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INTRODUCAO:

A leucemia pediatrica continua sendo
a causa mais comum de cancer em criangas
(Hunger, 2015). Uma das principais falhas no
tratamento da leucemia linfoide aguda (LLA) é
0 processo de recidiva, em que células
leucémicas resistentes a quimioterapia nao
respondem ao tratamento. Atualmente, novas
abordagens terapéuticas tém sido
incorporadas aos tratamentos das leucemias,
contribuido para um significante progresso na
cura dessas malignidades. Terapias
direcionadas, como o uso de anticorpos
monoclonais (AcM), oferecem vantagens em
relagdo aos métodos convencionais e, em
combinagao com quimioterapia ou
radioterapia, podem contribuir para uma
significante melhora no tratamento de
diversas malignidades. Anticorpos murinos,
se usados de forma continuada em humanos,
estimulam uma reag¢ao imunologica conhecida
como HAMA (Human "Anti-mouse Antibody”),
ou seja, uma resposta de anticorpos humanos

contra os anticorpos de origem murina. Por

conseguinte, a quimerizagéo, humanizagéo e
producido de anticorpos totalmente humanos
sado importantes, principalmente para estudar
de forma mais fidedigna o potencial
terapéutico do anticorpo.

Recentemente, o grupo de pesquisa
do nosso colaborador investigou o perfil de
expressao génica das LLA-B “Ph-like” em 92
pacientes e a partir deste estudo, foram
selecionados um conjunto minimo de 15
genes, 0s quais estavam diferencialmente
expressos nesta leucemia, e que permitiam
discriminar com eficacia a LLA- B “Ph-like” das
demais leucemias (Centoducatte, 2017).
Dentre os genes diferencialmente expressos
em LLA-B “Ph-like” identificados, um deles é o
NT5E. Esse gene codifica a enzima CD73,
uma ecto-5- nucleotidase, que possui a
capacidade de hidrolisar ~ adenosina
monofosfato  (AMP)

adenosina  (Figura 1), um

extracelular em
potente
imunossupressor. Esses nucleosideos
gerados por CD73 tém um papel chave na
regulagdo de reagbes inflamatérias e

respostas imunes, modulando adesao celular,
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transmigracao e atividade de células T. Além
disso, desempenham um papel central na
geracao de um ambiente pro-angiogénico que
contribui para a progressdao do cancer
(Yegutkin, 2014).

cancer cell

Tcells \ )

N calls i mlm A28/A1/A3
DCs pro-angiogenic (i

aml CAMP cell survival and

g | proliferation
(Lo A2A adaption to hypoxia

A-wq\i:z{ﬁ/, "’%@f““h '{fﬁ g & [k

C-terminal
domain

O
D39/ENTPD1
00H

CD73/NTSE
cytoplasmic space

Figura 1: Importancia da proteina CD73 para o
microambiente tumoral. O AMP, previamente
hidrolisado pela proteina CD39 (ATP > ADP > AMP), é
quebrado pelo CD73 em adenosina. A adenosina
permite manter um microambiente imunossupressor,
anti-inflamatério, pré hipoxia e pré angiogénico, que
contribui para a sobrevivéncia e proliferacdo da célula
tumoral (KordaR, et al., 2018).

Logo, a proteina CD73 se mostra um
excelente alvo para o desenvolvimento de
terapia alvo-especifica contra diversos tipos
de canceres, além da LLA. Por isso, esse
projeto propés a construgdo, expressao e
caracterizacdo da versdo quimérica anti-
hCD73 de um anticorpo murino obtido em
nosso laboratério, e do anticorpo humano
MEDI9447 (oleclumab) - j& em ensaio clinico
de fase Il para o tratamento de tumores

solidos adulto (Harvey, et.al., 2020).

METODOLOGIA:

As sequéncias variaveis das cadeias
leve (VL) e pesada (VH) foram sintetizadas e
clonadas nos plasmideos pUC19y1, em frame

com a porgcdo constante pesada humana, e

/ ® "Eﬁg N-terminal
/ i domain
/ @

pUC19k ou pUC19A, em frame com a porgao
constante leve humana, respectivamente.
pUC19 foram

amplificados em bactéria e a clonagem foi

Ambos os plasmideos
confirmada por sequenciamento Sanger. Para
a producao in vitro dos anticorpos, a linhagem
celular HEK293T foi transfectada com ambos
os plasmideos e a obtencdo dos mesmos foi
confirmada por SDS-PAGE e Western Blotting
(WB), apos purificagdo do sobrenadante
celular. A sensibilidade e especificidade foram
verificadas por ELISA, WB, e Citometria de

Fluxo. A metodologia foi ilustrada na Figura 2.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O anticorpo quimérico anti-CD73 (cAb-
CD73#7) reconhece a proteina CD73-GST
recombinante por ELISA, e é sensivel até uma
diluigao de 1:100 (Figura 3).

ELISA: CD73#7 antibody dilution curve
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Figura 3: Ensaio de Imunoabsor¢dao Enzimatica
(ELISA) do anticorpo quimérico anti-CD73#7 contra
a proteina CD73-GST. A placa foi carregada com 20
ng/poco da proteina CD73-GST. Em degradé azul temos
as diluicdes do anticorpo anti-CD73#7 de 1:10 até
1:10.000. Em laranja temos o controle negativo,
anticorpo anti-human-IgG, mesmo anticorpo utilizado
como secundario do anti-CD73#7. Em verde temos o
soro do dia do sacrificio do camundongo imunizado com
a proteina CD73, controle positivo. E em amarelo esta o
controle negativo anti-mouse-IgG, que se correlaciona
com o controle positivo. Média das triplicatas.
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3. Produgao de anticorpo quimérico e humanizado (2021 - FAPESP):
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Figura 2: Metodologia utilizada no projeto. 1. Producdo de Hibridomas: o anticorpo escolhido para quimerizagéo
(cAb.anti-CD73#7) foi obtido pela metodologia de hibridomas. Com base nos resultados de ELISA e citometria o clone
1.ABa (#7) foi escolhido. 2. Producédo de anticorpo quimérico: o cAb.anti-CD73#7 foi construido com base em nossos
resultados de sequenciamento. 3. Producdo de anticorpo quimérico e humano: ambos os anticorpos seguiram a mesma
metodologia desde a “constru¢do das cadeias varidveis in silico”, a Unica diferenca é que as sequéncias utilizadas na
construgao do MEDI9447 foram obtidas da literatura. Created with BioRender.com

E importante ressaltar que a proteina
CD73 utilizada no ELISA tem uma cauda
GST,
conformacéo. Por isso os testes de citometria
(Figura 4)

conseguirmos observar se o anticorpo de fato

0 que pode interferir em sua

sao tdo importantes, para
consegue reconhecer a proteina em sua
conformagéo nativa, essencial para os testes
de funcionalidade e uma futura utilizagcédo

clinica.
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Figura 4: Teste de expressdo e especificidade ao
alvo com células primarias de LLA-B “Ph-like”. (a.)
Teste de expressdo de CD73 com controle negativo
(azul) e anti-CD73 comercial (verde). A partir do
histograma observa-se a expressdo de CD73 nas
células primarias de LLA-B. (b.) Teste de especificidade
ao alvo com controle negativo (apenas anticorpo
secundario) (vermelho) e 110 ng de cAb anti-CD73#7
(azul claro). A partir desse teste, observa-se que o
anticorpo anti-CD73#7 ndo consegue reconhecer a
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proteina CD73 em sua forma nativa, em células de LLA-
B.

Nesse contexto, acreditamos que o
anticorpo consiga reconhecer a proteina no
ELISA e ndo na citometria devido a
conformacgao da mesma ao estar associada a
porcdo GST. Por isso, realizamos alguns
testes, mostrados abaixo, afim de validar

melhor a especificidade do anticorpo.

Um Western Blotting foi feito com a
proteina CD73-GST em sua forma in natura e
desnaturada, e também com lisados de
células DAQY e células primarias de LLA-B
da

proteina) nas mesmas duas condigdes, para

(ambas com expressdo enddgena

verificar se ocorreria o reconhecimento da

proteina pelo anticorpo anti-CD73#7.
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Figura 5: Westem Blotting para verificagdo do
reconhecimento do cAb CD73#7 ao alvo em proteina CD73-
GST nas formas in natura e desnaturada. O anticorpo em
questao reconhece a proteina CD73 no formato in natura e
desnaturado.
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Figura 6: Western Blotting para verificagido do
reconhecimento do cAb CD73#7 ao alvo em lisado
de DAOY e células primarias de LLA-B nas formas in
natura e desnaturada. S3o colocadas amostras em
duas membranas, uma delas com as amostras
desnaturadas (Sample buffer 5x + DTT 100mM) e a
outra com as amostras in natura, em ambas as
membranas ha lisados celulares marcados somente
com o anticorpo secundario, para verificar sua possivel
inespecificidade também. A incubagdo com o anticorpo
primario [3ug/mL] foi realizada a 4°C overnight. O
anticorpo secundario utilizado foi o anti-human IgG-HRP
(1:10.000, Goat anti-human-IgG-HRP, Invitrogen).

A partir das figuras 5 e 6, é possivel
observar que o cAb anti-CD73#7 reconhece a
proteina CD73 em seu formato in natura e
desnaturado, tanto no lisado da linhagem
DAOY como também no lisado de células
primarias de LLA-B. Entretanto, aparecem
diversas bandas nos dois lisados, sugerindo
que o anticorpo é inespecifico — visto que em
ambas as membranas marcadas com
somente o anticorpo secundario, controle
negativo, € encontrada apenas uma pequena
marcacgao inespecifica, nenhuma no mesmo

peso molecular da CD73.

O anticorpo MEDI9447 esta em fase

de producgéo in vitro.
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CONCLUSOES:

O anticorpo anti-CD73#7 consegue
reconhecer a proteina CD73 em sua forma
recombinante por ELISA, assim como, consegue
reconhecer a proteina nas formas in natura e
desnaturada por Westemn Blotting. Infelizmente, o
anticorpo ndo possui a capacidade de reconhecer
a proteina em seu formato natural, na membrana
celular, como mostrado com os testes de citometria

em células com expressao endégena da proteina.

E necessario rastrear mais clones murinos
para encontrar aquele capaz de reconhecer a
proteina CD73 em sua forma nativa.
Paralelamente, estamos produzindo o anticorpo
humano anti-CD73 (MEDI9447, ou oleclumab)
para ser utilizado como controle positivo para
ensaios terapéuticos. Isso é necessario porque nao
ha na literatura informagdes sobre a acado
terapéutica do anti-CD73 em Leucemia

Linfoblastica Aguda.
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