capacidade de
formar agregados e potencial imunogenicidade, podem limitar sua utilizacéo. E
geralmente a primeira subclasse a se formar, seguida por respostas IgGl e
deficiéencia desta subclasse, tendem a provocar infecgdes recorrentes do trato
respiratorio superior. Possui uma regido de dobradica muito mais longa com cerca de
guatro vezes o tamanho da dobradica de IgG1, contendo até 62 residuos de
aminoacidos. Como consequéncia, os fragmentos Fab estdo relativamente distantes
do fragmento Fc, conferindo maior flexibilidade a molécula. A diferenca na
flexibilidade da dobradica influencia a orientacéo relativa e as interacdes do dominio
Fab e Fc do anticorpo. Essas diferencas afetam a capacidade de ligagdo ao antigeno
e a formacdo de imunocomplexos. Também foi sugerido que a dobradica
relativamente longa de IgG3 torna o local de ligacdo de C1lg (complemento) mais
acessivel, resultando em ativacdo do complemento mais eficiente (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019). O entendimento desses efeitos pode ajudar no
desenvolvimento e direcionamento do uso seguro de anticorpos.

Além da flexibilidade, a funcionalidade desempenhada por anticorpos IgG séo
de extrema importancia. A atividade biologica dessas moléculas depende da
interacdo de sua porcdo Fc com sistemas efetores. Determinadas células do sistema
imune como, células mieldides humanas, natural killers (NK) e algumas células
linféides expressam receptores Fc gama (FcyR). Os receptores FcyR humanos séo
divididos em 6 tipos, sendo eles, FcyRIl, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC, FcyRIIIA e
FcyRIIIB, que diferem em sua distribuicdo celular, na afinidade de ligacdo a Fc de
diferentes isotipos e funcao biolégica. Estes receptores podem ter alta afinidade ou
baixa afinidade. Os imunocomplexos IgG se ligam com alta avidez tanto em FcyRs
de alta afinidade quanto nos de baixa afinidade, porém, apenas os FcyRs de alta
afinidade se ligam a IgG monomérica. Quando estes receptores detectam antigenos
opsonizados por anticorpos, desencadeiam mecanismos efetores especificos apds o
reconhecimento e ligacdo a dominios Fc (BRUHNS et al.,, 2009; BRUHNS;
JONSSON, 2015).
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As funcgdes efetoras, como Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC),
citotoxicidade dependente de complemento (CDC) e Antibody-dependent cellular
phagocytosis (ADCP), diferem nas subclasses IgGs por conta de diferencas em suas
regides constantes, particularmente nas dobradicas e nos dominios superiores da
regidio CH2. E nesta posicdo que esta o local de ligacdo para os receptores Clq e
FcyR presentes nas células efetoras do sistema imune inato. As subclasses IgG1l e
IgG3 interagem eficientemente com a maioria dos FcyR, sendo fortes indutores
desses mecanismos efetores. O anticorpo IgG1 tem maior afinidade de ligagéo ao
FcyR, seguida por IgG3, 1gG2 e IgG4. Além desses fatores de interacdo com
receptores Fc, polimorfismos nas moléculas de IgGs e modificagBes pds-traducionais
na forma de glicosilacado também séo responsaveis por afetar suas funcdes, pois sédo

capazes de alterar a estrutura quaternaria do Fc (YU; SONG; TIAN, 2020).

1.1.3 1gGs humanos e IgGs murinos

Os modelos murinos, grande parte das vezes, sao utilizados para producao de
anticorpos contra infeccbes especificas. Assim, podem ser gerados diversos
anticorpos murinos de espécies diferentes. Estas novas moléculas sao validadas e
estudadas in vitro usando células humanas ou ainda in vivo em modelos murinos
especificos, no intuito de verificar seguranca, eficicia e toxicidade. Dessa forma, se
faz necessario entender a correlacéo de anticorpos IgGs murinos e humanos e suas
interacdes com receptores FcRs de diferentes espécies (WANG et al., 2022).

A 1gG murina é diferente da IgG humana em varios aspectos, como sequéncia
de aminoécidos, estrutura espacial, tipo de subclasse e glicoforma. Enquanto as IgGs
humanas sdo compostas por quatro tipos de subclasses (IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4),
0s anticorpos IgGs murinos sdo subdivididos em IgG1, IgG2a/2c, 1gG2b e 1gG3. Os
alétipos das subclasses de IgGs murinas podem ser diferentes de acordo com o
modelo murino. Por exemplo, IgG2c foi observado no soro de camundongo C57BL/6,
enguanto o soro de camundongo BALB/C tem IgG2a, mas néo IgG2c. Além dessas
diferencas, ocorrem ainda mudancas no padrao de glicosilacdo em IgGs. No caso de
camundongos séo produzidos IgGs principalmente com acido N-glicoliineuraminico e

em humanos é produzido apenas acido N-acetilneuraminico. Outra alteracao
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importante € a presenca de a-1,3-galactosilacdo, uma caracteristica especial da
glicosilagéo de IgG da regido Fc murina. Essas alteragOes afetam diretamente suas
funcdes efetoras e de interacdo com receptores e antigenos (HAN et al., 2020).

Referente as interacdes com receptores FcyRs é importante elucidar que a
maioria dos FcyRs humanos tem o0 mesmo nome que os FcyRs de camundongos. O
l6cus FcyR humano contém 5 receptores FcyR ativadores (FcyRla, FcyRlla, FcyRlic,
FcyRllla e FcyRIlIb) e 1 receptor inibitério (FcyRIIb). J& os camundongos tém 3
receptores de ativacao (FcyRl, FcyRIIl e FcyRIV) e um FcyR inibitério (FcyRIIb). Esses
receptores sao ortélogos dos FcyRla, FcyRlla, FcyRllla e FcyRIlb humanos,
respectivamente. Embora suas afinidades relativas para 1gG sejam geralmente
semelhantes nas duas espécies, 0s receptores murinos diferem ligeiramente do
sistema humano em nivel de expressao e fung¢do. As subclasses de IgG humana
IgG1, IgG3 e IgG4 parece se ligar a todos os FcyRs murinos. Ja os complexos IgGs
de camundongo demonstraram menos interagdes com FcyRs humanos. De forma
especifica, o0s anticorpos IgGl e 1gG2b de camundongo se ligam,
predominantemente, a FcyRIl e de forma mais fraca a FcyRI e FcyRIIb; IgG2a e 1IgG2¢
de camundongo se ligam em todos os FcyRs, com excecéo das variantes FcyRIlIb; e
IgG3 podem se ligar no receptor FcyRI e de forma mais fraca ao FcyRIIl (UNKELESS;
SCIGLIANO; FREEDMAN, 1988; WANG et al., 2022).

Além dessas diferencas, os homodlogos de FcyR entre humanos e
camundongos nao podem ser definidos apenas com base na sua funcéo de ligagéo,
mas também com base em sua expressdo. Existem diferengas nos padrbes de
expressao de FcyR humano e de seu homologo de camundongo. O primeiro deles é
gue a expressao de FcyRIl de camundongo, diferentemente do humano, é restrita a
células dendriticas; segundo a expressdo de FcyRIlb humano, diferente do
camundongo, é restrita principalmente a células B e baséfilos e por dltimo, a
expressao de FcyRllla humano, mas ndo de camundongo, € restrita a células NK e
monaocitos/macréfagos. Portanto, outros aspectos além da similaridade de
aminoacidos devem ser analisados na comparacdo entre anticorpos e receptores
murinos e humanos. Todos esses fatores e diferencas séo relevantes durante o
desenvolvimento e teste de novos anticorpos utilizados para futuras terapias ou
diagnostico (BRUHNS, 2012).
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1.2 ANTICORPOS MONOCLONAIS

Devido a grande importancia dos anticorpos dentro do sistema imune e com o
avanco da biotecnologia, novas ferramentas vém sendo utilizadas na imunologia
molecular. Os anticorpos monoclonais sao imunoglobulinas que possuem um alto
grau de afinidade e especificidade (monoespecificidade) para um antigeno ou epitopo
e sao produzidos a partir da expansédo de um unico clone de células B. A primeira
publicacdo descrevendo os anticorpos monoclonais foi em 1970. Contudo, apenas
em 1984, Milstein e Kohler ganharam o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina, sendo
0S primeiros a serem capazes de produzir grandes quantidades de anticorpos
monoclonais (MAbs) in vivo. A producdo de mAbs foi possivel a partir da aplicagdo
da técnica denominada de hibridoma (CASTELLI; MCGONIGLE; HORNBY, 2019).
Essa tecnologia consiste na fusdo de linfécitos B do baco de camundongos
imunizados com o antigeno desejado previamente inoculado. Esses linfécitos B sédo
fundidos com células de mieloma gerando o chamado hibridoma, que tem a
capacidade de se replicar indefinidamente, permitindo a geracdo de mAbs. Esta
técnica permite selecionar mAbs especificos e de alta afinidade (ZHANG, 2012). Por
ser bastante robusta e Util na descoberta de milhares de anticorpos para diferentes
aplicacbes, mais de 90% dos anticorpos aprovados pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos (EUA) atualmente sdo gerados pela
tecnologia tradicional de hibridoma (PARRAY et al., 2020).

Os mecanismos dos mAbs séo diversos incluindo bloqueio ou impedimento
estérico da funcdo do antigeno alvo; citotoxicidade para a célula que expressa o
antigeno alvo, ativacdo do complemento e imunomodulacdo (MALIK; GHATOL,
2022). Possui vantagens como alta afinidade, especificidade, reprodutibilidade,
padronizacdo e controle de qualidade. Além disso, a quantidade de anticorpos
necessarios para a imunizacdo € menor em comparagao com anticorpos policlonais
(VASWANI; HAMILTON, 1998). Assim, a taxa de aprovacgao e a quantidade de mAbs
disponiveis no mercado para o tratamento de varias doengas aumentou
significativamente. Pesquisas analisando o mercado biofarmacéutico baseado em
terapias com anticorpos demonstra que 0s investimentos nessa area podem chegar
a US$300 bilhdes de ddlares até 2025, constatando que o aumento desse mercado

vem ocorrendo em ritmo acelerado (LU et al., 2020b).
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Nas ultimas décadas, os mAbs trouxeram uma transformacao grandiosa como
ferramenta cientifica para terapia em humanos. O primeiro anticorpo monoclonal a
ser aprovado pela FDA foi o muromonab-CD3, um mAb murino, que foi usado como
medicamento para a prevencao da rejeicao de transplantes renais. Os mADs iniciais
de camundongos foram muito valiosos em pesquisas de laboratério e diagnéstico.
Contudo, foram observados problemas como agentes terapéuticos humanos devido
a ocorréncia de reacdes imunes as proteinas estranhas de camundongos e
desenvolvimento de anticorpos humanos anti-murinos (BREEDVELD, 2000).
Portanto, os mecanismos de producdo foram forcados a serem reavaliados e
eventualmente substituidos por outras tecnologias, permitindo o desenvolvimento de
anticorpos quiméricos, humanizados e totalmente humanos (HARDING et al., 2010;
ISHIDA; IMALI, 2002).

Os mAbs quiméricos séo anticorpos ndo humanos constituidos por dominios
de diferentes espécies e foram a primeira melhoria projetada. Assim, utilizam a regiao
variavel murina, mas as cadeias pesadas e leves remanescentes sdo humanas. Essa
técnica de engenharia genética permite o0 desenvolvimento de mADbs,
aproximadamente, 65% humanos e 35% murinos. Embora possuam meia-vida maior
e sejam mais tolerados em humanos, ainda podem gerar rea¢gdes imunes. Podem ser
identificados com nomes terminados em -ximab (rituximab, infliximab, cetuximab). O
primeiro Mab quimérico, Rituximab, foi aprovado para o tratamento de linfoma de
células B de baixo grau (KUROSAWA,; LIN; OHTA, 2014; VAISMAN-MENTESH et al.,
2020).

O desenvolvimento seguinte dos mAbs humanizados utiliza as regides
hipervaridveis murinas das cadeias leves e pesadas em uma estrutura de anticorpo
humano. Isso resulta em moléculas que sdo aproximadamente 95% humanas, com
tempo de meia-vida maior e menores chances de ocorréncia de reacdes indesejadas.
Apesar disso, a construcao destes mAbs sdo mais complexos e repletos de limitacdes
gue dificultam sua utilizacdo. Esses mAbs sao identificados com homes que terminam
em -zumab (trastuzumab, alemtuzumab, bevacizumab) (BAYER, 2019; VASWANI;
HAMILTON, 1998).

No intuito de reduzir essas limitacdes, foi desenvolvido ainda o mAb
completamente humano, no qual o anticorpo € derivado de uma sequéncia de
aminoécidos totalmente humana. Estes séo criados utilizando animais geneticamente

modificados portadores de genes de Ig humana. Esses transgenes incluem genes
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das regides variaveis, que permitem a recombinacdo e producdo de anticorpos
humanos. Nesse sentido, os genes enddgenos de Ig do animal sdo silenciados,
permitindo assim a producdo de mAbs completamente humanos (HARDING et al.,
2010). Estes mAbs costumam ser mais bem tolerados por serem menos antigénicos
em humanos. Costumam ser identificados com nomes que terminam em -umab
(ofatumumab, daratumumab, denosumab) (BAYER, 2019). O Humira (adalimumab)
foi o primeiro anticorpo totalmente humano aprovado em 2002, para o tratamento da
artrite reumatoide (SCHEINFELD, 2004).

Além dessas ferramentas, atualmente, novas técnicas de engenharia genética
tém sido utilizadas para a criagdo de diferentes tipos de anticorpos. Os Bispecific
Antibody (bsAb), por exemplo, descritos pela primeira vez por Nisonoff et al., sdo
moléculas recombinantes criadas para reconhecer dois epitopos ou antigenos
diferentes (LABRIJN et al., 2019; NISONOFF; WISSLER; LIPMAN, 1960). Por conta
da sua multiespecificidade esses anticorpos possuem potencial para desempenhar
funcionalidades diferentes das obtidas apenas com a mistura dos anticorpos
monoespecificos. Os bsAbs podem ser formados por pequenas proteinas ou grandes
moléculas semelhantes a imunoglobulina G. Além disso, geralmente possuem efeito
sinérgico por aumentar avidez, resultando em um melhor beneficio terapéutico. Essa
tecnologia pode ser utilizada para recrutar células imunes, agregar receptores na
superficie celular, diminuir a resisténcia a drogas e direcionar para o antigeno
especifico. Assim, essa classe se torna bastante interessante para pesquisa e
desenvolvimento de bioterapéuticos (LABRIIJN et al., 2019). Apesar disso, sua
producdo possui diversos desafios, como imunogenicidade e o0 pareamento
heterogéneo das quatro cadeias em um unico sistema de cultura de células. Essas
limitagbes dificultam o controle de parametros como perfil de seguranca,
farmacocinética e eficacia do anticorpo (IWASAKI et al., 2023). Para resolver esses
problemas, um numero crescente de plataformas para producao de bsAb vem sendo
projetados para satisfazer diferentes demandas clinicas (LI; ER SAW; SONG, 2020).

Outro sistema € o desenvolvimento de Bi-specific T-cell engagers (BITES), que
sao potenciais drogas imunoldgicas, nas quais direcionam linfocitos T contra células
tumorais para tratar uma variedade de malignidades (WEI et al., 2022). Além desses,
existem os Antibody Drug Conjugates (ADCs), que sdo imunoconjugados compostos
por um mAb ligado a uma droga citotéxica desenhado para direcionar e entregar um

determinado agente téxico com acao ja conhecida para um antigeno alvo expresso
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na superficie de células. A maioria dos ADCs tém sido desenhados para aplicacédo
oncoldgica, contudo, existe um grande interesse para o uso no tratamento de outras
doencas (PETTINATO, 2021). Por exemplo, o uso de glicocorticoides conjugados a
anticorpos para diminuir os efeitos sistémicos indesejados tém sido estudados
(BRANDISH et al., 2018; DRAGOVICH, 2022; SVENDSEN et al., 2017). Portanto, é
notavel que novas técnicas vém sendo desenvolvidas e empregadas de forma a
aumentar a aplicabilidade de mAbs (CHAU; STEEG; FIGG, 2019; KHONGORZUL et
al., 2020).

1.3 CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS E CRIPTOCOCOSE

1.3.1 Fungo Cryptococcus neorformans

O género Cryptococcus é conhecido ha mais de 100 anos, sendo descrito pela
primeira vez em 1894 (BAKTERIOL; 1894). Dentre as mais de 70 espécies incluidas,
o Cryptococcus neoformans e o Cryptococcus gattii S80 0s principais responsaveis
por causar a doenca de criptococose em humanos e animais. Podem ser divididos
em subvariantes denominadas de sorotipo A, D, AD (C. neoformans) e sorotipo B, C
(C. gattii) (KWON-CHUNG et al., 2014). O C. neoformans é um fungo ambiental e
patégeno oportunista. Possui formato de uma levedura encapsulada e acomete
principalmente pessoas imunocomprometidas, como pacientes convivendo com o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), com transplantes de érgaos, neoplasias,
dentre outros. Por possuir grande capacidade de atravessar a barreira
hematoencefélica € capaz de gerar complicacdes como meningite criptocdcica,
meningoencefalite e pneumonia (LEE et al., 2023).

C. neoformans geralmente se propaga mitoticamente na forma de levedura
unicelular por brotamento. Através da reproducédo sexuada, o fungo sofre transicao
morfolégica de levedura para hifa. A formacdo das hifas permite a producdo de
esporos infecciosos tolerantes ao estresse. Podem ser encontrados em excretas de
aves, animais domésticos ou selvagens, arvores, solo, ar, dentre outros (ZHAO; LIN,
2021). Sua infeccao se inicia ap0s a inalacdo de esporos e células de leveduras que

sao carreados para os pulmdes. Posteriormente, podem se disseminar para varias
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partes do corpo, como cérebro, rins e medula 0ssea através da corrente sanguinea,

causando infeccdes graves (RATHORE et al., 2022).

1.3.2 Fatores de viruléncia

A sobrevivéncia e disseminacdo do C. neoformans ocorre a partir da
susceptibilidade do hospedeiro e fatores de viruléncia. Esses incluem mecanismos
gue permitem ao fungo sobreviver dentro do hospedeiro, resistir a acdo imunoldgica
e danificar o hospedeiro. Os principais fatores de viruléncia do C. neoformans séo
tolerancia a temperatura do hospedeiro e aos niveis de COz2, producdo de melanina,
urease e desenvolvimento de capsula polissacaridica. Destes, o mais relevante e
estudado € a capsula, composta majoritariamente pelo polissacarideo
glucuronoxilomanana (GXM), e minoritariamente por glicuronoxilomanogalactana
(GXMGal) e manoproteinas. Durante a infeccdo, a producdo da cépsula € bastante
alta e a viruléncia do fungo esté associada a sua composi¢do. Assim, cepas mutantes
gue possuem capsula defeituosa mostram menos viruléncia em um modelo animal.
Isso ocorre, pois, esses polissacarideos presentes na superficie celular protegem C.
neoformans do estresse e dos efeitos imunomoduladores do hospedeiro (COELHO;
BOCCA; CASADEVALL, 2014; RATHORE et al., 2022).

O GXM da capsula varia em sua composicdo de acordo com 0 sorotipo e
constitui cerca de 90-95% de todo polissacarideo capsular. Sua estrutura consiste em
uma triade composta por trés residuos de manose ligados entre si nas posicoes a-
1,3. A cada trés manoses existe uma substituicdo por um grupo de &cido glicurdnico
na posicao 3-1,2, além de cadeias laterais de xilose. Alguns residuos de manose séo
6-O-acetilados (até 60%) e essa O-acetilacdo desempenha um papel fundamental no
reconhecimento imunolégico de GXM por anticorpos. E possivel notar que GXM tem
consideravel heterogeneidade (KUTTEL; CASADEVALL; OSCARSON, 2020). O
GXM soluvel tem inUmeras atividades biolégicas que podem contribuir para a
patogénese da infeccdo, e altos niveis de GXM foram encontrados no soro de
pacientes com criptococose (TISSI et al., 2004). Ja o polissacarideo GXMGal constitui
cerca de 7% da massa capsular e tem estrutura mais elaborada do que GXM. Ele é

construido a partir de polimeros de galactose ligado na posi¢éo a-1,6. Possui cadeias
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laterais em residuos de galactose alternados de diferentes comprimentos e residuos
galactosil, manosil e xilosil (Figura 5). Estes polissacarideos exercem muitos efeitos
imunorreguladores como alteracdo de migracdo de células imunes, inibicdo da
liberacdo de citocinas, interferéncia na apresentacdo pelo complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), alteracdo na proliferacdo de macréfagos e
desencadeamento da apoptose. A presenca de grande quantidade de GXM no soro
de pacientes indicam um mal prognéstico (COELHO, 2014). As manoproteinas
parecem estar envolvidas na inducdo da imunidade mediada por células e na
producéo de citocinas (BOSE et al., 2003). Dessa forma, esses polissacarideos tém

sido extensamente estudados como potenciais alvos terapéuticos.

Figura 5 - Componentes do polissacarideo capsular
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Estruturas dos polissacarideos da capsula. GXM- Esquema da estrutura do trimero repetitivo,
mostrando os grupos laterais mais e menos substituidos. GXMGal - Esquema mostrando exemplos
das cadeias laterais mais e menos substituidas no esqueleto da galactose. Fonte: Adaptado de
(RATHORE et al., 2022).

1.3.3 Interacao patégeno-hospedeiro

Um dos mecanismos afetados pela capsula é a fagocitose, que é essencial
para a defesa do hospedeiro. Este processo é mediado por receptores que levam a
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internalizacdo de particulas estranhas em células fagociticas, provocando a sua
destruicdo e remocao do organismo. Contudo, C. neoformans encapsulados tém a
capacidade de inibir e imunomodular a fagocitose por macrofagos, células dendriticas
e neutréfilos. Macréfagos alveolares podem ser considerados a primeira defesa do
hospedeiro contra o fungo. A modulacédo desse processo fagocitario pela capsula é
regulada ndo apenas por seu tamanho, mas também por sua estrutura e composi¢ao,
presenca ou auséncia no soro e origem das células fagocitarias. A fagocitose
dependente de complemento ocorre através do reconhecimento por receptores de
complemento (CRs) CR1, CR3 e CR4 em células fagociticas, de C. neoformans
opsonizado. Ja os fungos opsonizados por anticorpos ativam a fagocitose por meio
de receptores Fc. Dessa forma, é necessaria a opsonizacdo do fungo para
reconhecimento por receptores de complemento ou FcyR e ativacdo de células
fagociticas (LEVITZ; TABUNI, 1991; RATHORE et al., 2022).

Ja dentro da célula, a levedura pode sobreviver dentro dos fagolisossomos por
meio de varios mecanismos como a resisténcia as condi¢des de estresse e inducao
do crescimento da capsula. A partir dai os fagolisossomos podem se tornar
permeaveis, liberando o polissacarideo GXM e causando efeitos deletérios e
imunomodulacdo. Com um crescimento descontrolado podem se disseminar para o
ambiente externo infectando novas células por meio de transferéncia ou lise celular.
Esse processo no qual o fungo é liberado sem afetar a viabilidade do macréfago é
chamado de extrusado de fagossoma, exocitose nao litica ou vomocitose. Além disso,
macrofagos podem se dividir formando dois novos macrofagos carregados de
levedura ou ainda se fundir para formar um Unico macroéfago grande contendo
diversos fungos (DEL POETA, 2004).

A resposta imune mediada por anticorpos desempenha um papel fundamental
para eliminar a infeccdo criptocécica. Enquanto em humanos e camundongos
saudaveis sdo capazes de desenvolver anticorpos contra proteinas criptocdcicas
capsulares, pessoas imunocomprometidas possuem niveis séricos de IgM e IgG com
ligagdo & GXM da capsula mais baixa. Em soros coletados de criangas foi possivel
identificar anticorpos contra C. neoformans indicando que respostas imunes humorais
em idade precoce podem acontecer diante da exposicdo ambiental ao fungo. Além
disso, a administracao passiva de anticorpos contra a capsula reduz a carga fungica
e prolonga a sobrevida de camundongos. Em pessoas imunocompetentes, 0s

anticorpos da classe IgM suprimem a carga fangica pulmonar e reduz a
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suscetibilidade do hospedeiro a C. neoformans. Os anticorpos IgG agem dessa
mesma forma, e ainda, aumentam a depuracao do fungo por meio de células NK do
baco. Além disso, os anticorpos também atuam como opsoninas para aumentar a
captacao fagocitaria de C. neoformans e melhoram a resposta anti-criptocécica caso
a resposta de linfécitos T estejam prejudicadas. No entanto, pesquisas tém revelado
gue a eficacia protetora dos anticorpos contra C. neoformans depende ndo s6 da
classificacdo dos anticorpos, mas também da sua especificidade (ELSEGEINY;
MARR; WILLIAMSON, 2018; GOLDMAN et al., 2001; MUKHERJEE et al., 1995;
YANG et al., 2022; YUAN et al., 1995).

As citocinas também desempenham um papel importante na resposta imune
desencadeada por C. neoformans. Quando um hospedeiro entra em contato com o
fungo a resposta parece ser direcionada para um perfil pré-inflamatério do tipo T
helper 1 (Thl), caracterizado por producéo de interleucinas (IL), como a IL-2, IL-12,
IL-18; interferon gama (IFNy) e tumor necrosis factor alpha (TNFa), aumentando a
expressao de espécies reativas de oxigénio (EROs) por macrofagos, protegendo o
individuo contra C. neoformans. Contudo, estudo experimental demonstrou uma
resposta polarizada do tipo T helper 2 (Th2) em camundongos, que é nao protetora
(LEOPOLD WAGER et al., 2016). As citocinas associadas a resposta Th2 sdo,
principalmente, IL-4, IL-5 e IL-13, que acarretam o aumento da carga fungica
pulmonar e producdo de eosindfilos pulmonares, bem como aumento da
suscetibilidade do hospedeiro (LIU et al., 2020; WIESNER et al., 2015). Dessa forma,
o0 desequilibrio entre as respostas imunes do tipo Thl e do tipo Th2 é um dos
mecanismos pelos quais os Cryptococcus rompem a homeostase diminuindo a
resposta do tipo Thl e aumentam as respostas do tipo Th2, escapando das acdes do
sistema imunolégico. Esses achados sugerem que a imunidade mediada por
anticorpos e citocinas contra a infeccéo por Cryptococcus € um processo importante,
porém complexo, no qual o fungo possui grande capacidade de sobrevivéncia e

escape da vigilancia imunoldgica (YANG et al., 2022).

1.3.4 Epidemiologia da criptococose

A estimativa da ocorréncia de meningite criptocdcica é de cerca de 152.000

novos casos anualmente, causando aproximadamente 112 mil mortes por ano no
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mundo. A criptococose possui grande relevancia clinica, sendo responsavel por 19%
da mortalidade relacionada a Acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)
(RAJASINGHAM et al., 2022). A criptococose ocorre como primeira manifestacéo
oportunista em cerca de 4,4% dos casos de AIDS no Brasil. Predomina nas regides,
sul, sudeste e centro-oeste e € a segunda mais importante, no Brasil, dentre as
infecgdes fungicas (GOUVEIA et al., 2018). No Brasil, as micoses sistémicas ndo sdo
doencas de notificacdo, portanto ndo se tem dados precisos sobre sua incidéncia
(BRASIL, 2023a). A introducdo da criptococose como doenca de notificagdo
compulsodria poderia ajudar na obtencao de dados de incidéncia e auxiliar no manejo

dessas infec¢cbes (DO CARMO et al., 2022).

1.3.5 Diagnostico e Tratamento

O diagnostico é baseado na observacéo de leveduras encapsuladas por meio
de exame de histopatologia, por isolamento de C. neoformans ou C. gattii em cultura
e pela presenca de antigeno capsular no sobrenadante de varios fluidos corporais,
como sangue, liquido cefalorraquidiano (LCR), liquido pleural, secre¢cbes nasais,
urina, lavagens bronquicas, medula 6ssea e pele (NEGRONI, 2012). O método de
deteccdo de antigeno mais comumente usado € o teste de aglutinacdo em latex, mas
o teste imunocromatografico € também bastante utilizado. Além desses, a radiografia
de torax, tomografia computadorizada e ressonancia magnética também sao
aplicados no diagnostico. O teste soroldgico para deteccdo de polissacarideo
criptocécico e diagndstico de criptococose invasiva é especifico e sensivel,
apresentando taxas maiores que 90%. Além disso, pode ser positivo antes da
deteccdo do fungo por cultura. O sistema de deteccdo de antigeno tem sua maior
aplicacdo com amostras de LCR e soro (PERFECT; CASADEVALL, 2002).

Os tratamentos atualmente disponiveis para a criptococose sao limitados. Dos
antifingicos existentes apenas trés classes, a saber, polienos (anfotericina B),
flucitosina oral e azois (fluconazol oral), sdo atualmente usadas para tratar a
criptococose. A Deoxycholate amphotericin B (DAmMB), é um potente fungicida de
amplo espectro. Tem sido a terapia primaria para a infec¢ao criptococica por mais de

meio século. Liga-se ao ergosterol nas membranas das células fangicas, induzindo a
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formacéo de poros e provocando desequilibrio eletrolitico e morte celular. Contudo,
possuem desvantagens que vao desde a resisténcia, toxicidade e falta de
disponibilidade em locais com menos recursos. Para reduzir a toxicidade foi
desenvolvida uma formulacdo de anfotericina B constituida de uma camada dupla de
lipossomas, a liposomal amphotericin B (LAmB), capaz de manter a atividade
antifingica. Entretanto, possui alto custo, necessidade de internagéo e profissionais
gualificados, 0 que acaba limitando sua aplicacdo. Atualmente, é utilizada uma nova
forma denominada de Cochleated Amphotericin B (CAmB), em que a anfotericina B
€ encapsulada em uma nanoparticula de cristal contendo lipidios. Possui eficacia ao
ser entregue ao Sistema Nervoso Central (SNC) e apresenta atividade antifingica em
modelo de camundongo. Apesar disso, mais estudos para sua utilizacdo devem ser
realizados (IYER et al., 2021; NGAN; FLOWER; DAY, 2022).

Para mitigar os riscos de falha no tratamento, os protocolos e diretrizes
sugerem 0 uso de antifingicos em associacdo para tratamento dessa doenca. A
flucitosina inibe a sintese de DNA fungico e tem um mecanismo fungistatico, tornando
seu efeito menos potente que a anfotericina. Assim, € comum seu uso em associacao
com DAmMB como tratamento inicial para obtencéo de efeito sinérgico. Ja o fluconazol,
também um antifangico de amplo espectro, também pode ser utilizado como
medicamento na manutencdo da doenca, apesar de ndo serem tdo eficazes na
eliminacéo de fungos do LCR (FIRACATIVE; TRILLES; MEYER, 2022). Diante dos
poucos medicamentos existentes e suas limitacdes, fica nitida a necessidade de
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas como medicamentos,
vacinas, imunoterapias e novas estratégias terapéuticas para 0 manejo criptococose
(IYER et al., 2021).

1.4 ANTICORPOS MONOCLONAIS NA CRIPTOCOCOSE

Apos a aplicacdo de tecnologias possibilitando a producao de mAbs, surgiu um
grande interesse na sua utilizagdo em micoses sistémicas. Relacionados ao C.
neoformans, um trabalho recente investiu na producdo de mAbs IgM contra
oligdmeros de quitina da parede celular. Este demonstrou aumentar a capacidade

fungicida da anfotericina B, além de interferir na formacéo de biofilme e producéo de
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melanina (FIGUEIREDO et al., 2021). Apesar da relevancia clinica da criptotococose,
o desenvolvimento de pesquisas com mAbs para essa doenca ainda € insuficiente.

O grupo do Dr. Arturo Casadevall, atuando na Johns Hopkins University, nos
EUA, vem estudando extensivamente o emprego de mAbs contra o polissacarideo
GXM da capsula de C. neoformans. Para isso, foram produzidos 22 mAbs de isotipos
IgM, IgG3, IgGL1 e IgA, a partir da imunizacdo de camundongos com GXM do sorotipo
A (H99) conjugado ao toxoide tetanico (GXM-TT) (CASADEVALL et al.,, 1992).
Destes, quatro mAbs denominados 2D10 (IgM), 3E5 (1gG3), 2H1 (IgG1), e 18b9 (IgA)
foram capazes de reconhecer 0 mesmo determinante antigénico em GXM, no qual
estao presentes nos 4 sorotipos de C. neoformans. Foi observado ainda que esses
anticorpos, originados de um unico clone de células B, apresentavam os mesmos
elementos genéticos de regido variavel, diferindo em sua regido constante em poucos
aminoacidos na regido de CDR2, resultantes de mutacdes somaticas. Outro mAb de
grande relevancia é o denominado 18B7 (IgG1). Este € derivado de uma segunda
célula B precursora, no qual apresenta regido variavel semelhante, mas nao idéntica
a 3E5 (MUKHERJEE; CASADEVALL; SCHARFF, 1993; MUKHERJEE; SCHARFF;
CASADEVALL, 1992).

Alguns destes mAbs produzidos parecem mediar diversos efeitos contra C.
neoformans. In vitro, podem promover a fagocitose (FELDMESSER; CASADEVALL,
1997); aumentar a atividade fungicida dos leucocitos (DIAMOND, 1974), aumentar a
eficdcia antifangica de microglias, mondcitos e macréfagos (C. LEE et al., 1995;
MUKHERJEE; FELDMESSER; CASADEVALL, 1996), aumentar a atividade
fungistatica das células NK e a geracao de 6xido nitrico (NO) de macré6fagos murinos;
promover a aglutinacao de formas de levedura e provocar alteracées estruturais na
capsula polissacaridica (ALVAREZ; SAYLOR; CASADEVALL, 2008). In vivo podem
reduzir a contagem de fungos nos tecidos em infeccbes e o antigeno tecidual
(MUKHERJEE et al., 1994a, 1994b); melhorar a resposta inflamatéria; reduzir os
pesos dos 6rgdos cerebrais; aumentar a eficacia da droga antifungica na infeccao e
prolongar a sobrevivéncia (MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1995;
PIROFSKI; CASADEVALL, 1996).

Além desses efeitos, os mAbs gerados apOs experimentos in Vvivo
demonstraram atividade protetora ou nao protetora quando administrados em
camundongos infectados por C. neoformans (MUKHERJEE; SCHARFF;
CASADEVALL, 1992). O isotipo do mAb parece estar relacionado ao padrdo de
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resposta. Os mAbs do isotipo IgG1 sdo altamente protetores, enquanto os mAbs do
isotipo 1IgG3 demonstraram ser pouco protetores ou potencializadores da doenca. O
padrdo de ligacdo desses mAbs ao polissacarideo GXM da capsula também
apresentou grande relevancia. Os mAbs que se ligam com padrao puntiforme foram
consistentemente ndo protetores, enquanto 0os que apresentam padréo de ligacdo
anular foram protetores (Figura 6) (MUKHERJEE et al., 1995). Do mesmo modo, a
especificidade do epitopo (MUKHERJEE et al., 1995; NUSSBAUM et al., 1997) e a
afinidade parecem ser determinantes da eficacia de protecdo (MUKHERJEE;
SCHARFF; CASADEVALL, 1992). Dependendo da especificidade do anticorpo,
mADbs anti-GXM podem bloquear, aumentar ou n&o ter efeito na ativacdo do

complemento por C. neoformans encapsulados (NUSSBAUM et al., 1997).

Figura 6 - Padrdo de Imunofluorescéncia de anticorpos 2H1

2H1-migG1 2H1-migG3

Imunofluorescéncia indireta de anticorpos 2H1. 2H1-mIgG1 mostrou padrao de fluorescéncia anular,
enquanto 2H1-mlgG3 mostrou padrao puntiforme. Fonte: Adaptado de (OLIVEIRA et al., 2022).

Do grupo de mAbs produzidos podemos destacar os denominados 2H1, 3E5
e 18B7. O mAb 2H1 IgG1 é um anticorpo protetivo que foi bastante caracterizado,
sendo inicialmente o principal candidato a ensaios clinicos para utilizagéo futura na
terapia de criptococose. Sua administracdo demonstrou prolongar a sobrevida de
camundongo, diminuir a carga fangica cerebral, pulmonar e niveis séricos de GXM
(MUKHERJEE et al., 1994b). Do mesmo modo, quando em associacdo com a AmB,
flucitosina e fluconazol apresentou eficacia maior do que os agentes isolados contra
C. neoformans (MUKHERJEE et al., 1993, 1994a). Além disso, possui sua estrutura
tridimensional bem resolvida (YOUNG et al., 1997). Contudo, problemas de
agregacao durante sua purificacdo impediram sua continuidade nos experimentos
futuros (CASADEVALL et al., 1998).
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Os mAbs 18B7 e 3E5 foram escolhidos para o desenvolvimento pré-clinico
(CASADEVALL et al., 1998). O anticorpo quimérico 18B7 IgG1 (ch18B7) foi gerado a
partirde um mAb IgG1 murino protetor e se liga fortemente ao polissacarideo capsular
GXM. Foi selecionado pois possui semelhancas moleculares com o mAb 2H1, além
de apresentar uma conservacao do local de ligacdo ao antigeno. Foi capaz de se ligar
a todos os quatro sorotipos de C. neoformans, opsonizar os sorotipos A e D, aumentar
a atividade antifungica das células efetoras, ativar a via do complemento, eliminar
antigeno criptocdcico e prolongar a sobrevivéncia de camundongos infectados por C.
neoformans. Além disso, ndo foi observado nenhuma reatividade com tecidos
normais de humanos, ratos ou camundongos, toxicidade em macacos e problemas
significativos durante a purificacdo (CASADEVALL et al., 1998; LETURCQ et al.,
1996; ZEBEDEE et al., 1994).

O mAb 3E5 possui sua estrutura, afinidade e especificidade bem
caracterizados como resultado de multiplas técnicas (DAM et al., 2008; MCLEAN et
al., 2002; TORRES et al., 2005, 2007). In vivo, o mAb 3E5 IgG3 nao prolongou a
sobrevida nem reduziu a carga fangica de 6rgdos. Mas de forma contraria, o 1gG3
diminuiu a sobrevida de camundongos, demonstrando uma atividade nao protetora.
Em contraste, a variante IgG1 de 3E5 prolongou significativamente a sobrevida,
reduziu as unidades formadoras de colonias de 6rgdos e reduziu o nivel sérico de
polissacarideo antigénico em camundongos infectados, demonstrando atividade
protetora. Esses dados se correlacionam com o padréo de ligagéo apresentados por
esse par de mAbs. Enquanto o mAb 3E5 IgG3 se ligou a GXM da capsula com padrao
puntiforme (n&o protetor), o mAb 3E5 IgG1 se ligou a GXM da cépsula com padrédo
anular (protetor) (MUKHERJEE et al., 1995; NUSSBAUM et al., 1997; YUAN et al.,
1995).

Da mesma maneira, em ensaio realizado foi possivel caracterizar que o0 mAb
13F1 (IgM) (n&o protetor) estava distribuido por toda a capsula de células de levedura
com um padrao de fluorescéncia puntiforme, enquanto o mAb 12A1 (IgM) (protetor)
produziu um padréo de fluorescéncia anular. Esse fato parece ocorrer pois a maior
parte do mAb 13F1 é mantida dentro da capsula em funcéo do local de ligacdo do
mAb. Dessa forma, a localizacdo da ligagdo dos mAbs é um fator relevante para a
determinacdo da funcdo do mAb. Além disso, foram testados os padrdes de ligacao
para C. neoformans do sorotipo A e D. O mAb 12A1 produziu um padrdo anular em

todas as cepas testadas, independentemente da classificacdo do sorotipo. J& 0 mAb
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13F1 produziu padrao de ligacao anular com todas as cepas do sorotipo A e padréo
de ligagcédo puntiforme com 19 das 20 cepas do sorotipo D. Esses dados indicam
diferencas antigénicas qualitativas e quantitativas entre as cepas dos sorotipos A e
D. Assim, o sorotipo do C.neoformans deve ser levado em consideragao durante a
aplicacdo dos mAbs para a criptococose (CLEARE; CASADEVALL, 1998).

Em relacdo a especificidade fina desse par de mAbs, a variante 3E5 1gG3
apresentou uma especificidade fina diferente para o polissacarideo da capsula de C.
neoformans, do que outros isotipos IgG, apesar de possuirem regiées variaveis
idénticas. Ensaios mostraram que o mAb 3E5 IgG3 apresentou afinidade maior ao
GXM (de-O-acetilado) se comparado ao seu par IgG1. O fato de 3E5 IgG1 nao se
ligar ao polissacarideo GXM de-O-acetilado capsular sugere que os grupos acetil do
epitopo fazem parte da integridade estrutural do epitopo necessario para o
reconhecimento por mAbs (MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992). O O-
acetil pode ajudar a fixar a conformacédo correta ou pode servir em ambas as
funcionalidades (BELAY et al., 1997). Além desse achado, ensaios de competicdo de
mAbs confirmaram também uma diferenca de especificidade por mAbs 12A1 (IgM) e
13F1 (IgM) (MUKHERJEE et al., 1993, 1995). Isso indica que a regido constante afeta
a afinidade e especificidade fina para o antigeno, alterando assim a ideia de que
apenas a regido variavel esta relacionada com a ligacdo ao antigeno.

Esses achados contrastam com a definicdo de que a regido variavel e a regido
constante atuam de forma independente uma da outra e que apenas a regiao variavel
seja responsavel pela especificidade e afinidade e a regido constante pelas funcbes
efetoras (JANDA et al., 2016; PORTER; PRESS, 1957). Estudos sugerem que existe
uma interacdo entre a regido variavel e a regido constante, na qual ocorre uma
cooperatividade intramolecular ou alostérica entre as regides constantes e variaveis
do anticorpo (SU et al., 2018; YANG et al., 2017). Novos entendimentos apontam que
a regido da dobradica pode estar relacionada nesse mecanismo de interacdo e
alteracao de especificidade e/ou afinidade (CHU et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2022;
SCHAREF et al., 2001). Ja é sabido que a mobilidade ou flexibilidade das porcbes
F(ab) e Fc do anticorpo sao controladas principalmente pela regido dobradica. Uma
demonstracdo do impacto da dobradica foi o estudo de Horgan que observou que sua
delecdo em IgG4 melhorou a afinidade do anticorpo (HORGAN; BROWN; PINCUS,
1993)
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Outra regido de grande relevancia no entendimento da funcionalidade do
anticorpo é o dominio CH1, o qual pode afetar a afinidade do anticorpo e sua
especificidade. Pesquisa realizada com o mAb 2F5 IgA2 mostrou uma afinidade
aprimorada para gp41 MPER (ZHAO et al., 2018). Estudo com base em mais de 100
estruturas cristalinas de dominios Fab do anticorpo, descobriu um efeito comum
nesses anticorpos, mostrando que os loops da regido CH1 sofrem uma flutuacéo
significativa na ligacdo ao antigeno, podendo assim impor alteracdes estruturais ou
cinéticas sobre o paratopo através da interface VH-CH1 (SELA-CULANG; ALON;
OFRAN, 2012; ZHAO; NUSSINOV; MA, 2019). Existem ainda outras evidéncias no
papel de CH1 na modulag&o da ligacdo ao antigeno, no qual 4 mAbs derivados da
subclasse IgG2a e IgG3 exibiram diferentes propriedades cinéticas e termodinamicas
apos ligacdo a um peptideo monovalente, sendo identificado por andlise de
modelagem molecular trés regides no dominio CH1 com diferencas estruturais. Dessa
forma, essas altera¢cdes no dominio CH1 poderiam resultar em isémeros estruturais
desses mAbs com mudancas na cinética de interacdo e na ligacdo anticorpo-
antigeno. Além disso, as mudancas nos aminoacidos nesta regido poderiam gerar
novas ligacdes eletrostaticas e hidrofébicas, podendo assim alterar o paratopo na
regido varidvel (TORRES et al., 2007; TORRES; CASADEVALL, 2008). Todas essas
observagbes fornecem assim evidéncias importantes no papel da regido CH1 e
dobradica dos anticorpos na modulacdo da afinidade e especificidade (MOYO-
GWETE et al., 2022; TUDOR et al., 2012).

Diante dos achados apresentados, modificar a regido constante mantendo a
regido variavel é fundamental no entendimento biotecnolégico de anticorpos e na sua
aplicacdo. Embora pesquisas realizadas indiguem que a regido constante afeta a
regido variavel, o0 mecanismo pelo qual essa/essas modificacbes acontecem e a/as
regides responsaveis por essas interacdes ainda ndo estdo completamente
compreendidos. Entender essas alteragbes permite o desenvolvimento de
tratamentos e diagndsticos mais seguros e eficazes. Além disso, possibilita um
melhor direcionamento na selecdo e producdo de anticorpos protetores em futuras
vacinas, minimizando possiveis complicacfes durante terapias da criptococose e de

outras doencas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar os efeitos das regifes constantes de IgG1l e IgG3 na ligacdo de

anticorpos murinos a capsula de Cryptococcus neoformans.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos deste trabalho foram:

e Produzir mAbs 2H1 e 3E5 IgG1 e IgG3 hibridos;

e Verificar a funcionalidade dos mAbs produzidos;

e Analisar qual/quais regibes sdo responsaveis por alterar a especificidade
fina dos mADs;

¢ Identificar qual/quais regifes sao as responsaveis por modificar o padrao de

ligacdo ao polissacarideo GXM da capsula de C. neoformans.
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3 METODOLOGIA

3.1 ESQUEMA DA METODOLOGIA PROPOSTA

A Figura 7 apresenta o esquema da metodologia proposta para a realizagéo

deste projeto visando esclarecer os ensaios realizados para cada mAb produzido.

Figura 7 - Esquema dos ensaios experimentais conduzidos neste projeto

Referéncia de ensaio [ Ensaios realizadosJ
de Producao

Ensaio de ligagao ao
polissacarideo GXM da capsula

7

Ensaio de Producio | Ané|iselclief |igagé9 antigeno-especifico

(especificidade fina)

N

'
Ensaio de Imunofluorescéncia
(imagem nao capturada)

N
Ensaio de ligaco ao

Ensa|o de Producéo 2 polissacarideo GXM da capsula
(Dados nao apresentados)

-

mAbs produzidos

Ensaio de ligacao ao
( polissacarideo GXM da capsula
p
Analise de ligacao antigeno-especifico
(especificidade fina)
Ensaio de Producao 3 \
p

Ensaio de Imunofluorescéncia ]

.,

p
k Ensaio de funcionalidade por meio
de fagocitose

.,

Baldes azuis representam os mAbs produzidos e a referéncia de seu ensaio de produc¢éo. Os baldes
laranja, cinza, roxo e verde representam os ensaios aos quais 0s mAbs foram submetidos.
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3.2 VETORES E CLONES

Originalmente, o0 mAb 3E5 IgG3 foi gerado por meio da técnica de hibridoma
em resposta a imunizagdo com a vacina GXM-TT (CASADEVALL; SCHARFF, 1991).
Ja a obtencdo da variante com troca 3E5 IgG1, descrita no trabalho de Yuan e
colaboradores, foi realizada por meio de técnicas de cultivo celular in vitro (YUAN et
al., 1995).

As clonagens das regides variaveis VH e VL dos genes 2H1 em vetores
pFUSE-CHIg-mG1 (Figura 8), pFUSE-CHIg-mG3 (Figura 9), pFUSE-CLIg-mK
(Invivogen) (Figura 10) foram realizados anteriormente pelo grupo do professor Dr.
André Moraes Nicola, Departamento de P6s-Graduacédo da Faculdade de Medicina,
Universidade de Brasilia (OLIVEIRA, 2016).

Figura 8 - Mapa do vetor de expressdo pFUSE-CHIg-mG1
{‘_—_‘_‘ ,

CHI1
mlgG1 Constant Heavy

pFUSE-CHIg-mG1

(4425 bp)

EcodTII1 (585)
O

CMV enh

V40 iy

Zeo BGlo pAn

Mapa do vetor de expressdo pFUSE-CHIg-mG1 por empresa (Invivogen) para clonagem dos insertos
VH. Em verde claro, o sitio de resisténcia a zeocina. Em vermelho, o sitio de restricao Eco47IlI/Afel
(585).
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Figura 9 - Mapa do vetor de expressao pFUSE-CHIg-mG3

hEFI-HTLY prom

CHI

mlgGJ3 Constant Heavy

EcodTIII (585)

hinge

CMV enh pFUSE-CHIg-mG3

(4434 bp)

BGlo pAn

Mapa do vetor de expressao pFUSE-CHIg-mG3 por empresa (Invivogen) para clonagem dos insertos
VH. Em verde claro, o sitio de resisténcia a zeocina. Em vermelho, o sitio de restricdo Eco47lll/Afel
(585).

Figura 10 - Mapa do vetor de expressao pFUSE2-CLIg-mk

Agel (553)
hEFI-HTLV prom

BstAPl (584)

mlg Kappa Constant

pFUSE2-CLIg-mk

{3800 bp)

CMYV enh

Mapa do vetor de expressdo pFUSE2-CLIg-mk por empresa (Invivogen) para clonagem dos insertos
VL. Em vermelho, os sitios de restricdo Agel (553) e BstAPI (584).
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3.3 DESENHO E SINTESE DE VETORES

Foram realizados ensaios com o objetivo de analisar qual regido da cadeia
pesada seria de fundamental importancia na alteragdo do padrao de ligagdo a GXM
da capsula de C. neoformans e da especificidade do paratopo dos anticorpos. Nesse
intuito foi executado anteriormente pelo nosso grupo, uma analise no banco de dados
International IMunoGeneTics Information System (IMGT). Dessa forma, o dominio
CHL1 foi separado em 3 por¢cbes com maior variabilidade, sendo estas denominadas
de: F1 (KTTPPSVYPLAPGSAAQTNSM), F2 (TWNSGSLSSGVHTFPAVLQSD) e F3
(LYTLSSSVTVPSSPRPSETVTCNVAHPASSTKVDKK) de CH1 IgGl1; F1
(TTTAPSVYPLVPGCSDTSGSS), F2 (KWNYGALSSGVRTVSSVLQSG) e F3
(FYSLSSLVTVPSSTWPSQTVICNVAHPASKTELIKR) de CH1 IgG3; e “D” é a
sequéncia de dobradica originada de mG1l (VPRDCGCKPCICT) ou de mG3
(EPRIPKPSTPPGSSCP). A partir dessa analise inicial, foram geradas 5 moléculas
de DNA recombinantes pela empresa Genewiz, EUA, denominados: 2H1 CH1F1
lgG3, 2H1 CH1F2 IgG3, 2H1 CH1F3 IgG3, 2H1 IgG1 com D de IgG3, 2H1 IgG3 com
D de IgG1. Além destes, foram gerados ainda 5 moléculas de DNA recombinantes de
3E5, pela empresa Genscritp, EUA, denominados: 3E5 CH1F1 IgG3, 3E5 CH1F2
IgG3, 3E5 CH1F3 1gG3, 3E5 IgG1 com D de IgG3, 3E5 IgG3 com D de 1gG1, 3E5
IgG1 e 3E5 IgG3 (Tabela 1).



Tabela 1 - Descricdo de anticorpos 2H1 e 3E5

Nomenclatura do Local de substituicéo do Isotipo

anticorpo anticorpo hibrido

2H1 CH1F1 Adicao de F1 de CH1 do anticorpo IgG3
2H1 IgG1

2H1 CH1F2 Adicdo de F2 de CH1 do anticorpo IgG3
2H1 IgG1

2H1 CH1F3 Adicdo de F3 de CH1 do anticorpo IgG3
2H1 IgG1

2H1 1gG3 com D de Adicao de Dobradica do anticorpo IgG3

lgG1 2H1 IgG1

2H1 1gG1 com D de Adicao de Dobradica do anticorpo IgG1

lgG3 2H1 1gG3

2H1 1gG1 Sem alteracoes IgG1

2H1 1gG3 Sem alteracdes IgG3

3E5 CH1F1 Adicao de F1 de CH1 do anticorpo 1gG3
3E5 IgG1

3E5 CH1F2 Adicao de F2 de CH1 do anticorpo 1gG3
3E5 IgG1

3E5 CH1F3 Adicao de F3 de CH1 do anticorpo IgG3
3E5 IgG1

3E5 IgG3 com D de Adicao de Dobradica do anticorpo 1gG3

lgG1 3E5 IgG1

3E51gG1 com D de Adicao de Dobradica do anticorpo IgG1

lgG3 3E5 IgG3

3E5 1gG1 Sem alteracdes lgG1

3E5 IgG3 Sem alteracdes IgG3

56

Descricao de anticorpos 2H1 e 3E5. Na tabela estao apresentadas as terminologias empregadas neste
trabalho para os mAbs, o local exato da substituicdo de fragmentos e a identificacdo referente ao
isotipo.
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3.4 TRANSFORMACAO BACTERIANA

Os quatorze vetores descritos na tabela 1 foram transformados em E. coli
DH5a termocompetentes e plaqueados em meio Luria Bertani (LB) sélido com 25
nug/mL de Zeocina™ (Invitrogen) para selecdo de clones de cadeia pesada; e com 50
pug/mL de Blasticidina para selecéo de clones de cadeia leve. As colbnias isoladas
foram inoculadas em meio LB liquido por até 16h a 37°C sob agitacéo. A purificacao
dos plasmideos por lise alcalina foi realizada por meio do kit “GenElute™ HP Plasmid
Miniprep Kit” ou “GenElute™ Endotoxin free Plasmid Midiprep Kit” (Sigma Life
Sciences), seguindo descricao do fabricante. A qualidade da purificacdo foi analisada
por eletroforese em gel de agarose a 1% e a quantificacdo pelo método de

espectrofotometria no equipamento Nanodrop 2000C (Thermo Scientific).

3.5 PURIFICACAO DE EXOPOLISSACARIDEO (EPS)

Os fungos H99 (sorotipo A) e knockout Casl (cas14) foram cultivados em meio
minimo por cinco dias. As células foram removidas por centrifugacéo e filtracéo, e os
sobrenadantes concentrados por ultrafitracdo com uma membrana de 100 kDa
(Millipore) (NIMRICHTER et al., 2007). A camada viscosa contendo EPS foi coletada
e dialisada contra agua destilada. O EPS foi entéo liofilizado, pesado e dissolvido em
agua ultrapura. H99 EPS foi de-O-acetilado por hidrolise alcalina em hidroxido de
amonio (pH 11,25-11,50) durante a noite (KOZEL, 1983; TORRES et al., 2005).

3.6 CEPAS FUNGICAS

Para o sucesso do projeto proposto foi utilizado o tipo selvagem H99 (sorotipo
A) e as cepas mutantes cas7A de C. neoformans. O gene Casl é responsavel por
codificar uma enzima denominada O-acetiltransferase, que € necesséaria para a
acetilacéo de polissacarideos capsulares (YUAN et al., 1998). As células de levedura
foram mantidas em placas de agar Sabouraud e cultivadas em caldo Sabouraud

dextrose (Himedia™) ou meio minimo (0,3% de glicose, 13 mM de glicina, 29,4 mM
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de KH2POg4, 10 mM de MgSOs4, 3 uM de tiamina, pH 5,5) a 30°C em agitacao por 2
dias. Para sua utilizacdo esses fungos foram lavados com Phosphate buffered saline

(PBS) e contados em camaras de Neubauer.

3.7 PRODUCAO DE ANTICORPOS RECOMBINANTES

3.7.1 Ensaio de producéo 1 de anticorpos monoclonais em células CHO DHFR-/-

O ensaio teve como objetivo final a producdo de mAbs 2H1 hibridos. Para isso,
foram escolhidas células de Ovario de Hamster Chinés (CHO/dhFr-/-[CHO duk-, Nota:
dhfr refere-se a diidrofolato redutase] ATCC® CRL-9076™) aderentes. As células
foram cultivadas em placa de 6 pocos e mantidas a 37°C e 5% de CO2 com meio
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM/ Gibco® by life technology),
suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% inativado e Hypoxanthine/Thymidine
(HT) 1X até a quantidade final de 1 x 10° células por poco. Estas foram co-
transfectadas com plasmideos codificando cadeia pesada e cadeia leve dos mAbs
2H1 hibridos. Para isso, foram utilizados lipideos catiénicos Lipofectamina 2000
(Invitrogen) em meio OptiPRO (Gibco), seguindo instrugbes do fabricante, na
proporcdo DNA (ng):reagente (uL) 1:1. Além disso, foi adicionado o plasmideo DHFR
na proporcédo de 1:100 ng (DHFR/ DNA Total). ApGs 72 horas da co-transfec¢éo foram
adicionados os antibidticos Zeocina (0,25 mg/mL) e Blasticidina (20 pg/mL) para
selecdo. Apos 2 semanas em selecéo de clones foram obtidas células produtoras de
anticorpos. As Células CHO DHFR-/- co-transfectadas foram mantidas em selecao
negativa de Hipoxantina/timidina (HT) e a amplificacdo do gene foi realizada usando
metotrexato (MTX) a 10 uM. Apdés 3 semanas de cultivo, as células foram
escalonadas para placas de cultivo celular (100 mm 1301 kasvi). O sobrenadante de
cultura celular proveniente de cada anticorpo foi colhido em pool, resultando em uma
média de 300mL por anticorpo. As concentragbes dos mAbs foram realizados em

sistema de ultrafiltragdo Amicon Stirred Cells (Millipore®) com membrana de 30 kDa.
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3.7.2 Ensaio de producao 2 de anticorpos monoclonais em células NSO-BCL-2

Uma segunda linhagem celular, denominada NSO-BCL-2 (mieloma murino
RRID:CVCL_DD16) foi utilizada no processo de producédo visando o sucesso do
projeto proposto (RAY; DIAMOND, 1994). O gene BCL-2 medeia a supressao da
apoptose em células NSO, minimizando sua morte no processo de producdo de
anticorpos (MURRAY et al., 1996).

Os mAbs 3E5 hibridos foram produzidos neste tipo celular. Para isso, foram
cultivadas células em placa de 6 pocos, a 37°C e 5% de CO2, com meio Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM/ Gibco® by life technology) 1X para obtencdo da
guantidade final de 1 x 10° por poco. Apds foram co-transfectadas com plasmideos
codificando cadeia pesada e cadeia leve dos mAbs 3E5 hibridos utilizando o reagente
de lipideo catidnico Lipofectamina 3000 (Invitrogen) em meio OptiPRO (Gibco®) na
propor¢cdo DNA (ng):reagente (uL) 3:1. A adicdo dos plasmideos foi realizada
completando o volume final com os meios especificos ja citados e seus respectivos
suplementos. No dia 3 apds a co-transfec¢cdo, o meio foi substituido por outro
contendo antibiéticos Zeocina (0,25 mg/mL), Blasticidina (20 pg/mL) e ampicilina (400
Hg/mL) para selecdo. Apds 3 semanas em selecdo de clones, essas células foram
escalonadas para placas de cultivo celular (100 mm 1301 kasvi). O sobrenadante de
cultura celular proveniente de cada anticorpo foi colhido em pool, resultando em uma
média de 250 mL por mAb. As concentracdes dos mAbs foram realizadas em sistema

de ultrafiltragdo Amicon Stirred Cells (Millipore®) com membrana de 30 kDa.

3.7.3 Ensaio de produc¢éo 3 de anticorpos monoclonais em células ExpiCHO-S

Para otimizacdo do processo de producao dos anticorpos, foi realizada uma
terceira etapa de ensaio de producédo dos mAbs 3ES5 hibridos em células ExpiCHO-
S™ (Thermo Fisher Scientific). Para cultivo e co-transfeccdo desta linhagem celular
foi empregado o meio ExpiCHO ™ Expression Medium e o reagente ExpiFectamine™
(Thermo Fisher Scientific), respectivamente, seguindo as instrugcdes do fabricante.

Células foram cultivadas em Erlenmeyer 125mL (Corning ™) na quantidade de
6 x 105 a 37°C e 8% de CO2. Apds, foram co-transfectadas com plasmideos

codificando cadeia pesada e cadeia leve dos mAbs 3E5 hibridos, utilizando um total
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de plasmideos de DNA na taxa de 1 pg/mL diluidos em meio OptiPRO (Gibco®) e na
sequéncia, estas células foram mantidas sob agitacdo a 120 rotacBes por minuto
(RPM). No primeiro dia apds a co-transfeccdo foram adicionados os reagentes de
intensificacdo e de alimentacao fornecidos pelo kit ExpiFectamine™ (Thermo Fisher
Scientific) e no décimo dia foram coletados os sobrenadantes e concentrados no

sistema Amicon Ultra (Merk Millipore) com membrana de 10 kDa.

3.8 QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS POR ELISA

A quantificagcdo dos mAbs foi testada por Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA). Placas de poliestireno de 96 pocos foram revestidas com anticorpo Goat
Anti-mouse IgG1 (Southern Biotech) ou Goat Anti-mouse 1gG3 (Southern Biotech) na
concentragdo de 1 pg/mL em PBS 1X deixando incubados durante a noite a 4 °C ou
por 1 h a 37°C. Em seguida, foram bloqueadas as liga¢des inespecificas do anticorpo
com Bovine Serum Albumin (BSA) 1% e incubados por 1 h a 37°C. Apos lavagens
com solucdo de PBS 1X e Tween-20 0,05%, foram adicionados a placa o padrdo
murino 1gG1 (MOPC-21, kappa, Fisher™) ou murino IgG3 (FLOPC-21, kappa,
Fisher™), em dilui¢cGes seriadas (diluicdo de 2 vezes por condi¢ao) iniciando a curva
de diluicdo em uma concentracdo de 5 pg/mL; os sobrenadantes contendo os mAbs
2H1 hibridos nas diluicbes de 20, 50, 100, 500 e 1000 vezes; e 3E5 hibridos nas
diluicdes de 20, 50, 100, 500, 1000, 5000, 10000, 20000 e 50000 vezes. Apos a
adicdo as amostras foram incubadas por 1 h a 37°C. Foram lavadas com solucéo de
PBS 1X e Tween-20 0,05%, e adicionados o anticorpo secundario Goat Anti-mouse
IgG1-AP (fosfatase alcalina) (Southern Biotech) ou Goat Anti-mouse IgG3-AP
(fosfatase alcalina) (Southern Biotech) na concentracdo de 1 pg/mL em BSA 1% e
incubado por 1 h a 37°C. Apds lavagens com a mesma solucao citada anteriormente
a placa foi incubada por 5 a 30 min com o substrato p-Nitrophenyl Phosphate (pNPP)
(Sigma Aldrich). A medicdo da absorbancia foi realizada por espectrofotometria
utilizando o equipamento (Kasuaki) e comprimento de onda de 405 nm. Para a andlise
dos dados de absorbancia foi empregado o programa Excel, no qual foi possivel obter
o valor real da absorbancia subtraindo o valor do controle negativo. A analise dos
dados e apresentacao gréfica foi realizada por teste One Way Anova no programa

Graph Pad Prism verséo 8.0 para sistema MacOS.
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3.9 ENSAIO DE LIGACAO DOS MABS 2H1 E 3E5 A GXM DA CAPSULA DE C.
NEOFORMANS

Para realizar o ensaio de ligacdo dos mAbs 2H1 e 3E5 a GXM da capsula de
C. neoformans foi realizado o teste de ELISA. Para isso, foram utilizados como
padroes diluicbes seriadas do mAb IgGl (18B7) ou IgG3 (3E5) previamente
purificados e quantificados por ensaio de ELISA, iniciando a concentracdo em 10
pHg/mL. A placa de poliestireno de 96 pocos (Costar™), foi revestido com 10 pg/mL
de EPS purificado a partir de culturas de C. neoformans H99 dissolvidas em PBS 1X,
em seguida incubadas a 4°C durante a noite. Apds, foram incubados por 1 h a 37°C
com BSA 1% a fim de bloquear as reacdes inespecificas de anticorpos. Lavadas trés
vezes com solucéo de PBS 1X e Tween-20 0,05%, foram adicionados os mAbs 2H1
e 3E5 hibridos a serem testados na concentracdo de 10 pg/mL e incubadas a 4°C
durante a noite. Lavadas com solucao de PBS 1X e Tween-20 0,05% e adicionados
0 anticorpo secundario Goat Anti-mouse IgG1-AP (fosfatase alcalina) (Southern
Biotech) ou Goat Anti-mouse IgG3-AP (fosfatase alcalina) (Southern Biotech) na
concentracdo de 1 pg/mL em BSA 1% e incubado por 1 h a 37 °C. Apds lavagens
com solucao citada anteriormente a placa foi incubada por 5 a 30 min com o substrato
pNPP (Sigma Aldrich). A medig&o da absorbancia foi realizada por espectrofotometria
utilizando o equipamento (Kasuaki) e comprimento de onda de 405 nm. Para a analise
dos dados de absorbancia foi empregado o programa Excel, no qual foi possivel obter
o valor real da absorbancia subtraindo o valor do controle negativo. A analise dos
dados e apresentacdo grafica foi realizada por teste One Way Anova no programa

Graph Pad Prism versdo 8.0 para 2H1 e 9.0 para 3E5 no sistema MacOS.

3.10 ENSAIO DE VALIDACAO POR FAGOCITOSE DE C. NEOFORMANS

Os ensaios de fagocitose foram realizados em placas tratadas para cultura de
tecidos de 96 pocos (BD Falcon) contendo células J774.16. A suspensao de C.
neoformans foi opsonizada com 10 pg/mL de cada mAb 3E5 hibrido durante a noite
a 4°C, com uma relacdo macréfago:C. neoformans variando de 1:1 a 1:2 e em

seguida, foi adicionada aos macréfagos. O tempo de fagocitose foi de 2 ha 37°C em



62

5% de CO:z2. As células foram entdo lavadas com PBS 1X, fixadas e coradas seguindo
as instrucdes do kit de pandptico (Instant Prov Newprov). A contagem das células foi
realizada observando trés campos/poco por experimento, com pelo menos 100
células/campo. A porcentagem de fagocitose foi calculada como o numero de
macrofagos contendo um ou mais C. neoformans internalizados dividido pelo nimero
total de macréfagos visiveis em um campo. Cada condi¢éo experimental foi feita em
triplicata. Os dados estatisticos foram realizados através do teste de Fisher no

programa Graph Pad Prism verséo 9.0 para sistema MacOS.

3.11 ENSAIO DE ANALISE DE LIGACAO ANTIGENO-ESPECIFICO DOS MABS
2H1 E 3E5 POR ELISA

Para realizar o ensaio de especificidade fina de mAbs 2H1 e 3E5 hibridos foi
realizado o teste de ELISA antigeno-especifico. Para isso, foram utilizados como
padrdes diluicdes seriadas (considerando a diluicéo de 2 vezes por condi¢cdo) do mAb
IgG1 (3E5) ou IgG3 (3E5) previamente purificados e quantificados por ensaio de
ELISA, iniciando a concentracdo em 10 pg/mL, 5 pg/mL, 2,5 ug/mL, 1,25 pg/mL, 0,625
pg/mL, 0,312 pg/mL, 0,156 pg/mL e 0,078 pg/mL. A placa de poliestireno de 96 pogos
(Costar™), foi revestido com 10 pg/mL de EPS purificado a partir de culturas de C.
neoformans H99 dissolvidas em PBS 1X, 10 pg/mL de EPS de-O-acetilado
guimicamente modificado de H99 e 10 pg/mL de EPS derivado de cas14, em seguida
incubadas a 4°C durante a noite. Apdés, foram incubados por 1 h a 37°C com BSA 1%
a fim de bloquear as reac¢6es inespecificas de anticorpos. Lavadas trés vezes com
solucdo de PBS 1X e Tween-20 0,05%, foram adicionados os mAbs 2H1 e 3E5
hibridos a serem testados em diluicbes seriadas iniciando da concentracdo de 10
Hg/mL e incubadas a 4°C durante a noite. Lavadas com solucdo de PBS 1X e Tween-
20 0,05% e adicionados o anticorpo secundario Goat Anti-mouse IgG1-AP (fosfatase
alcalina) (Southern Biotech) ou Goat Anti-mouse IgG3-AP (fosfatase alcalina)
(Southern Biotech) na concentracdo de 1 pg/mL em BSA 1% e incubado por 1 h a
37°C. Apos lavagens com solucéo citada anteriormente a placa foi incubada por 5 a
30 min com o substrato pNPP (Sigma Aldrich). A medi¢do da absorbancia foi realizada
por espectrofotometria utilizando o equipamento (Kasuaki) e comprimento de onda

de 405 nm. Para a andlise dos dados de absorbancia foi empregado o programa
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Excel, no qual foi possivel obter o valor real da absorbancia subtraindo o valor do
controle negativo. A andlise dos dados e apresentacao grafica foi realizada por teste

One Way Anova no programa Graph Pad Prism versdo 9.0 para sistema MacOS.

3.12 AVALIACAO DO PADRAO DE LIGACAO IGG-CAPSULA POR
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

O padréo de ligacao do anticorpo a capsula de C. neoformans foi avaliado por
microscopia de epifluorescéncia. Para realizar o ensaio de imunofluorescéncia foi
feito o cultivo dos isolados H99 de C. neoformans durante a noite. As células foram
lavadas trés vezes com PBS 1X para a contagem e ressuspensao em concentracao
final de 1 X107/mL. Estas foram incubadas com os mAbs 2H1 e 3E5 (amostras teste)
em concentracdes de 10 pg/mL durante a noite a 4°C sob agitacdo; lavadas trés vezes
com PBS 1X e incubados com anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo conjugado
a Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher Scientific), a 1 pg/mL por 1 h a 37°C. As células
foram lavadas e imobilizadas em lamina e laminulas com meio de montagem
ProLong® Gold Antifade Mountant (ThermoFisher). As amostras foram visualizadas
em microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1 na objetiva de 63X (NA
1,4), cdmera Axio Cam MRc com CCD resfriado e estagio motorizado para coleta de
séries de imagens ao longo do eixo Z. Em seguida, andlises qualitativas foram
realizadas a partir da observacdo da presenca de intensidade da fluorescéncia
associados ao padréo de ligacdo dos mAbs ao polissacarideo GXM da capsula de C.
neoformans, sendo posteriormente caracterizados como padrao de ligagéo anular ou

puntiforme.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA PRODUTIVIDADE DE MABS 2H1 E 3E5

4.1.1 Ensaio de producao 1- Avaliacdo da produtividade de mAbs 2H1

A avaliacéo da produtividade dos mAbs 2H1 hibridos a partir do sobrenadante
de células CHO DHFR-/- co-transfectadas foi realizada por meio de ensaio preliminar
de quantificacdo dos anticorpos.

A concentracdo da producéo inicial de mAbs 2H1 a partir das células CHO
DHFR-/- variou de aproximadamente 0,29 upg/mL a 1,31 pg/mL. Os mAbs
apresentaram producgéao de 0,29 pg/mL (2H1 CH1F1), 0,49 pg/mL (2H1 CH1F2), 0,35
pug/mL (2H1 CH1F3), 1,31 pg/mL (2H1 1IgG3 com D de 1gG1), 0,80 pg/mL (2H1 1gG1
com D de 1gG3), 0,97 pug/mL, (2H1 1gG1) e 0,31 pg/mL (2H1 IgG3) (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracgéo inicial de mAbs 2H1 a partir da co-transfecgéo de células CHODHFR-/-

Descricdo dos mAbs Concentracdo em pg /mL
2H1 CH1F1 0,29
2H1 CH1F2 0,49
2H1 CH1F3 0,35
2H1 1gG3 com D de IgG1 1,31
2H1 1gG1 com D de IgG3 0,80
2H1 1gG1 0,97
2H1 1gG3 0,31

Quantificacdo de mAbs 2H1 por ELISA. Concentracdo de mAbs, 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2, 2H1
CH1F3, 2H1 1gG3 com D de IgG1, 2H1 IgG1 com D de 1gG3, 2H1mG1 e 2H1MG3. Dados de densidade
Optica obtidos em espectrofotbmetro (Kasuaki) no comprimento de onda de 405nm. A analise dos
dados foi realizada por teste One Way Anova no programa Graph Pad Prism verséo 8.0 para sistema
MacOS. Concentracdo apresentada em unidades de pg/mL.

No intuito de obter a quantidade necessaria para a realizacdo dos
experimentos, a produgéo de mAbs 2H1 foi expandida e posteriormente concentrada.
A quantidade total produzida de mAbs 2H1 apresentaram concentracfes que
variaram de aproximadamente 0,4 pug/mL a 88,2 pg/mL. Foram obtidas concentragdes
de 9,2 ug/mL (2H1 CH1F1), 88,2 ug/mL (2H1 CH1F2), 44,7 pg/mL (2H1 CH1F3), 81,7
png/mL (2H1 19gG3 com D de 1gG1), 75,7 pg/mL (2H1 1IgG1 com D de 19gG3) 72,7 pg/mL
(2H1 IgG1) e 0,4 pg/mL (2H1 IgG3) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentracédo total de mAbs 2H1 a partir da co-transfeccéo de células CHODHFR-/-

Descricdo dos Concentracdo em ug
mAbs /mL

2H1 CH1F1 9,2
2H1 CH1F2 88,2
2H1 CH1F3 44,7
2H1 1gG3 com D de IgG1 81,7
2H1 1gG1 com D de IgG3 75,7
2H11G1 72,7
2H1 IG3 0,4

Quantificacdo de mAbs 2H1 por ELISA. Concentracéo total de mAbs 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2, 2H1
CH1F3, 2H1 IgG3 com D de 1gG1, 2H1 IgG1 com D de 1gG3, 2H1 I1gG1 e 2H1 1gG3. Dados de
densidade optica obtidos em espectrofotdmetro (Kasuaki) no comprimento de onda de 405nm. A
andlise dos dados foi realizada por teste One Way Anova no programa Graph Pad Prism versédo 8.0
para sistema MacOS. Concentracdo apresentada em unidades de pg/mL.

4.1.2 Ensaio de producao 2- Avaliacdo da produtividade de mAbs 3E5

O ensaio realizado com a linhagem celular CHO DHFR-/- resultou em uma
producdo com concentracdo abaixo da necessaria para o desenvolvimento das
etapas subsequentes do objetivo proposto neste estudo. Portanto, foi escolhido um
novo tipo celular, denominado NSO-BCL-2, configurando um segundo modelo de
ensaio. A producdo dos mAbs 3E5 hibridos foi realizada em linhagem celular NSO-
BCL-2. A producdo inicial de mAbs 3E5 em células NSO-BCL-2 variou de
aproximadamente 0,002 pug/mL a 0,88 pg/mL. Foram obtidas concentracfes de 0,88
pug/mL (3E5 CH1F1), 0,008 pg/mL (3E5 CH1F2), 0,38 pg/mL (3E5 CH1F3), 0,68
pug/mL (3E5 IgG3 com D de IgG1), 0,20 pg/mL (3E5 IgG1 com D de IgG3) 0,014
ug/mL, (3E5 IgG1) e 0,002 pg/mL (3E5 IgG3) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Concentracédo inicial de mAbs 3ES5 obtidos a partir da co-transfec¢céo de células NSO-BCL-

2.
Descricdo dos mAbs Concentracdo em ug
/mL

3E5 CH1F1 0,88
3E5 CH1F2 0,008
3E5 CH1F3 0,38
3E5 1gG3 com D de 1gG1 0,68
3E5 IgG1 com D de 1gG3 0,20
3E5 1gG1 0,014
3E5 1gG3 0,002

Quantificacdo de mAbs 3E5 por ELISA. Concentracao inicial de mAbs, 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5
CH1F3, 3E51gG3 com D de IgG1, 3E51gG1 com D de IgG3 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3. Dados de densidade
Optica obtidos em espectrofotdbmetro (Kasuaki) no comprimento de onda de 405nm. A andlise dos
dados foi realizada por teste One Way Anova no programa Graph Pad Prism versao 9.0 para sistema
MacOS. Concentracao apresentada em unidades de pg/mL.

Para alcancar a quantidade ideal de mAbs para a realizacédo dos experimentos,
a producdo de mAbs 3E5 foi expandida na linhagem celular NSO-BCL-2.
Posteriormente, concentrada e quantificada, seguindo o protocolo descrito em
metodologia. A concentracéo total do mAbs 3E5 variaram de aproximadamente 0,02
png/mL a 75,2 pug/mL. Foram obtidas concentracdes de 75,2 pg/mL (3E5 CH1F1), 0,02
ug/mL (3E5 CH1F2), 65,5 pg/mL (3E5 CH1F3), 53,5 pg/mL (3E5 IgG3 com D de
IgG1), 73,2 pg/mL (3E5 IgG1 com D de IgG3), 0,08 pg/mL (3E5 1gG1) e 1,38 pg/mL
(BE5 IgG3) (Tabela 5).

Tabela 5 - Concentracgéo total de mAbs 3E5 obtidos a partir da co-transfeccao de células NSO-BCL-2

Descricdo dos Concentragdo em pug
mADbs /mL

3E5 CH1F1 75,2
3E5 CH1F2 0,02
3E5 CH1F3 65,5
3E5 IgG3 com D de IgG1 53,5
3E5 IgG1 com D de 1gG3 73,2
3E5 1gG1 0,08
3E5 1gG3 1,38

Quantificacdo de mAbs 3E5 por ELISA. Concentracao total de mAbs, 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5
CH1F3, 3E51gG3 com D de IgG1, 3E51gG1 com D de IgG3 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3. Dados de densidade
Optica obtidos em espectrofotdbmetro (Kasuaki) no comprimento de onda de 405nm. A analise dos
dados foi realizada por teste One Way Anova no programa Graph Pad Prism versao 9.0 para sistema
MacOS. Concentracdo apresentada em unidades de pg/mL.

Definimos como o controle dos experimentos o material produzido pelo Dr.

André Moraes Nicola durante seu Pés-Doutorado realizado no laboratério do Dr.
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Arturo Casadevall, Johns Hopkins University. Estes anticorpos 3E5 foram estudados
anteriormente e demonstraram seguir um padréo definido. Assim, foram quantificados
0s mAbs 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3, que apresentaram concentracdes de 783,74 pg/mL e
7322 pg/mL, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6 - Concentragdo de mAbs 3E5 controle

Descricdo dos Concentracdo em pug/mL
mADbs

3E5 IgG1 793,84

3E5 IgG3 7322

Quantificacdo de mAbs 3E5 por ELISA. Concentragdo de mAbs 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3 utilizados como
controle experimental. Dados de densidade 6éptica obtidos em espectrofotdmetro (Kasuaki) no
comprimento de onda de 405nm. A analise dos dados foi realizada por teste One Way Anova no
programa Graph Pad Prism versao 9.0 para sistema MacOS. Concentracdo apresentada em unidades
de pg/mL.

4.1.3 Ensaio de producao 3- Avaliagcédo da produtividade de mAbs 3E5

Para alcancar a concentracdo necessaria de todos os anticorpos 3E5 em
producdo padronizada para realizacdo dos experimentos propostos foi realizado um
terceiro ensaio de producdo com a linhagem celular ExpiCHO-S. Esta apresentou o
melhor desempenho, produzindo quantidades suficientes para a execucao do projeto.
A quantidade total de mAbs 3E5 variou de aproximadamente 307 pg/mL a 4288
png/mL. Foram obtidas concentra¢gdes de 1285,8 ug/mL (3E5 CH1F1), 2140,7 pg/mL
(3E5 CH1F2), 2265,1 pg/mL (3E5 CH1F3), 4288 pug/mL (3E5 IgG3 com D de 1gG1),
307 pg/mL (3E5 1gG1 com D de 1gG3), 332 pg/mL (3E5 IgG1) e 2851 pug/mL (3E5
IgG3) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Concentracdo total de mAbs 3E5 obtidos a partir da co-transfec¢céo de células ExpiCHO-S

Descrigcéo Concentragcdo em pg /mL
de mAbs

3E5 CH1F1 1285,8
3E5 CH1F2 2140,7
3E5 CH1F3 2265,1
3E5 IgG3 com D de IgG1 4288
3E5 IgG1 com D de I1gG3 307
3E51gG1 332
3E5 1gG3 2851

Quantificacdo de mAbs 3E5 por ELISA. Concentracdo total de mAbs 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5
CH1F3, 3E5 IgG3 com D de IgG1, 3E5 IgG1 com D de 1gG3, 3E5 IgG1l e 3E5 IgG3. Dados de
densidade Optica obtidos em espectrofotdmetro (Kasuaki) no comprimento de onda de 405nm. A
andlise dos dados foi realizada por teste One Way Anova no programa Graph Pad Prism verséo 9.0
para sistema MacOS. Concentracdo apresentada em unidades de pg/mL.

4.2 ENSAIO DE LIGACAO DOS MABS 2H1 E 3E5 A GXM DA CAPSULA DE C.
NEOFORMANS

Apos a producao e quantificacdo dos mAbs 2H1 e 3ES5, estes foram analisados

guanto a sua capacidade de ligacdo a GXM da capsula de C. neoformans (Figura 11).
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Figura 11 - Absorbancia média de mAbs 2H1 e 3E5 em ensaio de ligacdo a GXM da capsula de C.
neoformans
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Ensaio de ligacdo de mAbs 2H1 e 3E5 a GXM da capsula de C. neoformans por ELISA. Barras
representam a absorbancia média de mAbs 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2, 2H1 CH1F3, 2H1 IgG3 com D
de 1gG1, 2H1 IgG1 com D de IgG3, 2H1 I1G1, 2H1 IG3, 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5 CH1F3, 3E5
IgG3 com D de IgG1, 3E5 IgG1 com D de 1gG3, 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3. A concentragdo de mAbs 2H1
e 3E5 utilizados foram de 10 pg /mL. Dados de absorbéncia obtidos em espectrofotbmetro (Kasuaki)
no comprimento de onda de 405nm. Experimento realizado n=1. A andlise dos dados foi realizada no
programa Excel e representacdo grafica no programa Graph Pad Prism versdo 9.0 para sistema
MacOS.

4.3 ENSAIO DE FUNCIONALIDADE POR MEIO DE FAGOCITOSE

Estudos anteriores demonstraram que os mAbs 3E5 e 2H1 podem facilitar a
funcdo das células efetoras. Assim, a opsonizacao de C. neoformans por esses mAbs
aumentou a fagocitose por células de macréfagos (C. LEE et al., 1995; MUKHERJEE;
LEE; CASADEVALL, 1995). Para determinar se os anticorpos produzidos podem se
ligar a capsula e mediar a fagocitose por macrofagos, revestimos o fungo C.
neoformans com os mAbs 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3 e os mAbs hibridos 3E5 CH1F1, 3E5
CH1F2, 3E5 CH1F3, 3E5 IgG1 com D de IgG3, 3E5 IgG3 com D de IgG1. Os C.
neoformans sem anticorpos que foram expostos as células J774.16 apresentaram

fagocitose de aproximadamente 8%. Ja os complexos C. neoformans + mAb expostos
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as células J774.16 apresentaram fagocitose de aproximadamente 55% (18B7), 43%
(3E5 CH1F1), 47% (3E5 CH1F2), 48% (3E5 CH1F3), 58% (3E5 IgG3 com Dobradica
de IgG1), 36% (3E5 IgG1l com Dobradica de 1gG3), 45% (3E5 IgG1l) e 36% (3E5
lgG3). Os anticorpos recombinantes hibridos demonstraram ser funcionais (Figura 12
e 13). O mAb 18B7 ja € caracterizado como um anticorpo capaz de promover o
aumento da fagocitose por células J774.16 (ALVAREZ; SAYLOR; CASADEVALL,
2008; CASADEVALL et al., 1998). Dessa forma, este mAb foi utilizado como controle
do ensaio.

Figura 12 - Ensaio de validagdo da funcionalidade dos mAbs 3E5 hibridos por fagocitose
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Ensaio de validacéo da funcionalidade de mAbs 3E5 a partir da analise da porcentagem de fagocitose
de C. neoformans. Para realizagdo experimental foram utilizadas células J774.16 e C. neoformans
opsonizados com 10 pyg/mL de cada um dos mAbs 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5 CH1F3, 3E5 IgG3
com Dobradica de IgG1, 3E5 IgG1 com Dobradi¢a de 1gG3, 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3. Os C. neoformans
sem anticorpos e o 18B7 foram utilizados como controle do experimento. Células e fungos opsonizados
foram incubados, na razéo de 1:2 (macréfagos:fungo), corados e analisados. As barras de coloracao
preta representam a porcentagem de macréfagos com pelo menos uma célula flingica C. neoformans
fagocitada e o intervalo de confianca de 95% (Wilson/Brown), no qual “p” possui significancia de ****
p<0.0001 para a comparacéo entre cada mAb e o controle sem presenca de anticorpo. Experimento
realizado n=3. A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando teste exato de Fisher através do
programa Graph Pad Prism verséo 9.0 para sistema MacOS
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Figura 13 - Imagem representativa de células J774.16 com C. neoformans fagocitados
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Imagens representativas do ensaio de fagocitose. As setas indicam macrofagos com fungos
internalizados. Barra de escala: 10 pm.

4.4 ANALISE DE LIGACAO ANTIGENO-ESPECIFICO DOS MABS 2H1 E 3E5
POR ELISA

Estudos desenvolvidos vém demonstrando que o isotipo do anticorpo pode
afetar a especificidade fina do paratopo na ligacdo a antigenos polissacaridicos
(CASADEVALL; JANDA, 2012; MCLEAN et al., 2002). O mAb 3E5 IgG3 mostrou se
ligar de forma 10 vezes mais forte a GXM modificado se comparado com outros 3E5
(TORRES et al., 2005). Assim, avaliamos a ligacdo de mAbs 2H1 e 3E5 hibridos no
intuito de analisar qual parte da regido constante desses mAbs podem ser
responsaveis por modificar a especificidade fina. Dessa forma, testamos sua
reatividade a GXM nativo de H99, GXM de-O-acetilado obtido de reacdo quimica e
GXM obtido de cas1A. Os mAbs 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2, 2H1 CH1F3, 2H1 IgG3
com Dobradica de IgG1, 2H1 IgG1 com Dobradica de IgG3 e 2H1 IgG1 demonstraram
reatividade diminuida para GXM de-O-acetilado obtido por reacdo quimica e GXM
obtido por caslA (Figura 14- A, B, C, D, E e F). Os mAbs 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3, j&
citados anteriormente, produzidos pelo Dr. André Moraes Nicola e com funcdo
definida, foram utilizados como controle experimental (Figura 14-G e H). Este ensaio

nao foi realizado para o mAb 2H1 IgG3 pois a concentracdo obtida (conforme dados
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apresentados na tabela 3) foi insuficiente, inviabilizando a obtencédo de um resultado

adequado.

Figura 14 - Andlise da ligacdo de mAbs 2H1 a GXM nativo de H99, GXM de-O-acetilado obtido de
reacao quimica e GXM obtido de cas1A

A) B)
2.0- 2.5+
[ ]
2.0
1.5 °
g ¢ 1.5
8 1.0 g
< < 1.0
0.5 0.5-
0.0- 0.0 r -I o F -Aﬁl
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Log [2H1 CH1F1] (ng/mL) Log [2H1 CH1FZ] (ng/mL)
C) D)
2.0~ 2.5-
2.0-
c 1.5-
£ g
g < .
3 1.0
0.5+
0.0 e p—0—0. -l__é'l
1 2 3 4 5
1 2 3 4 5 Log [2H1 1gG3 com Dobradiga de IgG1] (ng/mL)
Log [2H1 CH1F3] (ng/mL)
E) F)
1.5+ 2.0
[ ]
1.5 ° o o
1.0 ° ¢ - o
; : ,* !
3 S 1.0
< < ° °
0.5+
0.5+
0.0 Y ST S S S = ===
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Log [2H1 IgG1 com Dobradica de IgG3] (ng/mL)

Continua figura 14 na proxima pagina
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Continuacéo da Figura 14
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Analise de ligacédo antigeno-especifico de mAbs 2H1. Linha roxa representa EPS derivado de cas14;
linha laranja EPS de-O-acetilado quimicamente modificado de H99 e linha cinza EPS purificado de
H99. Ensaio de ligacao realizado por ELISA para os mAbs (A) 2H1 CH1F1, (B) 2H1 CH1F2, (C) 2H1
CH1F3, (D) 2H1 1gG3 com Dobradica de IgG1, (E) 2H1 1gG1 com Dobradica de IgG3 e (F) 2H1 IgG1.
As figuras 14 (G) e (H) representam os mAbs 3ES5 utilizados como controle experimental. O anticorpo
3E5 IgG1l nédo se liga a GXM de-O-acetilado obtido de reagdo quimica e GXM obtido de cas14,
enquanto o anticorpo 3E5 IgG3 se liga. Os graficos representam a absorbéncia média de duas réplicas
técnicas. Dados de absorbancia foram obtidos em espectrofotdmetro (Kasuaki) no comprimento de
onda de 405nm. Graficos apresentados em escala logaritmica e unidade de concentracdo em
nanogramas/mililitro (ng/mL). A analise dos dados foi realizada no programa Excel e representacéo
grafica no programa Graph Pad Prism verséo 8.0 para sistema MacOS.

A etapa seguinte consistiu em testar a reatividade dos mAbs 3E5 a GXM nativo
de H99, GXM de-O-acetilado obtido de reacdo quimica e GXM obtido de cas71A. Os
mADbs hibridos 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5 CH1F3 e 3E5 IgG3 com Dobradica de
IgG1 demonstrou diminuir sua reatividade para GXM de-O-acetilado obtido de reacéo
guimica e GXM obtido de cas1A. Para o mAb hibrido 3E5 IgG1 com Dobradica de
IgG3 o0 ensaio de ligacdo demonstrou aumentar a reatividade. O mAb 3E5 IgG1l
apresentou reatividade menor em comparacao ao 3E5 IgG3 (Figura 15- A, B, C, D,
E, F e G). Da mesma maneira dos mAbs 2H1, os mAbs 3E5 IgGl e 3E5 1gG3
produzidos e padronizados anteriormente foram utilizados como controle

experimental (Figura 15-H e I).
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Figura 15 - Analise da ligacdo de mAbs 3E5 a GXM nativo de H99, GXM de-O-acetilado obtido de
reacdo quimica e GXM obtido de cas1A
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Continuacéo da Figura 15
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Andlise de ligacdo antigeno-especifico de mAbs 3E5. Linha roxa representa EPS derivado de cas14;
linha laranja EPS de-O-acetilado quimicamente modificado de H99 e linha cinza EPS purificado de
H99. Ensaio de ligagdo realizado por ELISA para os mAbs (A) 3E5 CH1F1, (B) 3E5 CH1F2, (C) 3E5
CH1F3, (D) 3E5 IgG3 com Dobradica de IgG1, (E) 3E5 IgG1 com Dobradica de 1gG3, (F) 3E5 IgG1 e
(G) 3E51gG3. As figuras 15 (H) e (I) representam os mAbs 3E5 utilizados como controle experimental.
O anticorpo 3E5 IgG1 nédo se liga ao a GXM de-O-acetilado obtido de reagao quimica e GXM obtido
de cas1A, enquanto o anticorpo 3E5 IgG3 se liga. Os graficos representam a absorbancia média de
duas réplicas técnicas. Dados de absorbancia foram obtidos em espectrofotdmetro (Kasuaki) no
comprimento de onda de 405nm. Graficos apresentados em escala logaritmica e unidade de
concentracdo em nanogramas/mililitro (ng/mL). A andlise dos dados foi realizada no programa Excel e
representacao gréafica no programa Graph Pad Prism versao 9.0 para sistema MacOS.



76

4.5 ENSAIO DE IMUNOFLUORESCENCIA DOS MABS 2H1 E 3E5 A GXM DA
CAPSULA DE C. NEOFORMANS

Os padrbes de coloragao por imunofluorescéncia (IF) tém sido apresentados
como bons indicadores da protecdo mediada por anticorpos. A ligacdo com coloracao
de aspecto anular se correlaciona com a protecéo de animais, ao passo que, a ligacao
com coloracéo de aspecto puntiforme se correlaciona com a nao protecao da doenca,
ou diminuicdo da sobrevivéncia de camundongos (FELDMESSER et al., 2000;
MCLEAN et al., 2002).

Para verificar o padrdo de ligacdo dos mAbs 2H1 hibridos a GXM da capsula
de C. neoformans (cepa H99), foi realizado ensaio de imunofluorescéncia. Os
padrdes de IF apresentaram aspecto anular para os mAbs 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2,
2H1 CH1F3, 2H1 IgG3 com Dobradica de IgG1, 2H1 IgG1 com Dobradica de 1IgG3 e
2H1 IgG1 (Tabela 8). Este ensaio nao foi realizado para o mAb 2H1 IgG3 pois a
concentragdo obtida (conforme dados apresentados na tabela 3) foi insuficiente,
inviabilizando a obtencdo de um resultado adequado. Além disso, durante a
realizacdo deste ensaio com os mAbs 2H1 ndo foi possivel obter o registro das
imagens pois, na ocasido desse experimento, o microscopio de epifluorescéncia
Zeiss Axio Observer Z1 (Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia)
ndo estava com a luz do campo claro funcional e em razdo da pouca quantidade de
mAbs 2H1 produzido, ndo tivemos a oportunidade de repetir o experimento.

Do mesmo modo que os mAbs 2H1, analisamos o padrdo de coloracdo da
ligacdo dos mAbs 3E5 hibridos a GXM da capsula de C. neoformans (cepa H99). Os
padrdes de IF apresentaram aspecto anular para os mAbs 3E5 IgG3 com Dobradica
de IgG1, 3E5 IgG1 com Dobradica de 1gG3, 3E5 IgG1 e 3E5 IgG1 controle. J& para
0os mAbs 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5 CH1F3, 3E5 IgG3 e 3E5 IgG3 controle
apresentaram padrédo de fluorescéncia com aspecto puntiforme (Tabela 8 e Figura
16). Como controles positivos, utilizamos dois mAbs, 3E5 IgG1 e 3E5 IgG3 estudados
anteriormente e conhecidos por se ligarem a padrdes anulares e puntiformes,
respectivamente (TORRES et al., 2005).
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Tabela 8 - Padréo de ligacdo de mAbs 2H1 e 3E5 hibridos em ensaio de Imunofluorescéncia

mAbs analisados para o padrdo de Padréo de coloragéao

ligacdo a GXM da capsula de C. apresentado no IF
neorformans

2H1 CH1F1 Anular
2H1 CH1F2 Anular
2H1 CH1F3 Anular
2H1 IgG3 com D de IgG1 Anular
2H1 1gG1 com D de IgG3 Anular
2H1 1gG1 Anular
3E5 CH1F1 Puntiforme
3E5 CH1F2 Puntiforme
3E5 CH1F3 Puntiforme
3E5 IgG3 com D de IgG1 Anular
3E5 IgG1 com D de 1gG3 Anular
3E5 1gG3 produzido Puntiforme
3E5 IgG1 produzido Anular
3E5 1gG3 controle Puntiforme
3E5 IgG1 controle Anular

Analise do padréo de ligagdo de mAbs 2H1 e 3E5 a partir do ensaio de Imunofluorescéncia. Coloracédo
visualizada por meio do microscépio de epifluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1 na objetiva de 63X
(NA 1,4), cAmera Axio Cam MRc com CCD resfriado e estagio motorizado para coleta de séries de
imagens ao longo do eixo Z. Observacao realizada por dois pesquisadores diferentes.
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Figura 16 - Padr6es de Imunofluorescéncia de mAbs 3E5

3E5 IgG3 com 3E5 1gG1 com
3E5 CH1F1 3E5 CH1F2 3E5 CH1F3 Dobradica de IgG1 Dobradica de 19G3

3E5 1gG1 3E51gG3

3E51gG1 3E519G3 IgG-Alexa Fluor 488

A) Imunofluorescéncia indireta de mAbs 3E5. Os mAbs 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5 CH1F3, e 3E5
IgG3 mostraram padréo de fluorescéncia puntiforme enquanto 3E5 IgG1 com Dobradi¢ca de IgG3 e
3E5 IgG1 mostrou padrao de fluorescéncia anular. Somente o mAb 3E5 IgG3 com Dobradiga de 1gG1
alterou seu padrao de fluorescéncia para anular B) Os mAbs 3E5 IgG1 controle e 3E5 IgG3 controle
apresentaram padrbes de fluorescéncia anular e puntiforme, respectivamente. O controle negativo
utilizado foi o C. neoformans incubado com o anticorpo IgG Alexa Fluor 488. Esta amostra nao
apresentou sinal de fluorescéncia significativa. Imagens analisadas a partir do programa ZEISS Zen
3.7 para Windows 10. Barra de escala: 5 pm.
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5 DISCUSSAO

Um dogma central na imunologia é de que a imunoglobulina era uma molécula
bifuncional composta por duas regides completamente independentes (PORTER;
PRESS, 1957). Assim, a regido variavel era Unica responsavel pela especificidade e
afinidade, enquanto a regidao constante desempenhava funcdes efetoras e ativacao
do complemento. Atualmente, este dogma vem sendo alterado, indicando que a
regido constante pode influenciar a ligacdo do anticorpo ao antigeno, alterando seu
padrdo de resposta (JANDA et al., 2016). Essa hipétese surgiu quando em 1976,
Huber e colaboradores, propuseram um modelo alostérico de imunoglobulina, no qual
a ligacdo ao antigeno desencadeou um sinal que passou das regides variaveis para
constante (HUBER et al., 1976). Posteriormente, em outros estudos aprofundados
demonstraram que a troca de isotipo gera variantes com propriedades diferentes
(DODEV et al., 2015; XIA et al., 2012; YUAN et al., 1995). Em um desses estudos foi
possivel a producdo de mAbs com caracteristicas protetora e ndo protetora em
camundongos (MUKHERJEE et al., 1995). Foi observado que mAbs de isotipos IgG1
e lgG3 com regido variavel idéntica se ligavam ao epitopo de GXM com especificidade
e afinidade diferentes (MCLEAN et al., 2002). Além disso, foi analisado o padréao de
ligacéo ao polissacarideo GXM da capsula de C. neoformans. Este demonstrou que
mADbs IgG1 se ligavam com padréo de ligagao anular, enquanto os mAbs IgG3 se
ligavam com padréo de ligacao puntiforme (OLIVEIRA et al., 2022; TORRES et al.,
2005). Assim, identificamos possiveis por¢cdes das regifes constantes de mAbs IgG1
e IgG3 com regido variavel idéntica, responséaveis por modificar a especificidade fina
e gerar a alteracédo do padrao de ligacdo a GXM da capsula de C. neoformans.

Atualmente, a tecnologia de expressao recombinante em cultura de células de
mamiferos é o principal meio para a producdo comercial de anticorpos. Para a
producdo dos mAbs 2H1 e 3E5 foi realizado uma otimizacdo do processo, nos quais
foram utilizadas as linhagens celulares CHODHFR-/-, NSO-BCL-2 e ExpiCHO-S. O
sistema ExpiCHO-S se mostrou mais eficiente pois reine uma linha celular CHO de
alta expressao. Assim, a partir dessa linhagem foi possivel a producdo de mAbs 3E5
hibridos em quantidades suficientes para a realizacado dos experimentos necessarios
(JAIN et al., 2017; KIM; KIM; LEE, 2012; TEY et al., 2000).

Na metodologia proposta neste trabalho, as linhagens CHODHFR-/- e NSO-

BCL-2 ndo apresentaram boa eficiéncia de producédo. Esse resultado pode ser



80

ocasionado por instabilidade genética da linhagem celular, alteracdo no nivel e
consisténcia da expressao de cadeias pesadas e leves ou ainda desequilibrios nas
guantidades estequiométricas de cadeias pesadas e leves nas linhas celulares de
producdo. Tais desequilibrios na producédo das cadeias podem ser toxicos para as
células ou podem resultar em cadeias de imunoglobulina ndo funcionais no
sobrenadante. Outras duas observacdes podem explicar essa ineficiéncia de
producdo. A primeira € que o design, o desenvolvimento do gene e do vetor de
expressao sdo especificamente adaptados ao sistema de expressao para maximizar
a expressdao do mAb e a estabilizacdo da linha celular por meio da otimizacao do
cédon da célula hospedeira e da adicdo de elementos altamente eficientes de
transcricdo, secrecao, selecdo e integracdo. Dessa forma, os vetores utilizados e
adquiridos podem néo ter sido os mais apropriados para as linhagens celular CHO
DHFR-/- e NSO-BCL-2, acarretando uma ineficacia de producdo dos mAbs 2H1 e
3ES5. A segunda observacgéo € que os sistemas de producdo baseados em cultura de
células de mamiferos fornecem pouco controle sobre a glicosilagdo dos mAbs,
podendo gerar mAbs com funcionalidade e estruturas modificadas (IANNELLO;
AHMAD, 2005; SAMARANAYAKE et al., 2009; SIFNIOTIS et al., 2019).

Apés padronizar a producdo dos mAbs, focamos em analisar sua
funcionalidade. Essa validacdo foi possivel a partir da anélise da fagocitose de C.
neoformans opsonizados. Aumentar a funcdo de macrofagos através de anticorpos
parece ser um mecanismo de protecdo. A opsonizacdo melhora a deteccdo de
antigenos de maneira eficiente por macréfagos e ajuda no desenvolvimento da
imunidade mediada por células T. Além disso, a fagocitose mediada por anticorpos
permite a reducdo do antigeno polissacaridico no tecido, inibe a proliferacdo fungica
por meio da resposta de receptores Fc e prolonga a sobrevida. Todos esses efeitos
ajudam a melhorar a funcdo imunolégica do hospedeiro (C. LEE et al., 1995;
MUKHERJEE; LEE; CASADEVALL, 1995).

Diante da importancia da fagocitose dentro do processo patoldgico
desencadeado por C. neoformans, analisamos os mAbs 3E5 hibridos quanto a sua
atividade fagocitica. Todos os mAbs 3E5 hibridos foram capazes de se ligar a capsula
de C. neoformans e aumentar a fagocitose por células semelhantes a macréfagos
J774.16. Resultados semelhantes foram observados em estudos anteriores
demonstrando que os mAbs que se ligam a GXM sao potentes opsoninas capazes

de promover a fagocitose e morte de C. neoformans por células semelhantes a
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macrofagos J774.16 e mAbs 2H1 ligado a GXM da capsula gerou aumento da
fagocitose por micréglias (C. LEE et al.,, 1995; MUKHERJEE; FELDMESSER,;
CASADEVALL, 1996; MUKHERJEE; LEE; CASADEVALL, 1995). Os mecanismos
gue geram um aumento na fagocitose provocado por mAbs 3E5 hibridos podem estar
relacionados ao aumento na producado de éxido nitrico, uma vez que o Oxido nitrico
parece ser uma importante molécula antifingica contra C. neoformans; relacionados
a alteracbes na efetiva ativacdo de respostas mediadas por células T; ou ainda
relacionados na mudanca de estrutura que facilita as interacées diretas do
polissacarideo capsular com receptores (ALVAREZ; SAYLOR; CASADEVALL, 2008;
MOZAFFARIAN; BERMAN; CASADEVALL, 1995; YUAN et al., 1997).

Embora as taxas de fagocitose observadas no ensaio realizado sejam
semelhantes, o mAb 3E5 IgG3 com dobradica de IgG1 apresentou um maior indice
de fagocitose se comparado aos outros mAbs 3E5 hibridos. Isso sugere que a
dobradica do mAb IgGl pode favorecer o reconhecimento e fagocitose de C.
neoformans por células J774.16 de forma mais efetiva. Assim, diferencas na atividade
fagocitica de isotipos murinos sugerem diferencas funcionais que podem se traduzir
em modificacdo da eficacia in vivo (LEE et al., 2019; MUKHERJEE; LEE;
CASADEVALL, 1995). Do mesmo modo, mAbs quiméricos 18B7 com a regiao
constante de IgG1 humana substituida foi mais potente na sua capacidade opsonica
em relacdo ao seu precursor 18B7 murino. Esses dados mostram que a regiao
constante pode alterar o estimulo a fagocitose de C. neoformans (ZEBEDEE et al.,
1994). A eficacia opsoénica provavelmente reflete a afinidade do anticorpo para o
antigeno, a densidade do epitopo de superficie na célula alvo e o nimero de
receptores Fc na célula efetora. Essas diferencas podem refletir em variacdo na
especificidade do epitopo ou ainda posteriores diferencas de respostas in vivo
(MACURA; ZHANG; CASADEVALL, 2007; VALIM; LACHMANN, 2008).

Os mAbs 2H1 e 3E5 para o polissacarideo capsular GXM de C. neoformans
compartilham os mesmos elementos génicos, derivados de uma unica linhagem de
células B (MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992). Embora no inicio a
interpretacdo era a de que os mMAbs apresentavam a mesma especificidade,
investigagbes posteriores observaram que a especificidade fina era diferente para
cada mAb e um importante determinante da eficacia de protecédo (MALISHENI et al.,
2022; MCFADDEN; CASADEVALL, 2004; NAKOUZI et al., 2001). Diferencas de

especificidade fina entre mAbs de idiotipos diferentes podem ser atribuidas a
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mutacBes somaticas ou diferencas de aminoacidos na linhagem germinativa VH
usada (CASADEVALL et al., 1994). Associado a isso, existem hipéteses de que a
sinalizacdo conformacional acontece através da interface VH/CH1, estabelecendo
restricdes estruturais e/ou cinéticas no sitio de ligacdo anticorpo-antigeno (PRITSCH
et al., 1996). A partir de estudo utilizando técnicas de cristalografia, foi verificado que
0s aminoacidos dentro da ligacao entre o dominio varidvel CH1 e CL séo flexiveis e
permitem reorganizacdo espacial de modo facilitar a ligagdo do antigeno na regiao
Fab (ROUX; GREENSPAN, 1994). Dessa forma, mudancas na regido CH podem
afetar a afinidade funcional e a especificidade do anticorpo por mecanismos que
envolvem a flexibilidade do anticorpo e interagbes cooperativas (KHAMASSI et al.,
2020; MALISHENI et al., 2022; TORRES et al., 2005).

O conhecimento antecipado dos efeitos das mutagdes do paratopo na ligagao
ao antigeno, do epitopo na ligacdo do anticorpo e da disponibilidade de varios
anticorpos com especificidades finas diferentes contra o mesmo alvo podem ajudar a
ultrapassar a resisténcia terapéutica relacionada a evolucdo do epitopo, além de
evitar desfechos desfavoraveis durante a utilizacdo de mAbs em tratamentos para
criptococose (ROJAS, 2022). Andlises da especificidade fina de mAbs foram
realizadas em estudos anteriores. A partir de variantes de C. neoformans com
capsulas estruturalmente diferentes, que expressam GXM com a O-acetilacdo
defeituosa foi observado que o isotipo IgG1 (protetor) ndo se liga ao polissacarideo
GXM de-O-acetilado, enquanto o IgG3 (ndo protetor) se liga com uma maior
afinidade. Isso indica que o grupo acetil parece fazer parte do epitopo reconhecido
pelos mAbs, sendo necessério para a integridade estrutural do epitopo (MCLEAN et
al., 2002; MUKHERJEE; SCHARFF; CASADEVALL, 1992; TORRES et al., 2005)

A andlise da especificidade fina dos mAbs 2H1 hibridos e 3E5 hibridos
produzidos neste projeto foram realizados utilizando um polissacarideo GXM de-O-
acetilado quimicamente modificado, que possui uma O-acetilagdo alterada e uma
cepa de C. neoformans mutante para o gene de Casl, que produz uma enzima
necessaria para a O-acetilacdo de GXM (JANBON et al., 2001). Os ensaios
realizados com os mAbs 2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2, 2H1 CH1F3 e 2H1 IgG3 com
dobradica de IgGl demonstraram diminuir a ligacdo a GXM de-O-acetilado
guimicamente modificado e GXM derivado de cas74, mantendo sua ligacdo a GXM
derivado de H99. Isso demonstra que quando sao adicionados os fragmentos da

regido CH1 do mAb 2H1 IgG1l em mAbs 2H1 IgG3 eles possivelmente alteram sua
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especificidade fina de modo a néo se ligar mais a GXM de-O-acetilado quimicamente
modificado e GXM derivado de cas1A. J4 o mAb 2H1 IgG1 e o mAb hibrido 2H1 IgG1
com dobradica de IgG3 manteve sua especificidade de nao ligacdo a GXM de-O-
acetilado quimicamente modificado e GXM derivado de cas7A. Esses dados indicam
gue, as regiées CH1 e dobradica de mAbs 2H1 IgG1 podem estar relacionados com
a alteracéo da especificidade fina. Uma limitagdo deste ensaio foi a ndo incluséo do
mAb 2H1 1gG3 por insuficiéncia da concentracdo obtida no ensaio de producédo 1
(conforme dados apresentados na tabela 3), inviabilizando a obtencdo de um
resultado adequado.

Os ensaios realizados com os mAbs 3ES5 hibridos indicaram que o 3E5 CH1F1,
3E5 CH1F2, 3E5 CH1F3 e 3E5 IgG3 com dobradica de IgGl influenciaram sua
especificidade fina ocasionando uma diminui¢cdo da ligacdo a GXM de-O-acetilado
guimicamente modificado e GXM derivado de cas1A. O mAb 3E5 IgG1 com dobradica
de 1gG3 de maneira contraria demonstrou aumentar a ligacdo a GXM de-O-acetilado
guimicamente modificado e GXM derivado de cas1A. O par de mAbs 3E5 IgG1 e 3E5
IgG3 nao hibridos se comportaram de maneira similar ao descrito na literatura. Ao ser
testado o0 mAb 3E5 IgG1 perde sua afinidade a GXM de-O-acetilado quimicamente
modificado, enquanto o mAb 3E5 IgG3 mantém sua ligacdo a GXM de-O-acetilado
guimicamente modificado. Esses dados reforcam o indicio de que a regido constante
afeta a especificidade fina e possivelmente a afinidade da regido variavel e que o
grupo O-acetil faz parte do local de reconhecimento pelos mAbs 3E5 hibridos. Além
disso, indica uma participacdo de fragmentos da regido CH1 de mAbs 3E5 IgG1 e
regido da dobradica tanto de 3E5 IgG1 quanto de 3E5 IgG3 na alteragcédo da regiéo
variavel afetando a ligacao anticorpo-antigeno.

Um mecanismo potencial para essas alteracdes na especificidade fina sao as
mudancas nos arranjos espaciais das regides variaveis apés a modificacdo das
regides constantes. Essas modificacdes estruturais podem alterar as interacdes
inter/intramoleculares das regifes variaveis, alterando seu arcabouco de ligacdo e
assim influenciando na sua funcionalidade e sua ligagdo a GXM de-O-acetilado
guimicamente modificado e GXM derivado de cas7A (BOUNE et al., 2020;
EDWARDS et al., 2022; HIGEL et al.,, 2016; REVERBERI; REVERBERI, 2007;
ZHENG; BANTOG; BAYER, 2011). Uma outra hipdtese para esses achados de
modificacdo de especificidade fina por mudanca de regiées CH1 e dobradica é a

glicosilagdo dos mAbs 2H1 e 3E5 hibridos na regido Fab durante a sua producéo
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(FRILIGOU et al., 2021; HOSSLER; KHATTAK; LI, 2009). A glicosilacédo do anticorpo
€ uma modificacdo pds-traducional comum e tem um papel critico na funcéo efetora
do anticorpo. Glicoformas especificas sdo necessarias para alcancar a eficacia
terapéutica. Uma vez que a glicosilacdo é especifica do tipo de célula utilizado
durante a producdo do mAb, células hospedeiras diferentes contém padrdes de
oligossacarideos diferentes, afetando suas fun¢des bioldgicas. Varios mecanismos
sobre como o O-glicano e N-glicano, em regides variaveis do anticorpo, afetam a
ligagdo ao epitopo foram propostos, incluindo o tamanho do molécula para preencher
0 espaco entre o epitopo do antigeno e o paratopo do anticorpo (SONG et al., 2013;
VAN DE BOVENKAMP et al., 2018), a interacdo carga-carga entre O-glicano/N-
glicanos de &cidos sialicos e o antigeno (KANYAVUZ et al.,, 2019; VAN DE
BOVENKAMP et al., 2018), e através de efeitos de impedimento estérico que podem
afetar a ligacdo (JACQUEMIN et al., 2006). Assim, os mAbs 2H1 e 3E5 apoés
modificacdo de suas regibes constantes podem ter influenciado na alteracdo do
padrao de glicosilacdo de sua regido Fab. Dessa forma, seria de grande interesse a
analise da glicosilagdo apresentada por esse grupo de mAbs 2H1 hibridos e 3E5
hibridos, a fim de verificar possiveis alteracées nas glicosilacdes pés-traducionais.

Durante a producdo de mAbs anti-criptocécicos, em estudos anteriores, foi
observado que mAbs de isotipos diferentes apresentavam respostas diferentes, nos
quais os mAbs IgG1 eram protetores e IgG3 nao protetores (MCLEAN et al., 2002;
MUKHERJEE et al., 1995; NUSSBAUM et al.,, 1997; YUAN et al., 1995). Esses
achados se correlacionam com o padréo de ligagdo do mAb ao polissacarideo GXM
da capsula de C. neoformans. O padrdo anular é caracterizado por uma borda
estreita, nitida e continua ao redor de toda a cdpsula, enquanto o padrao puntiforme
€ um padrao descontinuo de manchas que é mais difuso/pontilhado. O padréao anular
se correlaciona com a capacidade do mAb de proteger os camundongos contra a
infecgao pelo sorotipo D, enquanto o padrdo puntiforme se correlaciona com a néo
protecdo do mADb contra esse sorotipo (CASADEVALL; PIROFSKI, 2005;
NUSSBAUM et al., 1997;MUKHERJEE et al., 1995).

A analise dos mAbs 2H1 e 3ES5 hibridos produzidos foram realizados. Os mAbs
2H1 CH1F1, 2H1 CH1F2, 2H1 CH1F3 e 2H1 IgG3 com dobradica de IgG1l
apresentaram padrao de ligacdo anular ao polissacarideo GXM da capsula de C.
neoformans. Esses dados indicam que os fragmentos da regido CH1 e dobradica do

mAb 2H1 IgGl podem alterar o padrédo de ligacdo a GXM da capsula de C.
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neoformans de mAbs 2H1 1gG3 hibridos de modo a modificar o padrdo de ligacéo
puntiforme para o padréo anular. O mAb 2H1 IgG1 com adi¢do da dobradica de 2H1
IgG3 e 0 mAb 2H1 IgG1l controle se comportaram de maneira semelhante ao
observado na literatura. Contudo, uma limitagdo deste ensaio foi a nao inclusao do
mAb 2H1 1gG3 por insuficiéncia da concentracdo obtida no ensaio de producédo 1
(conforme dados apresentados na tabela 3), inviabilizando a obtencdo de um
resultado adequado.

Em relacdo ao padréo de ligacdo dos mAbs 3E5 hibridos demonstramos que
0os mAbs 3E5 CH1F1, 3E5 CH1F2, 3E5 CH1F3 apresentaram padrdo de ligacdo
puntiforme. Isso indica que a alteracdo dos fragmentos da regido CH1 de mAbs 3E5
IgG3 por fragmentos de CH1 de mAbs 3E5 IgG1 ndo foram capazes de alterar o
padréo de ligacdo a GXM da capsula. O mAb 3E5 IgG3 com dobradica de IgG1 e o
3E5 IgG1 com dobradica de 3E5 IgG3 apresentaram padrao de ligacao anular. O
fato do mAb 3E5 IgG3 apresentar padréo de ligagdo anular indica que a regiao da
dobradica € necessaria, mas nao suficiente para alterar o padréo de ligacéo, ja que a
adicdo da dobradica de 3E5 IgG3 no mAb 3E5 IgG1 nao alterou seu padréo de
ligacéo. Esses achados corroboram com dados publicados recentemente, no qual o
mAb 2H1 IgG3 com dobradica de IgG1 modificou seu padrao de ligacao de puntiforme
para o padréao de ligacado anular (OLIVEIRA et al., 2022). Isso traz indicios de que a
modificacao dessa regido pode ocasionar um efeito padrdo dos mAbs IgG, apoiando
a hipétese da influéncia da dobradica na resposta relacionada a alteragéo do padrao
de ligacao.

A partir dos experimentos realizados, foi possivel obter trés resultados.
Primeiro, demonstramos que os mAbs 3E5 hibridos possuem funcdo de opsonizacéo,
aumentando a fagocitose de C. neoformans por células semelhantes a macréfagos
J774.16. Segundo, a regido CH1 e a dobradica dos mAbs de isotipo 2H1 IgG1 e 3E5
lgG1 podem ser as regifes responsaveis por influenciar a especificidade fina dos
mADs, ocasionando a alteracdo da ligacdo do anticorpo com o epitopo. Terceiro, a
dobradi¢ca do mAbs de isotipo 3E5 IgG1 quando inserida em 3E5 IgG3 modifica seu
padrao de ligacdo de puntiforme para anular. Isso sugere que a regido da dobradica
seja necesséria, mas nao suficiente para modificar a ligagdo ao antigeno.

Estes achados trouxeram indicios da influéncia da regido constante na regiao
variavel de mAbs contra o polissacarideo GXM da capsula de C. neoformans. Esses

efeitos podem estar associados a sinalizacdes moleculares advindas da regiao
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constante que acarretam modificacbes estruturais na regido variavel e
consequentemente na interacdo com o epitopo ou podem estar associadas a
glicosilacédo da regido Fab a partir da producdo dos mAbs, ocasionando a alteracéo
da ligagéo ao epitopo. O estudo da regido constante na funcionalidade de anticorpos
IgG devem ser consideradas importantes no desenvolvimento de novos anticorpos
monoclonais para uso terapéutico, pois suas interagcbes sdo complexas e
imprevisiveis. Além disso, colaboram com o desenvolvimento de futuras vacinas,
tratamentos e diagndsticos mais eficientes, eficazes e seguros para criptococose e

outras doencas.
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6 CONCLUSAO

Ao longo deste trabalho obtivemos os seguintes resultados:

e Os mAbs 3E5 hibridos possuem funcao de opsonizacdo, aumentando
a fagocitose de C. neoformans por células semelhantes a macréfagos
J774.16.

e Aregidao CH1 e a dobradica dos mAbs de isotipo 2H1 IgG1 e 3E5 IgG1
podem ser as regides responsaveis por influenciar a especificidade fina
dos mADs.

e A dobradica do mAb de isotipo 3E5 IgG1 quando inserida em 3E5 IgG3
modifica seu padrao de ligagéo de puntiforme para anular. Esses dados
sugerem gque a regido da dobradica seja necessaria, mas nao suficiente
para modificar o padréo de ligagdo ao polissacarideo GXM da cépsula

de C. neoformans.
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CAPITULO 2: RISCO DE TRANSFUSAO DE PLASMA CONVALESCENTE COMO
TERAPIA PARA COVID-19 ONDE A DENGUE E ENDEMICA

RESUMO

A plasmoterapia € um tipo de tratamento bastante utilizado, principalmente, em
doencas emergentes. A pandemia de COVID-19 mostrou ser uma oportunidade para
a sua aplicacdo, uma vez que, em muitas regibes, ocorre falta de terapia e
medicamentos especificos. Entretanto, € preciso deixar claro que, ainda que seja uma
ferramenta valiosa, sera preciso pensar em uma correta padronizacao do seu uso. A
doenca da COVID-19 acarretou a morte de mais de 7,58 milhdes de pessoas até o
inicio de 2023, por desenvolver reacdes graves ainda ndo completamente
compreendidas. Além disso, a existéncia de doencgas recorrentes como a dengue em
regidoes endémicas alerta para riscos de novas complicagdes em caso de coinfecgao
do virus SARS-CoV-2 e DENV. A limitacdo de recursos em grande parte desses locais
ocasiona a subnotificacdo desses casos. Devido a alta incidéncia de COVID-19 e
dengue em regides tropicais, casos de coinfeccdo podem ocorrer com maior
frequéncia. Nesses locais, a plasmoterapia € uma boa opcédo para o tratamento da
COVID-19. Porém, pode desencadear o desenvolvimento de efeitos como o antibody-
dependent enhancement (ADE), que é considerado fator de risco para o agravamento
da dengue. A fim de avaliar esses riscos, realizamos testes de sorologia de dengue
em doadores de plasma convalescentes para COVID-19 para analisar a incidéncia
de pessoas com presenca de anticorpos IgG e/ou IgM contra os 4 sorotipos de
dengue. Experimentos revelaram que cerca de 25% dos doadores apresentaram
sorologia IgG positiva, enquanto aproximadamente 5% apresentaram sorologia
positiva para IgM de dengue. Desses, cerca de 3% apresentaram sorologia positiva
tanto para IgG quanto para IgM. Esses dados demonstraram uma alta taxa de
doadores com presenca de anticorpos IgG de dengue, indicando o risco de
desenvolvimento de complicacdes por ADE, em pacientes coinfectados. Assim,
entender e discutir sobre a ocorréncia dessa complicacdo durante a plasmoterapia
para COVID-19 em pacientes coinfectados em regifes endémicas de dengue é

essencial para ndo piorar a evolucao do paciente. Além disso, esses conhecimentos
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podem ser aplicados em caso de surgimento de novas variantes ou de doencas

futuras semelhantes.

Palavras-chave: Plasmoterapia, Sorologia, Doenca Endémica, Coinfec¢ao
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ABSTRACT

Plasma therapy is a type of treatment widely used, mainly in emerging
diseases. The COVID-19 pandemic proved to be an opportunity for its application,
since, in many regions, there is a lack of therapy and specific drugs. However, it must
be made clear that, even though it is a valuable tool, it will be necessary to think about
correctly standardizing its use. The COVID-19 disease caused the death of more than
7,58 million people by the beginning of 2023, due to the development of severe
reactions that are still not completely understood. In addition, the existence of
recurrent diseases such as dengue in endemic regions warns of the risk of new
complications in case of coinfection of the SARS-CoV-2 and DENV. The limitation of
resources in most of these places causes the underreporting of these cases. Due to
the high incidence of COVID-19 and dengue in tropical regions, cases of coinfection
may occur more frequently. In these places, plasma therapy is a good option for
treating COVID-19. However, it can trigger the development of effects such as
antibody-dependent enhancement, which is considered a risk factor for severe the
worsening of dengue. To assess these risks, we performed dengue serology tests on
convalescent plasma donors for COVID-19 to analyze the incidence of people with
IgG and/or IgM antibodies against the 4 dengue serotypes. Experiments revealed that
about 25% of donors had positive IgG serology, while approximately 5% had positive
serology for dengue IgM. Of these, about 3% had positive serology for both IgG and
IgM. These data demonstrated a high rate of donors with dengue IgG antibodies,
indicating the risk of developing complications due to antibody-dependent
enhancement in coinfected patients. Thus, understanding and discussing the
occurrence of this antibody-dependent enhancement complication during plasma
therapy for COVID-19 in coinfected patients in dengue-endemic regions is essential
in order not to worsen the patient's evolution. In addition, this knowledge can be

applied in the event of the emergence of new variants or similar future diseases.

Keywords: Plasma therapy, Serology, Endemic Disease, Coinfection
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO DO ENSAIO CLINICO COM PLASMA DE CONVALESCENTE DA
COVID-19

No inicio da pandemia da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) o grupo do
Dr. André Moraes Nicola, da Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia, em
colaboracdo com outros grupos de pesquisa, desenvolveram um ensaio clinico
randomizado de fase lla no intuito de testar se a terapia com plasma de
convalescentes da COVID-19 seria eficaz na prevencdo do agravamento do quadro
em pacientes internados com COVID-19 de grau moderado. Foi realizado no hospital
responsavel pelo atendimento da maior parte dos pacientes com COVID-19 no inicio
da pandemia, Hospital Regional da Asa Norte (HRAN), localizado na Asa Norte,
Brasilia, Distrito Federal. Apds analises de dados dessa colaboracgdo indicando que o
uso de plasma de convalescente em pacientes internados com COVID-19 moderada
ndo possuia boa eficacia, o ensaio clinico foi paralisado. A partir da participagdo neste
ensaio clinico surgiram dois projetos paralelos. O primeiro visando a pesquisa e
identificacdo de anticorpos que se ligassem de forma especifica ao virus da Sindrome
Respiratéria Aguda Grave 2 (SARS-CoV-2), podendo ser utilizados posteriormente
na terapia e diagnostico da COVID-19, e o segundo buscando analisar e discutir o
possivel desenvolvimento de complicacdes por ADE na utilizacdo de plasmoterapia

para tratamento de COVID-19 em pacientes coinfectados com dengue.

1.2 COVID-19

1.2.1 Origem

No final de 2019, um novo virus detectado em Wuhan, na China, deu origem a
um complexo problema de saude global. O primeiro relatério reportando pacientes
com pneumonia de causa desconhecida a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
ocorreu em 31 de dezembro de 2019. Em janeiro, foi detectado como agente

etiolégico um novo coronavirus diferente dos ja conhecidos como os da Sindrome
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Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) e Sindrome Respiratoria Aguda Grave
do Coronavirus (SARS-CoV). Apds o sequenciamento de seu genoma, a OMS
nomeou o0 novo coronavirus de SARS-CoV-2 e sua doenga de COVID-19. Apesar do
esforco para conter a doenca, sua disseminagcdo por outros continentes ocorreu
rapidamente. Em 11 de marco de 2020, a COVID-19 foi declarada uma pandemia (LI
etal., 2021; OMS, 2020).

Com grande capacidade de evolucdo genética, o SARS-CoV-2 desenvolve
mutacdes ao longo do tempo. Diferentes subconjuntos de mutagcfes presentes em
uma mesma cepa podem ser classificados como diferentes variantes que se
caracterizam por sua transmissibilidade, gravidade da doenca e capacidade de
escapar da imunidade humoral. O aumento da transmissibilidade € demonstrado pela
capacidade de uma variante em competir com outras variantes e exibir uma taxa de
reproducéo efetiva e/ou de ataque secundario mais alta em comparacdo com outras
variantes circulantes (MARIA et al., 2022). Durante o curso da pandemia, foram
descritas novas variantes, as quais cinco foram consideradas mais preocupantes pela
OMS, devido ao impacto na saude publica global. Essas variantes sdo denominadas
Alfa, Beta, Gama, Delta, Omicron e Eris (EG.5) (ABBASI, 2023; CASCELLA et al.,
2022). A variante Alfa apresentou aumento de cerca de 50% na transmissibilidade,
aumentando a mortalidade; a Beta aumentou a evasdo imunologica e
transmissibilidade em 50%; a Gama aumentou a transmissibilidade e gravidade da
doenca; a Delta é quase duas vezes mais contagiosa que as variantes anteriores e
pode causar doencas mais graves, aumentando a mortalidade; a Omicron possui
mais de 50 mutacBes na proteina spike e acarreta 0 aumento do risco de gravidade
da doenca; e a Eris demonstrou aumento nos casos de hospitalizacdes (ABBASI,
2023; AL-AWWAL et al., 2022; HERNANDEZ-ACEITUNO; GARCIA-HERNANDEZ;
LARUMBE-ZABALA, 2023).

1.2.2 Virus SARS-CoV-2 e seu mecanismo de acdo

O SARS-CoV-2 é considerado o terceiro coronavirus a causar uma pandemia
com doenca grave em humanos nas ultimas duas décadas. Este virus possui
caracteristicas geneticamente semelhantes aos coronavirus de morcego. O SARS-

CoV-2 compartilha cerca de 79% de sua sequéncia genética com 0s responsaveis
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pelo SARS e 50% com o0s responsaveis pela MERS. Pertencentes aos
betacoronavirus, sdo virus compostos por RNA de fita simples de sentido positivo e
com envelope, variando seu tamanho entre 60 nm e 140 nm de diametro, com
projecbes semelhantes a coroas em sua superficie devido a presenca de
glicoproteinas (LU et al., 2020a).

O genoma do coronavirus é composto por aproximadamente 30.000
nucleotideos. Ele codifica quatro proteinas estruturais, membrana (M), considerado o
organizador central da montagem do virus; spike (S), composta por trés cadeias
idénticas com 1273 residuos de aminoacidos cada, possuindo duas regides de
dominio proteico bem definidas, as subunidades S1 e S2, que estdo associadas ao
reconhecimento celular e a fusdo das membranas virais e celulares, respectivamente
(BOOPATHI; POMA; KOLANDAIVEL, 2021); envelope (E), envolvida na entrada do
virus e nucleocapsideo (N) que regula o processo de replicacdo viral (Figura 18)
(UZUNIAN, 2020). Além dessas proteinas, possuem ainda 16 proteinas nao
estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6, NSP7, NSP8, NSP9, NSP10,
NSP11, NSP12, NSP13, NSP14, NSP15 e NSP16), que desempenham inimeras
funcBes nos processos de replicacdo e montagem do virus. Todo esse arcabouco
favorece a instalacado, replicacdo e montagem do virus (WU et al., 2020; YAN et al.,
2022).

No inicio da infecgcdo, o SARS-CoV-2 tem como alvo, principalmente, as
células epiteliais nasais, brénquicas e pneumdcitos. Nestas, estdo presentes
receptores da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) que se ligam as
subunidades S1. As subunidades S2 séo responsaveis por ancorar a proteina S na
membrana. Apds a ancoragem, ocorre uma clivagem por transmembrane serine
protease 2 (TMPRSS2) de superficie ou proteases endossomais como Catepsina L,
no local interno da subunidade S2 denominado sitio S2’, liberando o peptideo de
fusd@o. Todas essas interacdes geram alteracdes conformacionais responsaveis pela
formacéo de poros de fuséo, permitindo a entrada do virus na célula e a liberacéo do
genoma viral no citoplasma. Em seguida, o material genético viral inicia seu processo
de transcricédo/traducao e replicacdo (JACKSON et al., 2022). O genoma viral recém-
sintetizado forma um complexo com a proteina N para a montagem de novas
particulas SARS-CoV-2 em um evento mediado pela proteina M e com contribuices
da proteina E. Novas particulas virais emergem do reticulo endoplasmatico e sao

transportadas através de vesiculas para serem liberadas no meio extracelular por
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exocitose (Figura 19). As interacdes do virus com as células causam alteracdes no
sistema renina-angiotensina-aldosterona com efeitos nocivos como remodelamento
cardiaco, vasoconstricdo, lesdo aguda pulmonar e permeabilidade vascular,
desencadeando eventos graves, que podem levar a morte (DE FIGUEIREDO NETO
et al., 2020; MARIA et al., 2022).

Figura 17 - Estrutura do SARS-CoV-2

Glicoproteinas Spike (S)

Proteina M

Hemaglutinina esterase

Envelope

Proteina N e RNA

Proteina E

Representam as estruturas de glicoproteinas Spike (S), Proteina M, Hemaglutinina esterase,
Envelope, Proteina N e RNA e Proteina E. Fonte: Adaptado de (D’ANGELO; PALMIERI, 2020).
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Figura 18 - Vias de entrada do virus SARS-CoV-2
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Dois eventos de clivagem de proteina spike (S) sdo necessarios para 0 processo de entrada do
coronavirus: um na jungéo das subunidades S1 e S2 e outro no local S2', interno a subunidade S2. No
caso do SARS-CoV-2, S1-S2 é clivada durante a maturacéo do virus em uma célula infectada, mas o
sitio S2' é clivado apos a ligagdo da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA2) na célula-alvo. A
ligacdo do virus a ECA2 (etapa 1) induz altera¢des conformacionais na subunidade S1 e expde o local
de clivagem S2' na subunidade S2. Dependendo da via de entrada do SARS-CoV-2, o sitio S2' é
clivado por diferentes proteases. Via indicada na esquerda: Se a célula-alvo expressar protease de
serina transmembrana tipo 2 (TMPRSS2) insuficiente ou se um complexo virus-ECA2 ndo encontrar
TMPRSS2, o complexo virus-ECA2 é internalizado via endocitose mediada por clatrina (etapa 2) nos
endolisossomos, onde a clivagem S2' é realizada por catepsina L, que requerem um ambiente &cido
para sua atividade (etapas 3 e 4). Via indicada na direita: Na presenca de TMPRSS2, a clivagem S2'
ocorre na superficie da célula (etapa 2). Em ambas as vias de entrada, a clivagem do sitio S2' expbe
o peptideo de fusdo (FP) e a dissociagdo S1 de S2 induz mudancgas conformacionais significativas na
subunidade S2, impulsionando o peptideo de fusdo para a frente na membrana alvo, iniciando assim
a fusdo da membrana (etapa 5 a esquerda e etapa 3 a direita). A fusdo entre as membranas virais e
celulares formam um poro de fusdo, no qual o RNA viral é liberado no citoplasma da célula hospedeira
para replicacéo (etapa 6 a esquerda e etapa 4 a direita). Fonte: Adaptado e descrito em (JACKSON et
al., 2022).

1.2.3 Epidemiologia e Clinica

Até agosto de 2023, foram confirmados mais de 770 milhGes de casos e 7
milhbées de mortes por COVID-19 globalmente (OMS, 2023b). Atualmente, as

subnotificacdes de casos de COVID-19 acarretam numeros sobre infeccdes e
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reinfeccdes globais abaixo do real. No Brasil, segundo o Ministério da Saude até o
periodo 21/03/2023, foram registrados 37.204.677 casos confirmados de COVID-19
e mais de 699.917 Obitos. Esses dados mostram a gravidade dessa doenca (BRASIL,
2023b).

A COVID-19 é uma doenca do sistema respiratorio altamente contagiosa que
afeta diretamente o parénquima pulmonar. Possui um periodo de incubacéo entre 2
e 14 dias. A transmissao de pessoa para pessoa pode ocorrer por meio de goticulas
contendo particulas infecciosas espalhadas pela fala, tosse ou espirro, que podem
atingir as membranas mucosas dos olhos, nariz ou boca como porta de entrada, ou
por contato direto com superficies contaminadas. Em humanos, podem causar
infeccbes assintomaticas ou acompanhadas de febre, tosse, cansaco, falta de ar e
irritac&o gastrointestinal. Em alguns casos, os pacientes podem ter ainda fortes dores,
congestdo nasal, corrimento nasal, dor de garganta, diarreia, perda de paladar ou
olfato, tremores e calafrios (RAHMAN et al., 2020).

Os quadros mais graves acometem principalmente grupos de individuos com
comorbidades e idade avancada. O desencadeamento de pneumonia grave € uma
das principais causas de complicacdes da doenca. Outro fator que pode gerar uma
piora na COVID-19 ¢é a inflamacédo prolongada dos pulmdes, que ocorre a partir de
células imunologicas especificas, como células T e macrofagos alveolares infectados
pelo virus, responsaveis por modular a expressdo de moléculas e citocinas
importantes do sistema imunol6gico. Além do pulm&o, estudos recentes mostraram
gue essa doenca pode afetar diversos oOrgdos e causar o desenvolvimento de
sintomas extrapulmonares. Esses sintomas, muitas vezes, podem levar a um
diagndstico tardio ou até mesmo incorreto, sendo prejudicial aos pacientes (AL-
AWWAL et al., 2022; GAVOTTE et al., 2019).

1.2.4 Diagnostico e Tratamento

O diagnostico precoce e seguro da COVID-19 é de extrema importancia.
Atualmente, podem ser usados testes de Reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR), ELISA, imunoensaios de fluxo lateral, imunoensaio de
guimioluminescéncia, amplificacdo isotérmica mediada por loop, biosensores, dentre
outros (AGHAMIRZA et al., 2022). Destes, 0 ensaio de RT-PCR representa o padrao
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ouro para o diagndstico, sendo aprovado por diferentes agéncias reguladoras
nacionais e internacionais. A especificidade da maioria dos ensaios de PCR
comerciais para SARS-CoV-2 aprovados pela FDA é de quase 100%, desde que nao
haja contaminagdo cruzada durante o processamento da amostra. Apesar da alta
sensibilidade e especificidade do ensaio de RT-PCR, a necessidade de profissionais
treinados, instrumentos e reagentes caros limitam sua aplicacéo, dificultando seu
acesso principalmente em paises de baixa renda. Dessa forma, testes de antigenos,
gue detectam proteinas virais e testes soroldgicos, que detectam anticorpos dos
hospedeiros, representam as técnicas mais amplamente utilizadas para monitorar a
disseminacdo da infeccdo por SARS-CoV-2 por conta do seu baixo custo e facil
aplicabilidade (FILCHAKOVA et al., 2022). Contudo, menor especificidade e
sensibilidade sdo obtidos na sua utilizagcdo, podendo gerar resultados incorretos ou
inconclusivos (PEELING et al., 2022).

Os tratamentos existentes atualmente se baseiam em terapias antivirais e
terapias direcionadas ao hospedeiro como anticorpos neutralizantes (plasmoterapia)
e corticéides. Um dos antivirais utilizados para COVID-19 sao os inibidores de
polimerase. O remdesivir € um representante desse grupo e foi aprovado para uso
pelo FDA (YUAN et al., 2023). Este é considerado um pro-farmaco, sendo capaz de
inibir a atividade de RNA polimerases a partir do seu metabdlito ativo. Embora, seu
efeito clinico antiviral ainda seja controverso, estudos vém demonstrando diminuicao
da hospitalizacéo ou risco de morte em 87% dos pacientes em comparacao com o
grupo placebo (GOTTLIEB et al., 2022). Além disso, associacdes do remdesivir com
baricitinibe também demonstraram encurtar o tempo de recuperagédo dos pacientes
(KALIL et al., 2021). Outros grupos aplicados para terapia da COVID-19 sdo os
inibidores de protease (nirmatrelvir mais ritonavir), inibidores da transcriptase reversa
(azvudina, molnupiravir), além de outros antivirais (YU; CHANG, 2022).

Terapias utilizando mAbs também vem sendo bastante estudadas, sendo o
Bamlanivimab o primeiro anticorpo monoclonal com eficacia para COVID-19. Este
mAb demonstrou reduzir de forma significativa o risco de hospitalizacéo e mortalidade
subsequentes em pacientes com COVID-19 n&o hospitalizados (TAl et al., 2023). Sua
associacdo com Etesevimab mostrou uma efichcia aumentada na diminuicdo da
guantidade viral em pacientes ambulatoriais. Contudo, seu uso em associacao foi
descontinuado por n&o possuir atividade contra a Omicron (JONES et al., 2021). J4 o

bebtelovimab se mostrou sensivel para uso contra a variante Omicron (IKETANI et
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al., 2022). Além desses, medicamentos corticbides como dexametasona,
budesonida, glicorticéides (hidrocortisona, metilpredinisolona) demonstraram ser
capazes de melhorar a sobrevida em casos graves de COVID-19 (DC et al., 2020;
STERNE et al., 2020; YUAN et al., 2023).

1.3 ANTICORPOS POLICLONAIS

Os anticorpos policlonais (pAbs) sao utilizados desde o século 19 para
tratamento e profilaxia apds exposi¢ao contra agentes infecciosos, toxinas e doencas
autoimunes. Podem ser usadas quando uma vacina ndo provoca uma resposta imune
humoral com rapidez suficiente ou em conjunto com vacinas. Essas preparagoes de
imunoglobulinas heterélogas sao feitas a partir de pools de doadores humanos
selecionados ou animais hiperimunizados com altos titulos de anticorpos contra alvos
antigénicos especificos. Esses tratamentos com anticorpos fornecem transferéncia
passiva de anticorpos de alto titulo no intuito de obter imunizacdo imediata de curto
prazo e reduzir o risco ou a gravidade da infeccdo. Além disso, tem sido utilizada com
sucesso e seguranga na superdosagem de medicamentos, envenenamento por
toxinas de serpentes, aracnideos, marinhos e vegetais, e profilaxia pés-exposicao
contra o virus da raiva (PELLETIER; MUKHTAR, 2020; THARMALINGAM et al.,
2022).

A escolha do uso de pAbs ou mAbs depende de varios fatores como a
finalidade de uso e a disponibilidade do anticorpo no mercado. Os pAbs séo
caracterizados por alta avidez, alta sensibilidade para detectar proteinas de baixa
guantidade e ampla especificidade para varios epitopos. Essa heterogeneidade dos
pAbs reduz a probabilidade do patdgeno ou agente desenvolver mutacbes de
epitopos especificos para evadir do tratamento. Esses anticorpos podem ser gerados
de forma mais rapida, com menos custos e habilidade técnica do que o necessario
para produzir mAbs. Assim, em potenciais situacbes de pandemia podem ser
produzidos em quantidades suficientes e com uma boa relacao custo-beneficio. Além
disso, sdo mais estaveis em varios valores de pH e concentragéo de sal, enquanto os
mAbs podem ser altamente suscetiveis a pequenas mudancas desses fatores.
(LIPMAN et al., 2005). Um estudo demonstrou que pAbs equinos especificos de
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regido F(ab'). direcionados para fragmentos de receptor-binding domain (RBD)
podem reduzir a mortalidade e eventos adversos graves, diminuindo a piora clinica
(KIMBER et al., 2021).

No inicio da utilizacdo de anticorpos policlonais, diversas reacdes adversas
como hipersensibilidade do tipo | e Ill, e doenca do soro dificultaram a sua aplicagéo.
Com o passar do tempo e com acesso a novas tecnologias foi possivel modificar
essas moléculas no intuito de tornar eficaz e segura a sua aplicacdo. A remocédo da
porcdo Fc com retencdo dos componentes imunogénicos F(ab)/F(ab’)2 foi aplicada
pela primeira vez ao anti-soro de digoxina em 1976 (BISMUTH; BAUD; PONTAL,
1976). Quaisquer reagOes que pudessem ser mediadas pelo complemento,
receptores, citocinas e quimiocinas foram reduzidas pela eliminacdo de endotoxinas
bacterianas (pirogénios), de proteinas e agregados celulares, através de
pasteurizacao, ultrafiltracdo e cromatografia. Esta combinacdo de pureza e avanco
dos processos de manipulacdo fizeram os eventos adversos graves diminuirem
drasticamente tornando essa terapia confiavel, segura e eficaz. Contudo, a aplicacao
destas técnicas necessita de investimento e profissionais qualificados, tornando o
processo mais dispendioso e menos viavel em determinadas regiées (DIXIT et al.,
2016; PINA; LOWE; ROQUE, 2014). Apesar disso, a utilizacdo de pAbs para

tratamentos € um tema de grande relevancia e interesse.

1.4 TERAPIA COM PLASMA DE CONVALESCENTE PARA COVID-19

Vérios tratamentos como mAbs e vacinas para pacientes com COVID-19 vem
sendo testados e utilizados desde o inicio da pandemia. Apesar do desenvolvimento
e sucesso da vacina, o potencial surgimento de variantes resistentes a vacina do
SARS-CoV-2, bem como a diminuicdo da imunidade induzida pela vacina, podem
comprometer seu impacto positivo. Isso demonstra a necessidade de terapias
complementares para controle da doenca. Além disso, os efeitos colaterais de longo
prazo de vacinas e medicamentos ainda ndo sdo completamente conhecidos
(SALEH, 2023). Dessa maneira, o uso do plasma de convalescente (PC) ainda
continua sendo uma opcédo de terapia para COVID-19 e outras doencas futuras
(BROWN; MCCULLOUGH, 2020; JAMKHANDE et al., 2021; MOUFFAK et al., 2021).
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PC é a parte liquida do sangue coletada de pacientes que apos se recuperarem de
uma infeccao produz anticorpos especificos contra uma determinada doenca. Esses
anticorpos séo coletados por aférese e transfundidos para pacientes que sofrem da
mesma doenca no intuito de obter uma protecao passiva (PENG; RHIND; BECKETT,
2021). Sua eficécia inicial foi descrita durante o surto de influenza espanhola em
1900 (LUKE et al., 2006). Esse tipo de tratamento ja tem sido usado em outros surtos,
como sarampo, parvovirus B19, Ebola, SARS e MERS-CoV (BAKHTAWAR; USMAN;
KHAN, 2020; MARANO et al., 2016; VAN GRIENSVEN et al., 2016).

O PC da COVID-19, ou seja, plasma coletado de individuos ap6s a
recuperacdo da COVID-19, surgiu como um dos principais tratamentos para a
COVID-19. Sua utilizacdo foi aplicada em pacientes em estagio inicial da doenca,
enquanto terapias monoclonais e vacinas estavam sendo desenvolvidas. Embora
varios lugares tenham coletado PC para ensaios clinicos, seu uso foi mais notavel
nos EUA, onde foram desenvolvidos programas nacionais para aumentar as coletas
para transfusdes em pacientes hospitalizados graves ou com risco de vida. O uso de
PC é considerado seguro, conferindo risco comparavel a transfusdo de plasma nao
imune. (BLOCH et al., 2021). Dessa forma, o PC com alto titulo de anticorpos é um
tratamento ambulatorial precoce e eficaz com vantagens como baixo custo, ampla
disponibilidade e rapida adaptacdo ao surgimento de variantes virais com mutacoes
genéticas diante de uma doenca em progressao (SULLIVAN et al., 2021). No entanto,
muitas variaveis dessa terapia ainda necessitam de avaliagdo, como o intervalo de
tempo limite de uso, o melhor periodo de coleta do plasma, os titulos de IgG/IgM dos
doadores, a melhora clinica proporcionada pela terapia, sua eficacia e seguranca em
pacientes criticos ou néo criticos e seus efeitos adversos (OLIVEIRA et al., 2021).

Diversos estudos foram realizados para analisar o uso de PC principalmente
em doentes graves ou com risco de vida. Contudo, ndo se tem um consenso sobre a
melhor forma de aplicagdo dessa terapia. O resultado de um estudo apresentado
mostrou que a transfusado precoce (até 3 dias apos a internacéo) de plasma de alto
titulo estd associada a menor mortalidade do paciente (KLASSEN et al., 2021). Um
segundo ensaio demonstrou que na maioria dos pacientes ndo vacinados, a
administracdo precoce de PC de alto titulo de anticorpos contra SARS-CoV-2 reduziu
as hospitalizac6es ambulatoriais em mais de 50%. Para obtencéo deste resultado, foi
utilizado PC até o dia 9 apds o inicio dos sintomas (SULLIVAN et al., 2021, 2022).

Em um terceiro ensaio autores sugerem que a transfusdo de PC de COVID-19 pode
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estar associada a um beneficio de diminuicdo da mortalidade para pacientes
imunocomprometidos suscetiveis a infec¢des refratarias (SENEFELD et al., 2023).
Além dessas pesquisas, outros estudos clinicos mostraram ainda a reducéo de 53%,
26% e de 35% a 50% na gravidade da doenca, no tempo de internacdo e na
mortalidade, respectivamente. O uso dessa terapia em diferentes doses e volumes
mostrou a ocorréncia de efeitos adversos em menos de 4% dos pacientes apds
tratamento (ABOLGHASEMI et al., 2020; LI; ER SAW; SONG, 2020; OLIVEIRA et al.,
2022; XIA et al., 2020). Todos esses achados tém implicacdes para a saude publica,
especialmente em areas com recursos limitados e desequilibrios na distribuicdo de
vacinas (GLATT et al., 2021).

Apesar da pandemia de COVID-19 estar em declinio, o virus SARS-CoV-2 ndo
possui uma tendéncia a desaparecer. Grande parte dos virologistas prevé que essa
doenca se tornara endémica. Para pacientes com COVID-19 em paises de baixa e
média renda o custo e a disponibilidade do tratamento sédo fatores importantes a
serem observados. Nesses locais existe grande dificuldade na obtencdo de
suprimentos de vacinas da COVID-19 e na aquisi¢cao de tratamentos. Embora existam
desafios sistémicos e especificos de transfuséo, a terapia com PC continua sendo
uma boa opc¢éo em paises pobres (FEDSON, 2023). Um estudo para avaliar a eficacia
clinica do tratamento com PC em pacientes internados na unidade de terapia
intensiva (UTI) com COVID-19 grave ou com risco de vida no Suriname, considerado
uma regido de baixa renda, demonstrou uma melhora significativa na sobrevida em
receptores de PC. O sistema utilizado neste estudo foi o HemoClear, considerado de
baixo custo (BIHARIESINGH-SANCHIT et al., 2023). Dessa forma, aumentar o
acesso ao tratamento com PC em paises de baixa e média renda pode ajudar no
controle da COVID-19 e seus agravos em caso de novas variantes. Além disso, é
importante o desenvolvimento de pesquisas sobre o padrdo de uso de PC para
COVID-19 no intuito de inserir essa terapia de forma mais rapida e segura nos
sistemas de saude em caso de novas pandemias, endemias ou variantes resistentes

aos tratamentos ja aprovados.
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1.5 DENGUE E ADE

1.5.1 Epidemiologia e Clinica

A dengue € uma doenca transmitida por mosquitos fémeas infectadas das
espécies Aedes aegypti e A. albopictus. Causa cerca de 100 a 400 milhdes de novos
casos por ano em todo o mundo, com cerca de 96 milhdes de ocorréncias clinicas
com alguma gravidade, chegando a 25.000 mortes. Ocorrem, principalmente, em
regides tropicais e subtropicais, sendo encontrada em mais de 100 paises. Acarreta
anualmente epidemias nas Américas, Asia, Africa e Austrélia, sendo endémica em
diversos paises como Filipinas, Vietna, india, Coldmbia e Brasil, nos quais foram
relatados os casos mais frequentes de infeccdo por virus da dengue (DENV)
(SCHAEFER; PANDA; WOLFORD, 2023). No Brasil, de acordo com o Ministério da
Saude, durante o ano de 2022 ocorreram aproximadamente 1,5 milhfes de casos
provaveis de dengue no Brasil, com 1.473 casos de dengue grave e 1.016 6bitos. O
centro-oeste foi a regido de maior incidéncia (BRASIL, 2022).

O periodo tipico de incubacéo da doenca € de 4 a 7 dias, mas pode durar de
3 a 10 dias. As infeccdes podem ser assintomaticas ou apresentar sintomas como
febre aguda leve, gripe, dores de cabeca, vomitos e dores nas articulagbes. Em casos
mais graves, pode desencadear dengue hemorragica, com aparecimento de
manchas vermelhas na pele, sangramentos no nariz, gengiva, dor abdominal intensa
e sindrome do choque da dengue, que se caracteriza por uma queda da pressao
arterial por aumento da fragilidade vascular e extravasamento de plasma. Essa perda
de fluidos desencadeia o choque hipovolémico e faléncia de mudltiplos érgéos.
(BHATT et al., 2021; HALSTEAD, 2014; ULRICH; PILLAT; TARNOK, 2020).

1.5.2 Diagnostico e tratamento

O diagnéstico clinico da dengue pode ser desafiador, dependendo em grande
parte do estagio do processo infeccioso apresentado pelo paciente. Além da
anamnese do paciente, varios ensaios sao utilizados para o diagnéstico da dengue.

O isolamento do virus era considerado o método diagnadstico tradicional para detectar
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a infeccado pelo DENV. Contudo, por conta de limitagbes, como longo tempo de
processamento e falta de praticidade, foi substituido pelo ensaio de RT-PCR, capaz
de detectar infeccao precoce por DENV e, posteriormente, pelo ensaio de ELISA que
detecta o antigeno ndo estrutural 1 (NS1). A proteina viral NS1 € um alvo diagndstico
ideal porque é secretada por células infectadas e permanece mais tempo na corrente
sanguinea de pacientes infectados por dengue, até 9 dias ou mais apoés o inicio da
doenca, em comparacdo com o RNA viral. Portanto, a maioria dos kits comerciais
utiliza a deteccdo de NS1 como biomarcador para o diagndstico de DENV devido a
sua alta sensibilidade e especificidade e por utilizar tecnologia simples. Assim, esses
ensaios de deteccdo de NS1 se tornaram o novo padrao para diagnostico de dengue.
Além desses, existem varios testes soroldgicos disponiveis, incluindo ensaios de
inibicdo da hemaglutinacao, testes de fixagdo de complemento, ensaios dot-blot,
Western blotting, imunofluorescéncia indireta e imunoensaio para deteccéo
gualitativa de anticorpos IgM e IgG. Este Ultimo demonstrou ser um ensaio bastante
util para a deteccéo rotineira de DENV, ajudando na indicac&o diagndéstica de infeccao
priméria ou secundéria com base na propor¢cdo de IgM e IgG durante o
desenvolvimento da doenca (FISHER et al., 2023; LIMA; NUNES; DOS SANTOS,
2022; MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017).

Pelo menos sete vacinas para DENV baseadas em diferentes tecnologias,
incluindo virus vivos atenuados, virus inativados, DNA e proteinas recombinantes
foram desenvolvidas e estdo atualmente passando por diferentes fases de ensaios
clinicos (TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2018). A primeira recomendacéo de uma vacina
contra a dengue (Dengvaxia) ocorreu nos EUA em 2021. Contudo, seu uso néo foi
aprovado em todos os paises. Recentemente no Brasil, foi aprovada a vacina
(Qdenga) direcionada para um publico mais amplo e com eficacia de 66,2% (ANVISA,
2023). Embora varios medicamentos tenham sido explorados como potenciais
terapéuticos para a dengue, nenhum demonstrou reducao na viremia, manifestagdes
clinicas ou complicacbes (WONG et al.,, 2022). Assim, o tratamento da dengue
atualmente se concentra em cuidados de suporte (TAYAL; KABRA; LODHA, 2023).
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1.5.3 Virus da Dengue

O DENV pertence a familia Flaviviridae e género Flavivirus. Se apresentam em
4 sorotipos diferentes, sendo eles DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Sédo
chamadas de sorotipos porque variam na sua antigenicidade (KOTHAI; ARUL, 2020).
Em 2015, foi relatado um novo sorotipo denominado DENV-5, demonstrando a
ocorréncia de mutacdes genéticas e adaptacdes para sua permanéncia no
ecossistema (MUSTAFA et al.,, 2015). Possuem um tamanho pequeno de
aproximadamente 50 nm e material genético composto de RNA de fita simples, de
sentido positivo, com um genoma de 11 kilobase (kb). Considerado um virion, contém
trés tipos de proteinas estruturais, incluindo capsideo (C), envelope (E) e membrana
(M) e sete proteinas nao estruturais (NS) como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5 dentro de sua estrutura envelopada (KOK et al., 2023).

O curso exato da infeccao pelo virus da dengue ap6s uma picada do mosquito
transmissor ainda ndo é completamente compreendido. O entendimento atual é que
inicialmente o DENV interage com as células do hospedeiro, como células dendriticas
e macrofagos, a partir da ligacdo de proteinas do envelope viral com moléculas das
células alvo (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). A entrada canbnica do virus ocorre via
endocitose mediada por clatrina e o baixo pH dentro do compartimento endossomal
gue permite a fusdo entre DENV e a membrana endossomal. Como o ambiente
endossémico é 4cido, favorece a liberacdo do genoma do RNA que atua como RNA
mensageiro (MRNA), inicialmente, e sofre traducao para produzir proteinas virais para
sua replicacdo (SLON CAMPOS; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2018). A
replicacdo viral ocorre ha membrana intracelular induzida pelo virus que forma um
complexo com RNA viral, proteinas virais e fatores da célula hospedeira. Esse
processo ocorre no reticulo endoplasmatico, que impede o reconhecimento dessas
novas proteinas pelo sistema imune. Inicialmente, se tem a formagdo do
nucleocapsideo, caracterizada pela particula de DENV no seu estagio imaturo. Em
seguida, uma das proteinas produzidas, a proteina pré-M é clivada em proteina M,
por acao da serina protease, sofrendo o processo de maturacéo e sendo liberada em
sua forma infecciosa (ELSHUBER et al., 2003; KOK et al., 2023). Apos ser lancado

no espaco extracelular as células infectadas se movem para os ganglios linfaticos e
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se espalham através do sistema linfatico para outros 6rgdos (MARTINA; KORAKA,;
OSTERHAUS, 2009).

Uma das primeiras linhas de defesa da replicacdo do DENV no estagio inicial
€ a producgdo de IFNs. Além disso, o virus é reconhecido por receptores Toll like como,
TLR-3 e TLR-7 e receptores de lectina C. Esses fazem parte do grupo de Pattern
recognition receptor (PRR), responsaveis por ativar respostas antivirais. A ativagéo
de vias dependentes e independentes de TLR resulta no aumento da expressao de
citocinas pro-inflamatorias como TNF, IL-12, IL-8, IFNy e IFN-a. Isso, juntamente com
a ativacdo da via de sinalizacdo Signal transducer and activator of transcription 1/
Janus kinase (STAT1/JAK) por IFNs, resulta na producao de radicais de NO e ajuda
a limitar a replicacdo e disseminacdo do DENV (Figura 20) (HO et al., 2005;
NARAYAN; TRIPATHI, 2020).

Uma infeccado primaria induz a producéo de anticorpos neutralizantes capazes
de proteger o individuo a longo prazo do sorotipo especifico da infec¢ao inicial, mas
nao protege da infeccdo secundaria por outro sorotipo. Isso ocorre, pois esses
anticorpos normalmente tém atividade neutralizante fraca e tendem a se ligar a
epitopos imunodominantes com baixa disponibilidade, resultando em taxas mais altas
de reatividade cruzada e ADE. Essa reacao facilita a entrada viral e aumenta ainda
mais a infeccao viral, ocasionando a dengue grave (TAYLOR et al., 2015). Apesar do
evento de ADE ter mais probabilidade de ocorrer em uma segunda infecgéo, casos
de dengue grave também podem ocorrer no contexto de infeccdo por um Unico
sorotipo (KOTHAI; ARUL, 2020). Além disso, nem todos os casos de doenca grave
estdo associados a ADE ou ocorrem por altas cargas virais. Em alguns casos, quando
dengue grave € observada, a presenca de RNA viral permanece indetectavel, embora
isso ndo garanta que o virus tenha sido eliminado dos tecidos infectados (LIBRATY
et al., 2002; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

1.6 MECANISMO DE ADE ATRAVES DA VIA DE SINALIZACAO FCyR

Diferente das infec¢des candnicas por dengue, a entrada de DENV apdés ser
opsonizado por anticorpos sub-neutralizantes durante a reacdo de ADE ocorre por
meio de uma via semelhante a fagocitose. A patogenicidade grave associada,

principalmente, a infeccdo secundaria por dengue parece ocorrer por meio de dois
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mecanismos diferentes de ADE, denominados ADE extrinseco e ADE intrinseco. O
ADE extrinseco é o aumento da captacdo de complexos virus-anticorpo, aumentando
a quantidade de células infectadas, enquanto o ADE intrinseco é a supressao das
respostas imunes inatas e promocao da proliferacao viral (SAWANT; PATIL; KURLE,
2023; WIKAN et al., 2015). O ADE intrinseco tem maior contribuicdo para aumentar
a replicacdo do virus da dengue em comparagdo com o ADE extrinseco. O
mecanismo de ADE se baseia em anticorpos sub-neutralizantes que opsonizam
particulas virais favorecendo a entrada desses imunocomplexos a partir da interagéo
da regido Fc de anticorpos com receptores FcyR ativador presentes em superficies
de células fagociticas permitindo o aumento da ligagdo do virus a superficie celular
(CHAN et al., 2014).

A entrada de imunocomplexos mediados por ADE pode induzir a supresséao da
atividade antiviral de trés formas diferentes. Primeiro, os imunocomplexos se ligam a
receptores FcyRIla aumentando proteinas relacionadas a autofagia como, autophagy
related 5 e autophagy related 12 (Atg5-Atgl2) e Dihydroxyacetone kinase (DAK),
resultando na inibicAo da cascata de sinalizagcdo Retinoic acid-inducible gene
I/Melanoma Differentiation-Associated protein 5 (RIG-I/MDA-5), que sdo o0s
componentes da via antiviral independente de TLR, resultando na supressao do
interferon tipo 1 e na producdo de citocinas pro-inflamatorias. Segundo, a acgao
desses imunocomplexos podem aumentar a expressado de sterile-alpha armadillo
motif (SARM), e ativador nuclear factor kappa B (NF-kB) associado a familia TAF
(TANK). O SARM e TANK inibem a expresséo e sinalizacdo de TLR-3 e TLR-7 em
células infectadas com DENV. Os efeitos disso sédo a reducédo de citocinas do tipo
Thl, como IL-12 e TNFa, e aumento da liberacdo de citocinas anti-inflamatérias do
tipo Th2, IL-10 e IL-6. Essas citocinas sao responsaveis por causar a superexpressao
do gene suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), que acarreta diminuicdo da via
JAK-STAT (Figura 20). Terceiro, a ligagao de FcyR a leukocyte immunoglobulin like
receptor B1 (LILRB1), resulta na desfosforilacdo e inativagcdo da spleen tyrosine
kinase (Syk), um regulador chave da sinalizag&o de FcyR, e supresséo do Interferon-
stimulated gene (ISGs). Esses trés mecanismos reduzem a expressao de genes
antivirais e suprimem a expressao de IFN do tipo 1, favorecendo a replicacdo de RNA
viral da dengue (GUZMAN; VAZQUEZ, 2010; NARAYAN; TRIPATHI, 2020;
SAWANT; PATIL; KURLE, 2023). Além disso, essas citocinas do tipo Th2

desempenham um papel na transformacéo de células B em células plasmaticas,
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estimulando a producéo adicional de anticorpos especificos para DENV, que ao invés
de proteger o hospedeiro se tornam sub-neutralizantes desencadeando uma maior
infeccao celular, replicacao e liberacao viral. Toda essa cadeia de respostas alteradas
pode ocasionar uma piora do quadro clinico da dengue (GUZMAN; VAZQUEZ, 2010;
LEE et al., 2022; NARAYAN; TRIPATHI, 2020).

Figura 19 - Resposta imune inata durante a infeccdo por dengue ADE e ndo ADE
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A entrada canbnica nao mediada por ADE ocorre via endocitose mediada por receptor. Apés a entrada,
as particulas de DENV sdo internalizadas nos endossomos e sao reconhecidas pelos receptores de
reconhecimento de patdgenos TLR-3 e TLR-7. A liberacdo de RNA viral dos endossomos é
reconhecida por RIGI e MDAS5, o que desencadeia a producao de citocinas pré-inflamatérias IFN-y e
IL- 8. Isso ativa a via JAK/STAT, resultando na expressédo de radicais IFN-y, IL-12 e éxido nitrico. A
entrada do virus via anticorpo FcyR em dengue-ADE causa a expressdo de TANK e SARM que inibe
a sinalizacdo de TLR. A producao de citocinas anti-inflamatorias IL-10 e IL-6 ocorre e a expresséo de
SOCS3 como resultado inibe a via JAK/STAT. Essa modificacdo induz uma resposta do tipo TH2, anti-
inflamatdria, que promove a liberacdo de mais anticorpos sub-neutralizantes, responsaveis por auxiliar
na entrada de DENV em células permissiveis. Fonte: Adaptado e descrito em (NARAYAN; TRIPATHI,
2020).

1.7 COINFECCAO DE DENGUE E COVID-19

A circulagédo de doencas como a dengue durante a pandemia da COVID-19 foi
grande em diversos paises, representando uma ameaca significativa a saude publica.
Uma pesquisa realizada na Angola com 105 individuos testados encontrou uma taxa
de coinfeccdo de 10,3% de DENV e SARS-CoV-2 (SEBASTIAO et al., 2022). J4 no
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Brasil, cidade de Brasilia, a quantidade de pacientes com coinfeccéo foi de 13 e 43
em diferentes hospitais publicos (SCHULTE et al., 2021; TEOTONIO et al., 2021).
Ambas as doencas compartilham caracteristicas clinicas e laboratoriais semelhantes,
dificultando sua diferenciacao. A coinfeccao esta associada a muitos sintomas, como
febre, dor de cabeca, mialgia, fadiga, diarreia, dor abdominal e vOmitos
(NASOMSONG; LUVIRA; PHIBOONBANAKIT, 2021). Além disso, tanto o DENV
guanto o SARS-CoV-2 tém a capacidade de se infiltrar no SNC, causando danos
graves e complicacBes neurolégicas (DOMINGUES et al., 2008; HARAPAN et al.,
2021). Ja os achados laboratoriais demonstram a ocorréncia de leucopenia,
linfopenia, trombocitopenia, transaminase e glicose aumentadas. Essas semelhancas
tornam o diagnéstico diferencial e o tratamento correto desafiador, especialmente em
regides tropicais onde as duas doencgas coexistem. O desfecho e a dinamica de cada
uma das doencas, quando ocorrem simultaneamente, podem ser alterados. A
coinfeccdo acarreta o aumento da gravidade e das complicagBes clinicas dos
pacientes infectados por SARS-CoV-2 em comparacdo com o de uma unica infecgao.
Em revisdo sistematica, foi observado que a coinfec¢cdo por COVID-19 e dengue
estava associada a complicacdes graves e desfechos fatais (OLADIPO; RABIU;
TAJUDEEN, 2022; TSHETEN et al., 2021; YONG et al., 2022).

A associacdo entre SARS-CoV-2 e o DENV pode prejudicar as respostas
Imunes inatas e adaptativas. Na coinfecgcdo ocorrem tempestades de citocinas que
parecem desempenhar um papel fundamental na forma grave da dengue e da
COVID-19. Niveis elevados de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias, como IL-6,
IL-18, IL-8, CXC motif chemokine ligand 9 (CXCL9), monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) e proteina 10 induzida por interferon gama (IP-10), bem como IL-
10, foram correlacionadas com a gravidade da doenca clinica. Além disso, a
coinfeccdo pode resultar em comprometimento pulmonar grave, com aumento na
expressao de molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) e do CC motif chemokine
ligand 2 (CCL2) nos pulmdes, induzindo maiores taxas de hospitalizacéo e desfechos
clinicos graves (YONG et al., 2022; ZHENG et al., 2021).

A coinfeccao dessas duas doencas é considerada um desafio, especialmente
em paises mais pobres e que possuem recursos limitados. Nestes locais a dengue
esta recebendo menos atencéo, ocasionando subnotificacdo de novos casos. ISso
ocorre, principalmente, por remanejamento de recursos destinados a programas,
como controle de vetores, para serem utilizados na COVID-19 (OLADIPO; RABIU;
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TAJUDEEN, 2022). Além disso, os testes sorolégicos que sao 0s mais utilizados para
um diagnoéstico rapido e em estudos epidemioldgicos apresentam uma precisao
limitada e a possibilidade de reacdo cruzada muito alta (SADDIQUE et al., 2020).
Estudos na Indonésia e Cingapura relataram alguns casos com resultados falso-
positivos para dengue com base em testes soroldgicos rapidos, que foram
posteriormente confirmados como positivos para COVID-19. Anticorpos contra DENV
podem reagir de forma cruzada com o RBD da proteina spike de SARS-CoV-2 com
base em andlise computacional. A reatividade cruzada sorolégica entre DENV e
SARS-CoV-2 pode dificultar o diagndstico em locais endémicos da dengue
(SANTOSO et al., 2021; YAN et al., 2020). Dessa forma, é preferivel confirmar o
diagnostico através do teste de RT-PCR conjuntamente aos testes de anticorpos.
Essa deteccdo molecular precoce de ambos os virus e o tratamento oportuno podem
ajudar o paciente a obter uma recuperacéao favoravel (ABORODE et al., 2022; NATH
etal., 2021; ZEPEDA-CARRILLO et al., 2022).

Dados mostram que a coinfeccdo do SARS-CoV-2/DENV aumenta o numero
de hospitalizacdes e desfechos clinicos desfavoraveis (TEOTONIO et al., 2021;
TSHETEN et al., 2021). Existem diversos desafios no diagnéstico diferencial e testes
rapidos ndo especificos. A subnotificacdo de infeccbes concomitantes faz com que
os dados atuais de coinfeccdo dessas duas doencas sejam insuficientes
(DALUGAMA; SENEVIRATNE, 2023; PRAPTY et al., 2023). O ADE na doenca da
dengue demonstra grande relevancia devido as suas graves consequéncias (FLIPSE
et al., 2016). Diante dessas observacdes, surgiu a hipétese de que pacientes com
COVID-19 que estdo coinfectados com algum tipo de dengue podem desenvolver o
fendmeno de ADE ao receber PC de doadores que possuam anticorpos IgG positivos
para dengue. A abordagem desses conhecimentos pode contribuir no direcionamento
do uso seguro e eficaz da plasmoterapia e nortear protocolos e diretrizes de triagem

para condutas mais assertivas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar o risco de transfusdo de plasma convalescente como terapia para

COVID-19 onde a dengue é endémica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Verificar a taxa de doadores de plasma convalescente para tratamento de

COVID-19 com anticorpos IgG positivos para um dos 4 sorotipos de dengue;

e Avaliar o risco de complicacbes por ADE em pacientes tratados com

plasmoterapia que possam estar coinfectados com SARS-CoV-2/DENYV;

e Discutir as implica¢cGes, 0s impactos e 0s riscos do uso da plasmoterapia em
pacientes que estejam coinfectados com SARS-CoV-2/DENV em regides

endémicas de dengue e com recursos limitados.
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3 METODOLOGIA

3.1 SELECAO DE DOADORES

A selecdo dos doadores de plasma de convalescentes para COVID-19 foi
realizada de acordo com critérios pré-estabelecidos pelo Hemocentro de Brasilia,
localizado na Asa Norte, Brasilia, Distrito Federal. Para isso, os doadores
preencheram um formulario no site, os quais foram submetidos a andlise. Foram
utilizados, para fins de elegibilidade, os seguintes critérios de excluséo: Ter endereco
fora da Regiao de Desenvolvimento Integrado do Distrito Federal (RIDE), peso abaixo
de 60kg, falta de confirmacao laboratorial de infeccdo por SARS-CoV-2, sintomas
atuais compativeis com COVID-19, gestantes primigestas, menores de 18 anos e que

preencheram erroneamente o formulario.

3.2 TRIAGEM DOS DOADORES

Dos 452 pacientes cadastrados no site do Hemocentro de Brasilia a partir do
formulario online para doacdo de plasma, apenas 180 foram selecionados para
participar da pesquisa. Os que ndo atenderam a todos os critérios estabelecidos
foram excluidos. Destes, 83 pacientes compareceram a entrevista, 0s quais
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Um dos doadores passou
por intercorréncia durante a coleta e por este motivo néo foi possivel realizar sua
triagem soroldgica. Assim permaneceram nessa etapa 82 doadores. A idade dos
participantes da pesquisa variou de 21 a 58 anos, sendo 25,61% dos doadores

analisados do sexo feminino e 74,39% do sexo masculino.

3.3 COLETA DE SORO

Este estudo foi devidamente analisado e aprovado pela Comisséo Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), com registro de Certificado de Apresentacio de
Apreciacdo FEtica (CAAE) 30931820.3.0000.5558. Todos os pacientes foram
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orientados sobre o estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. A entrevista e coleta de sangue foram realizadas no HUB (Hospital
Universitario de Brasilia), localizado na Asa Norte, Brasilia, Distrito Federal. A coleta
de sangue foi realizada por uma profissional da area de enfermagem devidamente
treinada que coletou 4 mL de sangue em tubo identificado que continha gel separador.
Ap0s centrifugagdo, por 5 min a 2000g, o soro de cada doador foi dividido em 2 tubos
criogénicos rotulados e armazenados a temperatura de -80°C na UnB, Asa Norte,

Brasilia, Distrito Federal.

3.4 TESTE DE SOROLOGIA PARA COVID-19

A confirmacéo de anticorpos para COVID-19 foi realizada por meio de ensaio
de quimioluminescéncia. A metodologia aplicada seguiu protocolo do Hemocentro de
Brasilia, Asa Norte, Brasilia, Distrito Federal, sendo realizada por profissionais

gualificados e especializados da instituicdo.

3.5 TESTES DE SOROLOGIA DE DENGUE

Para a realizacdo dos ensaios de sorologia de dengue, as amostras de soro
foram descongeladas e deixadas em gelo e, em seguida, foi realizado o teste rapido
utilizando o kit da WAMA Diagnostic IgG e IgM. Utilizando o protocolo recomendado
pelo fabricante, foram adicionados 10 pyL de soro a Iamina de teste, seguidos de 3
gotas do tampéao fornecido pelo kit. Ap6s 10 min (max. 15 min) de reacdo, 0s
resultados qualitativos foram avaliados a olho nu. Com o aparecimento da linha
avermelhada na zona de 1gG eram considerados com sorologia positiva para IgG de
dengue. Da mesma maneira, com o aparecimento da linha avermelhada na zona de
IgM eram considerados com sorologia positiva para IgM de dengue. Apenas os testes
gue continham a linha de controle positivo foram considerados validados. A
intensidade da cor ndo foi avaliada. Os dados qualitativos dos testes positivos e

negativos para sorologia IgG e IgM de dengue foram adicionados em uma tabela e
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transformados em porcentagem positiva e porcentagem negativa de sorologia IgG e
IgM de dengue. Essas andlises foram realizadas no programa Excel versdo 16.46

para MacOS.
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4 RESULTADOS

4.1 TESTE SOROLOGICO PARA DENGUE DOS DOADORES DE PC

No teste rapido realizado para detectar a presenca de anticorpos IgM e IgG
para dengue foi possivel verificar que dos 82 doadores de plasma, 20 doadores
apresentaram sorologia IgG positiva para um dos 4 sorotipos de dengue, enquanto
62 apresentaram sorologia IgG negativa para dengue. Ja para detectar a presenca
de anticorpos IgM de dengue foi verificado que dos 82 doadores de plasma, 4
doadores apresentaram sorologia IgM positiva para um dos 4 sorotipos de dengue,
enquanto 78 doadores apresentaram sorologia IgM negativa para dengue (Tabela 9).
Dos 4 doadores que apresentaram sorologia IgM positiva para dengue apenas 2
apresentaram, concomitantemente, sorologia IgG positiva. Assim, um total de 60
plasmas foram considerados aprovados para os estudos futuros na aplicagdo de
plasmoterapia da COVID-19.

Tabela 9 - Sorologia de dengue dos doadores de plasma convalescente de COVID-19

Sorologia para um dos 4 1gG DENGUE IgM DENGUE
sorotipos de dengue

Positivo 20 4

Negativo 62 78

Total 82 82

Quantidade de doadores positivos e negativos para sorologia de 1gG e IgM.
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5 DISCUSSAO

Mesmo apéds a declaracdo do fim da pandemia pela OMS, a COVID-19
continua sendo uma doenga relevante com agravamentos e sequelas significativas.
A coinfeccdo SARS-CoV-2/DENV piora ainda mais esse quadro. A plasmoterapia é
considerada uma das opc¢des para tratamento de doengas emergentes. Embora seja
uma ferramenta valiosa, ainda possui necessidade de padronizacéo e avaliacdo dos
riscos associados a sua aplicacdo. Um desses riscos € o desenvolvimento de
complicacbes de ADE em pacientes tratados com plasma de doadores
convalescentes para COVID-19 que possuem anticorpos IgG para algum dos 4
sorotipos de dengue. Assim, a analise e discussdo dos beneficios e maleficios
observados na utilizacdo da plasmoterapia, principalmente em locais que possuem
recursos limitados, norteiam a aplicacdo dessa terapia e esclarece riscos associados
ao seu uso em determinados grupos, como os coinfectados com SARS-CoV-2/DENV.

O ensaio clinico randomizado de fase lla desenvolvido pelo grupo do Prof. Dr.
André Moraes Nicola foi realizado para avaliar o possivel beneficio da plasmoterapia
em pacientes hospitalizados com COVID-19 moderada. Para isso, foram analisadas
caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes, como por exemplo, idade,
sexo, comorbidades meédicas, dentre outros. Esses dados colaboraram com o
desenvolvimento de uma ferramenta denominada de indice de beneficio do
tratamento utilizada para quantificar o beneficio relativo do tratamento com PC para
cada paciente hospitalizado com COVID-19, ou seja, calcular a probabilidade do
tratamento com PC beneficiar um paciente com COVID-19. Essa ferramenta
possibilita uma melhor orientacdo e recomendacdo de tratamento, sendo Gtil em
cenarios de pandemia ou outras situagdes similares (PARK et al., 2022).

A analise dos resultados deste ensaio clinico realizado pelo nosso grupo
demonstrou ndo haver associacdo entre a melhora clinica de pacientes que
receberam a plasmoterapia de convalescente para COVID-19 e os pacientes que néo
receberam o tratamento. Dessa forma, para o grupo especifico de pacientes com
COVID-19 moderada essa estratégia terapéutica ndo demonstrou eficacia positiva.
No estudo de meta-andlise, no qual estes resultados apresentados foram inseridos,
foram analisados mais 8 estudos internacionais. Nas observac¢des encontradas por

outros pesquisadores que colaboraram no COMPILE, também nado foram observados
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nenhuma associacao do uso de plasmoterapia com melhores resultados clinicos em
relagéo ao grupo de pacientes sem uso da terapia (TROXEL et al., 2022).

Apesar das evidéncias indicando a ineficacia do uso da plasmoterapia em
pacientes com COVID-19 moderada, a aplicacdo dessa ferramenta para tratamento
da COVID-19 ainda é controversa. Embora, recomendacfes contrarias a sua
utilizagdo tenham sido relatadas, muitas destas indicagdes foram baseadas em
resultados negativos de estudos em pacientes hospitalizados que possuiam, muitas
vezes, processo inflamatdrio avancado. Nestes casos, a plasmoterapia pode ser
ineficaz no processo de reversdao do quadro. Isso pode ter gerado resultados com
interpretacdes erroneas do real efeito desse tratamento em pacientes moderados.
Este fato foi demonstrado durante ensaio que verificou que a plasmoterapia em
pacientes em estagio moderado quando aplicado em periodos iniciais dos sintomas
(entre 3 e 9 dias) apresentaram eficacia positiva, acarretando a diminuicdo em 50%
das hospitalizagbes. Da mesma maneira, 0 uso anterior de terapias com anticorpos
apresentou eficacia no inicio da doenca (CASADEVALL; PIROFSKI, 2023;
GRUBOVIC RASTVORCEVA et al., 2022; LEVINE et al., 2023; VENTURA-
ENRIQUEZ et al., 2022). A eficacia do plasma de convalescente no inicio do COVID-
19 é consistente com sua atividade antiviral e sua ineficacia na fase inflamatoria.
(CASADEVALL; PIROFSKI, 2023).

Os poucos estudos acerca da coinfeccdo SARS-CoV-2/DENV e das
consequéncias do uso da plasmoterapia para COVID-19 neste grupo de pacientes
sdo reflexos de subnotificacdo de casos de coinfeccdo, limitacdo de recursos e
dificuldade no diagnéstico diferencial. Apesar da discussado cientifica insuficiente
sobre o tema, para casos de coinfeccdo foram relatadas implicacbes como baixa
contagem de linfécitos e mondcitos circulantes, linfocitopenia e aumento de
monaocitos ativados. Essas complicacbes podem prejudicar as respostas imunes
inatas e adaptativas, acarretando aumento de hospitalizacoes (SADDIQUE et al.,
2020; TEOTONIO et al., 2021; YUAN et al., 2023; ZHOU et al., 2020b). Assim como
essas implicacdes podem alterar o progndstico do paciente, o desenvolvimento de
complicagdes como ADE na dengue também podem modificar o curso da doenca,
piorando o prognostico do paciente coinfectado. Esse risco pode ser intensificado por
negligéncia na triagem assertiva e no diagnoéstico da dengue em regides endémicas

para a doenca. Todos esses fatores durante a aplicacdo da plasmoterapia para
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COVID-19 podem comprometer a seguranca, eficicia e eficiéncia do tratamento e a
melhora do paciente.

Para possibilitar a andlise do risco de complicacéo por ADE, foram dosadas as
sorologias de dengue dos doadores de PC de COVID-19. Embora os testes de ELISA
sejam os testes laboratoriais mais comumente utilizados para verificar anticorpos IgG
para dengue, estes sdo mais demorados e necessitam de reagentes especificos que
nao estavam disponiveis durante o desenvolvimento do projeto. Dessa forma, neste
projeto foram utilizados testes soroldgicos rapidos para detectar anticorpos IgG para
dengue em doadores de PC de COVID-19. Este possui boa sensibilidade e
especificidade, além de possuir um baixo custo, facilitando seu acesso durante a
realizacdo deste trabalho (LUO et al., 2019).

Neste estudo, foi possivel verificar que aproximadamente 25% dos doadores
de plasma de convalescentes de COVID-19 possuem anticorpos IgG positivos e 5%
possuem anticorpos IgM positivos para dengue na regido do Distrito Federal,
considerada uma regido endémica para dengue. Essa alta taxa de sorologia positiva
tanto para IgG quanto para IgM de dengue demonstra o alto risco de utilizagao de
plasmoterapia para COVID-19 e o desenvolvimento de complica¢cdes por ADE em
pacientes que possam estar coinfectados com dengue e utilizando a plasmoterapia.
Esse risco se mostra relevante pois a maior parte dos casos de dengue na regiao do
Distrito Federal e em regifes endémicas para dengue sao associadas a DENV 1 e
DENV 2. Para esses dois sorotipos foram relatados um aumento acentuado na
gravidade associado a uma infeccao inicial por DENV 1 e uma infec¢cdo secundaria
por DENV 2. Além disso, algumas sequéncias de infec¢cdo, como DENV 1 seguido de
DENV 2 e DENV 1 seguido de DENV 3, foram associadas também a uma maior
gravidade da doenca (GUZMAN et al.,, 2002). Uma das limitagbes durante a
realizacdo deste projeto foi a ndo verificacdo da coinfeccdo SARS-CoV-2/DENV nos
pacientes que receberam a plasmoterapia para COVID-19 durante a realizagdo do
ensaio clinico. A obtencédo desse dado nao foi viavel pois o desenvolvimento deste
projeto ocorreu apés a paralisacéo do ensaio clinico. Com isso, a andlise de possiveis
desfechos como complicacbes ADE ndo puderam ser verificadas.

Embora o risco de ADE possa ser reduzido utilizando técnicas nas quais seja
removido a regido Fc dos anticorpos, minimizando a ativacdo de funcdes efetoras
como ligacdo a receptores em células de defesa e a ativagdo do complemento, o

custo e necessidade de estrutura laboratorial e profissionais qualificados dificultam a
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aplicacdo dessa estratégia em regibes mais pobres que utilizam a plasmoterapia
como ferramenta de tratamento. Assim, a implementacéo desse tipo de terapia seria
inviabilizada (NOROUZNEJAD et al., 2022). Um estudo realizado no Suriname,
considerado local de baixa renda, indica beneficios do uso de plasmoterapia em
pacientes de UTI, a partir do uso de pequenos filtros denominados HemoClear
(BIHARIESINGH-SANCHIT et al., 2023). Isso indica a necessidade de obtencédo de
informacdes e orientacdes de protocolos assertivos para aplicacdo da plasmoterapia
na COVID-19 e o uso de tecnologias mais acessiveis em locais mais vulneraveis.

A existéncia de pacientes com sorologia IgM positiva nos testes realizados (5%
dos doadores), pode ser considerada inconclusiva, ja que a presenca de anticorpos
IgM para dengue pode permanecer circulante por mais de um ano apos a infeccao.
Assim, pode representar a persisténcia de anti-DENV IgM do ano anterior e ndo uma
infeccdo aguda (CHIEN et al., 2018). Para obter um diagndéstico mais assertivo a
deteccdo do antigeno NS1 é o mais robusto de todos os métodos para dengue.
Contudo, a deteccdo de NS1 pode ser prejudicada pela formacao de imunocomplexos
em infec¢des secundarias, encurtando assim sua janela de detecgédo. Nesse caso, a
combinacdo da deteccdo de NS1 com a deteccdo de IgM e/ou IgG demonstrou
melhorar drasticamente o diagndstico positivo de dengue. Atualmente, existem testes
de diagndsticos rapidos disponiveis que aproveitam essa abordagem em pontos de
atendimento. Dessa forma, pode ser recomendado o uso desses testes combinados
em locais com menos recursos por possuir sensibilidades de quase 100% e
necessitarem de menos infraestrutura para serem aplicados (MULLER;
DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017).

Assim, uma das possiveis condutas a serem implementadas para melhorar a
seguranca durante a aplicacdo da plasmoterapia para COVID-19 diante de um
cenario de coinfeccdo SARS-CoV-2/DENV em regifes endémicas para dengue € a
adicao de testes de diagnéstico combinados tanto para dengue quanto para COVID-
19. A insercdo desse protocolo durante a triagem pode minimizar os riscos de
complicagdes por ADE durante o tratamento e possibilitam o desenvolvimento de
ensaios clinicos mais eficazes, seguros e confiaveis. Além disso, podem diminuir
diagnésticos incorretos que geralmente ocasionam na utilizacdo de medicamentos
gue podem agravar o quadro do paciente (OLADIPO; RABIU; TAJUDEEN, 2022;
WAGGONER et al., 2016).
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Todos os conhecimentos aplicados neste trabalho podem ser utilizados em
caso de surgimento de novas variantes e doencgas emergentes futuras. Em agosto de
2023 foi relatada uma nova variante EG.5, que € considerada variante de risco. Sua
prevaléncia global vem aumentando e embora n&o haja evidéncias de que causa
doenca mais grave, o numero de hospitalizac6es e mortes vem crescendo (ABBASI,
2023). Além disso, o estudo dessa nova variante para compreensédo da dimenséo do
grau de acometimento da saude da populacdo ainda esta em estagio inicial. A
COVID-19 ainda é uma doenca relativamente nova e possui um campo em rapida
mudanca com uma base de conhecimento em constante evolucdo (COLTART;
COLLET-FENSON, 2021). A perspectiva futura de surgimento de doencgas
emergentes e a resposta global a atual pandemia demonstra que ha a necessidade
urgente de uma padronizacdo na abordagem para controle e prevencéo de futuras
pandemias (MCCLYMONT et al., 2022). Aléem disso, pensar em maneiras de conter
essas possiveis emergéncias de saude futuras, com a aplicacdo de ensaios clinicos
bem delineados e executados mais rapidamente, a realizacdo de triagens com
protocolos e diretrizes que contemplem o diagndstico diferencial de dengue e COVID-
19 e a padronizacdo de uso da plasmoterapia, ajudam no desenvolvimento de
tratamentos eficazes, seguros, especificos e sensiveis para o controle da COVID-19
e de outras doencas futuras.

Portanto, foi possivel observar uma alta taxa de doadores de plasma
convalescente para COVID-19 com presencga de anticorpos IgG para dengue na
regido do DF. Esse panorama demonstra o potencial risco de complicacdes por ADE
durante a plasmoterapia para COVID-19 em pacientes que estejam coinfectados com
SARS-CoV-2/DENV. A implementacdo de diretrizes e protocolos de triagem com
inclusdo de métodos diagndsticos rapidos para dengue e COVID-19 em locais
endémicos e com menos recursos podem minimizar 0s riscos associados a essa
complicacdo. Além disso, foi observado a necessidade de desenvolvimento de
ensaios clinicos bem delineados para permitir a padronizacdo do uso de
plasmoterapia para COVID-19 e outras doencas futuras. Todas essas agdes ajudam
a aumentar a viabilidade, eficacia, seguranca e confiabilidade da plasmoterapia e

podem ser aplicadas no surgimento de novas variantes ou de outras doencas futuras.
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6 CONCLUSAO

Ao longo deste trabalho obtivemos os seguintes resultados:

Identificamos alta taxa de doadores de plasma convalescente para
COVID-19 com anticorpos IgG positivos para um dos 4 sorotipos de

dengue na regiao do Distrito Federal,

Observamos que existe um potencial de risco de complicacdes por ADE
em pacientes tratados com plasmoterapia que possam estar
coinfectados com SARS-CoV-2/DENV;

Identificamos que a dificuldade de diagnostico diferencial da COVID-19
e dengue afetam o0 uso da plasmoterapia para COVID-19,

principalmente em locais com recursos limitados.
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7 CONCLUSAO GERAL

A partir dos dois trabalhos apresentados foi possivel verificar atividades de
anticorpos IgG tanto para o fungo C. neorformans quanto para o virus SARS-CoV-2.
No primeiro capitulo demonstramos que os anticorpos IgG 3E5 hibridos
desempenham importantes a¢des contra o fungo C. neorformans. Dentre essas,
foram observadas fun¢des de modulacao da fagocitose de C. neoformans por células
J774.16 semelhantes a macrofagos; alteracdo da especificidade fina de anticorpos
monoclonais 3E5 IgG1 e IgG3 hibridos com a regido CH1 ou dobradica substituidas;
e modificacdo do padréo de fluorescéncia de ligacdo do mAb 3E5 IgG3 com dobradica
de 1gG1 ao polissacarideo GXM capsula de C. neoformans, alterando o padrao
puntiforme para anular.

No capitulo 2 identificamos uma alta taxa de doadores de plasma
convalescente para COVID-19 com sorologia IgG positiva para dengue na regido do
Distrito Federal. Isso demonstrou o alto risco de complicagdes por ADE em pacientes
tratados com plasmoterapia para COVID-19 que possam estar coinfectados com
SARS-CoV-2/DENV, principalmente, em regido endémica de dengue. Além disso,
verificamos a importancia de ensaios clinicos bem delineados para padronizagédo da
aplicacdo da plasmoterapia e aplicacdo de triagens assertivas para diferenciar a
doenca da COVID-19 e dengue. Esses novos conhecimentos abordados poderédo ser
utilizados tanto na doenca da COVID-19 quanto no surgimento de novas variantes ou

outras doencas futuras semelhantes.
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