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INTRODUGAO:

A leucemia é um cancer das células hematopoiéticas, sendo a leucemia linfoide aguda (LLA)
a malignidade mais comum em criangas?, com altos niveis de recaida®. O IL-7R é um receptor
transmembrana, formado por uma cadeia alpha e uma cadeia gamma, expresso principalmente na
superficie de linfocitos® e, na presenca da IL-7 ativa vias de sinalizacdo cruciais para o
desenvolvimento e sobrevivéncia de linfocitos T*. A ativacdo constitutiva deste receptor leva a
progressdo da leucemia e 10% dos pacientes com LLA-T possuem a cadeia IL7Ra mutada®,
classificando-o como um alvo de interesse para a imunoterapia.

Um tipo de imunoterapia € o uso de anticorpos monoclonais, proteinas capazes de
reconhecer e se ligar de forma especifica aos seus antigenos alvo, e seu principal mecanismo de
acdo no contexto terapéutico é a morte da célula alvo por citotocixidade®. Nosso grupo de pesquisa
previamente obteve trés anticorpos monoclonais murinos anti-hIL7R a, e validou o potencial
terapéutico na progressédo da LLA em ensaios pré-clinicos. Assim, os objetivos deste projeto foram
obter trés anticorpos anti-hIL7Ra a partir das sequencias das regifes variaveis de suas versfes

murinas correspondentes, e valida-los quanto a especificidade ao alvo.

METODOLOGIA:

A metodologia foi iniciada a partir do sequenciamento das cadeias variaveis leve e pesada
(VH e VL na Figura 1) dos 3 anticorpos murinos ja validados anteriormente (representados pelo
mADb). Em seguida, essas sequéncias foram sintetizadas, e por clonagem inseridas em vetores
contendo as sequencias codificantes das porc¢des constantes humanas de anticorpos (hCH e hCL).

Apos padronizar a producdo transiente desses biofarmacos em linhagem celular de HEK293T por
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meio do protocolo Cas(POas)., obtivemos os anticorpos quiméricos (cAbs). Ou seja, anticorpos que
mantém as porcbes variaveis de seus correspondentes murinos, com o intuito de manter a
especificidade pelo alvo, porém agora contendo as por¢des constantes humanas, com a finalidade
de reduzir a imunogenicidade destas proteinas no organismo humano ou modelos animais
humanizados.

Ao longo do projeto, optamos por realizar uma combinacdo entre as cadeias variaveis leve
e pesada dos trés anticorpos de estudo, logo, ao invés de produzir trés anticorpos quiméricos, nés
produzimos nove. Confirmamos a producao dos anticorpos por SDS-page e validamos a afinidade,

sensibilidade e especificidade pelo alvo por meio de ensaios de western blot, ELISA e citometria de

fluxo.
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Figura 1. Esquema representativo da metodologia utilizada para a realizacdo do projeto. “mAb” é anticorpo
murino; “VH e VL” sédo porgdes variaveis pesada e leve; “mCH e mCL” sdo porgdes constantes pesada e leve

murinas; “hCH e hCL” sédo por¢des constantes pesada e leve humanas; “cAb” é anticorpo quimérico.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados serédo apresentados considerando que 0s numeros inteiros na nomenclatura
correspondem aos anticorpos obtidos por meio de seus correspondentes murinos, ou seja: 0s cAbs
“1”, “2” e “3” sdo os anticorpos quiméricos obtidos a partir dos murinos mAbs “1”, “2” e “3”, e 0s
anticorpos com “.2” e “.3” correspondem as combinagdes entre as porgdes variaveis.

A confirmacao da producado dos anticorpos quiméricos pode ser observada no SDS-page da
Figura 2, pela presenca das cadeias leve e pesada, com aproximadamente 20 e 55kDa

respectivamente.
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Figura 2. SDS-page dos anticorpos quiméricos clonados e produzidos, com suas respectivas cadeias leve
(~20kD) e pesada (~55kD).

O western blot da Figura 3 indica que os anticorpos 1 e 3 mantiveram a especificidade pelo
hiIL7Ra recombinante desnaturado, enquanto o anticorpo 2 perdeu esta caracteristica quando
comparados aos seus respectivos anticorpos murinos. Além disso, as combinac¢des dos cAbs 1.2 e

1.3 também reconheceram a proteina recombinante desnaturada.
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Figura 3. Western blot com hIL-7R recombinante des-naturada e marcagdo com 0s respectivos anticorpos

guiméricos ou (B) murinos.

Por outro lado, no ensaio de ELISA na Figura 4, realizado com a mesma proteina
recombinante desta vez ndo desnhaturada, verificamos que os cAbs 1, 1.2, 2.3 e 3 foram 0s mais
sensiveis. Essa consideracdo pode ser baseada na observacdo do padrdo dos valores de
absorbéncias das diluicbes utilizadas, nas quais houve menor diferenca entre a as barras

correspondentes a original e a diluicdo 1:10.
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Figura 4. ELISA direto com curva de diluicdo (1:10, 1:100, 1:1000 e o anticorpo diretamente da aliquota

original) e a proteina hIL-7R recombinante como alvo dos anticorpos quimeéricos.

A fim de verificar se 0os cAbs séo capazes de se ligar ao receptor na superficie celular, ou
seja, se reconhecem o alvo em sua forma natural, utilizamos a linhagem celular murina BaF3
expressando o receptor humano IL7Ra e a técnica de citometria de fluxo. A Figura 5 explicita que
os anticorpos 1 e 3 reproduziram as caracteristicas de suas versdes murinas, e as combinacdes 1.2
e 2.3 também reconheceram o alvo, da mesma forma que estes quatro anticorpos quiméricos

demonstraram maior sensibilidade (como descrito anteriormente no ensaio de ELISA).
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Figura 5. Representativos de citometria de fluxo dos anticorpos quiméricos e suas versées murinas, em
BaF3.WT.RFP. Os valores para a construcao dos graficos foram obtidos a partir do valor da porcentagem

positiva para o fluoréforo subtraido da porcentagem do respectivo controle negativo.

CONCLUSOES:

Ao fim deste projeto, produzimos 9 anticorpos quiméricos, e validamos 4 destes quanto a
especificidade e afinidade pelo alvo: 2 correspondentes as suas versdes murinas e 2 obtidos atraves
de combinacdes entre as cadeias varidveis leve e pesada. Também padronizamos a producao
transiente destes biofdrmacos em linhagem celular, sendo algo muito importante para a futura
producdo em larga escala e para que avancem para ensaios pré-clinicos em modelo animal no

tratamento da LLA infantil.
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