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RESUMO

CARVALHO, JvB. ANTICORPO MONOCLONAL HUMANIZADO ANTI-CD3:
obtencdo e caracterizacdo fisico-quimica e funcional com avaliagdo do perfil
imunorregulatorio. 2022. 100 p. Tese (Doutorado em Imunologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2022.

O CD3 é um conjunto de cadeias proteicas nao-covalentemente associadas as cadeias do
receptor das células T (TCR). O complexo CD3 ¢ essencial para a ativacao dos linfécitos T e
até para a correta expressdo do seu TCR na superficie celular. O complexo TCR-CD3 € alvo de
varias imunoterapias focadas na regulacdo da atividade dessas células. Anticorpos monoclonais
(mAbs) anti-CD3 possuem grande potencial no tratamento de doencas autoimunes (diabetes
mellitus I, doencas inflamatdrias do intestino), na inducdo de tolerancia em transplantes
alogénicos e na imunoterapia oncoldgica (anticorpos bi-especificos). O mAb anti-CD3
produzido por hibridoma murino possui limitag6es de uso terapéutico pela inducdo de reacoes
adversas como proliferacdo de células T e secrecdo de citocinas pré-inflamatorias. Para evitar
problemas associados a imunogenicidade das moléculas ndo-humanas, alguns mAbs anti-CD3
passaram por humanizagcdo. como o Otelixizumab, Visilizumab, Teplizumab. O uso
experimental de mAbs anti-CD3 humanizados tem sido associado a um aumento de linfécitos
T reguladores (Treg) e de citocinas relacionadas com um perfil imunorregulador. Para testar o
potencial imunorregulador de um anti-CD3 humanizado a partir de um hibridoma reclonado no
Instituto Butantan, este trabalho propde a avaliacdo da atividade imunorreguladora induzida por
mADbs anti-CD3 humanizados através de ensaios in vitro. Os genes das cadeias leve e pesada da
molécula humanizada in silico foram clonados em vetor pCHO e transfectados em células
CHO-S. Os clones foram avaliados pela produtividade, crescimento celular e liga¢do ao CD3
humano. Para os ensaios de ligacdo por ressonancia plasménica de superficie (SPR) foi
expresso um antigeno humano CD3 gama-épsilon. O gene do antigeno recombinante foi
construido por DNA assembly e expresso em Escherichia coli. O perfil de ligacdo dos
anticorpos humanizados é mais baixo do que aquele visto com o anti-CD3 murino, o que indica
uma menor afinidade da molécula humanizada. Dos 280 clones de anti-CD3 humanizado, foram
selecionados alguns para os ensaios funcionais in vitro com PBMC humano, além do pool
estavel pre-clonagem. Por citometria de fluxo a taxa de proliferagdo de dois clones avaliados
foi mais baixa do que a induzida por tratamento com o anti-CD3 murino em ambas as
concentragdes testadas (1 e 5 pg/mL). O tratamento com o anticorpo humanizado aumentou a

subpopulacdo de células T CD4" e diminuiu 0 CD8" em relagdo ao murino. A subpopulacao de



Treg (CD4*CD127-CD25"9"Foxp3*) aumentou com o tratamento humanizado, ao inverso do
mesmo com o anticorpo murino. O perfil de citocinas/quimiocinas (48h/192h) para o tratamento
com o anti-CD3 murino foi altamente inflamatério no tempo de 48h na avaliacdo do
sobrenadante e nos tempos de 24 e 72 h no ensaio de marcagdo intracelular. Os clones
humanizados apresentaram um perfil proximo ao controle ndo tratado na avaliagdo dessas
citocinas. Entretanto, o estudo das citocinas intracelulares apresentou um aumento dos
“granuldcitos” nos grupos tratados com o0 anticorpo humanizado, sendo que esses grupos ndo
apresentaram um aumento na producdo de IFN-y e TNF-a. Estes dados contribuem para a
compreensdo da cinética do anti-CD3 humanizado, apesar de ndo conclusivos. Mais estudos
s80 necessarios nas possiveis construgdes do anti-CD3 humanizado (monoespecificos,

biespecificos etc.).

Palavras-chaves: Anti-CD3, Humanizagéo, Citometria de fluxo, Treg, Tolerancia, Citocinas.



ABSTRACT

CARVALHO, JVB. HUMANIZED MONOCLONAL ANTIBODY ANTI-CD3: obtaining and
physico-chemical and functional caracterization with evaluation of the immunoregulatory
profile. 2022. 100 p. PhD Thesis (PhD in Immunology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2022.

CD3 is a protein chain set non-covalently associated with TCR. The CD3 complex is essential
to T cell activation even to the correct TCR expression on the cell surface. TCR-CD3's chains
are targets for immunotherapies that focus on the regulation of the T cell”s activity. Monoclonal
antibodies (mADbs) anti-CD3 have the potential to treat autoimmune diseases (diabetes mellitus
I, inflammatory bowel diseases), host-vs-graft disease prevention or reversion, and cancer
immunotherapy (bispecific antibodies). Production of the murine anti-CD3 mAb by hybridoma
has therapeutics limitations associated with its capacity to cause adverse reactions like T cell
proliferation induction and pro-inflammatory cytokines secretion. To overcome those issues
also associated with non-human molecules’ immunogenicity, some anti-CD3 mAbs were
humanized like Otelixizumab, Visilizumab, Teplizumab. The experimental usage of humanized
anti-CD3 mAbs has been associated with an increase of regulatory T lymphocytes (Treg) and
immunoregulatory cytokines. To test the immunoregulatory potential of the humanized anti-
CD3 from a murine hybridoma recloned at Butantan Institute, this study aims to evaluate in
vitro the regulatory activity of clones of humanized anti-CD3 mAbs. The humanized molecule
light and heavy chains genes were cloned into pCHO vector, then transfected into CHO-S. The
clones were ranked by their specific productivity, cellular growth, and human CD3 binding
capacity. For the binding assay by surface plasmonic resonance (SPR) we used an in-house
recombinant antigen of the human CD3 gamma-epsilon. The recombinant antigen was made
by DNA assembly technique and expressed in E. coli in inclusion bodies, then solubilized and
in vitro refolded. The binding capacity of the humanized anti-CD3 was lower in comparison to
the murine molecule, it indicates a low affinity of the humanized anti-CD3. From 280 clones
expressing the humanized anti-CD3, some were selected for the in vitro functional assays with
human PBMC. By flow cytometry, the proliferation rate induced by two clones was lower than
that induced by the murine anti-CD3 treatment at two concentrations, 1 e 5 pg/mL. The
treatment with the humanized antibody increased the CD4" subpopulation and decreased CD8*
cells in relation to the murine version. The Treg (CD4*CD127-CD25"9"Foxp3*) subpopulation

was increased when the humanized mAb was added and decreased with the murine antibody



treatment. The secreted cytokine profile (48 h/192 h) due to the murine anti-CD3 treatment was
highly inflammatory at 48 h and at 24 and 72 h in the intracellular assay. However, the two
humanized clones showed a profile close to the non-treated group. The intracellular cytokines
assay shows more “granulocytes” with humanized anti-CD3, and no IFN-y e TNF-a were
produced by those group of cells. These data contribute to the understanding of the humanized
anti-CD3, although not conclusive. More studies are necessary for the possible constructions of

the humanized anti-CD3 (monospecific, bispecific etc.).

Keywords: Anti-CD3, Humanization, Flow cytometry, Treg, Tolerance, Cytokines.
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1 INTRODUCAO

1.1 AIMUNOTERAPIA E O ANTI-CD3

O ano de 1796 pode ser considerado um marco histérico para a imunoterapia
envolvendo anticorpos. Ao utilizar pus de feridas de vacas, infectadas com virus da variola
bovina, para inocular em uma crianca de 8 anos, Edward Jenner demonstrou a protecao
adquirida contra a variola humana (NUNES-ALVES, 2016). Mesmo que ha época nao se sabia
como essa prote¢do funcionava, a conquista de Jenner iniciou uma nova era de estudos e
descobertas envolvendo a imunoterapia em humanos.

O desenvolvimento de um soro antidiftérico e antitetanico por Emil von Behring e
Shibasaburo Kitasato em 1891 (BORDON, 2016); a primeira demonstracdo experimental de
imunizagdo polivalente repetida em coelhos associada a uma alta proliferacdo de células
plasmaéticas (BJOGRNEBOE; GORMSEN, 1943); a comprovacao da producdo de anticorpos por
células plasmaticas in vitro (FAGRAEUS, 1947); a descri¢do da estrutura molecular de uma
imunoglobulina humana (SILVERTON; NAVIA; DAVIES, 1977) e a tecnologia do hibridoma
que possibilitou a obtencéo dos anticorpos monoclonais (mAbs) (KOHLER; MILSTEIN, 1975)
foram alguns dos avancos cientificos que viabilizaram o inicio da imunoterapia humana com
mADs.

Hibridomas sdo células produtoras de anticorpos imortalizadas pela fusdo de células
tumorais, de origem mieloide, com linfécitos B parentais (da mesma espécie) proposto por
Kohler e Milstein vencedores do Prémio Nobel em Fisiologia e Medicina em 1984 (C.
MILSTEIN, 1975; KUHN, CHANTAL & WEINER, 2016). Além de se obter células
produtoras de anticorpos estaveis e replicativas, com essa tecnologia foi possivel aumentar as
chances de se obter um anticorpo antigeno especifico ao imunizar o animal doador dos
linfocitos B com o antigeno de interesse. Assim, € possivel selecionar e isolar clones de maior
interesse avaliando pontos como produtividade, afinidade, especificidade e estabilidade da
producdo dos anticorpos. Dessa forma, cada clone isolado é cultivado separadamente obtendo
uma populacédo celular homogénea produtora de anticorpos monoclonais. Essa metodologia foi
pioneira em estudos e avancos biotecnoldgicos na inducdo de tolerancia (transplante alogénico
e doencas autoimunes), que demonstraram resultados clinicos relevantes (KUHN, CHANTAL
& WEINER, 2016; PARDOLL, 2012; RIVA; CHOKSHI, 2018).

O primeiro mAb especifico a por¢do € do complexo CD3 humano ficou conhecido como

OKT3 e foi desenvolvido em 1979 por Kung e colaboradores (KUNG et al., 1979). O OKT3
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também foi o primeiro mAb a ser aprovado pelo FDA, em 1986 com o nome de Muromonab
(Orthoclone®), para imunoterapia humana em pacientes transplantados. Contudo, pelo fato de
ser uma molécula (IgG2a) murina, o OKT3 apresentou diversos efeitos colaterais como febre,
vomitos, dores de cabeca, diarreia, dores nas articulacdes, hipotensédo etc. (CHATENOUD et
al., 1986; SGRO, 1995).

A partir do estudo em camundongos com um anti-CD3 especifico ao CD3 murino,
demonstrou-se que, apo6s a primeira dose, a por¢cdo Fc (fragmento cristalizavel) do anticorpo
era reconhecida pelos receptores de Fc gama (FcyR) presente em células apresentadoras de
antigeno, ao mesmo tempo, que seu fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab) se ligava ao alvo
em linfécitos T culminando na ativacdo destas células e liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-2 e proliferacdo celular de linfocitos T efetores
(FERRAN et al., 1990; HIRSCH et al., 1988; STEIN et al., 2018). Isso ficou mais evidente
com o uso de anticorpos anti-CD3 com regido Fc mutada para inibir a interacdo com os FcRs,
capazes de reduzir a tempestade de citocinas pré-inflamatorias e aumentar a subpopulacao de
linfocitos T reguladores (Tregs) em comparacdo com o anti-CD3 original (PENARANDA;
TANG; BLUESTONE, 2011). A engenharia da regido Fc de mAbs, entdo, torna-se cada vez
mais interessante para a imunoterapia, visto que diversas abordagens ja foram descritas
resultando em controle do tempo de meia vida do mAb, reducéo do potencial imunogénico com
Fc aglicosilado, aumento da forca de ligacdo e especificidade da interacdo Fc + FCR para
direcionar o mecanismo de acdo do mAb, entre outros (KANG; JUNG, 2019).

Por um outro lado, um estudo recente aborda o uso de um nanobody (anticorpo de
camelideos) anti-CD3 para tratamento de tumor s6lido em camundongos. A capacidade de
inducéo de proliferacdo de linfocitos T efetores e a tempestade de citocinas pro-inflamatorias,
nesse caso, foram os efeitos desejados da proposta de tratamento. Foi conclusivo que com o
ajuste de dose o0 nanobody anti-CD3 foi capaz de aumentar a populacéo de linfocitos T efetores
infiltrados no tumor levando a reducdo da massa tumoral (MORADI-KALBOLANDI et al.,
2020).

O desenvolvimento da engenharia de anticorpos (SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012)
resultou em técnicas de humanizagdo de mAbs. A humanizacdo de um mAb busca manter as
caracteristicas selecionadas no seu correspondente original, tais como: especificidade de
ligagdo da porcdo Fab ao antigeno e afinidade. Anticorpos quiméricos foram os primeiros a
serem obtidos a partir da juncdo das sequéncias variaveis murinas com as cadeias constantes
humanas (MORRISON et al., 1984) (Figura 1).
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Figura 1. Representagdo do processo de humanizagéo dos anticorpos.

Murino Quimeérico Humanizado Humano

Regides variaveis murinas Sequeéncias das CDRs

. murinas

Imunogenicidade

Proteina murina representada pela cor vermelha e em azul as cadeias humanas (DOS SANTOS
etal., 2018).

A humanizacdo de anticorpos também foi importante para a reducéo de efeitos adversos
do anti-CD3 murino. Varios grupos trabalharam, por diversas metodologias, para a
humanizagdo do OKTS3, utilizando o transplante do CDR (complementarity determining
region), mutacfes pontuais na porcéo Fc e até mesmo obtencdo de versdes totalmente humanas
(ex. Foralumab) (KUHN, CHANTAL & WEINER, 2016; SERPIERI et al., 2010; SILVA et
al., 2009) (Figura 1). Até o momento nenhuma das constru¢fes humanas ou humanizadas de
anti-CD3 foi aprovada pelas agéncias reguladoras, ainda que varios ensaios clinicos estejam em
andamento segundo o website www.clinicaltrials.gov, com demonstracdo de potencialidades e
constatacdo de falhas que levam a novos desenvolvimentos de otimizacao.

O uso experimental do mAb anti-CD3 murino por via intravenosa apresentou
mecanismos de acdo relacionados com as porces Fc e Fab. Apos cerca de 30 minutos de
inoculagdo 0 mAb induz o linfécito T a internalizar ou secretar o imunocomplexo anti-CD3 +
TCR-CD3 (CHATENOUD, 2003; KUHN, CHANTAL & WEINER, 2016). O uso terapéutico
do mAb anti-CD3 foi também associado ao aumento de subpopulacGes de Treg e de citocinas
regulatérias como TGF- e IL-10 no tratamento de doengas autoimunes (KUHN, CHANTAL
& WEINER, 2016).

O aumento de células Tregs, durante o uso de anti-CD3, deve ser associado a deplegdo
seletiva de linfdcitos T efetores, pro-inflamatorios, e preservacdo de subpopulacfes de Tregs
CD4" FOXP3* em experimentos in vitro (ABRAHAM et al., 2008); em camundongos sadios
(PENARANDA; TANG; BLUESTONE, 2011); em modelo animal para doengas autoimunes
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como artrite reumatoide (NOTLEY et al., 2010) e diabetes mellitus | (CHATENOUD, 2003,
2019). Um anti-CD3 murino aglicosilado foi capaz de prevenir a destruicdo das ilhotas
pancreaticas, principalmente por inibir linfocitos T-helper 1 (Th1l) de produzir INF-y na
diabetogénese e aumentar a expressdo de PD-1 (proteina 1 de morte celular programada) nas
células efetoras de camundongos diabéticos ndo obesos (NOD) (WALLBERG et al., 2017). Em
pacientes com pré-diabetes tipo 1, em estudo de fase clinica 2, foi utilizado o anti-CD3
humanizado Teplizumab (IgG1 kappa nédo ligante ao FcyR) por via intravenosa, o que atrasou,
por 2 anos em média, a progressdo da doenca (HEROLD et al., 2019). Esse estudo tornou-se
uma matéria na Nature Biotechnology, que relatou o potencial inédito do controle da destruicao
de células beta do pancreas por esse mAb anti-CD3 (DOLGIN, 2019).

A tolerancia induzida por administracdo de antigenos por via oral (toleréncia oral)
despertou o interesse de pesquisadores para a inducdo de imunorregulacdo a partir do uso de
anti-CD3 por via oral. Levando-se em conta o viés tolerogénico do tecido linfoide associado ao
trato gastrointestinal (GALT), estudos pioneiros demonstraram in vivo 0 aumento da expressao
de LAP (latency-associated peptide) na superficie de células T, associado com o aumento de
TGF-B1 livre (OCHI et al., 2008). Subpopulagdo de células Tyd LAP* FOXP3" foram
identificadas como residentes do GALT (REZENDE et al., 2015), assim como subpopulagdes
de células dendriticas regulatorias que podem estar relacionadas com a inducdo do perfil
imunorregulatério do tratamento oral com anti-CD3 (REZENDE et al., 2019).

A via de administracdo oral gerou repercussdo nas pesquisas para tratamento de diabetes
mellitus tipo 1. O uso de anti-CD3 por via oral em camundongos NOD demonstrou uma reducéo
na producdo de INF-y e IL-17 e um aumento na populacéo de Treg; esses resultados também
foram confirmados em modelos pré-clinicos de camundongos com cadeias CD3 humanas
(KUHN et al., 2016). Um anti-CD3, FcyR ndo-ligante, totalmente humano (Foralumab) foi
testado por via oral em camundongos humanizados prevenindo a rejei¢do de transplante de pele,
reduzindo a proliferacdo de células T CD8+ esplénicas e reduzindo a secrecdo de TNF-a
(OGURA et al., 2017).

O controle e direcionamento da resposta imune proporcionado pelo uso do anti-CD3 o
torna de grande interesse para a imunoterapia de diversas doengas. De fato, até aqui, a maioria
das abordagens de terapia envolvendo o anti-CD3, em seus diferentes formatos, focam no seu
potencial de inducéo de Treg (KUHN, CHANTAL & WEINER, 2016) ou na sua capacidade
de promover a aproximagao e a formacao de uma “sinapse imunoldgica” entre uma célula-alvo
com outra célula T CD3" explorando suas fungdes efetoras, como no caso dos anticorpos
biespecificos (bsAbs) (LABRIJN et al., 2019).
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1.2 O ANTI-CD3 E OS BIESPECIFICOS

O conjunto de informac6es adquiridas ha mais de 40 anos de estudos acerca do anti-
CD3 demonstra a importancia e o interesse clinico/comercial para a sua utilizacdo no campo
dos transplantes, doencas autoimunes e imunoterapia oncoldgica. A pesquisa € 0
desenvolvimento de biofarmacos devem ser questdo de soberania nacional, principalmente por
reduzir o alto custo desses medicamentos para o sistema publico de salde.

Um estudo de 2019 analisou o mercado de anticorpos monoclonais desde 2013, com a
inclusdo de 31 novos mAbs e 10 biossimilares, totalizando 57 mAbs e 11 biossimilares na
clinica até o final de 2017 nos Estados Unidos (EUA) e Unido Europeia (UE). Estimando-se
uma movimentacdo de até 200 bilhdes de dolares em 2022 no mercado de mAbs com sua
producio concentrada majoritariamente nos Estados Unidos (57%), Europa (36%) e Asia (7%)
(GRILO; MANTALARIS, 2019). Outro grupo acompanha o mercado dos anticorpos
terapéuticos desde 2010 e até novembro de 2021 o nimero de anticorpos aprovados foi 131 nos
EUA e UE. Desses, 45% sdo para tratamento de neoplasias e 27% para doencas causadas por
desequilibrio da resposta imune (KAPLON et al., 2022).

Em 2017 o primeiro anticorpo completo biespecifico (bsAb), capaz de se ligar a dois
antigenos diferentes, foi aprovado pelo FDA para o tratamento de hemofilia A (GRILO;
MANTALARIS, 2019; LABRIJN et al., 2019). Atualmente, 43 bsAbs, quase a metade dos que
estdo em ensaios clinicos, contam como um de seus alvos a cadeia CD3e (LABRIJN et al.,
2019) alcangando mais de 100 formatos de anti-CD3 bsAbs em dezembro de 2020
(MIDDELBURG et al., 2021). A importancia de um Fab anti-CD3 nos bsAbs visa criar uma
sinapse imunoldgica entre uma célula T efetora e uma célula tumoral. Assim sendo, a afinidade
e especificidade de cada regido Fab do bsAb e a sua valéncia (nimero de regides ligantes em
cada braco do anticorpo) sdo fatores cruciais para o sucesso do tratamento (HABER et al., 2021,
LABRIJN et al., 2019).

O uso intravenoso de uma bsAb CD3 x EpCAM (molécula de adesdo celular epitelial),
conhecido como catumaxomab (Removab®) para o tratamento de carcinomatose peritoneal,
apresentou efeitos adversos importantes. A sua regido Fc ativa interagiu com o FcyR de
macrofagos residentes no figado (células de Kupffer) dos pacientes levando a liberacdo de
citocinas inflamatdrias e causando citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) nos
hepatdcitos resultando em um 6bito (BORLAK et al., 2016). A presenca de mAbs anti-CD3

como contaminantes no processo de producdo de bsAb tambem foram relacionados com uma
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alta producdo de citocinas pro-inflamatérias em formulacgdes de biespecificos (HARADA et al.,
2020). Apesar dos bsAbs contendo anti-CD3 em sua construcdo estarem apresentando bons
resultados no tratamento de tumores hematol6gicos, na imunoterapia de tumores solidos os
avancos ainda sao limitados (MIDDELBURG et al., 2021). As principais razdes para isso
possivelmente passam pela biodisponibilidade e capacidade de penetragdo na massa tumoral do
complexo bsAbs + célula T.

A afinidade do brago anti-CD3 dos bsAb ao complexo TCR-CD3 esta diretamente
ligada a biodisponibilidade desses biofarmacos. BsAb com uma constante de dissociacédo (Kp)
da porgdo anti-CD3 menor do que 1 nmol/L foram mais eficientes em co-cultura in vitro
(LEONG et al., 2017). Porém, bsAb com Kp entre 50 e 200 nmol/L referente ao Fab anti-CD3
apresentaram uma melhor biodisponibilidade em tumores in vivo com uma menor liberagdo
plasmatica e interacdo com células T de tecidos esplénicos e linfonodos (LABRIJN et al., 2019;
LEONG et al., 2017). Estrategias como duplicar a valéncia contra o antigeno tumoral obtendo
um anticorpo com trés regides ligantes, ou aumentar sua afinidade; administrar o bsAbs
diretamente no local do tumor; utilizar atividade enzimatica para liberar o Fab antineoplasico
somente no microambiente tumoral vem sendo estudadas para viabilizar o tratamento com
bsAbs em tumores macicos (MIDDELBURG et al., 2021).

Portanto, a importancia da manipulacéo das regides Fab e Fc de um mAb ou bsAb anti-
CD3 fica cada vez mais evidente na imunoterapia baseada em anticorpos. Seja na afinidade do
braco anti-CD3 (HABER et al., 2021) ou na presenca, auséncia ou mutacdo da regido Fc
(KANG; JUNG, 2019). Muitos fatores devem ser associados e investigados para que 0S

biofarmacos envolvendo anti-CD3 sejam aprovados.

1.3 OANTI-CD3 E O INSTITUTO BUTANTAN

No Instituto Butantan o desenvolvimento e produgdo de um anticorpo monoclonal anti-
CD3 teve inicio na década de 90, sendo produzidos varios lotes pelo cultivo de um hibridoma
murino em biorreatores passando por etapas de purificacdo e envase (MORO et al., 1994). O
anti-CD3 Butantan foi utilizado em ensaios clinicos em pacientes tanto na profilaxia como na
reversdo de rejeicdo aguda celular de transplante renal (LEMOS et al., 2006). O estudo
envolveu 25 pacientes de transplante renal, sendo eles tratados profilaticamente com anti-CD3
murino (9); desses 3 apresentaram rejeigédo celular aguda com perda do enxerto em dois casos;
ja os pacientes em tratamento para rejeicdo aguda celular (16) e desse grupo 11 apresentaram

reversdo do processo de rejeicdo (LEMOS et al., 2006). Contudo, nesse estudo os efeitos
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adversos ndo foram diferentes de outros trabalhos: febre, hipotensdo arterial, taquicardia,
convulsdo, diarreia, nduseas e vomitos, cefaleia etc. (FERRAN et al., 1990; LEMOS et al.,
2006). Uma versao humanizada das cadeias leve e pesada por transplante de CDR do anti-CD3
murino Butantan deu origem a uma molécula em formato FcFv (dominios CH3 + CH2 + CDR
1, 2 e 3 das cadeias leve e pesada) e IgG completa. Os estudos preliminares sugeriram um
potencial da imunorregulacdo em sua compara¢do com o anticorpo murino original, porém as
construcdes resultantes foram instaveis e de baixa produtividade (SERPIERI et al., 2010;
SILVA et al., 2009).

O interesse do Laboratorio de Biofarmacos do Instituto Butantan no mAb anti-CD3
humanizado é de longa data, assim como varios estudos relacionados a mAbs anti-CD3. Seja
no contexto de transplantes, doencas autoimunes ou anticorpos biespecificos este trabalho é a
continuacdo dos estudos que podem contribuir para a compreensdo e desenvolvimento de
moléculas no nosso pais. Levando-se em conta o parque industrial do Instituto Butantan, que
conta com uma fébrica de anticorpos monoclonais, espera-se traduzir todos esses anos de
trabalho em beneficios para os pacientes do Sistema Unico de Saude (SUS) e populagdo

brasileira.

1.4  MECANISMOS DE ACAO DOS MABs

Os mecanismos de acdo dos anticorpos estdo intimamente relacionados com a sua
estrutura, tamanho, formato, classe e subclasse. Direcionar ou melhorar 0 mecanismo de acao
de um mADb no organismo do paciente pode envolver tanto eliminar algumas regides da proteina
quanto modifica-las por mutagdes.

As imunoglobulinas sdo glicoproteinas formadas por duas cadeias pesadas (HC) com
50 a 60 kDa cada e duas cadeias leves (LC) com 20 a 24 kDa cada, sendo uma LC com uma
HC ligadas por pontes de dissulfeto assim como a interacdo desses pares também mantido por
pontes de dissulfeto na regido da dobradica (Figura 2) (EDELMAN; POULIK, 1961;
PORTER, 1959). Normalmente, tanto as cadeias HC quanto as LC séo idénticas entre si dando
origem a um anticorpo bivalente monoespecifico. Entretanto, em alguns casos a 1gG4 pode
apresentar um formato biespecifico em respostas anti-inflamatérias (VAN DER NEUT
KOLFSCHOTEN et al., 2007).

A digestdo de uma molécula de 1gG com a enzima papaina resultou em trés fragmentos:

dois com aproximadamente 50 kDa, toda a LC e a por¢éo N-terminal da HC, e com a capacidade
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de interagir com o antigeno ficando conhecido como Fab (Figura 2); e um Fc em baixas
temperaturas de, aproximadamente, 80 kDa (Figura 2) (PORTER, 1959).

O fragmento Fc relaciona-se tanto com os mecanismos de acao dos mAbs quanto com
aspectos farmacoldgicos desses biofarmacos. Os efeitos de neutralizacdo de toxinas, virus, e a
ativacdo/desativacdo de alvos celulares como por exemplo o complexo TCR-CD3 s&o
atividades efetoras majoritariamente dependentes da regido Fab dos anticorpos, pois estdo
intimamente relacionados com a especificidade e afinidade das Igs. Por outro lado, eventos
celulares como a citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC), citotoxicidade dependente
de complemento (CDC) e fagocitose celular dependente de anticorpo (ADCP) sé&o resultados
da interacdo das porcdes Fc com os receptores de Fc (FCR) presente na superficie de células
(GOLAY; INTRONA, 2012; KANG; JUNG, 2019). Esses eventos sdo comumente associados
a familia de receptores Fcy (FcyR) para IgGl humana, tendo-se em vista que todos os
anticorpos monoclonais (com estrutura completa) até setembro de 2022 aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration - USA) ou na Unido Européia sdo 1gGs de acordo com dados

retirados da The Antibody Society, sendo 70% da subclasse 1gG1 (www.antibodysociety.org).

Figura 2. Esquema da estrutura de uma imunoglobulina G humana.
vV heavy chain
light chain

Fab
(Antigen binding)

"""" Hinge region -
Fcy receptors
. ] Clq protein
i Asn297 gl | i ;
(Biological activity) | ~SN<7/ glycan Protein A
| Protein G
CH3

Ch, dominio Ig da cadeia pesada constante; VVy, dominio Ig da cadeia pesada variavel; Ci,
dominio Ig da cadeia leve constante; Vi, dominio Ig da cadeia leve variavel; CDR, regido
determinante de complementariedade; Fab, fragmento de ligacdo ao antigeno; Fc, fragmento
cristalizavel; pontes de dissulfeto representadas pelas linhas pontilhadas; FcRn, regido de
interacdo com o receptor neonatal de Fc; Asn, asparagina na posi¢éo 297; modificado de Khalid
Al-Kinani e Thomas Tolbert, 2017 (AL-KINANI; TOLBERT, 2017).
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As regides Fc dos mAbs sdo manipuladas em construcdes de biofarmacos para
potencializar algum mecanismo de acdo desejado na terapia ou para evitar que eles ocorram. O
primeiro mAb para oncoterapia aprovado para o tratamento de linfoma nao-Hodgkin em 1997,
0 rituximab (anti-CD20), induz a morte celular por ADCC, ADCP e CDC, o que pode causar
efeitos adversos diferentes em cada paciente, reduzindo o sucesso do tratamento (REDMAN et
al., 2015). Novas construcdes de anti-CD20 foram desenvolvidas e aprovadas com um enfoque
no processo de ADCC que esta relacionado com o subtipo FcyRIIla comumente encontrado em
células Natural-Killer (NK) (KANG; JUNG, 2019; REDMAN et al., 2015).

Mecanismos de agdes de mAbs também estdo intimamente ligados ao seu alvo.
Proteinas de superficie celular que ndo causam um estimulo intracelular ao serem reconhecidas
pelo mAb normalmente tem o mecanismo de acdo do tratamento associado a porcdo Fc do
anticorpo. O mecanismo é diferente para mAbs que causam um estimulo na célula alvo durante
sua atuacdo como €é o caso do anti-CD3. Em poucas horas a partir da administracdo endovenosa
de anti-CD3 murino, nota-se a eliminacdo do complexo TCR-CD3 da superficie celular. Além
disso, uma forte resposta inflamatéria também foi associada ao uso de anti-CD3 murino e
humanizado envolvendo sua regido Fc (CHATENOUD, 2003; FEHERVARI, 2021,
FRANCINE et al., 2006; KUHN, CHANTAL & WEINER, 2016).

A presenca da porcdo Fc é importante em construces terapéuticas de mAb devido a sua
relacdo com a farmacocinética e tempo de meia vida do biofarmaco. As IgG1, IgG2 e 1gG4
apresentam a meia vida de aproximadamente 23 dias, enquanto a IgG3 de 6 a 7 dias em
humanos (DOS SANTOS et al., 2018). Isso se deve ao mecanismo de recirculacdo de
imunoglobulinas através do receptor de Fc neonatal (FCRn) presentes na superficie celular e no
reticulo endoplasmatico de diversos tipos celulares incluindo células endoteliais, hepaticas,
epiteliais dos pulmdes, renais, mondcitos, macrofagos, células B e células dendriticas (KANG;
JUNG, 2019). Esta interacdo 1gG-FcRn é pH dependente, sendo mais estavel em pH acido
(<6,5) e ndo ocorre em pH neutro. Esse mecanismo foi relacionado com a variacdo de pH
presente nos endo-lisossomas, 0 que pode justificar a reciclagem da 1gG entre o ambiente intra

e extracelular aumentando o seu tempo de meia vida (KANG; JUNG, 2019).

1.5 O COMPLEXO TCR-CD3

O reconhecimento de antigenos pelos linfocitos T é mediado pelos receptores de

antigeno da célula T (TCR), os quais interagem com um peptideo associado as proteinas do
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complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | ou 1l (DAVIS; BJORKMAN,
1988; KUHNS; DAVIS, 2012). O TCR pode ser formado por duas cadeias o: ou uma pequena
populacdo com o heterodimero &:y (KUHNS; DAVIS, 2012; MURPHY et al., 2010).
Entretanto, o TCR néo possui dominios de sinalizacdo intracelulares, para isso, essa célula conta
com um aparato de sinalizagdo conhecido como complexo proteico CD3 (cluster of
differentiation 3) (CALL etal., 2002; CLEVERS et al., 1988; KAPPES; TONEGAWA, 1991).

As cadeias do complexo CD3 apresentam em sua porcao intracelular motivos ativadores
baseados em tirosina (ITAM) responsaveis pela transducédo de sinal e inicio das vias de ativacao
celular (KUHNS; DAVIS, 2012). A ativacgdo de proteinas da familia da SRC- proteina-tirosina
quinases (PTK) como a LCK e FYN, associadas a porg¢do intracelular do CD4 e CD8, é
responsavel pela fosforilagdo dos ITAMS nas caudas citoplasmaticas do complexo CD3
gerando sitios de ligacdo para a ZAP70 (Figura 3), que inicia varias vias dependentes de
moléculas adaptadoras resultando na ativagdo de fatores de transcri¢do como o NFkB ¢ NFAT
(fator nuclear ativador de células T) (GLASSMAN et al., 2018; KORETZKY; MYUNG, 2001;
KUHNS; DAVIS, 2012).

O complexo CD3 ¢ um conjunto formado por 4 cadeias proteicas CD3y, CD3d, CD3¢ e
CD3( presentes na membrana celular de células T e ndo-covalentemente associadas ao TCR.
As cadeias CD3 aumentam a expressao dos heterodimeros TCRa:3 e participam do processo
de ativacdo dessas células. As cadeias CD3y, CD36 e CD3e¢ apresentam um dominio
extracelular semelhante ao das imunoglobulinas (Ig), ao passo que as cadeias { apresentam
apenas um pequeno dominio extracelular e séo distintas das Ig (KJER-NIELSEN et al., 2004;
PUNT et al., 1994).



29

Figura 3. Vias intracelulares envolvidas na ativagdo de células T.
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Apbs o reconhecimento do peptideo ligado ao MHC presente na membrana plasmatica das
células apresentadoras de antigenos (APC) pelo TCR associado ao complexo CD3, ou ligagdo
de um anticorpo anti-CD3 ocorre uma fosforilagdo dos ITAMS presentes nas caudas
citoplasmaticas do complexo CD3, que sdo responsaveis pela transducdo e seguimento da
sinalizacdo intracelular. Imagem retirada e adaptada de Gary A. Koretzky and Peggy S. Myung,
2001 (KORETZKY; MYUNG, 2001).

As cadeias y, & e & apresentam dominios extracelulares muito semelhantes entre si
contando com dois residuos de cisteinas responsaveis pela formacdo de ponte de dissulfeto
intramolecular resultando em um dominio Ig em cada cadeia. Os heterodimeros ndo-covalentes
de e ye sdo formados por diversas interacdes entre suas regides hidrofobicas. O padrdo de
dobramento e interagdo dos dois heterodimeros sdo semelhantes, sendo que as cadeias y e o
auxiliam na estabilizacdo do dobramento correto da cadeia ¢ (KIM et al., 2000b; KJER-
NIELSEN et al., 2004; SUN et al., 2004).

Componente do complexo TCR-CD3, a cadeia humana CD3ye recombinante pode
substituir o uso de linfécitos CD3" em andlises de anticorpos monoclonais (mAbs) anti-CD3
humanizados. Ainda que os linfécitos humanos possam ser utilizados em etapas criticas do
estudo, e preferivel, durante ensaios de rotina, a utilizacdo de um antigeno recombinante, no

caso o heterodimero CD3ye, principalmente para as etapas de selecdo de clones de mAb anti-
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CD3 humanizados, quanto a sua produtividade, por métodos imunoenziméticos e por
ressonancia plasmonica de superficie (SPR).

Em 2000, Kim e colaboradores delinearam a sequéncia dos ectodominios das cadeias
gama e épsilon do CD3 humano para expressdo em Escherichia coli tanto separadas quanto
como heterodimero ye unidos por um linker de 26 aminoacidos. A inser¢do do linker foi
necessaria para garantir o dobramento nativo do heterodimero. Os residuos CxxCXE presentes
na regido proxima a membrana plasmatica de cada ectodominio — V79 do CD3¢ e M81 do
CD3y - foram relacionados com a dimerizacdo entre as duas cadeias (BORROTO et al., 1998).
Contudo, durante a producdo do CD3ye recombinante esses residuos prejudicaram o seu
dobramento correto por troca de pontes de dissulfeto, sendo entdo removidos da sequéncia dos
ectodominios (KIM et al., 2000a).

O uso do antigeno recombinante CD3ye foi importante para desvendar a interacdo do
anticorpo monoclonal (mAb) anti-CD3 denominado OKT3 com o seu alvo. A mesma
construcdo definida por Kim e colaboradores, 2000, foi utilizada para interagdo e cristalizagéo
do heterodimeros mais a por¢do Fab do OKT3 (KJER-NIELSEN et al., 2004). A subunidade
CD3e apresenta oito cadeias  dobradas em uma orientacao antiparalela formando 2 folhas 3
unidas por uma ponte de dissulfeto em sua porg¢éo interna. O mondémero CD3y possui 7 cadeias
B também compondo 2 folhas  nas mesmas condigdes que a cadeia épsilon (Figura 4). Essas
interacbes sdo responsaveis pela formacdo dos dominios C2 da superfamilia das
imunoglobulinas. O mondmero y apresenta dois pontos de glicosilagdo que néo influenciam na
sua dimerizacdo com a cadeia épsilon (KJER-NIELSEN et al., 2004).

Um estudo estrutural do heterodimero CD3e6 foi conduzido em condi¢Ges semelhantes
e utilizando as mesmas estratégias de construcao e expressao das cadeias épsilon-gama (SUN
et al., 2001). Kastrup e colaboradores, 2002, promoveram a dimeriza¢do in vitro dos
ectodominios humanos CD3ye e CD3d¢ sem a presencga de um linker. Os heterodimeros foram
obtidos durante a etapa de refolding das proteinas produzidas em E. coli (KASTRUP et al.,
2002).

Foram realizados estudos na tentativa de definir como as cadeias do CD3 estéo
associadas com o TCR, principalmente, af. A estequiometria do complexo TCR-CD3 foi
definidacomo 1 TCR : 1 CD3ye : 1 CD3d¢ : 1 CD3{( (CALL et al., 2002; DONG et al., 2019;
KRSHNAN et al., 2016). Foi demonstrado que h& uma associagdo das porgdes
transmembranares dos trimeros TCRa-CD306e ¢ TCRB-CD3ye (CALL; WUCHERPFENNIG;
CHOU, 2010; DONG et al., 2019; NATARAJAN et al., 2022). A relagdo entre a cadeia TCRf3

com a subunidade CD3e também foi demonstrada por ensaios de microscopia eletronica,
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ressonancia magnética nuclear e docking molecular (ARECHAGA et al., 2010; DONG et al.,
2019; NATARAJAN et al., 2022; RANGARAJAN et al., 2018).

Figura 4. Estrutura dos ectodominios do heterodimero CD3ye humano PDB 1SY6 (KJER-
NIELSEN et al., 2004).

CD3e

\J:C. yC-

CD3e em amarelo; CD3y em verde; folhas betas em azul; residuos Cys em pontes de dissulfeto
em vermelho; sitios de glicosilacdo em lilas; (y N-) regido N-terminal da cadeia gama; (e N-)
regido N-terminal da cadeia épsilon; (y C-) regido C-terminal da cadeia gama; (¢ C-) regido C-
terminal da cadeia épsilon. Gerado em VMD (Visual Molecular Dynamics) (HUMPHREY;
DALKE; SCHULTEN, 1996).

Outro papel importante do complexo CD3 € a sua influéncia na expressao do TCR na
superficie celular. A auséncia das cadeias € ou ( resulta na auséncia de TCR na membrana
plasmatica dos linfécitos T (HALL et al., 1991; KAPPES; TONEGAWA, 1991; SUSSMAN et
al., 1988). A necessidade da cadeia CD36 para a expressdo do TCR foi associada ao estagio
final do desenvolvimento do linfécito T no timo (DAVE et al., 1997). Mutagdes na por¢édo
terminal do ectodominio do CD3y foram associadas a problemas tanto de desenvolvimento das
células T no timo quanto na expressao correta do heterodimero CD3ye associado ao TCRaf3
(TOUMA et al., 2007).

Vaérios estudos aplicam-se em desvendar a relacdo entre o complexo TCR-CD3 e 0 seu
papel no desempenho do sistema imune em resposta a infeccdo viral, inflamacao, doencas
autoimunes e mecanismos imunes decorrentes da acdo de anticorpos. O controle dos
mecanismos de atuacdo do complexo CD3 através de anticorpos anti-CD3 representa um

potencial de tratamento para doencgas autoimunes como o diabetes tipo | (T1D), além da
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profilaxia e reversdo de rejeicdo a transplantes de 6rgaos, indugdo de tolerancia ao enxerto e
imunoterapia anti-tumoral com anticorpos biespecificos (CHATENOUD, 2003; KUHN et al.,
2016; MARTIN; TISCH; GETTS, 2013; MIDDELBURG et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir o anti-CD3 humanizado e comparar com o anti-CD3 murino avaliando a
inducéo de perfil pro-inflamatorio ou imunorregulador em linfocitos T do sangue periférico

humano.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Transfectar células CHO com vetor contendo as sequéncias das cadeias leve e pesada
do anti-CD3 humanizado;

e Clonar as células para gerar linhagens monoclonais produtoras de anti-CD3;

e Construir a sequéncia e o vetor do antigeno recombinante CD3yg;

e Produzir o antigeno recombinante em sistema bacteriano;

e Purificar o antigeno recombinante;

e Avaliar os clones produtores de anti-CD3 humanizado quanto ao seu crescimento,
produtividade e especificidade;

e Selecionar clones para os ensaios in vitro com PBMC humano;

e Avaliar o potencial mitogénico do anti-CD3 humanizado em linfocitos do sangue
periférico humano (PBMC);

e Avaliar a inducdo de subpopulacdes de células T pro-inflamatérias ou reguladoras por
citometria de fluxo;

e Avaliar o perfil de citocinas dos ensaios in vitro por CBA e marcacéo intracelular.
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3 MATERIAIS E METODOS

31 HUMANIZACAO DO ANTI-CD3

O anti-CD3 humanizado foi proposto in silico pelo transplante dos CDRs murinos ao
arcabougo humano germinativo mais proximo do anticorpo murino. Os genes das cadeias leve
e pesada, desenhados na sequéncia completa com peptideo sinal e fragmento de Kozak, foram
sintetizados pela GeneArt (Invitrogen, Thermofisher) e clonados em vetor pCHO 1.0 (Gibco™
Freedom™ CHO-S™ kit — ThermoFisher A13696-01). Esse processo havia sido realizado
anteriormente no laboratorio. A versdo monoclonal murina é uma 1gG2a, produzida a partir do
hibridoma OKT3 CRL8001 (ATCC®) anteriormente reclonado no laboratério em meio livre de

SOro.

3.2 TRANSFECCAO E PRODUCAO DO ANTI-CD3 HUMANIZADO

3.2.1 Transfecgdo das células CHO-S

Células CHO-S (Gibco™ Freedom™ CHO-S™ kit — ThermoFisher A13696-01) foram
descongeladas em meio Dynamis (ThermoFisher A2661501) + L-Glutamina 8mM em 135 rpm
de agitacdo. Apos 20 dias em manutencéo as células foram transfectadas. Em seguida, as células
foram selecionadas em duas fases com metotrexato (MTX) e puromicina (Pu). Primeira fase:
uma garrafa com 100 nM de MTX e 10 pg/mL de Pu e uma garrafa com 200 nM de MTX e 20
ug/mL de Pu até a viabilidade > 85% e a densidade de células viaveis > 1x10° células/mL.
Segunda fase: 500 nM de MTX e 30 pug/mL de Pu ou 1000 nM de MTX e 50 pug/mL Pu até a
viabilidade > 90%. Apos a selecdo, os pools estaveis foram congelados em nitrogénio liquido
em meio de congelamento (meio Dynamis + L-glutamina 8 mM + dimetilsulfoxido (DMSO)
10%). Ao final do processo de selecéo, as populagdes estaveis mistas foram submetidas a um

cultivo em batelada por 5 dias para avaliar a produtividade especifica de cada uma.
3.2.2 Purificagéo dos anticorpos anti-CD3
Os anticorpos foram purificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando

resina de afinidade contendo proteina A imobilizada. A coluna foi equilibrada com tampéo

fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, e ap6s o carregamento da amostra, a lavagem foi realizada
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com o mesmo tampao do equilibrio. A eluicdo foi realizada em duas etapas: a primeira com
tampéo citrato 100 mM, pH 6,0, e a segunda com tampdo citrato 100 mM, pH 3,2. Os dois
eluatos foram neutralizados com volume necessario para pH préximo de 7,0 de Tris 1 M. O
anticorpo esta, normalmente, presente na segunda eluicdo. O purificado neutro foi dialisado
contra PBS 1x em membrana de dialise, de 14000 kDa de corte molecular estimado, overnight
a 4°C sob agitacdo. A concentracdo dos purificados foi obtida por leitura a 280 nm em

espectrofotbmetro otico.

3.2.3 Clonagem das populacgdes estaveis produtoras de anti-CD3

As populacdes estaveis mistas de maior produtividade especifica foram selecionadas
para o0 processo de clonagem. Os pools foram plaqueados (placas de 6 pogos) em meio
semissolido CloneMedia-CHO (Molecular Devices — K8710) misturado ao CloneDetect
(Molecular Devices — K8200) e suplementado com 6 mM de glutamina. As placas foram
mantidas a 37°C e 8% de CO2. Apo6s 9 dias, foi realizado o “picking” das coldnias que cresceram
no meio semissoélido utilizando a plataforma robética ClonePix FL (Molecular Devices). As
colonias foram selecionadas de acordo com o seu formato, isolamento e intensidade de
fluorescéncia, e transferidas para uma placa de 96 pogos contendo meio Dynamis + 8 mM de
glutamina. A viabilidade, produtividade e taxa de crescimento foram os parametros utilizados
para selecionar os clones durante as transferéncias para placas de 24 e 6 pogos, garrafas T-25 e
erlenmeyers (Shaker Flasks). A partir do estagio de cultivo com agitacdo em erlenmeyers a
concentracéo celular dos clones foi ajustada para 0,3x10° céls/mL em 20 mL de meio Dynamis
+ 8 mM de glutamina e dado inicio a um cultivo em batelada para o ranqueamento dos clones
a partir da sua produtividade especifica, que é relatada em picograma de anticorpo produzido

por célula por dia (PCD).

3.2.4 Contagem celular e viabilidade

A contagem celular e a viabilidade foram adquiridas nos equipamentos Guava EasyCyte
Mini™ (Merck Millipore) ou Vi-CELL XR™ (Beckman Coulter).
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3.2.5 ELISA quantitativo para célculo de produtividade

O ELISA foi realizado em microplaca de 96 pocos sensibilizadas com anti-Fc humano
produzido em cabra (SouthernBiotech, 2040-01) diluido 1:4000 em PBS + leite desnatado 5%.
Uma curva-padrdo com IgG humana total foi utilizada para a quantificagdo. O conjugado
utilizado foi o anti-Fc + HRP produzido em cabra (SouthernBiotech, 2040-05) 1:8000. As
amostras, o padréo e o conjugado foram, quando necessario, diluidos em PBS + leite desnatado
5%. As incubacgdes foram de 1 hora a 37°C em camara Umida. As lavagens foram realizadas
com PBS + Tween20 0,04%. A revelacdo foi feita com tampéo acetato/acido citrico pH = 6,0
+ TMB 1% em DMSO com incubacdo de 20 minutos no escuro. Os sobrenadantes dos cultivos
foram coletados em diferentes etapas do estudo e armazenados a -20°C até a realizacdo dos

ensaios.

3.3 CONSTRUGCAO E OBTENCAO DO ANTIGENO RECOMBINANTE CD3ye

Um antigeno recombinante foi desenhado para a testagem da ligacdo do anti-CD3

humanizado e murino.

3.3.1 Construcdo da sequéncia CD3ye

A sequéncia de nucleotideos referente ao CD3 humano apresenta 644 pares de base (bp),
conforme a Figura 5. As porc¢des extracelulares referentes as cadeias y e &, bem como o linker
entre elas, foram retiradas da literatura (KIM et al., 2000a; SUN et al., 2004). O gene foi
sintetizado pela técnica do DNA assembly, uma etapa aprimorada da técnica do DNA shuffling
(STEMMER et al., 1995).

Figura 5. Diagrama do gene CD3ye.

(0) Start BamHI (3) (628) Notl End (844)
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Amp for GE

Amp rev

BamHI e Notl = sitios de restricdo. CD3g = CD3y. CD3e = CD3e. Stop Codon = cddon de
parada. F2GE e F3-F9 = forward primers. R0-R7 = reverse primers. Amp for GE e Amp rev =
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primers amplificadores forward e reverse, respectivamente. A sequéncia do gene e dos oligos
estdo disponiveis na sessdo de apéndice.

Para a realizagdo do DNA assembly, 18 oligo nucleotideos foram desenhados no
programa DNASTAR Lasergene 15 e sintetizados pela empresa Exxtend (Campinas, SP,
Brasil). Desses, 8 séo representados pelo F2GE até F9 com 50 a 60 bp, outros 8 séo os RO até
R7 com 45 a 60 bp e os primers amplificadores Amp for GE e Amp rev com 31 a 33 bp. Todos
0s oligos apresentam uma regido de sobreposicédo ao seu complementar de 20 a 23 bp (Figura
5). Os oligos foram ressuspendidos em &gua ultrapura autoclavada para uma concentracéo final
de 100 pmol/pL e armazenados a -20°C. A primeira reacdo em cadeia com polimerase (PCR)
para a sintese (PCR | - Assembling) utilizou: 1 pL de uma mistura contendo os oligos F2GE,
F3 ao F9 e RO ao R7 com uma concentracao de 100 uM de cada (DNA molde); 4 uL de dNTP
Master Mix (NEB, N0447S) com 10 mM de cada nucleotideo; 2 puL de Q5 High-Fidelity Taq
DNA polimerase (NEB, M0491S); 20 pL de tampdo de reacdo Q5 5% concentrado; agua
ultrapura autoclavada gsp 100 pL. A reacdo ocorreu em termociclador, sendo: 95°C por 1
minuto; 20 ciclos de 95°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos, 72°C por 15 segundos;
extensdo de 72°C por 2 minutos e fim a 4°C.

O resultado da reagéo foi avaliado por eletroforese horizontal em gel de agarose 1%.
Em seguida, 1 pL da PCR 1 foi utilizado como DNA molde da segunda reacdo (PCR II -
Amplification). Foram adicionados: 4 pL de dNTP Master Mix (NEB, N0447S) com 10 mM de
cada nucleotideo; 2 pL de Q5 High-Fidelity Tag DNA polimerase (NEB, M0491S); 20 uL de
tampéo de reagdo Q5 5x concentrado; 4 pL da mistura dos oligos Amp for GE e Amp rev a 10
UM cada; agua ultrapura autoclavada gsp 100 pL. A reacdo foi executada em termociclador,
sendo: 95°C por 1 minuto; 25 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos, 72°C por
30 segundos; extensdo de 72°C por 2 minutos e fim a 4°C.

O resultado da reagéo foi avaliado por eletroforese horizontal em gel de agarose 1%.
Em seguida, foi realizada uma purificagdo por eletroforese horizontal em gel de agarose 1%
seguida pelo uso do kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, A9282) todo o
processo foi realizado em temperatura ambiente. As bandas correspondentes ao tamanho de
interesse foram cortadas do gel de agarose e aquecidas a 65°C com Membrane Binding Solution,
na proporcdo de 1 mL de solucdo para cada 1 mg de gel ou 1 mL de reagdo (PCR, ligacdo,
digestdo etc.), até o completo derretimento do gel. Essa mistura foi transferida para a coluna de
purificacdo do kit, a qual estava inserida em um tubo coletor. O sistema foi mantido em

temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugado com 16000 x g por 1 minuto. O permeado
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foi descartado e a coluna foi lavada duas vezes com Wash Solution, sendo a primeira com 700
ML e 1 minuto de centrifugagdo a 16000 x g e a segunda com 500 pL e 5 minutos de
centrifugacdo a 16000 x g. Apds descartar o permeado da Ultima lavagem, as colunas foram
centrifugadas por 1 minuto a 16000 x g para secagem. A eluicdo foi realizada com 50 pL de
agua ultrapura autoclavada por coluna em um tubo novo. A quantificacdo foi realizada por

leitura com 260 nm em espectrofotémetro dptico.

3.3.2 Ligacdo do gene CD3ye ao vetor pAE

O vetor pAE (RAMOS et al., 2004) foi generosamente doado pelo Dr. Enéas de
Carvalho, Instituto Butantan. O sitio de restricao Notl (por¢ao 3”) foi substituido pelo Ncol
utilizando o primer Ncol_ER. Em seguida, o vetor e o gene foram digeridos com as enzimas de
restricdo BamHI (NEB, R0136S) a 20 U/uL e Nocl (NEB, R0193S) a 10 U/pL por 3 horas a
37°C. A banda foi recortada do gel de agarose 1% e purificada com o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega, A9282). Para a reacdo de ligacdo foram utilizados 70 ng do
vetor; 4 puL de 5x ligation buffer; 1 uL da T4 DNA Ligase a 1U/pL (Invitrogen, 15224-025);
agua ultrapura autoclavada gsp 20 pL. As massas do inserto foram: 210 ng no tubo Ligag&o (L)
e zero ng no tubo de Self-ligation (SL) para teste da reacéo de digestdo do vetor. Os tubos foram
incubados a 26°C por 1 hora no termociclador.

3.3.3 Clonagem e sequenciamento de DNA

O plasmideo contendo o gene CD3ye foi clonado em Escherichia coli TOP10
eletrocompetentes preparadas previamente a partir da OneShot TOP10 Chemically Competent
E. coli (Invitrogen, C4040-03). Foi utilizado o meio LB (Luria-Bertani) Agar acrescido de 100
pg/mL de ampicilina. Os clones foram triados por PCR e sequenciamento de DNA por Sanger
utilizando o kit Big Dye 3.1v (Applied Biosystems, 4336919). A aquisi¢do do sequenciamento
Sanger foi realizada no Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo. Os resultados
dos sequenciamos (eletroferogramas) foram analisados no programa Chromas (Technelysium
Pty Ltd, versdo 2.6.5) e as analises dos alinhamentos foram realizadas pela ferramenta on-line
Clustal Omega (EMBL-EBI). A sequéncia da proteina recombinante foi analisada no programa
online ProtParam (ExPaSy — Bioinformatics Resource Portal) a fim de obter algumas

informagdes tedricas Uteis para 0s processos de expressao, refolding, purificacdo e ensaios.
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3.3.4 Expressao da proteina recombinante CD3ye

A expressdo da proteina foi realizada em E. coli BL21 (DE3) star pLysS (Invitrogen)
transformada por choque térmico. A expressdo foi realizada em meio LB a 37°C, 200 rpm por
20 horas. A indugdo ocorreu apos a densidade oOptica (DO) a 600 nm atingir 0,6, sendo
acrescentado 1 mM de IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosida). Ao final da expressao, o
cultivo foi centrifugado a 25000 x g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado, o

sedimento foi mantido a -20°C até a lise celular.

3.3.5 Lise celular e refolding

O sedimento celular foi ressuspendido em PBS e a lise foi realizada por sonicagdo com
10 pulsos de 20 segundos intercalados por 1 minutos de repouso em banho de gelo. O lisado
foi centrifugado a 25000 x g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante armazenado a 4°C. Em
seguida, o sedimento insolGvel foi ressuspendido em PBS com 1 M de ureia e centrifugado a
25000 x g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante armazenado a 4°C, esse procedimento foi
repetido uma vez. O sedimento insoltvel foi ressuspendido em 6 M de ureia em PBS e mantido
sob agitacdo O.N. a 4°C para solubilizacdo dos corpos de inclusdo. Todo o solubilizado foi
transferido para uma membrana de dialise e o processo de refolding foi iniciado contra 2 L de
5 M de uréia em PBS 1x a 4°C e agitacdo. No minimo a cada 6 horas o tampé&o de dialise foi
diluido com PBS 1x, mantendo o volume de 2 L para as seguintes concentracdes de ureia: 4 M,
3M,2M,1M,0,5M e zero M. O conteudo da membrana foi centrifugado a 25000 x g por 20
min a 4°C e o sobrenadante (porcdo sollivel) e o sedimento insolivel foram separados e

armazenados a 4°C.

3.3.6 Purificacdo do antigeno recombinante

A purificagdo apos o refolding foi realizada por cromatografia de afinidade em coluna
com niquel devido a presenca de uma cauda de 6 residuos de histidina na por¢do N-terminal da
proteina. A amostra foi tratada com 50 pM de imidazol e 0,5 M de NaCl. A coluna foi
equilibrada com tampéo fosfato de sédio 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol 50 mM, pH =74 ¢

fluxo de 1 mL/min para 10 volumes de coluna. O carregamento foi realizado com fluxo de 0,45
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mL/min e a elui¢do a 1 mL/min com tampdo fosfato de sédio 50 mM, NaCl 500 mM, imidazol
150 mM, pH =7,4. As fragdes coletadas durante a purificagcdo foram diafiltradas a 3500 x g por
30 minutos a 4°C em Amicon Ultra-15 10 KDa (Merck) para PBS 1x a fim de se remover o
imidazol e concentrar os purificados. As amostras foram quantificadas por leitura a 280 nm em

espectrofotdmetro optico.

3.3.7 SDS-PAGE coloracgéo por azul de Coomassie

Para o gel de separagéo de 12% e volume final de 10 mL foram utilizados: 3,35 mL de
agua ultrapura; 4 mL de solucédo de acrilamida/bis-acrilamida a 30%; 2,5 mL de Tris-HCl a 1,5
M e pH de 8,8; 100 pL de solugdo de SDS (dodecil sulfato de sddio) a 10%; 50 pL de solucédo
de persulfato de aménio a 10%; 5 pL de TEMED (N, N, N’, N’ — tetrametiletilenodiamina).
Para o gel de empilhamento e volume final de 5 mL foram utilizados: 3 mL de &gua ultrapura;
650 L de solucdo de acrilamida/bis-acrilamida a 30%; 1,25 mL de Tris-HCIl a 0,5M e pH de
6,8; 50 UL de solucdo de SDS a 10%; 25 pL de solucdo de persulfato de aménio a 10%; 5 pL
de TEMED. Um poco foi utilizado para o marcador de baixo peso molecular na diluicdo de
1:10. O tampdo de corrida 5x utilizado foi glicina 0,96 M; SDS 0,017 M; Tris-base 0,12 M pH
de 8,6. As amostras e os padrdes de peso molecular foram diluidos em tamp&o de amostra com
ou sem agente redutor (2-mercaptoetanol). A fase de entrada no gel de empilhamento foi de 80
V por 15 minutos e a fase de separacao foi de 120 V até o final da corrida. A coloracdo foi

realizada com solucdo corante Azul de Coomassie 0,2%.

3.3.8  Western Blotting

A transferéncia foi realizada em sistema semi-seco Trans Blot SD semi-dry
eletrophoretic transfer cell, Bio-Rad utilizando tampdo Tris 48 mM, glicina 39 mM, etanol
20%, SDS 1,3 mM, pH 9,0 a 9,4, por 30 minutos a 10 V. A membrana utilizada foi de PVDF
de 0,45 um de poro. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBS 1x + 3%
albumina sérica bovina (BSA) por 2 horas em agitacdo em T.A. A membrana foi lavada trés
vezes por 20 segundos cada com PBS 1x + 0,05% de Tween20. Os anticorpos primarios foram
diluidos em PBS 1x + 1% BSA, sendo eles: anti-CD3 murino (Instituto Butantan) 1:1000 ou
anti-CD3 murino OKT3 + peroxidase (LS Bio, LS-C260009/126113) 1:1000. Ap6s 1 hora em
agitacdo e T.A., as trés lavagens foram repetidas e a membrana com anticorpo primario néo

conjugado foi incubada por 1 hora em T.A. e agitacdo com anti-lgG de camundongo +
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peroxidase (Sigma, A5906) 1:2500 em PBS 1x + 1% BSA. Para a revelagdo com DAB (3,3’
diaminobenzidina tetrahidrocloreto) as membranas foram lavadas trés vezes conforme
anteriormente, e 50 mL da solucéo Tris-HCI 5 mM, DAB 0,06% + 50 pL de agua oxigenada
30% foram adicionados em cada membrana e mantido em agitacdo até a visualizacdo das

bandas.

3.3.9 Ressonancia plasmonica de superficie (SPR)

O ensaio de ligagcdo por SPR foi realizado no Biacore T200 (GE Healthcare Life
Sciences) em chip CM5 (Cytiva, 29104988) imobilizado com o CD3ye humano recombinante
produzido neste projeto ou comercial (ACRO Biosystems, CDG-H52W9). Em um chip CM5
foram imobilizados 10 uM de cada antigeno em canais separados conforme descrito na
literatura (KIM et al., 2000b). Os anticorpos foram injetados em concentracéo fixa de 20 pg/mL
em tampdo HBS-EP com contato de 60 segundos, fluxo de 30 pL/minuto, dissociacdo de 60
segundos, regeneracdao com NaCl 4 M com contato de 45 segundos, fluxo de 30 pL/minuto e
estabilizacdo de 60 segundos. Para o ensaio de cinética e afinidade no estado estacionario as
amostras foram diluidas em HBS-EP nas concentracfes de 60; 20; 6,67; 2,22; 0,74 e 0,247
pg/mL, sendo aplicadas ao sensor com 180s de contato, fluxo de 40 puL/min e dissociacédo de
540s. A regeneracdo do sensor foi realizada com a passagem de NaCl 4 M com contato de 45s,
fluxo de 30uL/min e estabilizacdo de 60s.

3.4  ENSAIOS FUNCIONAIS COM PBMC HUMANO

3.4.1 Obtencdo do PBMC humano

Células mononucleadas do sangue periférico (PBMC, peripheral blood mononuclear
cells) foram isoladas a partir de cdmaras de leucorreducdo (LRS, do inglés, leukoreduction
system) utilizadas em doacédo de plaquetas por aférese (plaquetaférese) humana em bancos de
sangue a partir de doadores saudaveis. O material foi obtido do banco de sangue da Fundacao
ProSangue/Hemocentro de S3o Paulo, SP. O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) do Instituto de Ciéncias Biomedicas (ICB) da
Universidade de Séo Paulo (USP) — CAAE n° 03606718.4.0000.5467, Protocolo CEPSH-ICB
n® 1465/18.
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As PBMC foram separadas por gradiente de densidade com Ficoll-Hypaque e mantidas em
nitrogénio liquido até o uso. Todo o volume da LRS foi drenado em um tubo de centrifugagédo
por fluxo gravitacional. O sangue foi diluido 1:1 com PBS 1x estéril e 20 mL foram
adicionados, com cuidado, em cima de 10 mL de Fycoll-Hypaque presente em outro tubo de
centrifugacdo. O sistema foi centrifugado a 800 x g por 20 minutos, TA, sem frenagem. Com o
auxilio de uma pipeta sorologica, a nuvem de células mononucleares foi alcangada e transferida
para outro tubo contendo 40 mL de PBS 1x estéril. As células foram lavadas duas vezes com
PBS 1x estéril por centrifugacdo a 300 x g, 10 minutos e TA. O sedimento celular foi dispersado
por leves batidas no tubo e ressuspendido com meio RPMI + 10% de soro fetal bovino (SFB)

ou 20% de albumina humana.

3.4.2 Congelamento e descongelamento de células

Para o congelamento de células foi utilizado DMSO a 10% com SFB puro ou RPMI +
20% de soro albumina humana (HSA). Apds a ressuspensdo das células no meio de
congelamento, elas foram transferidas para o -80°C por 24h, e no dia seguinte para o nitrogénio
liquido. No descongelamento os tubos foram retirados do nitrogénio liquido e descongelados,
rapidamente, no banho-maria a 37°C. Todo o contetdo do tubo foi transferido para um tubo de
centrifugagdo de 50 mL contendo 40 mL de meio RPMI + 10% de SFB ou RPMI + 20% de
HSA. O sobrenadante foi descartado e o sedimento celular ressuspendido em 10 mL de meio
de cultura para contagem e viabilidade celular. As PBMC somente foram levadas para os

ensaios caso a viabilidade celular estivesse maior ou igual a 95%.

3.4.3 Ensaio de ligacdo PBMC x anti-CD3

Para avaliar a ligacdo entre os anti-CD3 e células T humanas, em cada pogo, 1x10° de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano foram lavadas com PBS 1x ap6s
o descongelamento (400 x g, T.A., 5 minutos) em placa de 96 pocos de fundo cénico 2 vezes.
As células foram ressuspendidas 100 puL/poco de ZombieNIR (Biolegend, 423105) e mantidas
por 20 minutos em T.A. protegidas da luz. Para bloguear a marcacao de viabilidade celular 150
pL de tamp@o MACS (PBS 1x, albumina bovina 0,5 % e EDTA 2 mM) foram adicionados em
cada pogo e a placa foi centrifugada a 400 x g, T.A., 5 minutos. As células foram ressuspendidas
com 50 pL de anti-CD3 monoclonal murino ou anti-CD3 humanizado a 100 pg/mL e mantidas

a 4°C por 1 h protegidas da luz. Ap6s uma lavagem com tampao MACS (400 x g, T.A., 5
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minutos), as células foram ressuspendidas com 100 pL de anticorpos (Fab2) secundarios
policlonais conjugados com FITC anti-lIgG murina (Sigma, F2883) 1:128 ou anti-IgG humana
(Sigma, F1641) 1:100 de acordo com a origem do anticorpo primario. Apés a incubacao de 30
minutos a 4°C protegido da luz, a placa foi centrifugada e as células foram lavadas com tampéo
MACS (400 x g, T.A., 5 minutos). Em seguida, os pogos foram ressuspendidos com 50 uL do
pool de anticorpos anti-CD14 PE, anti-CD8 PerCP/Cy5.5, anti-CD4 BV510 e anti-CD19 APC-
Cy7 (Tabela 2), sendo mantidos a 4°C por 30 minutos protegido da luz. Apos a incubacdo, a
placa foi lavada uma vez com tampdo MACS (400 x g, T.A., 5 minutos). O contetdo de cada
poco foi ressuspendido com 200 pL de PBS 1x + formaldeido 2% e incubados por 40 minutos
a 4°C protegido da luz. Ap6s uma lavagem com tampao MACS (400 x g, T.A., 5 minutos), as
células foram ressuspendidas com 300 pL de tampdo MACS e mantidas a 4°C protegidas da

luz até a aquisicao.

3.4.4 Marcagdo com CFSE

Apds o descongelamento, o sedimento celular foi ressuspendido com 10 mL de RPMI
+ 10% SFB e uma aliquota foi retirada para a contagem celular. Amostras de células foram
retiradas para controle e marcacgéo single colors. O restante foi lavado uma vez com 40 mL de
PBS 1x, e o sedimento celular ressuspendido em PBS 1x + 2,5 uM de CFSE (do inglés,
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) (ThermoFisher, C34554) para uma
concentracio celular de 2x107 cels/mL. Mantido em T.A. por 20 minutos com agitacdo manual
a cada 5 minutos. Foram adicionados 5 volumes de meio RPMI + 10% de SFB para bloqueio
do excesso de CFSE. Ap6s 5 minutos em T.A., as células foram centrifugadas a 300 x g em
T.A. por 10 minutos. O sedimento celular foi ressuspendido em meio de cultura e 1,5x108
células foram distribuidas por poco em uma placa de 24 poc¢os com 2 mL de volume final cada.
As placas foram mantidas a 37°C e 5% de CO- overnight (O.N.). As células marcadas foram
cultivadas com anticorpos murino e humanizados anti-CD3 para realizacdo dos ensaios
funcionais de proliferacdo celular e analisados por citometria de fluxo conforme descrito
anteriormente (LYONS; PARISH, 1994; QUAH; PARISH, 2012).
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3.4.5 Tratamento para ensaio de proliferacdo

Anticorpos anti-CD3 murino e humanizado (1 ou 5 pg/mL) foram diluidos em meio de
cultura (RPMI + 10% de soro fetal bovino) e acrescentados no dia seguinte ao descongelamento
das células. Apds 48 h do inicio do tratamento, 1 mL de sobrenadante foi retirado de cada poco
e 1 mL de meio de cultura contendo 20 U/mL de IL-2 humana recombinante (Biolegend,
589106) foram adicionados. Nos tempos de 48 h e 192 h, 1 mL de sobrenadante foram coletados
de cada condicdo e mantidos a -80°C até a dosagem de citocinas. O cultivo foi encerrado apds
8 dias.

3.4.6 Tratamento para ensaio com brefeldina-A

Anticorpos anti-CD3 murino e humanizado (1 ou 5 pg/mL) foram diluidos em meio de
cultura (RPMI + 20% de albumina humana) e acrescentados no mesmo dia do descongelamento
das células. Nesse ensaio, foram misturados os anticorpos purificados das quatro populacées
estaveis mistas de anti-CD3 humanizado (1A, 1B, 2A, 2B) para comparar a0 mAb murino. A
brefeldina-A 1000x (Biolegend, 420601) foi adicionada a cada pogo para uma concentracéo
final de 1x, 6 horas antes do encerramento do experimento (24 ou 72 h). Células de dois
doadores foram utilizadas, tanto como um grupo isolado quanto como um grupo no qual as
células dos dois doadores foram misturadas na mesma proporc¢do. O ensaio foi realizado em

triplicata.

3.4.7 Citometria de fluxo

Para a realizacdo dos ensaios de citometria de fluxo as células foram marcadas com um
painel de anticorpos especificos conjugados com fluorocromos (Tabela 1 e Tabela 2) para
investigacdo das subpopulacgdes induzidas (Figura 6a), proliferacdo celular de linfocitos T
(Figura 6b) e citocinas secretadas ou intracelular. O corante para viabilidade celular Zombie
NIR™ (Biolegend, 423105) foi utilizado para excluir células mortas da analise. As aquisicGes
foram realizadas nos citdmetros FACSCanto Il (BD) e Guava EasyCyte Mini (Merck Millipore)
e as andlises foram feitas no programa FlowJo v10 (BD).

Ap0s o tempo total de cada experimento ser alcancado, cada pogo foi cuidadosamente
homogeneizado com uma pipeta, e seu contetido foi transferido para uma placa de 96 pogos de

fundo conico e centrifugado a 400 x g, 5 minutos em T.A. O sobrenadante foi descartado, 0
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sedimento celular solto com auxilio de um vortex e ressuspendido com PBS 1x. Entdo, a placa
foi centrifugada a 400 x g por 5 minutos, T.A., e 0 sobrenadante desprezado. Essa lavagem com
PBS 1x foi repetida mais uma vez. As celulas foram ressuspendidas 100 plL/poco de
ZombieNIR e mantidas por 20 minutos em T.A. protegidas da luz. Para bloquear a marcacao
de viabilidade celular 150 pL de tampdo MACS (PBS 1x, albumina bovina 0,5 % e EDTA 2
mM) foram adicionados em cada pogo. A placa foi centrifugada a 400 x g por 5 minutos em
T.A. e 0 sobrenadante desprezado. As células foram ressuspendidas com 50 pL do pool de
anticorpos de superficie celular correspondentes ao painel de interesse (Tabela 1) previamente
diluidos em tampdo MACS. A placa foi mantida por 1 hora a 4°C protegidas da luz. Apds a
incubacéo, 150 pL de tampdo MACS foram adicionados em cada poco e a placa foi centrifugada
por 400 x g, 5 minutos, T.A. As células foram ressuspendidas com 200 pL de tampéo Fix 1x
(Biolegend, 424401) e mantidas por 45 minutos a 4°C protegidas da luz. Apds a incubacéo, a
placa foi lavada duas vezes (400 x g, 5 minutos, T.A.) com tampdo Perm 1x (Biolegend,
424401), e cada pogo ressuspendido com 50 pL do pool de anticorpos intracelulares
previamente diluidos em tampédo Perm 1x. Apds a incubacdo de 1 h a 4°C protegida da luz, a
placa foi lavada (400 x g, 5 minutos, T.A.) duas vezes com 200 pL/poco de tampdo Perm 1x e
uma vez com tampdo MACS. Cada poc¢o foi ressuspendido com tampdo MACS gelado e
transferido para um tubo de citometria em volume final de 300 pL mantidos protegidos da luz
a 4°C até a aquisicao.

Tabela 1. Painéis para citometria de fluxo.

LASERS | FILTROS |  PAINEL 1 PAINEL 2 PAINEL 3
530/30 CFSE CFSE CD4 FITC
sea | 585142 CD25 PE i CD25 PE
670LP | CD8 PerCP-Cy5.5 | CD8 PerCP-Cy5.5 | CDB8 PerCP-Cy5.5
780/60 | CDI127 PE-Cy7 | CD127 PE-Cy7 IL-10 PE-Cy7
a0 | 45050 | FOXP3BV421 | CDIs4BVA2L FOXP3 BV421
510/50 CD4 BV510 CD4 BV510 IFN-y BV510
660/20 LAP APC CD28 APC TNF-o APC
633NM e 0160 ZombieNIR ZombieNIR ZombieNIR




Tabela 2. Anticorpos comerciais.
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~ N©
ALVO COR DILUICAO CLONE FABRICANTE CATALOGO
CD3 PerCP 1:10 SK7 ou Leu-4 BD 347344
CD4 BV510 1:100 SK3 Biolegend 344634
CD4 FITC 1:40 RPA-T4 Biolegend 300506
CD8 | PerCP/Cy5.5 1:50 SK1 Biolegend 344710
CD14 FITC 1:100 M5E2 Biolegend 301804
CD14 PE 1:100 M5E2 Biolegend 301806
CD19 FITC 1:10 RPA-2.10 BD 555326
CD19 APC/Cy7 1:100 HIB19 Biolegend 302218
CD127 PE/Cy7 1:100 A019D5 Biolegend 351320
CD25 PE 1:50 M-A251 Biolegend 356104
CD28 APC 1:50 CD28.2 Biolegend 302912
CD154 BVv421 1:50 24-31 Biolegend 310824
LAP APC 1:50 TW4-2F8 Biolegend 349608
IL-10 PE-Cy7 1:20 JES3-9D7 Biolegend 501420
IFN-y BV510 1:20 4S.B3 Biolegend 502544
TNF-a APC 1:20 Mab11 Biolegend 502912
FOXP3 BVv421 1:40 206D Biolegend 320124

Figura 6. Fluxogramas das estratégias de gates para analise dos resultados de citometria de

fluxo.
a

‘ FSC (H) x FSC (A) - Singlets (eventos Unicos) |

‘ ZombieNIR negativas = Células Vivas ‘

‘ SSC (A) x FSC (A) = linfocitos H Histograma (CFSE) = células que apresentaram queda no MFI do CFSE |

| CD2sbiek x FOXP3- HCDIZ?'H CD4*

| CD2stes x CD154- |

CDs- Hcmn H CD25bieh x FOXP3*

CD2ghigh
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b

‘ FSC (H) x FSC (A) = Singlets (eventos tinicos) ‘

| TNF-o x IFN-y |

‘ ZombieNIR negativas = Células Vivas ‘ "
D4 IL-10* x FOXP3~ |

| SSC(A)x FSC (A)
*CD8+ TNF-o x IFN-y |

IL-10"x FOXP3~*

Granulocitos

| TNF-a x IFN-y |

a = ensaio de proliferacdo celular e subpopulacdes; b = ensaio com brefeldina-A. FSC, forward
scatter; SSC, side scatter; (H) valor linear referente a altura da curva de emissdo daquele
parametro; (A) valor linear referente a area da curva de emissdo daquele parametro.

3.4.8 Avaliacdo de citocinas secretadas

As citocinas presentes nos sobrenadantes dos cultivos foram dosadas por CBA
(cytometric bead array) pelo kit LEGENDplex™ Human Essential Immune Response Panel
(Biolegend, 740930). O kit é capaz de dosar as seguintes citocinas: IL-4 (interleucina 4), IL-2,
IL-1B, TNF-a, IL-17A, IL-6, IL-10, IFN-y, IL-12p70, TGF-B livre em software proprio
fornecido junto ao Kkit.

3.5  ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 6.
Os ensaios de proliferacéo celular, CBA e marcacao intracelular de citocinas foram analisados
utilizado o teste two-way ANOVA com o teste de multipla comparacdo de Tukey entre as
médias das duplicatas dentro de cada tempo de coleta e doador. Resultados com p < 0,05

(intervalo de confianca de 95%) foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41  GERACAO DAS POPULACOES ESTAVEIS MISTAS DE ANTI-CD3

Os genes das cadeias leve e pesada do anticorpo anti-CD3 humanizado foram clonados
no vetor pCHO 1.0 e transfectados em células CHO-S para a geracdo de populagdes estaveis
mistas. A selecdo dos transfectados utilizando diferentes concentracfes de Pu (10 a 50 pg/mL)
e MTX (100 a 1000 nM) em 2 fases resultou na geracédo de quatro populagdes estaveis mistas
denominadas 1A, 1B, 2A e 2B (Figura 7).

Figura 7. Geracdo das populaces estaveis mistas produtoras de anti-CD3 humanizado.
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As selecbes foram realizadas com concentragdes variadas de puromicina (Pu) em pg/mL e
metotrexato (MTX) em nM. O inicio da fase 2 e o término dos cultivos estdo indicados no
grafico. A viabilidade e a densidade celular definiram o fim de cada fase.
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Para a analise comparativa das 4 populages mistas estaveis, 0,3x10° células de cada
populagéo foram ressuspendidas em 30mL e cultivadas em batelada por 5 dias (Tabela 3). As
duas populaces estaveis mistas de maior produtividade especifica, 1B e 2B, foram escolhidas

para indculo em meio semissolido para a geracdo da linhagem monoclonal.

Tabela 3. Cultivo em batelada das populacdes mistas estaveis.

Pool Concentracdo | Viabilidade | Concentracéo PCD Total de
estavel celular (x10° (%) de anticorpo | (pg/célula/dia) | anticorpo
células/mL) (ng/mL) purificado
(9)
1A 18,78 99,0 301,7 3,21 4,01
1B 16,83 98,8 315 3,74 4,37
2A 18,89 99,2 3125 3,31 4,67
2B 17,21 99,0 363,7 4,23 54

Concentracéo celular e de anticorpos ao final dos 5 dias.

42  CLONAGEM DAS POPULACOES ESTAVEIS PRODUTORAS DE ANTI-CD3

Ap6s o descongelamento e manutencdo, o pool 1B apresentou 1,54x10° células/mL e
96,2% de viabilidade, e o0 pool 2B apresentou 0,8x10° células/mL e 91,9% de viabilidade.
Foram plaqueados 2 mL de suspenséo celular a 200 células/mL de cada pool em cada po¢o em
placas de 6 pocos.

Durante a etapa de picking, no sistema robdtico ClonePix-FL, foram selecionados 134
clones do pool 1B e 146 clones do pool 2B, totalizando 280 clones transferidos individualmente
para placas de 96 pocos (um clone por po¢o) em meio de cultura liquido. A Figura 8 traz
exemplos de coldnias descartadas ou selecionadas para a transferéncia. Além do formato e
isolamento da colbnia, o software do equipamento também considera a intensidade do halo de
fluorescéncia da coldnia na selecdo devido a adi¢cdo no meio semissolido do CloneDetect (anti-
IgG humana-FITC) no meio de cultura (dados ndo mostrados).

Durante a expansdo de cada clone, aliquotas de cada poco foram retiradas para a
contagem celular e ELISA do sobrenadante do cultivo para a dosagem do anticorpo produzido.
Esses parametros foram utilizados para selecionar os clones mais produtivos para seguir no
processo de clonagem até a etapa final de cultivo em agitacéo e avaliacdo do PCD. Os valores
de corte e 0 nimero de clones transferidos em cada etapa estao representados na Tabela 4.
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Figura 8. Fotomicrografia de fluorescéncia das col6nias formadas em meio semissolido.

Campo claro Campo escuro

A

(A) exemplo de coldnia selecionada apresentando isolamento, uniformidade e fluorescéncia;
(B) exemplo de col6nia descartada por apresentar formato irregular indicativo de mistura de
clones; (C) exemplo de coldnias descartadas por apresentar grande proximidade e risco de
mistura de clones.

Tabela 4. Valores de corte adotados nas diferentes etapas da clonagem dos produtores de anti-
CD3 humanizado.

N° de Concentracao
: ' células 1Tragac | Ne de clones
Origem Destino 6 de anticorpo .
(10 (Lg/mL) transferidos
cels/mL) Hg
Meio Placa de 96
L - - 280
semissolido pocos
Placa de 96 Placa de 24 i i 280
pocos pocos
Placa de 24 Placa de 6 0.25 15 168
pocos pocos
Placade | . rafas T-25 | 0,35 10 93
pocos
Garrafas T-25 Erlenmeyer 2 25 57

Para a etapa de cultivo em agitacdo foram selecionados 57 clones. Uma batelada de 4
dias foi realizada para o célculo do PCD e ranqueamento dos clones. A partir dos resultados do
PCD de 4 dias, 49 clones foram selecionados para uma batelada de 5 dias, cujos sobrenadantes

foram purificados para a realizago dos ensaios de ligacdo ao antigeno recombinante CD3ye.
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43  CONSTRUCAO E EXPRESSAO DO ANTIGENO RECOMBINANTE

A PCR | (assembling) da sintese do CD3ye apresentou a regido de sombra na posi¢ao
esperada — proximo aos 700 pares de base — conforme a foto do gel de agarose 1% na Figura
9. Nessa etapa ndo ha visualizacdo de uma banda Unica devido a formacdo (montagem) de
varios fragmentos de diferentes tamanhos dentro de uma faixa de pares de base delimitada pelo
tamanho do fragmento para o qual os oligos foram desenhados, 644 bp.

Para confirmar se na regido de sombra ha alguma sequéncia completa do gene montada
na fase de assembling (PCR 1) e gerar uma maior quantidade de material uma segunda reacéo
€ necessaria, agora utilizando os primers Amp for GE e Amp rev para amplificar a sequéncia
completa na PCR Il (Amplification). Uma banda com forte intensidade de coloracdo foi
visualizada na regido proxima aos 700 pares de base (Figura 9) indicando que a etapa de
montagem da PCR | foi realizada com sucesso. A purificagdo com gel de agarose 1% foi
realizada e 6 pg de DNA foram recuperados.

Figura 9. Géis de agarose 1% da sintese do gene CD3ye.
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Como o gene sintetizado apresentava os sitios de restricdo BamHI (5°) e Notl (3°) foi
necessario realizar uma troca do sitio de restricao da extremidade 3’ para Nocl a fim de permitir
sua inser¢é@o no vetor pAE (Figura 10). Ao final da PCR e da purificacdo a massa obtida foi de
6,6 1g. Apos a digestdo do vetor e do inserto a reacdo de ligacéo foi realizada e o produto foi

plagueado a fim de selecionar coldnias isoladas para o teste por PCR.
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Figura 10. Esquema do vetor pAE com a sequéncia CD3ye inserida totalizando 3413 pares de
base.
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bp = base pair (pares de base); RBS = do inglés, sitio de ligacdo dos ribossomos; ATG = cdon
de inicio; 6xHIS = cauda n-terminal com seis histidinas.

A placa de controle SL apresentou 3 unidades formadoras de colonia (UFC), a placa L
com 100 pL de transformado (L100) apresentou 11 UFC e a placa L com 200 pL de transformado
(L200) apresentou 26 UFC. Foram selecionadas aleatoriamente sete col6nias da placa Ligo € 13
coldnias da placa L2oo para a PCR. As coldnias serdo tratadas adiante como clones e receberéo
o prefixo “Q” antes de seus nimeros. Foram identificados 15 clones positivos para a presenca
do vetor: 1, 2, 3,4,5,6,7,9, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 20. Todos os clones foram preparados e
enviados para o sequenciamento de DNA.

Os clones Q1, Q2, Q3, Q4, Q5, Q6, Q7, Q13, Q14, Q15, Q16, Q18 e Q20 apresentaram
a sequéncia correta do gene inserido no vetor. O clone Q17 apresentou uma substituicdo de
base, mas sem alterar o aminoécido no frame de interesse. O clone Q9 apresentou mutagéo e
foi descartado do estudo. O Q1 foi selecionado para a transformacdo por choque térmico da
cepa de E. coli BL21 pLysS e inicio da expressdo da proteina recombinante em corpo de
inclusdo com posterior refolding in vitro.

O cultivo apresentou DOsgqo igual a 0,67 apds aproximadamente 2:20 horas de cultivo
sendo, entdo, induzido com 1 mM de IPTG. Ao final da expresséo, por 20 horas, a DOeoo era
de 1,37 e o cultivo de 400 mL foi dividido em dois tubos com 200 mL de cultivo celular e apds

o0 tratamento os tubos foram congelados a -20°C com os sedimentos lavados.
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Apos a lise por sonicacdo as porgdes sollveis (sobrenadante da lise) e insollveis
(sedimento contendo os corpos de inclusdo) foram analisados por SDS-PAGE 12% corado com
azul de Coomassie a fim de confirmar a expressdo (Figura 11). Uma banda intensa foi
visualizada proximo ao marcador de 30 kDa na porcéo insoltvel do clone Q1 induzido por 20
h indicando a expressao da proteina em corpo de inclusdo. O perfil da corrida e o valor da massa
molecular visualizada no SDS-PAGE foram semelhantes aos publicados por Kim e

colaboradores, 2000, cuja sequéncia foi utilizada neste projeto (KIM et al., 2000a, 2000b).

Figura 11. SDS-PAGE 12% da expressdo do antigeno recombinante.
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Todas as amostras estdo reduzidas, com excec¢ao do marcador de peso molecular. 1 = Marcador
de baixo peso molecular; 2 e 5 =BL21 pLysS néo transformada; 3 e 6 = clone Q1 nédo induzido;
4 e 7 = clone Q1 induzido por 20 h.

Um estudo da sequéncia da proteina foi realizado em uma plataforma online (ProtParam
ExPaSy — Bioinformatics Resource Portal) a fim de obter alguns dados tedricos relativos a
proteina, como por exemplo a sua massa molecular teorica, de 24,1 kDa de uma sequéncia de
214 aminoéacidos. O ponto isoelétrico (PI) teorico foi de 5,99. O coeficiente de extingdo molar
a 280 nm em agua é de 34630 M cm™* (absorbancia para 1 mg/mL = 1,436) em condi¢Ges néo
redutoras e de 34380 M cm™* (absorbancia para 1 mg/mL = 1,426) em condicdes redutoras. O
indice alifatico da proteina € 57,90 e 0 seu GRAVY (Grand Average of Hydropathicity) é de -

1,009 indicando que a proteina é hidrofilica.
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Ap0s os processos de refolding, purificacdo e diafiltracdo dos 200 mL de cultivo foram
obtidos 2 mL de antigeno recombinante com 1,61 mg/mL correspondente a fracdo 1 da

purificacdo (Figura 12). Esse produto foi utilizado nos ensaios de SPR.

Figura 12. Cromatograma da purificagdo do CD3ye em coluna com ions de niquel
imobilizados.

— Eluicido

Lavagem

Fragio 1
A Fracdo 1 corresponde ao eluato utilizado nos ensaios pos-purificagéo.

Os ensaios de WB foram realizados com um anti-CD3 murino produzido no Instituto
Butantan pelo cultivo de hibridoma, que reconhece a porgéo épsilon do heterodimero em um
ensaio indireto, e com um anti-CD3 murino comercial conjugado com peroxidase que também
reconhece a cadeia épsilon do CD3ye em um ensaio direto (Figura 13). O WB foi positivo nos
dois ensaios realizados. Em ambos os casos foi visualizada uma banda préxima aos 66 kDa
podendo ser um agregado formado durante o processo de refolding in vitro. O padrdo das
bandas correspondentes ao antigeno, préximas aos 30 kDa no SDS-PAGE, é semelhante ao
obtido na literatura (KIM et al., 2000b, 2000a).

Portanto, a expressdo do heterodimero recombinante CD3ye em E. coli foi satisfatoria

e o0 processo de refolding in vitro mostrou-se funcional.
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Figura 13. SDS-PAGE 12% e western blot do CD3ye humano recombinante com anticorpos
monoclonais anti-CD3 murinos.
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Amostras ndo reduzidas. 1 = Marcador de baixo peso molecular; 2 = CD3ye recombinante
produzido; (A) WB indireto com anti-CD3 Butantan; (B) WB direto com anti-CD3 comercial.

44  RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE

Para a realizacdo do ensaio de ligacdo por SPR o sensor CM5 foi imobilizado com o
antigeno CD3ye (1679,5 RU) e um antigeno CD3ye comercial (1857,9 RU) em outro canal para
validar o antigeno recombinante produzido. Além dos clones humanizados produtores do
anticorpo anti-CD3, foi aplicado como controle positivo da ligagdo o anti-CD3 murino
produzido no laboratério. A Figura 14 apresenta a ligacdo dos anticorpos aos antigenos
imobilizados no sensor. A ligacdo dos anticorpos humanizados foi aproximadamente 7,2x
menor quando comparada com o0 anticorpo murino contra antigeno produzido, que apresentou
indice de ligacdo 2x maior do que o antigeno comercial. A diferenca se deve, provavelmente,
as massas distintas das duas preparacées, 50 kDa para o antigeno comercial (expresso em fusao

a uma cadeia Fc de anticorpo) e 24,1 kDa para o obtido no laboratério.
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Figura 14. Ensaio de ligacdo anti-CD3 x antigenos recombinantes.
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Ensaio realizado por SPR com antigenos imobilizados CD3ye Instituto Butantan e antigeno
CD3ye comercial, proporcdo equimolar. Todos os anticorpos foram aplicados na mesma
concentracdo (20 pg/mL). RU, unidades de ressonancia.

Para definir as condi¢cdes a serem usadas no ensaio de cinética foram avaliados apenas

as amostras do anti-CD3 murino e o clone 118. Nas condigdes testadas, foi possivel & obtengao
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dos dados cinéticos e afinidade no estado estacionario apenas para o anti-CD3 murino. Das
medidas da constante de associagdo Ka = 8,05x10* M 1s! e constante de dissociacio Kd =
8,58x10* M s, foi calculada a constante de afinidade cinética Kp (relacdo entre as
velocidades de associagéo e dissociagdo) = 1,06x10°8 M. A afinidade no estado estacionario
(afinidade onde as velocidades de associa¢do e dissociacdo estdo em equilibrio) foi igual a 1,68
x1078 M. Os dados cinéticos do clone humanizado 118 ndo foram calculados em virtude do
baixo sinal de interagdo (RU) obtido, o que esta relacionado com a reducdo da afinidade entre
0 anticorpo humanizado e o antigeno obtido no ensaio de SPR. Um estudo anterior analisando
duas construcoes de anti-CD3 humanizado, FcFv e 1IgG completa, de anti-CD3 em comparagéo
com a molécula murina também demonstrou reducéo da afinidade dos anticorpos humanizados
em ensaio de competicdo por citometria de fluxo (SERPIERI et al., 2010).

A humanizacdo de anticorpos baseada no transplante de CDRs resulta frequentemente
na diminuicdo da afinidade. H& tecnologia disponivel para aumentar a afinidade, por exemplo,
back mutation ou phage display. Contudo, dependendo do antigeno e da aplicacdo terapéutica
pretendida, a reducdo da afinidade da sequéncia humanizada ndo é necessariamente negativa,
podendo contribuir para evitar efeitos adversos aos desejados. A biodistribuicdo de anticorpos
biespecificos € diretamente afetada pela afinidade ao CD3. Uma baixa constante de dissociacao,
Kd = 50 a 200 nmol/L, do Fab ligante ao CD3 é preferivel por proporcionar uma melhor
distribuicdo no tumor (LABRIJN et al., 2019).

45  ENSAIOS DE LIGACAO ANTI-CD3 EM CELULAS

Para avaliar a ligacdo entre os anti-CD3 e células vivas foram utilizados PBMC de
doadores saudaveis e um painel de anticorpos (anti-CD14, anti-CD8, anti-CD4 e anti-CD19)
para definir as células T nas analises de citometria de fluxo. Além do anti-CD3 murino, 0s
clones 118, 166, 189, 230, 134, 145, 156 e 209 foram selecionados para esse ensaio devido ao
seu desempenho de produtividade de anticorpo e no ensaio de ligagéo por SPR.

O ensaio foi realizado em duplicata e apresentou uma ligagdo reduzida dos clones
humanizados em relagcdo a molécula murina (Figura 15) em concordancia com o observado no
ensaio de SPR (Figura 14), exceto para o clone 209, que apresentou a mais baixa ligacdo no
SPR, mas neste ensaio com células apresentou um perfil de ligagdo muito préximo dos demais
clones. Os controles dos anticorpos secundarios anti-murino e anti-humano nao apresentaram

ligacdo inespecifica relevante (Figura 15). Essa reducdo de afinidade da construgdo
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humanizada também foi descrita por outro grupo que trabalhou com humanizados a partir do
OKT3 (SILVA et al., 2009).

Apesar do nimero de células positivas (frequéncia parental) ser muito proximo tanto
para 0 mAb murino quanto para o humanizado, a mediana da fluorescéncia em FITC da ligacao
anti-CD3 murino X PBMC foi mais de 10 vezes maior (Figura 15). Isso pode estar relacionado
com a maior afinidade ao CD3 da molécula murina em comparacdo com a sequéncia
humanizada. Contudo, por ser um ensaio indireto, é possivel que o anticorpo secundario anti-
murino apresente uma melhor marcacdo do que o secundario anti-humano. Um anticorpo
humanizado com a mesma sequéncia de regido Fc do anticorpo murino é necessario para testar
essa hipotese, ou uma conjugacdo do anti-CD3 humanizado com algum fluorocromo para

diminuir possiveis diferencas entre os controles espécie-especificos.

Figura 15. Ensaio de ligagéo de anti-CD3 com PBMC humano.

/ /
7 Amostra Count (Median : FITC-A|CD3+ :: Freq. of Parent
[ |s6 Células 21787 135 0,21
I:l Ctrl anti-mouse | 21414 146 1,73
/,/ ‘ [ |ctri anti-human | 21428 175 128
’ / 7 [ |Murino 20824 16042 817
] 1|18 21372 125 87,9
i N \ /; / 1166 20695 1138 87,4
// 7 1 {189 20982 1020 838
) / {230 20331 1093 86,1
{134 21411 833 77,7
.; / / (1145 20709 974 83,2
/ / / / [ {156 20783 980 83,0
y {1 y y y [ 200 20352 1008 83,8

-10 0 10 10 |05

Liaacdo ao CD3 (fluorescéncia em FITC)

Histograma das células CD3+ por reacdo indireta de anti-CD3 murino ou humanizado com
anticorpo secundario conjugado com FITC. Os controles anti-mouse e anti-humano nao
apresentaram marcacdo positiva como esperado. 118, 166, 189, 230, 134, 145, 156 e 209
referem-se aos clones de anti-CD3 humanizado. PBMC do doador 3 (D3).

46  EFEITO DO ANTI-CD3 NA PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

Foi utilizado a marcacdo com CFSE para investigar a proliferacdo de linfocitos humanos
totais a partir do tratamento com o anti-CD3, murino ou humanizado, por 8 dias (Figura 16A).

Células de 3 doadores saudaveis foram utilizadas em duplicatas em experimentos separados.
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As células do doador 5 quando tratadas com anti-CD3 murino, em ambas as
concentragdes, apresentaram uma maior taxa de proliferagdo quando comparado com o grupo
ndo tratado e o grupo tratado com ambas as concentracdes do anticorpo humanizado (Figura
16B). Nao houve diferenca significativa entre o grupo ndo tratado e o tratado com ambas as
concentragdes do anticorpo humanizado.

No caso do doador 6, o tratamento com o mAb murino nas duas concentragdes
apresentou maior proliferacdo que o grupo nao tratado (Figura 16B). Contudo, a proliferacdo
celular com o tratamento humanizado somente foi diferente na menor das concentracdes, na
qual o crescimento celular foi inferior aos tratamentos com a molécula murina (Figura 16B).
O tratamento com o clone humanizado apresentou maior proliferacdo celular em relagcéo ao
grupo nao tratado somente com sua maior concentragdo. Esse tratamento também ndo
apresentou diferenca na proliferacdo celular em relacdo as duas concentracdes de anticorpo
murino (Figura 16B).

O doador 2 ndo apresentou diferencas significativas em seu crescimento celular em
nenhum dos grupos de estudo (Figura 16B). Isso pode estar relacionado com caracteristicas
particulares do doador. Uma hipdtese é que a amostra se constitui de células mais ativadas ou
responsivas a metodologia de cultura, tendo em vista a proliferacdo de mais de 70% no grupo
ndo tratado (Figura 16B).

Em um estudo com populagdo estavel mista (ndo clonada) de um anti-CD3 humanizado
preparado por Silva e colaboradores (2009) no formato FcFv foi detectada uma menor taxa de
proliferacdo. Nesse trabalho foram testados dois mutantes humanizados, resultando em 8% e
13% de proliferacdo, enquanto o anticorpo murino apresentou 62% (SILVA et al., 2009). O
grupo nao suplementou o cultivo de 5 dias com IL-2, 0 que pode estar diretamente relacionado
com os resultados aqui apresentados, pois a IL-2, em baixas concentracdes, estimula o
crescimento de células T in vitro (FONTENOT et al., 2005). A IL-2 foi utilizada a 20 U/mL a
fim de sustentar uma eventual indugfo de Treg cléssica (CD4*CD25""FOXP3Y), pois essa
subpopulacéo reguladora € muito dependente de IL-2 exdgena para sua sobrevivéncia e fungéo,
principalmente in vitro (BILATE; LAFAILLE, 2012).
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Figura 16. Analise da proliferacdo de linfécitos totais tratados com diferentes anticorpos anti-
CD3.
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(A) Exemplo de histogramas da marcagdo com CFSE e tratamento com anti-CD3 murino e
clone humanizado 118 nas concentracdes de 1pg/mL e 5 pg/mL mostrando a diferenca na
inducgéo de proliferacéo. (B) Grafico das frequéncias relativas ao gate de linfocitos de eventos
CFSE- (células em proliferacdo) de células de trés doadores saudaveis em duplicata. Doadores
5 e 6 apresentaram uma maior proliferacdo de celulas com o estimulo murino nas duas
concentragdes. D2, doador 2; D5, doador 5; D6 doador 6. Dados analisados com two-way
ANOVA com teste de multipla comparacdo de Tukey. *p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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Também foram realizados testes com 0os mAbs anti-CD3 murino, clones 118 e 166 e um
controle ndo tratado sem adicéo de IL-2 recombinante. A proliferagdo observada foi menor que
1% nos grupos ndo tratado, 118 e 166 (ambas as concentragdes). Entretanto, as células tratadas
com anti-CD3 murino (1 e 5 pg/mL) cresceram em média 72,5 % (dados ndo mostrados). Esse
fato chamou atencdo para a influéncia que a adigéo da IL-2 pode ter na inducdo do crescimento
e ndo somente na manutencdo de células Treg. Talvez uma menor concentracdo de IL-2
recombinante (10 U/mL) a partir do quinto dia de tratamento tenha uma menor influéncia na

taxa de proliferacdo, mas mantenha populagdes de Tregs (ABRAHAM et al., 2008).

47  AVALIACAO DAS SUBPOPULACOES INDUZIDAS PELO ANTI-CD3

A populacdo proliferada (CFSE negativa) dos linfécitos totais foi avaliada quanto a
expressdo de CD4 e CD8 e alguns marcadores de subpopulacdes de Treg e células T ativadas.
A principal diferenca entre os tratamentos foi a reducdo da populacdo de células CD4" e o
aumento dos linfécitos T CD8" naqueles grupos tratados com ambas as concentragdes de anti-
CD3 murino nos trés doadores (Figura 17). Particularmente, o doador 2 apresentou uma alta
proliferacdo CD4" no grupo ndo tratado, assim como a alta proliferacéo celular total apresentada
na Figura 16B. Esses dados reforcam a hipotese do perfil mais ativado das células desse
doador.

Para avaliar se essas alterac@es nas subpopulacées CD4 e CD8 foram direcionadas para
perfis regulatério ou pro-inflamatério foram utilizados os marcadores CD25 (cadeia o do
receptor de 1L-2), CD127 (cadeia o do receptor de I1L-7), CD28 (molécula co-estimulatéria na
ativacdo de células T), CD154 (CD40 ligante) e o fator de transcricdo FOXP3.
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Figura 17. Gréficos das frequéncias relativas as subpopulagdes CD4* e CD8" proliferados
(CFSE).
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Grupos tratados com anti-CD3 murino apresentaram uma menor taxa de linfécitos T CD4" e
um aumento significativo de T CD8" em relagdo ao grupo néo tratado e ao grupo tratado com
anti-CD3 humanizado (clone 118). Foram utilizados dados de 3 doadores (D2, D5 e D6) em
duplicata. * valor de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. D2, doador 2;
D5, doador 5; D6, doador 6. Dados analisados com two-way ANOVA com teste de multipla
comparacédo de Tukey.

Estudos associam o tratamento com anti-CD3 humanizado com o aumento da
subpopulaco de linfocitos Treg CD4*CD25""FOXP3* (KUHN et al., 2016; PENARANDA;
TANG; BLUESTONE, 2011; SILVA et al., 2009). O receptor para IL-7 (CD127 ou IL-7Ra) é
importante nesse contexto, pois a expressao de FOXP3 ¢é antagonica a expressdo de CD127,
sendo assim, a auséncia de IL-7Ra vem sendo utilizado como marcador para populagdes de
células Treg (CHIBA et al., 2019; LIU et al., 2006). O tratamento com o clone humanizado
118 a 1 pg/mL apresentou um ligeiro aumento da expressdo de FOXP3 (CD4*CD127
CD25""FOXP3*) em compara¢do com o grupo ndo tratado. Por outro lado, nas duas
concentragdes utilizadas do anticorpo murino a expressdo de FOXP3 foi menor em relagdo ao
controle e aos clones 118 e 230 ao final dos 8 dias de cultivo (Figura 18A).

A subpopulagio ativada CD4*CD127*CD28"9"CD154*, pro-inflamatdria, foi maior nos
tratamentos com os clones humanizados em comparagdo com o anti-CD3 murino em todas as
concentragOes analisadas (Figura 18B). O aumento de CD154 (CD40L) e CD28 é importante
para subpopulagdes CD4* Th1, Th2, Th17 e Th folicular, e sua atividade efetora em relagdo a
ativacdo de células dendriticas, linfécitos B e T CD8" (KOGUCHI et al., 2012; PINELLI;
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FORD, 2015). Nesse sentido, a avaliacdo do perfil de citocinas do microambiente é relevante
para definir a direcdo da resposta imune ap6s o tratamento com anti-CD3, tolerancia ou
inflamacéo.

SubpopulacGes de linfécitos T CD8" reguladoras também sdo estimuladas apés o
tratamento com anti-CD3. Essas Treg CD8* podem expressar FOXP3, ou apenas apresentar um
perfil CD127°CD28'"“" (NOTLEY et al., 2010; TIAN et al., 2019; YU et al., 2018). A
expressdo de FOXP3 na subpopulacdo CD8* foi abaixo de 1% para todas as condicGes de
tratamento (Figura 18C). Por outro lado, o tratamento com ambas as concentracdes de
anticorpo murino, além de estimular o crescimento de linfécitos T CD8" (Figura 17), aumenta
a subpopulacéo proé-inflamatéria CD8*CD127*CD28"9" (Figura 18D).

A inducdo de subpopulacées CD4"LAP* ou CD8*LAP* ndo foi alcancada com nenhum
dos tratamentos. As frequéncias relativas foram sempre inferiores ao controle ndo tratado
(dados ndo mostrados). De fato, subpopulacfes de Treg induzidas pelo tratamento com anti-
CD3 via oral contam com o microambiente tolerante da submucosa intestinal (KUHN et al.,
2016; OGURA et al., 2017), situacdo diferente do microambiente da cultura de PBMC.
Entretanto, novos protocolos in vitro podem ser desenvolvidos para aproximar o experimento

da via de administracéo oral.
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Figura 18. Gréficos das frequéncias relativas aos linfécitos proliferados (CFSEY) e
subpopulacdes de linfocitos T.
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(A) subpopulagdo CD4*CD127'CD25"9"FOXP3*: (B) subpopulacio CD4*CD127
CD28""CD154* subpopulacdo; (C) CD8'CD127'CD25"9"FOXP3*; (D) subpopulacio
CD8*CD127-CD28"9", Para os grupos ndo tratado, murino, clone 118 e clone 230 foram
utilizadas amostras de 2 doadores, doadores 2 e 5 (D2 e D5). Nenhuma analise estatistica foi

realizada.

4.8 CITOCINAS ENVOLVIDAS NO TRATAMENTO COM ANTI-CD3

Diante dos resultados dos fendtipos das subpopulac@es induzidas pelo tratamento com
as diferentes moléculas de anti-CD3, o perfil das citocinas de cada poco em dois tempos (48 e
192 h) permite um melhor entendimento do tipo de estimulo prevalente, inflamatério ou
regulatorio.

Apos 48 h de tratamento as maiores alteragdes no perfil de citocinas ocorreram nos
tratamentos realizados com anti-CD3 murino. As concentragdes de IFN-y (p < 0,0001) (Figura
19A), TNF-o (p < 0,0001) (Figura 19B), IL-1B (p < 0,0001) (Figura 19C), I1L-6 (p < 0,0001)
(Figura 19E), I1L-12p70 (p < 0,0001) (Figura 19F) e IL-17A (p < 0,005) (Figura 19D) foram
maiores nesse primeiro tempo do que 0s grupos néo tratado e tratados com os clones 118 e 230.
A concentracdo de IFN-y apds 48 h ultrapassou a capacidade de dosagem da curva (Figura
19A) e se manteve a mais alta dentre todos os grupos também apds 192 h (p <0,0001). Contudo,
a concentracao da citocina reguladora IL-10 (p < 0,0001) ficou mais alta no tempo de 48 h nos
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tratamentos com o anti-CD3 murino, principalmente na concentragcdo de 5 pg/mL (Figura
19G). Isso pode explicar a reducdo das concentracdes dessas citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias no tempo de 192 h.

O tratamento com os clones 118 e 230 apresentou um perfil de citocinas e quimiocinas
proximo do controle ndo tratado nos dois tempos. 1sso pode estar relacionado com a baixa
ligagdo ao CD3 em comparagdo ao anticorpo murino (Figura 14). A expressdo de TGF-B1 e
IL-10 também ficou abaixo do esperado no tratamento com os mAbs humanizados em
comparagdo com o anti-CD3 murino (Figura 19G-H). O aumento de TGF-B1 e IL-10 apos o
tratamento com anti-CD3 foi demonstrado em estudos com experimentos em camundongos
utilizando anticorpo murino e humano/humanizado em camundongos transgénicos que
expressam CD3 humano (KUHN, CHANTAL & WEINER, 2016; KUHN et al., 2016; OCHI
et al., 2008; REZENDE et al., 2015, 2019) e em ensaios clinicos com humanos saudaveis e
com diabetes tipo | utilizando anti-CD3 humanizados (HEROLD et al., 2019; ILAN;
SHAILUBHAI; SANYAL, 2018; LONG et al.,, 2017). De fato, as particularidades do
microambiente das mucosas tém grande papel na inducdo de uma resposta imunorregulatéria
nesses tratamentos. Experimentos in vitro, para esses casos, devem considerar o uso de citocinas
recombinantes, como o TGF-p e IL-10, na tentativa de simular as concentracBes basais na
mucosa intestinal ou nasal.

A concentracdo de IL-4 ndo apresentou diferencgas entre 0s grupos tratados com anti-
CD3 murino ou humanizado (Figura 191). No grupo ndo tratado, ap6s 192 h, houve um
significante aumento de IL-4 (p < 0,0001). Esse evento pode ser uma resposta caracteristica do
doador das PBMCs, visto que esse grupo recebeu apenas o meio de cultura com SFB e IL-2
humana recombinante.

A dosagem de IL-2 é prejudicada pela adicdo de IL-2 recombinante (20 U/mL)
adicionada a cada 48 h. Entretanto, houve uma reducdo nas concentraces dessa citocina no
tratamento com ambas as concentracfes de anti-CD3 murino apds 48 h (p < 0,05) (Figura 19J).
Isso pode ser justificado pelo aumento da proliferacdo de linfocitos durante o tratamento com
a molécula murina (Figura 16) aumentando o consumo de IL-2. A adi¢do de SFB no meio de
cultura deste experimento pode influenciar tanto a ativagdo celular quanto a dosagem das
citocinas humanas, pois citocinas bovinas presentes no SFB podem estimular células humanas
e também serem reconhecidas, de forma inespecifica, pelos anticorpos anti citocinas humanas
contidos nos imunoensaios comerciais. Um novo ensaio sem adi¢cdo de SFB foi realizado para

a analise de citocinas intracelular.
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Figura 19. Citocinas e quimiocina secretadas pelo PBMC humano em resposta ao tratamento

com anti-CD3 em 48 he 192 h.
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picogramas/mililitros. Dados analisados com two-way ANOVA com teste de multipla
comparacédo de Tukey. p < 0,05 foi considerado significativo.

49  SUBPOPULACOES E CITOCINAS INTRACELULARES

Os anticorpos purificados dos cultivos das populacdes estaveis mistas 1A, 1B, 2A e 2B
foram misturados, de forma equimolar, para este experimento, para avaliar se resultados
inesperados eram devidos a um clone em particular. Durante o processo de clonagem, seja por
diluicdo limite ou em plataforma automatizada (ClonePix), somente uma fracdo das células é
recuperada para a geracdo de linhagens monoclonais, ocorrendo perda aleatéria de inimeros
clones em mais de uma etapa do processo. No caso da clonagem em plataforma robdtica, ha
uma diminuicdo dessas perdas por contaminacdo de poco, mistura de clones, confirmacédo de
produtividade etc. Contudo, nem todas as células responsaveis pelo produto de uma
determinada populacdo estdvel mista serdo isoladas em clones. Diante disso, nos proximos
experimentos foi explorado o anticorpo produzido pelas populacBes estaveis mistas. Uma
analise de citometria de fluxo realizada com as populacdes estaveis mistas havia indicado
resultados mais proximos da mediana da fluorescéncia em relagcdo ao anticorpo anti-CD3
murino. Como essa analise foi realizada em um citémetro rudimentar (sem SSC, side scatter),
os dados ndo estdo apresentados, porém suscitaram a sugestdo da realizacdo de ensaios
especificos com os anticorpos produzidos pelas populagdes pré-clonagem.

Foram realizados experimentos para investigar a producéo de IL-10, FOXP3, TNF-a e
IFN-y por cada subpopulacdo de células (intracelular) ap6s o tratamento com os anti-CD3
murino e humanizado por meio de cultivo, estimulo, paralizacdo do complexo de Golgi e
citometria de fluxo. A marcacdo intracelular dessas citocinas pode reforcar os resultados
obtidos na quantificacdo das citocinas no sobrenadante do cultivo. Esse experimento também
orienta a investigacdo das mudancas provocadas pelos, tratamentos murino ou humanizado, ao
permitir associar a producgéo de determinada citocina & uma subpopulagéo.

A subpopulagdo chamada de “granulocitos” foi aquela que apresentou altos valores de
SSC (side scatter) no gate SSC x FSC (forward scatter), pois ndo foram utilizados marcadores
para as células do PBMC gue normalmente compde essa regido, monocitos, NK etc. Contudo,
foram observadas diferencgas nessa subpopulacao apos a aquisicao. A frequéncia relativa dessas
células nos grupos tratados com anti-CD3 humanizado, em ambas as concentragdes, foi maior

do que aqueles tratados com 0 mAb murino nas duas concentragées. (Figura 20A) (p<0,05).
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Os grupos murinos 1 e 5 pg/mL apresentaram maior quantidade de “granulécitos”
secretando TNF-a no estimulo de 24 h e 72 h (Figura 20B) (p<0,05) do que aqueles tratados
com o anti-CD3 humanizado. Essa subpopulacdo pode estar diretamente relacionada com as
altas concentracdes dessa citocina vistas no experimento anterior (Figura 19B). Em relacédo ao
IFN-y, as células tratadas com o anticorpo murino apresentaram-se mais produtores de IFN-y
na subpopulacdo dos “granulécitos” em relacdo as tratadas com o anticorpo humanizado nos
dois tempos analisados (Figura 20C) (p<0,05).

A subpopulacéo de linfocitos T CD4+ foi menor nas duas concentragdes de tratamento
com o anti-CD3 humanizado em relagdo aos grupos néo tratados e as duas concentracdes de
anti-CD3 murino (Figura 20D) (p<0,05). Ja as células CD8+ tiveram uma maior frequéncia
nos tratamentos com ambas as concentrac@es de humanizados nas células do D6 em 72 h em
relacdo aos tratamentos murino e ndo tratado (Figura 20E) (p<0,05). Esses resultados
contradizem os obtidos no ensaio de proliferacéo celular (Figura 17), entretanto, foi utilizado
suplementacéo de IL-2 no experimento anterior, que interfere diretamente na sobrevivéncia dos
linfécitos T em cultura (ABRAHAM et al., 2008).

O tratamento com anti-CD3 murino (ambas as concentra¢fes) apresentou um maior
namero de células CD4+ e CD8+ produtoras de IFN-y, 24 e 72 h, do que o controle ndo tratado
e com o anticorpo humanizado (Figura 20F-G) (p<0,05). Esse resultado confirma o obtido na
quantificacdo de citocinas no sobrenadante dos cultivos (Figura 19A), sendo que a reducéo na
quantidade de interferon no tempo de 192h condiz com a reducdo no numero de células
produtoras no tempo de 72 h neste experimento. Essa diferenca na propor¢do do tempo pode
ser justificada também pelo uso de IL-2 durante o cultivo.

Esse perfil de inducdo de subpopulacdes produtoras de citocinas pré-inflamatdria do
tratamento com o anti-CD3 murino esta de acordo com diversos estudos em camundongos e
humanos, que mostraram um aumento significativo de citocinas na primeira administracao
intravenosa, que resultou em vérios efeitos adversos como febre, ndusea, vomito, dor de cabeca,
convulsdes, insuficiéncia cardiopulmonar e renal, sintomas associados a tempestade de
citocinas pré-inflamatorias (FERRAN et al., 1990; HIRSCH et al., 1988; KUHN, CHANTAL
& WEINER, 2016). A alta afinidade do anticorpo murino e sua por¢do Fc funcional foram
associadas ao contexto inflamatério. (HABER et al., 2021; KUHN, CHANTAL & WEINER,
2016; LABRIJN et al., 2019; PENARANDA; TANG; BLUESTONE, 2011).

Apesar de apresentar o potencial inflamatério maior em ambos os ensaios realizados, o
anti-CD3 murino também apresentou uma maior subpopulagédo produtora de FOXP3* CD4" ou

CD8* em relagdo ao anticorpo humanizado (Figura 20H-1). Esse aumento de FOXP3 no
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tratamento in vitro com anti-CD3 murino também foi obtido por Silva e colaboradores, 2009,
sendo associado a alta afinidade do OKT3. Nesse estudo, também verificou-se 0 aumento do
RNA mensageiro para FOXP3 com 0 aumento da concentragédo do anticorpo de 1 para 5 pg/mL
(SILVA et al., 2009). Isso pode justificar o aumento da concentracéo de IL-10 no sobrenadante
do cultivo com 48 h de estimulo murino (Figura 191). N&o foi obtido nenhum evento positivo
com a marcagdo para IL-10 intracelular neste experimento de marcagdo de citocinas
intracelular. A ndo suplementagdo com IL-2 humana pode estar relacionada com esse fato, uma
vez que essa citocina é também responsavel pela ativacdo de células T e manutencao de células
Treg (ABRAHAM et al., 2008).

De uma forma geral, o tratamento com o anti-CD3 murino apresentou potencial
inflamatdrio, em muitos casos, maior com o aumento da concentracdo de uso. Por outro lado,
0 anti-CD3 humanizado, advindo de clone ou populacdo estavel mista, mostrou um estimulo
mais relacionado com o perfil regulador, porém em alguns resultados, equivalente ao grupo
sem tratamento. A baixa ligacdo do humanizado esta relacionado com esses achados. Contudo,
0 comportamento da populacgdo de “granuldcitos” em relagéo ao anticorpo humanizado foi um

diferencial ndo esperado, que merece uma melhor investigacéo.
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Figura 20. Gréficos das frequéncias relativas (%) do PBMC humano ap6s o tratamento com
anti-CD3 murino ou humanizada e brefeldinA.
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pg/mL; barras em azul claro, grupos tratados com pool anti-CD3 humanizado a 1 pg/mL; barras
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em azul escuro, grupos tratados com pool anti-CD3 humanizado a 5 pg/mL. As linhas em cada
barra indicam a media da triplicada com o desvio padrdo. D5, doador 5; D6, doador 6.
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5 CONCLUSOES

o A transfeccdo estavel de células CHO-S com as cadeias leve e pesada do anti-CD3
humanizado foi alcancada com producdo estavel de quatro populagcbes estaveis mistas apds a
selecao;

o Foi possivel obter clones estaveis produtores de anti-CD3 humanizado a partir da
clonagem das populagdes estaveis mistas pela utilizacdo da plataforma robotica ClonePix para
o isolamento dos clones;

o O vetor contendo a sequéncia do ectodominio do heterodimero gama e épsilon do
complexo CD3 foi construido e o antigeno recombinante CD3ye foi expresso em bactéria com
sucesso, assim como o seu refolding in vitro e purificacdo apresentaram rendimento satisfatorio;
o O perfil de ligacdo dos clones humanizados foi obtido por SPR a partir do antigeno
recombinante produzido em comparagcdo com outro antigeno comercial resultando na baixa
ligacdo do anti-CD3 humanizado em relagdo ao murino;

o A diminuicdo na ligacdo do anticorpo humanizado também foi verificada no ensaio de
ligacdo com PBMC humano;

o O anti-CD3 humanizado induziu uma menor proliferacdo de linfécitos T CD8* em
relacdo ao murino, em ambas as concentracdes utilizadas, sendo gque no caso murino a
subpopulacéo induzida apresentou marcadores de ativagédo celular aumentados;

o O anti-CD3 humanizado apresentou maior crescimento de linfécitos CD4" no ensaio de
proliferacdo celular em relagédo ao tratamento com o anticorpo murino, sendo que a populacéo
CD4*CD127°CD25""FOXP3* também foi maior nos grupos tratados com os clones
humanizados em relagdo ao murino;

o O tratamento com anti-CD3 humanizado também apresentou decréscimo de citocinas
inflamatorias, em ambas as concentragdes de tratamento, (ex. TNF-a, IFN-y) em relacdo ao
estimulo com anti-CD3 murino. Esse decréscimo foi verificado tanto na quantificagdo de
citocinas do sobrenadante do pog¢o quanto na marcacdo intracelular;

o Para melhor definir o comportamento do anti-CD3 humanizado, outros ensaios podem
ser realizados (in vitro e in vivo). Tendo-se em vista a sua baixa afinidade, é possivel que sua
capacidade de ligacdo ndo seja suficiente para o estimulo dos linfécitos T, porém seja
importante, e desejada, para a composi¢do em uma construcdo de anticorpo biespecifico, no

qual uma das valéncias seja anti-CD3;
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o O aumento na frequéncia relativa de “granulécitos” com o0 anti-CD3 humanizado sem
aumentar a quantidade de células produtoras de TNF-a IFN-y deve ser melhor investigado, pois

pode indicar um potencial regulador distinto da via Treg.
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APENDICE A - Sequéncia do heterodimero humano CD3ye utilizada

AGGTACGCGGATCCCAGTCGATCAAAGGCAATCACCTGGTTAAGGTGTATGATTA
TCAGGAAGATGGGTCAGTTCTGCTGACTTGTGATGCAGAAGCAAAGAACATTACC
TGGTTCAAAGATGGCAAGATGATTGGTTTTCTGACCGAAGATAAGAAGAAATGG
AACCTGGGTAGCAATGCAAAGGACCCACGTGGTATGTATCAGTGTAAAGGTAGT
CAGAACAAAAGCAAACCACTGCAGGTCTATTACCGTATGGGTTCGGCGGATGAT
GCGAAAAAGGATGCGGCCAAAAAAGACGATGCGAAAAAAGATGATGCTAAAAA
AGATGGTTCCGACGGCAACGAAGAAATGGGTGGTATTACGCAGACCCCGTATAA
AGTGTCGATTAGCGGTACAACCGTTATCCTGACCTGCCCGCAGTATCCGGGATCG
GAGATTCTGTGGCAACATAACGATAAGAACATTGGCGGCGATGAAGATGATAAG
AACATCGGTAGTGATGAAGACCACCTGTCCCTGAAAGAGTTTAGCGAACTGGAA
CAGAGCGGTTACTATGTGTGTTACCCGCGCGGTTCCAAACCGGAGGACGCTAACT
TTTACCTGTATCTGCGTGCGCGCGTGTAA CCATGGCATG
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APENDICE B - Sequéncias dos oligo nucleotideos utilizados na sintese do antigeno

recombinante

ID

Oligos

F2GE

GATCCCAGTCGATCAAAGGCAATCACCTGGTTAAGGTGTATGATT
ATCAG

F3

GACTTGTGATGCAGAAGCAAAGAACATTACCTGGTTCAAAGATG
GCAAGATGATTGGTTT

F4

AATGGAACCTGGGTAGCAATGCAAAGGACCCACGTGGTATGTAT
CAGTGTAAAGGTAGTC

F5

CAGGTCTATTACCGTATGGGTTCGGCGGATGATGCGAAAAAGGAT
GCGGCCAAAAAAGAC

F6

TAAAAAAGATGGTTCCGACGGCAACGAAGAAATGGGTGGTATTA
CGCAGACCCCGTATAA

F7

CCGTTATCCTGACCTGCCCGCAGTATCCGGGATCGGAGATTCTGT
GGCAACATAACGATA

F8

GATGATAAGAACATCGGTAGTGATGAAGACCACCTGTCCCTGAA
AGAGTTTAGCGAACTG

F9

GTGTTACCCGCGCGGTTCCAAACCGGAGGACGCTAACTTTTACCT
GTATC

R7

TTGCTTCTGCATCACAAGTCAGCAGAACTGACCCATCTTCCTGAT
AATCATACACCTTAA

R6

ATTGCTACCCAGGTTCCATTTCTTCTTATCTTCGGTCAGAAAACCA
ATCATCTTGCCATC

RS

CCCATACGGTAATAGACCTGCAGTGGTTTGCTTTTGTTCTGACTAC
CTTTACACTGATAC

R4

CGTCGGAACCATCTTTTTTAGCATCATCTTTTTTCGCATCGTCTTTT
TTGGCCGCATCCT

R3

CGGGCAGGTCAGGATAACGGTTGTACCGCTAATCGACACTTTATA
CGGGGTCTGCGTAAT

R2

CTACCGATGTTCTTATCATCTTCATCGCCGCCAATGTTCTTATCGT
TATGTTGCCACAGA

R1

TGGAACCGCGCGGGTAACACACATAGTAACCGCTCTGTTCCAGTT
CGCTAAACTCTTTCA

RO

GCGGCCGCTTACACGCGCGCACGCAGATACAGGTAAAAGTTAGC
G

Amp for GE

AGGTACGCGGATCCCAGTCGATCAAAGGCAA

Amp
reverse

TTTCCTTTTGCGGCCGCTTACACGCGCGCACG

BamHI_GF

AGGTACGCGGATCCCAGTCGATCAAAGGCAATCACC

Ncol_ER

CATGCCATGGTTACACGCGCGCACGCAGATA

ID

Oligos




APENDICE C - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Universidade de S3o Paulo
Instituto de Ciéncias Biomédicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Adultos)

ESTUDO: Avaliacdo do perfil imunorregulatério induzido por anticorpo anti-CD3 humanizado.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém
todas as informacdes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboraglo neste estudo serd de
muita importdncia para nos, mas se desistir @ qualquer momento, isso ndo causard nenhum prejuizo a vocé.

DADOS DO PARTICIPANTE

Nome:

Documento de ldentidade: Sexo: M[ ] F[ ]
Data de Nascimento: / /

Endereco: Ne Compl.:__
Bairro: CEP:

Cidade: Estado:
Telefones para contato: { ) /

E-mail {opcional):

I.  Objetivos do estudo - O estudo se destina a avaliar o comportamento das celulas do
sangue das pessocas quando expostas ao anticorpo anti-CD3.

.  Quem é convidado a participar do estudo - Estdo sendo convidados a participar do
estudo pessoas doadoras voluntarias de plaguetas, jd que nessa doacgdo ha sobra das

células mononucleares, gue sdo as células importantes para nosso estudo.

. Como serj feito o estudo — Para participar deste estudo vocé tera gue vir até a
Fundagdo ProSangue no dia da sua doacgdo de plaguetas. As células que scbram da
doagdo de plaguetas serdo utilizadas apds a sua concordancia em participar e sua
participagdo comegara somente apcés a assinatura deste documento. Essas células que
vamos utilizar sobram no equipo da doagdo de plaguetas, ndo é uma doacdo a mais.
Se ndo utilizarmos, serdo descartadas.

IV.  Beneficios para o participante - A participacdo neste projeto ndc tem objetive de

tratamento e ndo havera nenhum custo para vocé,

V.  Assisténcia e indeniza¢do ao participante — Para participar da pesguisa vocé ndo
recebera nenhum valor, somente serdo ressarcidas as despesas gue vocé vier a ter
com condugdo ou alimentagdo, se for o caso. A participacdo neste projeto ocorrera
apos a doagdo de plaguetas, ndo tendo nenhuma interferéncia no processo de doagdo

de plaguetas.

Rubrica Pesquisador Rubrica Participante da Pesquisa
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V.

VL

VI,

Xl.

Rubrica Pesquisador Rubrica Participante da Pesquisa

Desconfortos e riscos esperados — Durante a doagdo de plaguetas, as células do
sangue que ndo sdo plaguetas e sobram dessa doagdo sdo recolhidas numa camara de
plastico do tamanho de um pidc e sdo geralmente descartadas. Nosso estudo
pretende utilizar essas células. A doacgdo de plaguetas serd realizada na Fundagdc
ProSangue pelos profissionais devidamente treinados e experientes. O procedimento
de doagdo de plaguetas podera ocasionar dor leve e hematoma no local da pungdo.

Interrupgdo na participacdo do estudo - A participagdc nesse estudo é voluntéria. Se
vocé escolher ndo participar seus direitos serdo preservados e ndo sofrera nenhum
tipo de punigdo. Se decidir participar, vocé podera se retirar do estude a gualguer
momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou recusar gualquer procedimente, nesse
caso, por favor, comunigue a equipe do estudo.

Garantia de acesso — A gualguer momento, se vocé tiver alguma preccupagdc ou
duvidas sobre a pesguisa, poderd entrar em contato com o responsavel pelo estudo.
Podera também contatar a Secretaria da Comissdo de Etica em Pesguisa com Seres
Humanos — ICB/USP, no telefone {11) 3091-7733 ou através do e-mail cep@ich.usp.br,
de segunda-feira a sexta-feira das 8:00-11:30 e das 14:00-16:00 ou o pesguisador
responsavel pela pesguisa Prof. Dr. Ana Maria Moro, telefone {11) 26279450, ou e-
mail ana.moro@butantan.gov.br para recursos ou reclamagtes em relagdc ac
presente estudo.

Esclarecimento sobre o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da USP {https://ww2.icb.usp.br/ich/cepsh/) e o Conselho
Nacional de Etica em Pesguisa - CONEP
{http://conselho.saude.gov.br/web comissces/conep/index.html): Ambos s3o comités

gue avaliam os aspectos éticos de projetos que envolvem amoestras humanas, come
este gque vocé estd sendo convidado a participar. O CEP é o comité local e o CONEP é
nacional. Ambos possuem profissionais de varias areas para gue a avaliagdo dos
projetos seja o mais fidedigno possivel. Este projeto foi enviade ao CEP para
aprovagac antes de ser apresentado a vocé.

Direito de confidencialidade - Todas as informagSes deste estude sdo confidenciais.
Seu nome ou gualguer dado gue possa identifica-lo ndo sera publicado na divulgagdo
dos resultados. Somente pessoas gue fazem parte da eguipe da pesquisa poderdo ter
acesso aos seus registros. Esse acesso serd utilizado para realizar, acompanhar a
pesquisa e analisar os dados cbtides. As normas brasileiras que o protegem serdo
respeitadas.

Vocé tem a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no
momento em gue desejar sem necessidade de qualguer explicagdo. A desisténcia ndc
causara nenhum prejuizo a sua salde ou bem-estar fisico e ndo ird interferir no

atendimento ou tratamento médico que vocé possa estar recebendo;

Caso desejar, podera tomar conhecimento dos resultados ao final desta pesguisa.
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Armazenamento do material coletado (Biorrepositoric) - As amostras do material gue vocé
doou para este estudo serdo utilizadas para analisar a resposta das células do sangue
guando tratadas com anticorpo monoclonal anti-CD3, projeto que estamos desenvolvendo
em laboratérios do Instituto Butantan e InCor para avaliar medicamentos para evitar a
rejeicdo de transplantes. Apds o processamento das amostras podera haver sobra desse
material gue iremos armazenar para futuras pesquisas. Todo material sera identificado
apenas com um cédigo (o nome do participante ndo sera utilizado) e ndo podera ser vendido
nem utilizado para fazer produtos comerciais. O processamento das amostras sera feito por
especialistas em laboratério de modo a separar partes importantes de sua amostra para os
projetos. O armazenamento destas amostras estd incluse na participagdo do estudo. Se vocé
ndo concordar que suas amostras sejam armazenadas, por favor informe a equipe que vocé
prefere ndo participar. Se vocé concordar em participar, a qualguer momento podera mudar
de ideia em relacdo a autorizagdo do armazenamento das amostras. Caso mude de ideia,
telefone ou escreva para o responsavel pela pesquisa do estudo para informa-los. A partir de
entdo as amostras ndo serdo disponibilizadas para pesquisa e serdo destruidas. E importante
gue vocé saiba gue para utilizar essas amostras armazenadas no futuro, o pesquisador tera
gue apresentar um novo projetc de pesguisa para ser analisado e aprovado pelo Comité de
Etica deste Instituto e pelo responsavel por esta pesquisa. O material biolégico obtido para
esta pesguisa sera armazenado de acordo com as normas do Conselho Nacional de Salde
gue regulam o armazenamento de material biologico humano ou uso de material
armazenado em pesguisas, e podera ser armazenado por até 10 anos {Resolugio 441/2011).
Asseguramos que guaisquer dados genéticos sdo confidenciais e ndo serdo repassados a
terceiros como: seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos, entre outros. Ainda,
vocé podera escolher se serd informado ou ndo do resultado de exames e de todos os dados
genéticos gque resultardo deste projeto. Os dados individuais ndo serdo publicados de forma
a se identificar o participante, em nenhuma hipotese. Além disso, os dados genéticos ndo
serdo armazenados por pessoa fisica sem a participagdo de instituigdo idénea responsavel

gue garanta sua protecao.

XL O participante da pesguisa ou seu representante, quando for o caso, devera
rubricar todas as folhas deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE —

apondo sua assinatura na Gltima pagina do referido Termo.

Xlll. O pesguisador responsavel devera, da mesma forma, rubricar todas as folhas do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecide — TCLE apendo sua assinatura na Gltima
pagina do referido Termo. O TCLE serad emitido em duas copias, sendo gue uma cépia

ficara com o participante da pesguisa e a outra com o pesquisador responsavel.

XIV. Este convite estd de acordo com a Resolugdo n? 466, de 12 de dezembro de 2012,

Rubrica Pesquisador Rubrica Participante da Pesquisa
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informadof{a) a respeito das informagGes gue i ou gue
foram lidas para mim sobre o estudo “Avaliacdo do perfil imunorregulatério _induzido por

anticorpo anti-CD3 humanizado”. Eu discuti com os pesquisadores responsaveis e esta claro

para mim guais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, guais
sdo seus desconfortos, riscos e a garantia de confidencialidade dos meus dados. Entendo
gue sempre gue eu tiver dividas elas serdo esclarecidas e que minha participagdo é isenta
de despesas. Concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter adquirido,

Concerdo gue o material colhido pessa ser utilizado em ocutros projetos desde que auterizado
pelo Comité de Etica deste Instituto e pelo responsdvel por esta pesguisa. Caso minha
manifestagdo seja positiva, poderei retirar essa autorizagdo a qualguer momento sem
gualguer prejuizo para mim.

{ )Sim ou { ) Nao

Resultados da pesquisa:
{ ) Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

{ ) N&o desejo conhecer os resultados desta pesguisa.

Nome do participante:

{como escrito no documento de identidade)

Assinatura do participante: Data__ / [/

Testemunha {(para casos de participantes analfabetos, semianalfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual):

Testemunha 1:

Nome / RG / Telefone

Testemunha 2:
Nome / RG / Telefone

DECLARAGAQ DO PESQUISADCR
Declaro gue obtive de forma apropriada e voluntaria 0 Termo de Censentimento Livre e
Esclarecido deste voluntario para a participacdo neste estudo e forneci uma cépia ac
participante deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nome do profissional que obteve o consentimento:

Assinatura: Data_ [/ [/

Rubrica Pesquisador Rubrica Participante da Pesquisa
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APENDICE D - Resultados da anélise estatistica do ensaio de CBA para quantificacio

das citocinas do sobrenadante

D.1— INF-y

Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, [95% CI of diff, Significant? [Summary | Adjusted P Value
48 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/mi) -11601(-12293 to -10909 |Yes Fkkk < 0,0001
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -11601|-12293 to -10909 |Yes ik < 0,0001
N&o tratado vs. 118 (1 pg/ml) -114,4(-806,6 to 577,8 |No ns 0,9969
Nao tratado vs. 118 (5 pg/ml) -319,3[-1012t0 372,9 |[No ns 0,6989
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 72,22|-620,0 to 764,4 |No ns 0,9998
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) -260,3[-952,5t0431,9 |No ns 0,8483
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) 0]-692,2t0 692,2 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/mi) 1148610794 to 12179 |[Yes e < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 1128110589 to 11974 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 11673[10981 to 12365 |Yes ik < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/mi) 11341|10648 to 12033 |Yes Frkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/mi) 1148610794 to 12179 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 11281(10589 to 11974 |Yes ik < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/mi) 11673|10981 to 12365 |Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 11341|10648 to 12033 |Yes Fkkk < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -204,9|-897,1 to 487,3 [No ns 0,9431
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 186,6/-505,6 to 878,8 |No ns 0,9628
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -145,9|-838,1t0 546,3 [No ns 0,9889
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 391,5(-300,7 to 1084  |No ns 0,4932
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 59,01|-633,2to 751,2 |No ns > 0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -332,5|-1025 t0 359,7  [No ns 0,6616
192 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -5111|-5804 to -4419  |Yes ik < 0,0001
N&o tratado vs. Murino (5 pg/mi) -5545|-6237 t0 -4852  |Yes i < 0,0001
Nao tratado vs. 118 (1 pug/ml) 186,2|-506,0 to 878,4 [No ns 0,9632
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 238,3|-453,9t0 930,5 [No ns 0,8922
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 325,2|-367,1t0 1017 |No ns 0,6824
Nao tratado vs. 230 (5 pg/ml) 328,1|-364,1t0 1020 |No ns 0,6742
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -433,1]-1125t0 259,1  [No ns 0,3842
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/mi) 5298(4605 to 5990 Yes il < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 5350|4657 to 6042 Yes ik < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 5437|4744 to 6129 Yes e < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/mi) 5439(4747 to 6132 Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 5731|5039 to 6423 Yes ik < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/mi) 5783(5091 to 6475 Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/mi) 5870(5177 to 6562 Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 5873(5180 to 6565 Yes rkkk < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 52,1(-640,1 to 744,3 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/mi) 139(-553,2t0 831,2 |No ns 0,9914
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 141,9|-550,3t0 834,1 |No ns 0,9904
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 86,88|-605,3t0 779,1 [No ns 0,9993
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 89,8(-602,4 to 782,0 |No ns 0,9992
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 2,925(-689,3t0 695,1 |No ns > 0,9999
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Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, |Significant? |Summary | Adjusted P Value
48 h

Né&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -116,5|-143,3 to -89,80 [ Yes rkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -142,1|-168,9 to -115,4 [Yes Fkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. 118 (1 pug/ml) -7,085(-33,81 to 19,64 |No ns 0,9657
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) -12,59(-39,31 to 14,14 |No ns 0,6802
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 0,21|-26,52 to 26,94 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) -4,32(-31,05 to 22,41 |No ns 0,9973
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -25,62|-52,35t0 1,108 |No ns 0,0642
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 109,4|82,71to 136,2 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 103,9|77,21 to 130,7 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 116,7|90,01 to 143,5 |Yes Fokkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 112,2|85,48 t0 138,9 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 135,1|108,3to 161,8 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 129,6/102,8 to 156,3 |Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 142,4|115,6 to 169,1 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 137,8|111,1to 164,6 |Yes il < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -5,5(-32,23 t0 21,23 |No ns 0,9902
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 7,295|-19,43 to 34,02 |No ns 0,9606
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 2,765|-23,96 t0 29,49 |No ns 0,9998
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 12,8(-13,93 t0 39,52 |No ns 0,6648
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 8,265|-18,46 to0 34,99 |No ns 0,9311
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -4,53(-31,26 to 22,20 |No ns 0,9965
192 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) 19,18(-7,548 to 45,91 |No ns 0,2483
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 19,08(-7,653 to 45,80 |No ns 0,2532
N&o tratado vs. 118 (1 ug/ml) 12,72(-14,01 to 39,45 |No ns 0,6703
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 16,74(-9,993 to 43,46 |No ns 0,3835
Na&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 9,645|-17,08 to 36,37 [No ns 0,8702
Na&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 17,35(-9,378 to 44,08 |No ns 0,3458
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -0,105|-26,83 to 26,62 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -6,46(-33,19 to 20,27 |No ns 0,978
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -2,445|-29,17 to 24,28 |No ns 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -9,5635(-36,26 to 17,19 |No ns 0,8759
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -1,83(-28,56 to 24,90 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 ug/ml) -6,355(-33,08 to 20,37 |No ns 0,9797
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -2,34(-29,07 to 24,39 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -9,43(-36,16 to 17,30 |No ns 0,8812
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -1,725|-28,45 to 25,00 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 4,015(-22,71 to 30,74 [No ns 0,9982
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -3,075|-29,80 to 23,65 |No ns 0,9996
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 4,63]-22,10 to 31,36 |No ns 0,9961
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -7,09]-33,82 t0 19,64 |No ns 0,9656
118 (5 pg/mi) vs. 230 (5 pg/ml) 0,615|-26,11 to 27,34 |No ns > 0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 7,705[-19,02 to 34,43 |[No ns 0,9495
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D.3—IL-1p

Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, |Significant? |Summary | Adjusted P Value
48 h

Né&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -127,6(-159,4 to -95,86 | Yes rkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -171,4|-203,2 to -139,7 [ Yes Fkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. 118 (1 pug/ml) -3,07(-34,84 to 28,70 |No ns 0,9999
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 1,595(-30,17 to 33,36 |No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 2,235(-29,53 to 34,00 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 2,565(-29,20 to 34,33 [No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -43,8|-75,57 t0 -12,04 |Yes *x 0,0048
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 124,6/92,79 to 156,3 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 129,2|97,46 to 161,0 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 129,9|98,10to 161,6 |Yes Fokkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 130,2|98,43to 162,0 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 168,4|136,6 to 200,1 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 173(141,3 t0 204,8 |Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 173,7|141,9to 205,4 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 174(142,2 to 205,8 |Yes il < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 4,665(-27,10 to 36,43 [No ns 0,9984
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 5,305|-26,46 to 37,07 |No ns 0,9968
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 5,635|-26,13 to 37,40 |No ns 0,9955
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,64|-31,13 to 32,41 [No ns > 0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 0,97|-30,80 to 32,74 [No ns > 0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 0,33|-31,44 to 32,10 [No ns > 0,9999
192 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) 2,605|-29,16 to 34,37 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 1,86(-29,91 to 33,63 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 118 (1 ug/ml) -0,81(-32,58 to 30,96 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 1,09|-30,68 to 32,86 [No ns > 0,9999
Na&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 4,005|-27,76 to 35,77 [No ns 0,9993
Na&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 5,305|-26,46 to 37,07 [No ns 0,9968
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -0,745|-32,51 to 31,02 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -3,415|-35,18 to 28,35 |No ns 0,9997
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -1,515|-33,28 to 30,25 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 1,4|-30,37 to 33,17 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 2,7(-29,07 to 34,47 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 ug/ml) -2,67(-34,44 t0 29,10 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -0,77(-32,54 to 31,00 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 2,145(-29,62 to 33,91 [No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 3,445(-28,32 t0 35,21 [No ns 0,9997
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 1,9(-29,87 to 33,67 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 4,815(-26,95 to 36,58 [No ns 0,9981
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 6,115(-25,65 to 37,88 [No ns 0,9931
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 2,915|-28,85 to 34,68 |No ns 0,9999
118 (5 pg/mi) vs. 230 (5 pg/ml) 4,215|-27,55 to 35,98 |No ns 0,9991
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 1,3|-30,47 to 33,07 |No ns > 0,9999




D.4-IL-17A

92

Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, Significant? |[Summary | Adjusted P Value
48 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/mi) -54,37(-78,57 t0 -30,17 |Yes Fkkk < 0,0001
Nao tratado vs. Murino (5 pg/ml) -71,73(-95,93 to -47,53 |Yes ol < 0,0001
N&o tratado vs. 118 (1 pg/ml) -9,835(-34,04 to 14,37 |No ns 0,7996
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) -23,63(-47,83 t0 0,5721 |No ns 0,0577
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) -9,825|-34,03 to 14,38  [No ns 0,8003
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) -12,55(-36,75t0 11,65 |No ns 0,5854
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -17,36(-41,56 t0 6,842 |No ns 0,2487
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 44,54|20,3310 68,74 |Yes el 0,0003
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/mi) 30,74|6,5381t0 54,94 |Yes i 0,0094
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/mi) 44,55(20,34 t0 68,75 |Yes el 0,0003
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 41,82|17,62t0 66,02 |Yes el 0,0006
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/mi) 61,9(37,69t0 86,10 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 48,1(23,90 to 72,30 Yes il 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/mi) 61,91|37,70t0 86,11  |Yes e < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 59,18(34,9810 83,38 |Yes Fkkk < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -13,8/-38,00 to 10,41 |No ns 0,4848
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,01|-24,19t0 24,21 [No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/mi) -2,715(-26,92 t0 21,49 |No ns 0,9997
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 13,81]-10,40t0 38,01 [No ns 0,484
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 11,08|-13,12 t0 35,28 |No ns 0,7056
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -2,725|-26,93t0 21,48 [No ns 0,9996
192 h

Nao tratado vs. Murino (1 pg/ml) 24,07(-0,1321 to 48,27 |No ns 0,0517
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 20,15(-4,057 to 44,35 |No ns 0,1341
N&o tratado vs. 118 (1 pg/ml) -41,49(-65,69 to -17,28 |Yes o 0,0006
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) -28,15|-52,35 10 -3,948 |Yes * 0,0183
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) -63,8|-88,00 to -39,59 |Yes Frkk < 0,0001
Nao tratado vs. 230 (5 pg/ml) -52,83(-77,03 to -28,63 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -3,925|-28,13t0 20,28 [No ns 0,9972
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/mi) -65,56(-89,76 to -41,35 |Yes il < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -52,22|-76,42 to -28,02 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -87,87|-112,1t0 -63,66 |Yes e < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/mi) -76,9|-101,1to -52,70 |Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -61,63(-85,83 to -37,43 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/mi) -48,3(-72,50 to -24,09 |Yes kel 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/mi) -83,94(-108,1 to -59,74 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -72,98|-97,18 to -48,77 |Yes ik < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 13,34/-10,87 to 37,54 |No ns 0,5214
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -22,31(-46,51t0 1,892 |No ns 0,0799
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -11,35|-35,55t0 12,86  [No ns 0,6844
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -35,65|-59,85t0 -11,44 |Yes ** 0,0027
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -24,68|-48,88 t0 -0,4779 |Yes * 0,0443
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 10,97|-13,24t0 35,17 |No ns 0,7147




D.5—-IL-6
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Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, [95% CI of diff, |Significant? |Summary | Adjusted P Value
48 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -1378|-2068 to -688,2 |Yes rrx 0,0001
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -3085(-3774 t0 -2395 |Yes i < 0,0001
N&o tratado vs. 118 (1 pg/ml) 28,52|-661,3 to 718,3 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 23,6|-666,2 to 713,4 |No ns > 0,9999
Na&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 54,69|-635,1 to 744,5 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 29,7|-660,1 to 719,5 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -1707|-2396 to -1017 |Yes el < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 1406(716,7 to 2096 |Yes il 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 1402|711,8t0 2091 |[Yes rokk 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 1433|742,9 t0 2122 |Yes Fokkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 1408|717,9 to 2097 |Yes rrx 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 3113|2423 t0 3803 |Yes el < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 3108|2418 to 3798 |Yes rorkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 3139(2450t0 3829 |Yes ok < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 3114|24251t0 3804 |Yes i < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -4,925(-694,7 to 684,9 |[No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 26,17|-663,6 to 716,0 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 1,175|-688,6 to 691,0 [No ns > 0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 31,09(-658,7 to 720,9 |No ns > 0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 6,1]-683,7 to 695,9 |No ns > 0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -24,99(-714,8 to 664,8 |[No ns > 0,9999
192 h

Na&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -135,1|-824,9 to 554,7 |[No ns 0,9924
Na&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -178,5|-868,3 to 511,3 [No ns 0,9694
N&o tratado vs. 118 (1 pg/ml) 4,045|-685,7 to 693,8 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 5,54|-684,2 to 695,3 |No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 4,23|-685,6 to 694,0 |No ns > 0,9999
Na&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 12,5|-677,3 to 702,3 [No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -43,37|-733,2 to 646,4 [No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 139,2|-550,6 to 829,0 [No ns 0,9912
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 140,7|-549,1 to 830,4 [No ns 0,9907
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 139,4|-550,4 to 829,1 |No ns 0,9911
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 147,6|-542,2 to 837,4 [No ns 0,988
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 182,5|-507,3 to 872,3 [No ns 0,9659
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 184|-505,8 to 873,8 [No ns 0,9646
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 182,7(-507,1 to 872,5 |No ns 0,9658
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 191|-498,8 to 880,8 [No ns 0,958
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 1,495|-688,3 to 691,3 [No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,185|-689,6 to 690,0 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 8,45|-681,3 to 698,2 [No ns > 0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -1,31(-691,1 to 688,5 [No ns > 0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 6,955(-682,8 to 696,7 |No ns > 0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 8,265|-681,5 to 698,1 |No ns > 0,9999
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D.6 — IL-12p70

Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, |Significant? |Summary | Adjusted P Value
48 h

Né&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -9,575|-11,24 to -7,912 |Yes rkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -16,78|-18,44 to -15,11 |Yes Fkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. 118 (1 pug/ml) 0,02|-1,643 to 1,683 [No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) -0,09(-1,753 to 1,573 |No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 0,26|-1,403 to 1,923 [No ns 0,9978
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) -0,21(-1,873 to 1,453 |No ns 0,9993
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -7,2|-8,863 to -5,537 |Yes Fokkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 9,595(7,932t0 11,26 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 9,485(7,822 to 11,15 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 9,835(8,172t0 11,50 |Yes Fokkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 9,365(7,702 to 11,03 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 16,8(15,13t0 18,46 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 16,69|15,02 to 18,35 |Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 17,04|15,37 to 18,70 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 16,57|14,90 to 18,23 |Yes il < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -0,11-1,773 to 1,553 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,24|-1,423 t0 1,903 [No ns 0,9986
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -0,23(-1,893 to 1,433 |No ns 0,9989
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,35|-1,313t0 2,013 [No ns 0,989
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -0,12(-1,783 to 1,543 |No ns > (0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -0,47(-2,133 t0 1,193 |No ns 0,9538
192 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) 0,2|-1,463 to 1,863 [No ns 0,9995
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 0,215|-1,448 t0 1,878 [No ns 0,9992
N&o tratado vs. 118 (1 ug/ml) 0,24]-1,423 t0 1,903 |No ns 0,9986
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 0,065|-1,598 to 1,728 [No ns > 0,9999
Na&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 0,245|-1,418 to 1,908 [No ns 0,9984
Na&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 0,38]-1,283 t0 2,043 |No ns 0,9833
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) 0,015|-1,648 to 1,678 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 0,04|-1,623 t0 1,703 [No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -0,135|-1,798 to 1,528 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,045(-1,618 to 1,708 [No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 0,18|-1,483t0 1,843 [No ns 0,9997
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 ug/ml) 0,025(-1,638 to 1,688 [No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -0,15(-1,813 to 1,513 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,03|-1,633t0 1,693 [No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 0,165(-1,498 to 1,828 [No ns 0,9998
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -0,175|-1,838 to 1,488 |No ns 0,9998
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,005(-1,658 to 1,668 [No ns > (0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 0,14|-1,523 t0 1,803 [No ns > (0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,18]-1,483 t0 1,843 |No ns 0,9997
118 (5 pg/mi) vs. 230 (5 pg/ml) 0,315|-1,348 t0 1,978 |No ns 0,9937
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 0,135(-1,528 to 1,798 |[No ns > 0,9999
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Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, |Significant? |Summary | Adjusted P Value
48 h

Né&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -212|-265,8 to -158,2 |Yes rkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -252|-305,8 t0 -198,2 |Yes Fkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. 118 (1 pug/ml) -10,23|-64,03 to 43,57 |No ns 0,9935
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) -25,2(-78,99 to 28,60 |No ns 0,6852
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) -5,74|-59,54 to 48,06 |No ns 0,9997
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) -13,03|-66,83 to 40,77 |No ns 0,9777
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -40,08(-93,88 to 13,72 |No ns 0,2156
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 201,7(147,9 to 255,5 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 186,8/133,0 to 240,6 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 206,2|152,4 to 260,0 |Yes Fokkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 198,9|145,1 to 252,7 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 241,8/188,0t0 295,6 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 226,8(/173,0 t0 280,6 |Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 246,3[192,5 to 300,1 |Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 239|185,2 t0 292,8 |[Yes il < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -14,97|-68,76 to 38,83 |No ns 0,957
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 4,49]-49,31 to 58,29 |No ns > (0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -2,8(-56,60 to 51,00 |No ns > 0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 19,46|-34,34 to 73,25 [No ns 0,8692
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 12,17|-41,63 to 65,96 [No ns 0,9842
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -7,29(-61,09 to 46,51 |No ns 0,999
192 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) 64,67|10,87 to 118,5 |Yes * 0,0143
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 65,72|11,92t0 119,5 |Yes * 0,0127
N&o tratado vs. 118 (1 ug/ml) 35,41|-18,39 to 89,20 [No ns 0,3317
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 50,39|-3,411 to 104,2 [No ns 0,0732
Na&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 17,99(-35,81 to 71,78 |No ns 0,9043
Na&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 44,64|-9,156 to 98,44 [No ns 0,1361
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) 1,05|-52,75 to 54,85 [No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -29,27|-83,06 to 24,53 |No ns 0,535
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -14,29|-68,08 to 39,51 |No ns 0,9654
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -46,69(-100,5t0 7,111 |No ns 0,1096
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -20,03|-73,83 to 33,77 |No ns 0,8538
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 ug/ml) -30,32|-84,11 to 23,48 |No ns 0,4971
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -15,34|-69,13 to 38,46 |No ns 0,952
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -47,74|-101,5 to 6,061 |No ns 0,0979
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -21,08|-74,88 to 32,72 |No ns 0,8237
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 14,98(-38,82 to 68,78 |No ns 0,9568
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -17,42|-71,22 to 36,38 |No ns 0,9162
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 9,235(-44,56 to 63,03 [No ns 0,9963
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -32,4(-86,20 to 21,40 [No ns 0,4251
118 (5 pg/mi) vs. 230 (5 pg/ml) -5,745|-59,54 to 48,05 |No ns 0,9997
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 26,66(-27,14 to 80,45 [No ns 0,6315
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D.8 — TGF-B

Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, |Significant? |Summary | Adjusted P Value
48 h

Né&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) -11,17|-32,73 to 10,40 |No ns 0,5873
Né&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) -26,56|-48,13 to -4,991 |Yes * 0,012
Né&o tratado vs. 118 (1 pug/ml) -8,445|-30,01 to 13,12 |No ns 0,8242
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 1,315|-20,25 to 22,88 |No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 2,065(-19,50 to 23,63 [No ns 0,9999
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 1,07(-20,50 to 22,64 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -15,4(-36,96 t0 6,174 |No ns 0,2531
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 2,72|-18,85t0 24,29 [No ns 0,9993
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 12,48(-9,089 to 34,05 |No ns 0,4685
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 13,23|-8,339 to 34,80 |No ns 0,4054
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 12,24|-9,334 to 33,80 |No ns 0,49
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 18,12|-3,454 to 39,68 |No ns 0,1285
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 27,88(6,306 to 49,44 |Yes > 0,0082
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 28,63|7,056 to 50,19 |Yes > 0,0066
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 27,63(6,061 to 49,20 |Yes ** 0,0088
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 9,76|-11,81 to 31,33 [No ns 0,7158
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 10,51|-11,06 to 32,08 [No ns 0,6478
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 9,515|-12,05 to 31,08 |No ns 0,7373
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,75|-20,82 to 22,32 [No ns > 0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -0,245|-21,81 to 21,32 |No ns > (0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -0,995|-22,56 to 20,57 |No ns > (0,9999
192 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) 10,26(-11,31 to 31,82 |No ns 0,6712
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 11,18{-10,39 to 32,74 |No ns 0,5863
N&o tratado vs. 118 (1 ug/ml) 3,99|-17,58 to 25,56 |No ns 0,9944
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 4,835|-16,73 t0 26,40 [No ns 0,9848
Na&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 14,55(-7,024 to 36,11 |No ns 0,3072
Na&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 10,35(-11,22 to 31,91 |No ns 0,663
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) 0,92|-20,65 to 22,49 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -6,265|-27,83 to 15,30 |No ns 0,9477
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -5,42(-26,99 to 16,15 [No ns 0,9734
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 4,29]-17,28 to 25,86 |No ns 0,9918
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 0,09|-21,48t0 21,66 [No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 ug/ml) -7,185|-28,75 to 14,38 |No ns 0,9057
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -6,34(-27,91 to 15,23 |No ns 0,9449
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 3,37|-18,20 to 24,94 [No ns 0,9978
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -0,83(-22,40 to 20,74 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 0,845(-20,72 to 22,41 [No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 10,56(-11,01 to 32,12 |No ns 0,6437
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 6,355(-15,21 to 27,92 [No ns 0,9443
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 9,71]-11,86 to 31,28 |No ns 0,7202
118 (5 pg/mi) vs. 230 (5 pg/ml) 5,51(-16,06 to 27,08 [No ns 0,9712
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -4,2|-25,77 to0 17,37 |[No ns 0,9927
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Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, Significant? |[Summary | Adjusted P Value
48 h

Nao tratado vs. Murino (1 pg/ml) -7,175|-9,878 to -4,472 Yes i < 0,0001
Nao tratado vs. Murino (5 pg/ml) -10,21|-12,91 to -7,502 Yes Frkk < 0,0001
Nao tratado vs. 118 (1 pg/ml) -1,285|-3,988 to 1,418 No ns 0,6715
Nao tratado vs. 118 (5 pg/ml) -3,98(-6,683 to -1,277 Yes i 0,0027
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) -0,785|-3,488 to 1,918 No ns 0,9478
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) -1,85(-4,553 10 0,8534 [No ns 0,2928
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -3,03|-5,733 t0 -0,3266 |Yes * 0,0238
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 5,89|3,187 to 8,593 Yes rkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 3,195|0,4916 to 5,898 Yes * 0,0163
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 6,393,687 to 9,093 Yes i < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 5,325(2,622 to 8,028 Yes roex 0,0002
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) 8,92|6,217 to 11,62 Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 6,225(3,522 to 8,928 Yes i < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 9,42|6,717 to 12,12 Yes Frkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 8,355|5,652 to 11,06 Yes Fkkk < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pug/ml) -2,695(-5,398 to 0,008428 |No ns 0,051
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 0,5(-2,203 to 3,203 No ns 0,9944
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -0,565|-3,268 to 2,138 No ns 0,9894
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 3,195|0,4916 to 5,898 Yes * 0,0163
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 2,13|-0,5734 10 4,833  |No ns 0,1716
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -1,065(-3,768 to 1,638 No ns 0,8203
192 h

Nao tratado vs. Murino (1 pg/ml) 44,13|41,42 to 46,83 Yes i < 0,0001
Nao tratado vs. Murino (5 pg/ml) 44,3]41,60 to 47,00 Yes Frkk < 0,0001
Nao tratado vs. 118 (1 pg/ml) 36,08|33,37 to 38,78 Yes Fxkk < 0,0001
Nao tratado vs. 118 (5 pg/ml) 41,95|39,24 to 44,65 Yes Fxkk < 0,0001
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 32,66|29,95 to 35,36 Yes il < 0,0001
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 39,04|36,34 to 41,74 Yes rrkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) 0,175|-2,528 to 2,878 No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -8,05(-10,75 to -5,347 Yes ek < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -2,18(-4,883 to 0,5234 No ns 0,155
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -11,47|-14,17 to -8,767 Yes il < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -5,085|-7,788 to -2,382 Yes roex 0,0003
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -8,225|-10,93 to -5,522 Yes il < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -2,355|-5,058 to 0,3484 No ns 0,1075
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -11,65|-14,35 to -8,942 Yes Fxkk < 0,0001
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -5,26(-7,963 to -2,557 Yes i 0,0002
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 5,873,167 to 8,573 Yes Fkkk < 0,0001
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -3,42|-6,123 10 -0,7166 |Yes ** 0,0097
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 2,965|0,2616 to 5,668 Yes * 0,0276
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -9,29(-11,99 to -6,587 Yes ek < 0,0001
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -2,905(-5,608 to -0,2016 |Yes * 0,0317
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 6,385|3,682 to 9,088 Yes rkkk < 0,0001
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Within each row, compare columns (simple effects within rows)

Number of families 2

Number of comparisons per family 21

Alpha 0,05

Tukey's multiple comparisons test Mean Diff, |95% CI of diff, |Significant? |Summary | Adjusted P Value
48 h

Né&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) 378,6/220,5 to 536,8 |Yes rkkk < 0,0001
Né&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 319|160,8 to 477,1 |Yes i 0,0001
Né&o tratado vs. 118 (1 pug/ml) 19,81|-138,3t0 177,9 |No ns 0,9993
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 108,4|-49,75 to 266,5 |No ns 0,2913
N&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 54,23(-103,9to 212,3 [No ns 0,8939
N&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 97,78(-60,34 to 255,9 [No ns 0,3968
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -59,68(-217,8 to 98,45 |No ns 0,8463
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -358,8|-516,9 to -200,7 |Yes Fkkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -270,3|-428,4t0 -112,1 |Yes i 0,0007
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -324,4|-482,5 10 -166,3 |Yes Fokkk < 0,0001
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -280,9|-439,0to -122,7 |Yes roex 0,0005
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -299,1|-457,3t0 -141,0 [Yes i 0,0002
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -210,6|-368,7 to -52,46 |Yes > 0,0064
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -264,7|-422,9t0 -106,6 |Yes roex 0,0008
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -221,2|-379,3 to -63,05 | Yes ** 0,0042
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 88,56(-69,56 to 246,7 [No ns 0,5038
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 34,42|-123,7 t0 192,5 |No ns 0,9869
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 77,97]-80,15 to 236,1 |No ns 0,6362
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -54,14|-212,3 t0 104,0 |No ns 0,8945
118 (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -10,59|-168,7 to 147,5 |No ns > (0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 43,55|-114,6 to 201,7 |No ns 0,9589
192 h

N&o tratado vs. Murino (1 pg/ml) 21,72|-136,4t0 179,8 [No ns 0,9989
N&o tratado vs. Murino (5 pg/ml) 20,92|-137,2t0 179,0 [No ns 0,9991
N&o tratado vs. 118 (1 ug/ml) 8,95|-149,2 to 167,1 |No ns > 0,9999
N&o tratado vs. 118 (5 pg/ml) 13,23|-144,9t0 171,4 |No ns > 0,9999
Na&o tratado vs. 230 (1 pg/ml) 15,93(-142,2t0 174,0 |No ns 0,9998
Na&o tratado vs. 230 (5 pg/ml) 13,29(-144,8t0 171,4 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. Murino (5 pg/ml) -0,8|-158,9 to 157,3 [No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (1 pg/ml) -12,77|-170,9 to 145,4 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -8,485|-166,6 to 149,6 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -5,79(-163,9 to 152,3 |No ns > 0,9999
Murino (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -8,425|-166,5 to 149,7 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (1 ug/ml) -11,97|-170,1 to 146,2 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) -7,685|-165,8 to 150,4 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) -4,99(-163,1 to 153,1 |No ns > 0,9999
Murino (5 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -7,625|-165,7 to 150,5 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 118 (5 pg/ml) 4,28]-153,8 to 162,4 |No ns > 0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 6,975(-151,1 to 165,1 [No ns > (0,9999
118 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) 4,34]-153,8 to 162,5 |No ns > (0,9999
118 (5 pg/ml) vs. 230 (1 pg/ml) 2,695|-155,4 to 160,8 |No ns > 0,9999
118 (5 pg/mi) vs. 230 (5 pg/ml) 0,06(-158,1 to 158,2 [No ns > 0,9999
230 (1 pg/ml) vs. 230 (5 pg/ml) -2,635|-160,8 to 155,5 |No ns > 0,9999
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APENDICE E — Marcacéo de CD3 em células tratadas com anti-CD3

O tratamento com anti-CD3 murino em ambas as concentracdes modula a expressao de

CD3 na superficie celular, entretanto com o anti-CD3 humanizado e grupo sem tratamento isso

néo ocorre.

7 cFse- CFSE+ CFSE- CFSE+ 25K = CFSE- CFSE+
30K 045 835 761 238 028 89,7
| 800 =
20K
20K 7 15K =
= = k= L
2 1 3 2
o 8 o
R 10K -
10K =
1 200 = 500 =
{ {
o S — o] 0 Ty
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
10 10 10 10 10 10 10 101 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Comp-FITC-A - CFSE Comp-FITC-A - GFSE Comp-FITC-A - CFSE
N3o tratado Murino (1 pg/ml) 118 (1 pg/ml)
a2 »
923 T
-4 -+
3 -+
° 8 S
X o r
b < D
U i
o W o
£ & g
H £ s
S K 15
a3 Q3
2,26 . 271
R BRULRLRL A B T ey Ty
4 3 3 4 5
10 100 o 100 ™ 100 -10 0 10 10 10

Comp-PerCP-A: CD3

Comp-PerCP-A: CD3

Comp-PEA- CDA

Murino (5 pg/ml)

A
w '
Comp-PercP-A: €D

Comp-PerCP-A: CD3




100

PUBLICACOES CIENTIFICAS

Manieri TM, Magalhdes CG, Takata DY, Batalha-Carvalho J.VV, Moro AM. In silico
Techniques for Prospecting and Characterizing Monoclonal Antibodies. In: Rezaei, N. (Org.).
Monoclonal Antibodies. 1led.Londres: Intechopen Limited v., p. 1-20, 2020. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.5772/intechopen.94366

Andrade SA, Batalha-Carvalho JV, Curi R, Wen FH, Covas DT, Chudzinski-Tavassi AM and
Moro AM. Equine Anti-SARS-CoV-2 Serum (ECIG) Binds to Mutated RBDs and N Proteins
of Variants of Concern and Inhibits the Binding of RBDs to ACE-2 Receptor. Front. Immunol.
13:871874, 2022. Disponivel em: doi: 10.3389/fimmu.2022.871874

Manieri TM, Takata DY, Targino RC, Quintilio W, Batalha-Carvalho JV, Silva CML, Moro
AM. Characterization of neutralizing human anti-tetanus monoclonal antibodies produced by
stable cell lines. Pharmaceutics. 2022. Disponivel em: doi: 10.3390/pharmaceutics14101985

PARTICIPACAO EM PATENTE

Moro AM, Manieri TM, Oliveira ASA, Batalha de Carvalho JV, Chudzinski SAA, Botosso
VF. Anticorpo monoclonal humano anti-SARS-CoV-2, composi¢do farmacéutica, kit de
diagndstico e uso do mesmo. Depositante: Instituto Butantan. BR n°® 1020220127441.



