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referidos anticorpos podem ser utilizados como ferramentas para diagnostico e tratamento de infec¢des fungicas. Também sdo reveladas
composigoes farmacéuticas e kits para tratamento de infecgdes fiingicas compreendendo os referidos anticorpos. Ademais sdo revelados
ainda um método de diagnostico de infec¢des fingicas utilizando os referidos anticorpos e o seu uso na preparagio de um medicamento
para tratar infecgdes flingicas.
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ANTICORPO, SEU USO, COMPOSICAO FARMACEUTICA O
COMPREENDENDO, METODO DE DIAGNOSTICO DE INFECCOES
FUNGICAS, KIT DE DIAGNOSTICO DE INFECCOES FUNGICAS E
METODO PARA TRATAMENTO DE INFECCOES FUNGICAS

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo refere-se ao campo da medicina
diagndstica, da biotecnologia e biofarmacos. Especificamente, a presente
invengdo refere-se anticorpos monoclonais para uso terap€utico contra
infeccoes fungicas, bem como na aplicacao diagndstica de infec¢des flingicas
em qualquer individuo humano ou animal.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] Fungos sdo organismos eucaridticos e saprofitos com uma
parede celular rigida que constituem cerca de 5 milhdes de espécies no
planeta (1). Em comparacdo com plantas, que também consistem de células
eucarioticas contendo parede celular, ressalta-se a diferenca de que as células
fungicas tém paredes celulares que contém quitina, ao contrério de células de
plantas, que contém celulose.

[003] Os fungos apresentam grande diversidade morfoldgica,
incluindo dois morfotipos principais: as leveduras, formas unicelulares
arredondadas, ovais ou esféricas, e os filamentos, que se apresentam na forma
de hifa e sdo multicelulares. As leveduras consistem de células que se
reproduzem por brotamento unico ou miultiplo. Os fungos filamentosos
apresentam como morfologia bésica a hifa, que pode ser septada ou ndo
septada. Ressalta-se a existéncia de fungos dimérficos, que podem viver tanto
na forma de levedura quanto na forma de hifa dependendo de variacdes
ambientais que guiam a transicdo entre os estados morfoldgicos.

[004] O Reino Fungi € dividido em quatro filos: Ascomicota,
Basidiomicota, Zigomicota e Quitridiomicota. Os filos Ascomicota e

Basidiomicota abrigam varios patégenos de animais e plantas, incluindo os
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patégenos humanos Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Candida
sp., Aspergillus sp., Histoplasma capsulatum e Coccidioides immitis (2)

[005] As micoses sistémicas, quadros que resultam das infecgdes
fingicas invasivas (IFI), representam uma das principais causas de morte de
humanos no mundo (3). De acordo com dados apresentados pelo Fundo
Global de Acdes contra Infeccdes Fingicas (GAFFI, da denominacdo em
inglés Global Action Fund for Fungal Infections), mais de 300 milhdes de
pessoas de todas as idades sofrem de alguma infeccdo flngica grave a cada
ano no globo. E estimado que, nesse grupo, mais de 1,6 milhdes de pessoas
morrerdo, sendo essas estatisticas compardveis as observadas para tuberculose
e 3 vezes maior que a maléria.

[006] O aumento da incidéncia atual de IFI € em grande parte
resultado de uma escalada substancial nas udltimas décadas de condigdes
imunossupressoras, como a infec¢ao pelo HIV e o uso de farmacos indutores
de imunossupressdo (4). Além disso, o uso de antineoplasicos e antibidticos
de amplo espectro, além de intervencdes médicas invasivas (5), também
contribui diretamente com o aumento das IFIs.

[007] As micoses sist€émicas podem afetar qualquer o6rgdo do
hospedeiro. A classificacdo de doencas flingicas nessa categoria € dindmica e
altamente varidvel, como ilustrado pela observacio de que espécies
anteriormente consideradas ndo patogénicas sdo agora reconhecidas como
patogenos responsaveis por micoses invasivas (6). Essas infeccdes sdo muito
comuns em pacientes imunocomprometidos e frequentemente estdo
associadas a uma elevada taxa de mortalidade (4). Os géneros mais frequentes
envolvidos nas infecgdes fungicas sist€émicas sdo Candida, Pneumocystis,
Histoplasma,  Aspergillus, Cryptococcus, Mucor,  Rhizopus e
Coccidioidomyces (Tabela 1).

Tabela 1: Estimativas globais e mortes relacionadas de infec¢des por fungos

por ano entre pessoas com HIV
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Infecco Fangica | Carga Anual Taxa de letalidade caso Estimativa anual de morte
tratada
Meningite ~ 1 milhdo >50% ~100.000 - 600.000
Criptocdcica
Pneumonia >400.000 15% com o melhor tratamento >200.000
Pneumocistica
Histoplasmose >100.000 15-30%, se diagnosticada e >80.000
disseminada tratada
Aspergilose >185.000 15-40% em hospitais >100.000
pulmonar crénica
Aspergilose >45.000 30% tratadas em hospitais >30.000
invasiva
Infecco >8.000 33% >2.000
T.marneffei
Infeccdo fingica | >10 milhGes <1% <1.000
na pele e mucosa
Total >11 milhdes >500.000

[008] Os fungos patogénicos para os seres humanos existem em
muitos habitats naturais, mas as IFIs sdo geralmente observadas em climas
tropicais e subtropicais (7,8). Especula-se que o aumento das mudangas
climéticas pode ter alterado a distribuicdo das doengas e, consequentemente,
levado ao aparecimento de fungos patogé€nicos em novas areas geogréficas
(7). Por exemplo, o Nordeste dos Estados Unidos registrou 100 casos de
doenca por C. gattii pertencente ao tipo molecular VGII, normalmente
encontrado na América do Sul (9). Entretanto, esse surto foi registrado em
uma regido temperada dos EUA (10). Cabe ressaltar que os fungos sao
armados com um arsenal de caracteristicas que facilitam a adaptacido e
colonizacdo de novos nichos e, consequentemente, a capacidade de sobreviver
as condicoes fisioldgicas do hospedeiro e de alternar entre diferentes estados
morfolégicos (11). Dentre as adaptagdes mais comuns em fungos patogénicos
estd a capacidade de crescer a 37°C (12), mudancas de forma e tamanho,
capacidade de escapar de macrofagos (13,14), melanizar e formar biofilme
(15).
[009] Cabe destacar que espécies pertencentes aos géneros
Aspergillus, Candida, Cryptococcus, € Pneumocystis s30 responsiaveis por
aproximadamente 90% dos casos de morte de humanos (11). Estimativas
globais recentes registram mais de 11 milhdes de infeccdes fungicas

associadas a pacientes HIV-positivos, resultando em mais de 500 mil mortes
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anuais (Tabela 1).

[0010] Segundo o Centro para Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC, EUA), os fungos sdo os agentes mais frequentemente associados a
mortalidade por meningite microbiana. Estima-se que cerca de um milhdo de
casos de meningite causadas pelo fungo C. neoformans ocorrem anualmente,
resultando em mais de duzentas mil mortes 3 meses apos a infecg¢ao (16).
[0011] Apesar da alta taxa de mortalidade associada a diferentes tipos
de infeccdes flingicas, as estratégias terapéuticas recomendadas mantém-se
quase as mesmas desde a década de 1950 quando comparadas aos tratamentos
de infecgdes bacterianas (18). Atualmente, existem quatro classes principais
de farmacos antiftingicos: os azdis, os polienos, andlogos de pirimidinas e as
equinocandinas. Vdrias outras classes, como, morfolinas e alilaminas, sdo
usadas apenas como agentes topicos devido a baixa eficicia ou efeitos
adversos graves, quando administradas sistemicamente.

[0012] Porém, o uso intensivo e indiscriminado de medicamentos
pertencentes a essas classes propiciou a selecdo de isolados multirresistentes a
farmacos antifingicos (19), que apesar de raro tem apresentado destaque,
principalmente no caso de espécies de Candida. O surgimento de isolados
multirresistentes a farmacos antifiingicos também representa, neste momento,
uma grande ameaca global a satide publica. Um exemplo deste grave
problema foi demonstrado no inicio de 2009, quando foi descrita no leste da
Asia, uma espécie de Candida resistente ao Fluconazol (FLC), a Candida
auris. Atualmente, esta espécie encontra-se amplamente difundida nos cinco
continentes e € reconhecidamente descrita por exibir um perfil
multirresistente a farmacos (20).

[0013] O padrdo ouro atual para o tratamento da meningoencefalite
causada por Cryptococcus spp € a combinacdo do poliénico anfotericina B
(AmB) com S5-flucitosina. A AmB apresenta nefrotoxicidade acentuada e

requer administracdo intravenosa, o que limita seu uso em regides sem
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infraestrutura médica adequada. Estima-se que um tratamento intravenoso de
15 dias com AmB lipossomal custe entre € 10.000 e € 20.000, na Europa (21)
e no Brasil, esse valor pode atingir um custo mensal de R$250.000,00 por
paciente (Fonte: Centro Colaborador do SUS para Avaliacdo de Tecnologias e
Exceléncia em Saude - CCATES).

[0014] Nesse sentido, a busca de alternativas que diminuam os efeitos
adversos dos tratamentos antifingicos, o uso de anticorpos monoclonais em
modelos de infec¢des fungicas € considerado altamente promissor, visto que
pode se ligar com alta especificidade a antigenos expressos em fungos nos
fluidos corporais do paciente, sendo ainda ferramentas-chave no campo de
diagnostico clinico.

[0015] O género Cryptococcus € caracterizado por células
leveduriformes ovais ou esféricas circundadas por uma cépsula. Os membros
do género sdo pertencentes ao filo Basidiomicota (22). C. neoformans e C.
gattii, membros patogé€nicos do género, por décadas foram subdivididos em
trés variedades e cinco sorotipos baseados nos determinantes antigénicos do
polissacarideo capsular: C. neoformans var grubii (sorotipo A), C.
neoformans var neoformans (sorotipo D), C. neoformans (hibrido AD) e C.
gattii (sorotipos B e C) (23). Atualmente, hid em curso uma proposta de
reclassificacdo de C. neoformans e C. gattii em sete espécies, com base em
evidéncias moleculares (24).

[0016] C. neoformans ¢ um fungo saprofito, cosmopolita,
globalmente distribuido e encontrado em excrementos de pdssaros
(comumente pombos), no solo e em d&rvores. Trata-se do causador da
criptococose predominantemente em individuos imunossuprimidos. C. gattii €
encontrado em troncos de arvores de regides tropicais e subtropicais causando
a infec¢do, principalmente, em imunocompetentes (25).

[0017] O balanco entre sistema imune do hospedeiro e a viruléncia do

fungo esta diretamente relacionado com o desenvolvimento ou ndo da doenga.
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Cabe destacar, que o estabelecimento da infeccdo se da pela exposicdo do
homem aos ambientes contaminados pelo fungo, visto que hd similaridade
entre os isolados clinicos e ambientais em individuos acometidos pela
criptococose (26).

[0018] A criptococose humana ocorre primariamente através inalacao
de células de levedura dessecadas, ou possivelmente basididsporos, que sdo
depositadas no espaco alveolar (Figura 1). A viruléncia da cepa infecciosa, o
tamanho do in6culo e o estado imunoldgico do individuo sdo fatores
preponderantes para o progresso da doenca (27).

[0019] A infeccdo pode ser assintomdtica ou assumir uma forma
latente, dependendo do sistema imune do hospedeiro. Em contraste, em
individuos imunocomprometidos, as células criptocdcicas proliferam e se
disseminam para diversos Orgaos, com predilecio pelo cérebro. Nessas
condi¢des, sdo comuns os quadros de meningoencefalite (28).

[0020] Cabe ressaltar que a interacdo entre C. neoformans e
predadores ambientais € vista como um fator importante para a evolucdo do
fungo como um patdgeno intracelular facultativo bem-sucedido. C.
neoformans pode sobreviver em amebas e pode utilizar a mesma estratégia
patogénica em macréfagos humanos, que em varios aspectos fornecem um
ambiente similar. Desta forma, foi proposto que tal predacdo no nicho
ambiental tenha selecionado as caracteristicas de viruléncia criptocécica que
contribuem para a patogénese em hospedeiros humanos (29).

[0021] As células fagociticas sdo a primeira linha de defesa do
organismo contra fungos patogénicos. As interacdes entre Cryptococcus e
fagécitos podem resultar em controle da infeccdo, dependendo de vérios
fatores estimulatorios. Entretanto, fagdcitos pode promover um maior risco
para infeccao fungica disseminada, uma vez que podem carrear fungos vivos
entre tecidos distintos. O estado imunoldgico do individuo estd diretamente

ligado ao destino dessa interacdo. Individuos imunocompetentes em geral
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bloqueiam a disseminacao flingica através de mecanismos celulares locais.
Pacientes 1munocomprometidos produzem uma resposta inflamatéria
favorével a replicacdo do patégeno (30,31), com consequente disseminagao.
[0022] A progressao da doencga € diretamente relacionada aos perfis
Th1 e Th2 e consequente polariza¢do de macréfagos M1/M2. (32). Células do
tipo Thl produzem grandes quantidades de TNF e INFy, que induzem a
ativacdo de macréfagos do tipo M1 e consequente eliminacdo do
Cryptococcus (33). Células do tipo Th2 produzem citocinas envolvidas em
reacoes inflamatorias induzindo a proliferacdo de macréfagos do tipo M2, que
ndo apresentam atividade antifiingica e permitem a proliferacdo do fungo
(30).

[0023] Cabe ressaltar que existem diversas moléculas produzidas por
Cryptococcus que estimulam a resposta de macrofagos do tipo M2 (34,35).
Dentre essas, destacam-se arginase, urease e lacase (30). Estes macréfagos
representam papel central na disseminacdo da criptococose, j4 que o
Cryptococcus pode usar essas células como nicho de replicacdo e sair dos
macrofagos através de exocitose ndo litica, dentre outros mecanismos (14).
Devido a essa caracteristica, foi proposta uma hipotese de que os macréfagos
poderiam atuar como “Cavalos de Tréia”, levando células internalizadas de C.
neoformans a atravessar a barreira hematoencefélica e atingir o Sistema
Nervoso Central (SNC) (36).

[0024] A predilecao do C. neoformans pelo SNC se correlaciona com
diversos fatores. O SNC pode representar para o fungo um abrigo mais
seguro, visto que a o cérebro consiste de ambiente imunologicamente
privilegiado. Além disso, de L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA), um
substrato difendlico utilizado pelo fungo para sintese de melanina, pode
facilitar sua permanéncia no SNC.. A melanizacdo de C. neoformans e C.
gattii protege os fungos contra estresse oxidativo, fagocitose, diminui a a¢ao

de antifingicos, e modifica padrdes de imunidade (27).



WO 2021/151180 PCT/BR2021/050007

[0025] O diagnostico clinico de IFIs € dificil devido a falta de sinais e
sintomas especificos no inicio da doenca. Testes laboratoriais sdo, portanto,
fundamentais para um desfecho que resulte na reducdo de morbidade e
mortalidade.

[0026] As caracteristicas 1ideails para o desenvolvimento de
plataformas de diagndstico incluem deteccdo precoce do patdgeno, boa
sensibilidade, capacidade de obter discriminacdo em nivel de espécie,
deteccdo de uma ampla gama de patogenos (capacidade multipla),
confiabilidade, precisdo quantitativa (capacidade de distinguir entre doenca e
colonizacdo) e ser ndo invasiva. Nenhum dos testes diagndsticos padrao
atende a todos esses critérios e, de fato, muitos estdo ausentes em Varios
niveis.

[0027] A 1identificacdo de patdgenos filingicos ainda estd baseada na
visualizacdo direta do organismo por microscopia dptica, histopatologia de
tecidos infectados e no cultivo do fungo (17,37). Apesar da cultura fiingica
classica e técnicas de sorologia tradicionais serem relevantes e necessarias, se
fazem necessarias deteccao e identificacdo de fungos por técnicas moleculares
(anticorpos e antigenos, PCR e sequenciamento) que possibilitem com rapidez
e eficicia o diagndstico, complementando os métodos tradicionais baseados
na cultura.

[0028] Uma das maiores limitacdes do uso de cultura no diagndstico
de IFI estd ligada ao tempo de obtencdo de resultados, visto que varios
patogenos, em especial os fungos filamentosos, tém crescimento lento.
Dependendo das caracteristicas do indculo e do crescimento fungico, a cultura
requer pelo menos 2 a 3 dias de incubacdo e, para algumas espécies, dias a
semanas. Culturas positivas de fontes ndo estéreis, incluindo espécimes de
lavado bronco alveolar (BAL), também requerem interpretacdo cautelosa para
diferenciar entre coloniza¢do flngica e isolamento do verdadeiro agente

invasivo. Finalmente, as hemoculturas fingicas, embora ndo invasivas e
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altamente especificas, requerem incubacdo prolongada e podem ser
igualmente insensiveis, apresentando resultados confidveis em 50% de casos
ligados a Candida spp. e 10% de casos ligados a Aspergillus spp. (38).

[0029] No caso de meningites flingicas, o problema pode ser ainda
mais grave, pois um diagndstico impreciso ou tardio pode decretar a morte do
paciente. Cabe ressaltar que em alguns casos se faz necessaria a bidpsia para
estabelecer um diagnéstico preciso, ja& que as culturas de liquido céfalo
raquidiano sdo frequentemente ndo diagnosticadas, especialmente em casos
com abscesso cerebral fungico (39). Na criptococose, esses problemas podem
ser facilmente contornados com o uso do teste CrAg (do inglés Serum
Cryptococcal Antigen), que detecta antigeno flingico no soro do paciente.
Esse teste consiste de um método eficiente e barato para prevengdo de morte
em pessoas infectadas com HIV com contagens de linfécitos T CD4 <100/uL
em regides com restricdes socio-econdmicas (40).

[0030] A bidpsia geralmente ndo é uma opc¢do vidvel para pacientes
gravemente doentes e com suspeita de IFIs como a aspergilose, visto que
apresentam uma maior probabilidade de apresentarem hemorragia devido a
trombocitopenia (39) O teste apresenta sensibilidade e especificidade
limitadas (41) e requer profissionais bem treinados para identificacdo do
microrganismo. Apesar disso, a observacdo microscOpica ainda se mantém
como padrao ouro de diagndstico para muitas IFIs (42).

[0031] A 1dentificacdo de antigenos filngicos em amostras de
pacientes evoluiu substancialmente na drea de diagnostico de IFIs. Essas
moléculas, em grande parte, incluem componentes da parede celular (Figura
2). A deteccdo dessas estruturas pode sugerir ocorréncia de IFIs e,
frequentemente, sdo detectdveis antes que sinais clinicos ou sintomas da
doenca estejam presentes (43). Dentre esses biomarcadores destacam-se (1,
3)-B-D-glucana  (BDG), galactomanana de  Aspergillus  (GM),

glucuronoxilomanana de Cryptococcus (GXM) e antigeno histoplasminico.
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[0032] Conforme mencionado acima, a deteccdo de antigenos permite
identificar de forma precoce as IFIs, direcionar estratégias terapéuticas e
avaliar o prognostico da doenca em resposta a terapia (38,45,46). BDG ¢é
encontrado na maioria dos fungos, com excecao de Zigomicetos, Blastomyces
dermatitidis, Mucoromycotina, Cryptococcus spp. e alguns Basidiomycota
(e.g., Malassezia spp.) (45).

[0033] Além da deteccio de BDG possuir especificidade limitada
para determinados patégenos flingicos e variar de acordo com o organismo,
ha vantagens claras quando comparadas com outras técnicas. No caso da
candidiase invasiva, hd aumento da sensibilidade em aproximadamente 70%
em comparacdo com a hemocultura (47). Em casos de pneumonia por
Pneumocystis, sdo observadas maior sensibilidade (96%) e especificidade
(84%) para BDG no soro quando comparadas a mesma andlise em candidiase
e arpergilose, as quais ndo ultrapassam 80% (48). Cabe destacar, que esses
kits diagnodsticos ja estdo disponiveis no mercado e usados para avaliar casos
de pneumonia por Pneumocystis (Empresa Era Biology - Goldstream Fungus
(1-3)-p-D-Glucan Test (GCT-110T — Empresa MiraVista Diagnostics — Beta-
D Glucan Assay).

[0034] Em contrapartida, o alto custo associado aos resultados falso-
positivos em pacientes com bacteremia Gram Positiva e Negativa (37%) e em
lotes de antibidticos B-lactdmicos (33%) mostrou que esse teste diagndstico
pode ser limitado, apesar de ser ttil quando em combinacdo com outros
métodos diagndsticos complementares (49).

[0035] Galactomanana (GM) é um polissacarideo caracteristico de
Aspergillus spp liberado durante o crescimento sendo detectado por testes
comercialmente disponiveis na circulacdo sanguinea, no soro, urina e BAL
durante o crescimento do fungo no tecido (50). Por ser liberado pelo fungo
constitutivamente, a GM pode ser um marcador de progndstico e evolugdo da

doenca e/ou resposta ao tratamento. Diversos métodos imunoenziméticos sdao
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utilizados para deteccio de GM, porém o mais promissor € o ELISA
sanduiche por ser o mais sensivel, detectando baixas concentracdes de GM
em amostras clinicas (51).

[0036] O teste de GM apresenta um resultado melhor de acordo com a
populacdo de pacientes, por exemplo em pacientes transplantados ou com
doencas hematolégicas, apresentando uma especificidade em torno de 90%
quando utilizado através da deteccao por liquido bronco-alveolar (43,52). Em
pacientes pediatricos, o teste pode produzir falsos-positivos em torno de 80%
dos casos, fato associado a aleitamento materno, bacteremia ou uso de
antibidticos (43). Além disso, a GM apresenta reacdes cruzadas com
antigenos de vérios fungos, j4 que o polissacarideo manana € encontrado na
parede de diversos fungos.

[0037] No entanto, existem desafios associados a esses métodos,
incluindo o risco de resultados falso-positivos devido a contaminagdo ou
reatividade cruzada, bem como falso-negativos, devido a sensibilidade
imperfeita do ensaio. Como regra geral, nenhum teste de diagndstico
laboratorial deve ser usado como um teste independente para o diagndstico de
IFI. Os testes atuais de diagndstico fingico devem ser usados em combinagdo
com as avaliagdes do hospedeiro e as caracteristicas radiograficas para
gerenciar de maneira otimizada os pacientes em risco (43).

[0038] Durante a dltima década, ensaios de PCR emergiram como
abordagens experimentais promissoras para detectar patogenos fingicos. O
uso de PCR € comum na prética clinica, com grande aplicacdo para orientar a
terapia preventiva ou direcionada ao controle de patégenos (43,50,53).

[0039] Em fungos, a amplificacdo génica por PCR comumente
envolve regides 18S, 5.8S e 28S, que codificam para RNA ribossdmico
(rRNA), e areas varidveis da sequéncia de DNA de regides intervenientes
internas de espacgadores transcritos, denominadas ITS1 e ITS2 (54).

[0040] Além de PCR, uma variedade de métodos moleculares
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incluindo sequenciamento de DNA, microarranjos e espectrometria de massa
Ionizacdo e dessor¢do a laser por espectrometria de massa por ionizagao
(MALDI) vem usada para desenvolver ensaios de deteccdo molecular de
ampla faixa (43). Entretanto, a abordagem mais comum para a deteccdo
molecular é a PCR seguida do sequenciamento de Sanger, visto que pode ser
particularmente 1til quando a cultura flingica é negativa ou ndo € solicitada no
momento em que a bidpsia tecidual foi realizada (55).

[0041] Nos ultimos 30 anos, a importincia dos fungos como
causadores de doengas em humanos aumentou dramaticamente (18). Por outro
lado, as opgOes terapéuticas disponiveis s3o inacessiveis, tdoxicas ou
ineficientes, o que torna inquestiondvel a importancia da busca por novos
antifiingicos (56).

[0042] Como anteriormente dito, atualmente, existem quatro classes
principais de farmacos antifingicos. Essas classes incluem os azois, oS
polienos, andlogos de pirimidinas e as equinocandinas. Vdrias outras classes,
como morfolinas e alilaminas, sdo usadas apenas como agentes topicos
devido a baixa eficicia ou efeitos adversos graves quando administradas
sistemicamente.

[0043] Os azdis sao os antifiingicos mais utilizados na pratica clinica.
Esses farmacos apresentam como alvo a via biosintética do ergosterol,
atuando principalmente através da inibi¢do de uma enzima chave, a lanosterol
14 alfa desmetilase, codificada pelo gene ERGI1 (57).

[0044] O FLC e o itraconazol, az6is de amplo uso, desde a década de
90 vem sendo usados no tratamento de diversas infeccdes sistémicas, devido
ao seu alto poder de absorcdo e uma toxicidade menor que os azois
inicialmente  desenvolvidos (58). Entretanto, apresentam interacdes
medicamentosas com farmacos utilizados na quimioterapia ou no tratamento
da AIDS (58,59). Além disso, itraconazol e FL.C sdo ineficazes contra alguns

patégenos emergentes como Scedosporium, Fusarium e Mucorales (60). E
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ainda crescente a percep¢ao de que o fendmeno de resisténcia flingica aos
azois estd em expansdo (58). Outros farmacos dessa classe estio em
desenvolvimento, como os triaz6is de nova geracdo. Alguns ja aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) (57).

[0045] A classe dos polienos compreende mais de 200 moléculas, a
maioria deles sendo produzidos pela bactéria Streptomyces, contudo, apenas
trés possuem aplicacdo clinica, a saber: AmB, nistatina e natamicina (58).
Esses compostos se complexam com o ergosterol na membrana plasmatica
(57). Sua estrutura anfifilica lhes permite insercdo na bicamada lipidica
seguida da formacdo de poros. A formagcdo de poros promove a
desestabilizacdo da membrana plasmética com consequente vazamento de
componentes intracelulares, resultando em lise celular (61). Os polienos se
ligam com menor afinidade ao colesterol, andlogo humano do ergosterol. A
ligacdo ao colesterol explica sua alta toxicidade e consequentes efeitos
colaterais (62). Nesse sentido, a AmB ¢ amplamente usada em infeccdes
sist€émicas, ao contrdrio de nistatina e natamicina que, extremamente toxicas,
sdo usadas apenas topicamente em infecgdes do trato vaginal e cutineas (63).
[0046] A AmB tem ma absorcdo através do trato gastrointestinal,
acarretando na necessidade de administracdo por via intravenosa associada a
efeitos adversos severos, principalmente, nos rins € no figado (64). Cabe
ressaltar que efeitos colaterais como ndusea, vomitos e febre sdo comuns, mas
o efeito mais grave € a nefrotoxicidade (65). Novas formulacdes de AmB,
como os complexos lipossomicos de AmB, minimizam esses efeitos
colaterais, porém elevam o custo do fairmaco (66,67).

[0047] As fluoropirimidinas sdo andlogos sintéticos estruturais de
citocina e por consequéncia inibem a sintese 4cidos nucléicos (68).
Entretanto, esses farmacos nao sdo utilizados de forma isolada, devido ao
relato de mecanismos resisténcia (69). O padrdo ouro atual para o tratamento

da meningoencefalite por Cryptococcus € a combinacdo da AmB com 5-
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flucitosina (5-FC), visto que minimiza a nefrotoxicidade da AmB por conta da
administracdo de doses mais baixas do farmaco por um menor periodo de
tempo, além de reduzir o desenvolvimento de resisténcia a 5-FC (64).
Ressalta-se que a 5-FC néo esta disponivel no Brasil, o que limita o acesso de
pacientes brasileiros ao tratamento ideal.

[0048] As equinocandinas sdo inibidores ndo competitivos da § (1-3) -
glucana sintase, uma enzima que catalisa a polimerizacdo da uridina
difosfato-glicose em P (1-3) glucana, um dos componentes estruturais
responsdveis pela manutencdo da integridade da parede celular em fungos
(70). A inibi¢do da B (1-3) - glucana sintase leva a desestabilizacdo da parede
celular e ao extravasamento de componentes intracelulares, resultando em lise
celular (71,72) . Porém, vérios patdgenos flngicos sdo parcialmente ou
totalmente resistentes a acdo das equinocandinas, incluindo C. neoformans e
C. gattii ou espécies pertencentes aos géneros Trichophyton e Fusarium, além
de Scedosporium apiospermum, S. prolificans e Cladophialophora bantiana
(58). No entanto, as equinocandinas constituem uma boa alternativa para
combater as demais infec¢oes flingicas. A maioria dos tratamentos com falha
na terapia cldssica com azolicos ou polienos se utiliza com sucesso das
equinocandinas.

[0049] Os mecanismos de resisténcia antifiingica podem incluir a
diminuicdo da concentracdo eficaz do farmaco, alteracdes ou superexpressao
dos alvos dos farmacos e desvios metabdlicos (57).

[0050] Anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) sdo glicoproteinas
secretadas por células B que apresentam a capacidade de identificar e/ou
neutralizar organismos ou antigenos estranhos ao sisttma imune do
hospedeiro (73). As Ig sdo formadas por duas cadeias proteicas pesadas e
duas cadeias leves, as quais possuem regides varidveis que participam do
reconhecimento de antigenos e as regides constantes que exercem a funcao

efetora da molécula (73).
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[0051] A diversidade dos anticorpos se dd pela variabilidade nas
sequéncias de aminoacidos da regido variavel das cadeias leve e pesada. As
regides determinantes de complementaridade (CDR) consistem de sequéncias
hipervaridveis que entram em contato direto com o antigeno a ser reconhecido
(73).

[0052] Os anticorpos podem ser divididos em classes e subclasses
distintas, os denominados isotipos (73). As classes de Ig sdo IgM, IgG, IgA,
IgD e IgE, com subdivisdo em humanos dos isotipos IgA e IgG em IgAl,
IgA2, IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4, cada um exercendo fungdes efetoras
diferentes (73).

[0053] Os anticorpos monoclonais (AcM) foram desenvolvidos pela
primeira vez em 1975 por Georges Kohler e César Milstein (74) através da
producdo de célula hibrida, denominada hibridoma, resultante da fusdo de
duas células diferentes (74). O hibridoma decorre da fusao de um linfécito B
(previamente imunizado com o antigeno de interesse) com cé€lulas de
mieloma, gerando uma célula imortal e produtora de AcM (Figura 4).

[0054] Os AcM apresentam diversas aplicacdes nos campos de
diagndstico e terapia, podendo ser usados ndo apenas para doengas
infecciosas causadas por bactérias, virus e protozodrios, mas também para
doencas autoimunes e tumores, considerando suas altas sensibilidade e
especificidade (75). Nos tltimos 30 anos , cerca de 80 AcM foram aprovados
pelo FDA para tratamento de diversas doencas, incluindo cancer, doengas
inflamatoérias cronicas, doencas neurodegenerativas e doencas infecciosas
(76).

[0055] O 1imunodiagnéstico de doencas infecciosas melhorou
significativamente apds o advento da tecnologia de hibridomas, visto que os
AcMs superam as limitagdes dos anticorpos policlonais, sendo os AcMs
capazes de proporcionar a identificacio de apenas um antigeno gerando

resultados reprodutiveis e consistentes (77).
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[0056] A utilizacdo de AcM contra fungos patogénicos vem sendo
cada vez mais frequente. Anticorpos com potencial terapéutico foram
desenvolvidos contra antigenos como histona 2B de H. capsulatum (78), -
glucanas de C. albicans (79), glicosilceramida de C. neoformans (80),
melanina de vérios patégenos (81), e proteinas de choque térmico de H.
capsulatum (82). Anticorpos com uso diagndstico incluem aqueles reativos
contra os antigeno M e H de H. capsulatum e contra o antigeno de
Cryptoccocus (CrAg) (83,84).

[0057] A administragdo de AcM no tratamento de IFI depende de
diversos fatores, que incluem, necessariamente, o isotipo do AcM, seu titulo,
apresentacdo via complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e,
especialmente, a ativacdo de células imunes (85).

[0058] Os AcMs contra fungos podem mediar trés efeitos diferentes:
protecdo (inibindo crescimento, imunomodulando a resposta do sistema
imune e neutralizando os efeitos do fungo no tecido do hospedeiro), aumento
da doencga (por facilitar a disseminacdo da doenga, por exemplo, favorecendo
a fagocitose de C. neoformans) e neutralizacdo de viruléncia (através da
inibicdo da liberacdo de proteinas ou polissacarideos fiingicos) (77). Esses
efeitos estdo ilustrados na Figura 5.

[0059] Os AcMs podem ainda agir de forma indireta na protecdo
contra IFI, através de promo¢do de fagocitose, ativacdo do sistema
complemento, regulacdo de citotoxicidade celular, e maturacdo do fagossomo
(86). Podem ainda afetar de forma direta como na formacdo de biofilme (87),
liberacdo de polissacarideos (88), dimorfismo (89), expressdo génica (90) e
transducao de sinal (86).

[0060] Estudos imunoterapéuticos caracterizaram AcM protetores
contra diversos alvos e diferentes espécies fungicas como: B-1,3 Glucana - A.
fumigatus (91), Als3 - C. albicans (92), heat-shock protein 60 - H.
capsulatum (93), GXM - C. neoformans (94), gp43 - P. brasiliensis (95) e
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pS5 - Pneumocystis spp (96). Esses estudos demonstraram que alguns
antigenos fungicos induzem a protecio mediada por anticorpos durante
infec¢Oes fungica.

[0061] Alguns desses alvos antigé€nicos por serem conservados sao
aplicados a diferentes fungos. Diante desse cendrio, a quitina, um polimero de
N-acetilglucosamina, por ser um dos principais constituintes da parede celular
flingica, se torna um excelente alvo para novas estratégias terapéuticas.

[0062] Neste sentido, as infec¢des fungicas tornaram-se uma das
principais causas de doencas em individuos imunocomprometidos,
constituindo um sério e subestimado problema de saidde publica (16), bem
como o fendmeno da resisténcia a drogas estd levando ao aumento
significativo na morbidade e mortalidade de individuos imunocomprometidos
ao redor do mundo.

[0063] Sendo assim, a busca de alternativas que diminuam os efeitos
adversos dos tratamentos antifingicos, o uso de anticorpos monoclonais em
modelos de infec¢des fungicas € considerado altamente promissor, visto que
pode se ligar com alta especificidade a antigenos expressos em fungos nos
fluidos corporais do paciente, sendo ainda ferramentas-chave no campo de
diagnostico clinico.

[0064] Ademais, técnicas eficientes de diagndstico podem ajudar a
identificar pacientes com IFIs mais cedo do que apenas com a cultura celular.
No entanto, existem desafios associados a esses métodos, incluindo o risco de
resultados falso-positivos devido a contaminacdo ou reatividade cruzada, bem
como falso-negativos devido 2 sensibilidade imperfeita do ensaio. E
desejdvel, portanto, a combinacdo de testes diferentes em associacdo com
avaliacdes do hospedeiro, incluindo caracteristicas intrinsecas de pacientes
sob risco.

[0065] Diante desse cendrio e devido a grande complexidade da

arquitetura da superficie celular dos fungos, foram escolhidos
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quitooligdmeros como alvos para o desenvolvimento dos AcM.

[0066] Portanto, a presente invengdo revela AcM contra oligdmeros
de quitina para uso terapéutico e de diagndstico de fungos em amostras
biologicas. Ademais, a presente invencdo revela ainda que sinergismo dos
AcM desenvolvidos com AmB, devido o ligacdo a quitooligdmeros em
modelo murino de infeccdo por Cryptococcus neoformans, levou a um
aumento da sobrevida dos individuos infectados.

[0067] As vantagens da invencdo serdo evidentes na descricdo da
invencdo fornecida neste documento.

SUMARIO DA INVENCAO

[0068] A presente invencdo tem por objetivo prover anticorpos
monoclonais (AcMs) para o tratamento de infec¢cdes fungicas e diagnostico de
infecgOes fungicas.
[0069] Particularmente, os AcMs s3o desenvolvidos para
apresentarem atividade contra quitooligdmeros flingicos.
[0070] Em um primeiro aspecto, a presente invencdo prové anticorpo
monoclonal que compreende:

(1) uma sequéncia VH CDRI1 como descrita na SEQ ID NO: 1,
VH CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 2 e VH CDR3 como descrita na
SEQ ID NO: 3; e (i1) uma sequéncia VL. CDR1 como descrita na SEQ ID NO:
4, VL CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 5 e VL CDR3 como descrita na
SEQ ID NO: 6; ou

(1) uma sequéncia VH CDRI1 como descrita na SEQ ID NO: 7,
VH CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 8 e VH CDR3 como descrita na
SEQ ID NO: 9; e (i1) uma sequéncia VL. CDR1 como descrita na SEQ ID NO:
10, VL CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 11 e VL CDR3 como descrita
na SEQ ID NO: 12.
[0071] Em um segundo aspecto, a presente invengcdo prové uma

composicdo farmacéutica que compreende o referido anticorpo monoclonal.
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A composicdo farmacé€utica pode ainda compreender AmB e/ou FLC, bem
como um veiculo/excipiente farmac€uticamente aceitivel. A composi¢dao
farmacéutica € para uso no tratamento de infec¢des flingicas.
[0072] Em um terceiro aspecto, a presente invencdo prové o uso do
anticorpo monoclonal na preparacdo de um medicamento para tratar infec¢des
fingicas. Em que o referido uso pode ser em combinag¢do com polienos e/ ou
azois preferencialmente, preferencialmente, AmB e/ou FLC.
[0073] Em um quarto aspecto, a presente inven¢ao prové um método
de diagnostico de infeccoes flingicas que compreende:

(1) prover o referido anticorpo monoclonal ou a referida
composi¢do com uma amostra obtida de um individuo,

(i1) contatar o referido anticorpo monoclonal ou a referida
composicdo com a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e
sob condicdes suficientes para a formacdo de complexos antigeno/anticorpo; e

(i11) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
anterior através de uma técnica de deteccdo capaz de gerar um sinal detectavel
na presenca do referido complexo antigeno/anticorpo. A amostra biolégica €
selecionada do grupo compreendendo saliva, urina, soro, sangue, lavado
bronco-alveolar, liquor ou liquido peritoneal, ou quaisquer outros fluidos
bioldgicos do individuo.
[0074] Em um quinto aspecto, a presente invencdo prové um kit de
diagndstico de infecgdes flngicas que compreende o referido anticorpo
monoclonal ou a referida composicio. O kit pode compreender ainda
instrugdes de uso. Ademais, o kit pode compreender um meio de detec¢ao do
complexo antigeno/anticorpo, o qual pode compreender um gerador de sinal,
capaz de gerar um sinal detectivel.
[0075] Em um sexto aspecto, a presente invenc¢ao prové um kit para
tratamento de infec¢Oes flingicas, caracterizado pelo fato de que compreende

(1) o referido anticorpo monoclonal ou a referida composicao;
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e

(1) agente antifingico,

(111) Instrugdes para uso dos componentes em combinacao.
[0076] Em um sétimo aspecto, a presente invencdo prové um método

para o tratamento de infecc¢des fungicas compreendendo a administragdo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz do referido anticorpo ou da referida
composi¢cdo em um individuo.

[0077] Em um oitavo aspecto, a presente inven¢do prové um
anticorpo ou uma composicdo farmac€utica para uso no tratamento de
infeccdes flingicas em um individuo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0078] A Figura 1 se refere a ciclo de infeccdo de Cryptococcus spp.
O fungo pode sobreviver em solos e arvores, além de infectar diversos
animais, dentre eles os pombos que sdo veiculos de dispersao das células
fingicas. Em humanos, através da inalacdo de esporos ou leveduras
dessecadas presentes no ambiente, € estabelecida uma infec¢do pulmonar, que
pode evoluir para enfermidades no sistema nervoso central (SNC).
(Modificado de [28]).

[0079] A Figura 2 se refere a representacdo esquemaética da estrutura
da parede celular e cdpsula dos fungos (Modificado [99]).

[0080] A Figura 3 se refere acdo das quatro classes principais de
farmacos antifiingicos. A ilustracdo demonstra a acdo das quatros classes
principais de antifiingicos. Flucitotosina mostra sua a¢do na sintese de dcidos
nucléicos, enquanto as outras classes t€ém seu sitio de acdo na membrana
plasmatica ou parede celular, seja na sintese ou se complexando ao ergosterol
(Az6is e AmB, respectivamente) ou na sintese de [B-Glucana Sintase
(Equinocandina). (Modificado de [100].).

[0081] A Figura 4 se refere ao desenvolvimento de AcM através da

técnica de hibridoma. Linfécitos B fusionados com células de mieloma
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murino geram hibridomas, que sdo células imortais produtoras de anticorpos,
que posteriormente sdo selecionados por técnicas de imunoensaio para eleger
o melhor clone produtor do AcM em estudo. Figura adaptada de Abbas, A. et
al 2015 [073].

[0082] A Figura 5 se refere aos mecanismos propostos de acdo de
anticorpos contra fungos, os quais podem ser considerados em trés categorias
gerais envolvendo: A) inibi¢do direta do crescimento, B) neutralizacdo dos
efeitos indesejdveis dos produtos flingicos nos tecidos do hospedeiro e C)
imunomodulacdo e potenciacdo dos mecanismos imunes inatos, que no caso
de C. neoformans nao sao protetores.

[0083] A Figura 6 se refere curva da dltima titulagcdo dos anticorpos
encontrados no soro dos animais através de ELISA. (A) Titulo do soro para
Imunoglobulina M (IgM); (B) Titulo do Soro para IgG. As curvas em
vermelho, azul e verde representam animais distintos. Linha tracejada
representa a linha de corte do soro pré-imune.

[0084] A Figura 7 se refere a isotipagem dos hibridomas AF1/CCS5 e
HC6/DD11. Foram realizados testes para cada um dos isotipos especificados
acima, com positividade predominante para detec¢cdo de IgM.

[0085] A Figura 8 se refere a andlise da purificacdo do AcM
AF1/CC5 e HC6/DDI11. Raia 1: Padrao de peso molecular Precision Dual
Color (Bio-Rad); Raias 2 e 3: AcM AF1/CC5 e HC6/DD11, respectivamente;
Raia 4: Padrao de peso molecular Precision Dual Color (Bio-Rad). As bandas
predominantes nas fracdes 2 e 3 correspondem as cadeias pesadas (~70kDa) e

leves (massa molecular variando entre ~23-24kDa) de IgM.

[0086] A Figura 9 se refere a curva de saturacdo da ligacdo AcM e
C.albicans.
[0087] A Figura 10 se refere a curva de saturacdo de ELISA para C.

neoformans e C. albicans detectdvel pelo AcM HC6/DDI11 e AF1/CC5. Em

verde temos C. neorformans e em azul C. albicans.
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[0088] A Figura 11 se refere a curva de saturacao de Dot Blot para C.
neoformans e C. albicans detectavel pelo AcM HC6/DDI11 e AF1/CC5.

[0089] A Figura 12 se refere a andlise por IF da reacdo dos AcM
HC6/DD11 e AF1/CC5 com C. albicans. Os painéis a esquerda mostram as
células fungicas através de contraste diferencial, enquanto os outros painéis
mostram as células em modo de fluorescéncia. As setas indicam a marcagdo
polar caracteristica desse tipo de alvo fungico, aos quais foram demonstradas
para ambos os AcM, sendo identificada inclusive na imagem em sobreposi¢ao
(Calcofluor / Alexa 548).

[0090] A Figura 13 se refere ao ensaio de melanizacdo. (A) Andlise
visual da pigmentacdo apds crescimento de fungos em meio liquido
suplementado com L-DOPA e tratado com os AcM.; B e C) Representacdo
grafica por densitometria relativa da pigmentacdo. O AcM HC6/DDI11
apresentou inibicdo parcial da pigmentacdo até a concentra¢do de 6,2ug/ml
(p<0,05), enquanto o AcM AFI1/CCS5 apresentou inibicdo total até a
concentracdo de 6,2ug/ml (p<0,001) e parcial nas concentracdes de 3,2 e 1,6
pug/ml (p<0,05).

[0091] A Figura 14 se refere ao ensaio de XTT - formacgdo de
Biofilme. A formacdo de biofilme foi medida indiretamente pelo ensaio de
redugdo de XTT. O tratamento dos fungos com AcM HC6/DD11 e AF1/CC5
reduziram a formacgdo de biofilme de forma significativa quando comparadas
ao fungo sem tratamento (p<0,05). Barra preta fungos sem tratamento e barra
branco fungo tratado. A e B células lavadas; Ce D células nao lavadas.

[0092] A figura 15 se refere ao ensaio de XTT — formacdo de
Biofilme. A formacdo de biofilme foi medida indiretamente pelo ensaio de
redu¢do de XTT. O tratamento do fungo H99 com AcM HC6/DDII1 e
AF1/CC5 reduziram a formacdo de biofilme de forma significativa quando
comparadas ao fungo sem tratamento e apresentaram comportamento

semelhante ao fungo tratado com anticorpo 18B7 (p<0,05). Barra preta
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fungos sem tratamento e barra branco fungo tratado. A e B células lavadas;
Ce D células nao lavadas.

[0093] A Figura 16 se refere ao ELISA contra células integras de C.
neoformans, Giardia lamblia, linhagem A549, E. coli e Staphylococcus
aureus. Em azul temos C. neoformans, em laranja (quadrado) Giardia
lamblia, em verde (triangulo) linhagem A549, em lil4s (triangulo invertido) E.
coli e em preto (losango) Staphylococcus aureus. Linha tracejada representa o
branco da reacdo.

[0094] A Figura 17 se refere ao sensograma representativo
demonstrando as interacdes de ambos AcM contra quitotriose. (A) AcM
HC6/DDI11 e (B) AF1/CC5. Em verde a concentracdo de quitotriose de
0,06M e em vermelho de 0,1M.

[0095] A Figura 18 se refere (A e B) a representacdo do efeito
sinérgico fungicida dos AcM HC6/DDI11 e AF1/CC5 somado a AmB 0,1
pug/ml a partir da concentracdo de 6,2 pg/ml somado a 0,1 pg/ml de AmB
comparado a AmB de forma isolada na concentragdo de 1 pg/ml (p<0,001).
A) Efeito sinérgico parcial potencializado do AcM nas concentragdes de 1,6 e
3,2 ug/ml quando comparado com a AmB isolada na concentracao de 0,1
ug/ml (p<0,01); B) Efeito sinérgico parcial potencializado do AcM na
concentracdo de 3,2 ug/ml quando comparado com a AmB isolada na
concentracao de 0,1 pg/ml (p<0,01).

[0096] A Figura 19 se refere (A e B) a representacdo do efeito
sinérgico dos AcM HC6/DDI11 e AF1/CC5 somado ao FLC. Efeito sinérgico
fungicida parcial potencializado do HC6/DDI11 e AF1/CC5 a partir da
concentracao de 3,2 ug/ml somado a 4 pg/ml de FLC quando comparado ao
FLC de forma isolada na concentracdo de 4 pg/ml (p<0,01). Ambos os AcM
apresentaram potencializacdo do efeito fungicida parcial quando somado ao
FLC a 2 pg/ml, tendo seu comportamento similar ao FL.C na concentracao de

4 ug/ml de forma isolada.



WO 2021/151180 PCT/BR2021/050007
24

[0097] A Figura 20 se refere a administracdo de AcM somado a AmB
¢ protetor no modelo de infec¢do por C. neoformans. Curva de sobrevivéncia
comparando animais tratados com PBS, AcM, AmB (0,25mg/kg) e grupo
sinérgico. Os grupos com tratamento isolado vieram a obito entre 28 e 37
dias, enquanto o grupo sinérgico apresentou 100% de sobrevida e teve
significancia estatistica quando comparados aos outros grupos (p<0.01) (n=7).
[0098] A Figura 21 se refere ao fragmento scFv dos anticorpos
murinos ¢ humanizados.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0099] A ndo ser que sejam definidos de maneira diferente, todos os
termos técnicos e cientificos aqui utilizados t€ém o mesmo significado
entendido por um técnico no assunto ao qual a invencdo pertence. A
terminologia utilizada na descri¢do da invencdo tem finalidade de descrever
concretizagdes particulares somente, € ndo tem a intencdo de limitar o escopo
dos ensinamentos. A ndo ser que seja indicado de forma diferente, todos os
niimeros expressando quantidades, porcentagens e proporcdes, € outros
valores numéricos usados no relatdrio descritivo e nas reivindicacoes, devem
ser entendidos como sendo modificados, em todos os casos, pelo termo “cerca
de”. Assim, a ndo ser que seja indicado o contrario, os pardmetros numéricos
mostrados no relatério descritivo e nas reivindicagOes sdo aproximacgdes que
podem variar, dependendo das propriedades a serem obtidas.

[00100] A prética da presente inveng¢do ird empregar, a menos que
indicado de forma diferente, métodos convencionais de quimica, bioquimica,
técnicas de DNA recombinante e imunologia, dentro do conhecimento da
técnica. Tais técnicas sdo explicadas completamente na literatura. Veja, por
exemplo, Fundamental Virology, 2* Edi¢do, vols. I & II (B.N. Fields e D. M.
Knipe, eds.); Handbook of Experimental Immunology, Vols. I-IV (D. M.
Weir e C.C. Blackwell eds., Blackwell Scientific Publications); T.E.

Creighton, Proteins: Structures e Molecular Properties (W.H. Freeman e
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Company, 1993); A.L. Lehninger, Biochemistry (Worth Publishers, Inc.,
edicdo atual); Sambrook, e cols., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2* Edigao, 1989); Methods In Enzymology (S. Colowick e N. Kaplan eds.,
Academic Press, Inc.).

[00101] Conforme empregado ao longo do presente pedido, o termo
“aminodcido” denota o grupo a-aminodcidos que diretamente ou na forma de
um precursor pode ser codificado por um 4cido nucleico. Os aminodcidos
individuais sdo codificados por &cidos nucleicos consistindo de trés
nucleotideos, conhecidos como cddons. Cada aminoécido € codificado por
pelo menos um cédon. O fato do mesmo aminoécido ser codificado por
diferentes codons é conhecido como “degeneracdo do codigo genético”. O
termo ‘“‘aminoicido”, como usado no presente pedido, denota os a-
aminoicidos que ocorrem naturalmente, compreendendo alanina, arginina,
asparagina, 4cido aspartico, cisteina, glutamina, 4cido glutdmico, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptofano, tirosina e valina.

[00102] Os termos “peptideo”, “polipeptideo” ou “proteina” podem ser
utilizados 1intercambiavelmente, e fazem referéncia a um polimero de
aminoicidos conectado por ligacdes peptidicas, independentemente do
nimero de residuos de aminodcido que constituem esta cadeia. Os
polipeptideos, como aqui usados, incluem “variantes” ou “derivados” dos
mesmos, que se referem a um polipeptideo que inclui variagdes ou
modifica¢des, por exemplo, substituicdo, dele¢do, adicdo ou modificacdes
quimicas em sua sequéncia de aminodcido em relacdo ao polipeptideo de
referéncia. Exemplos de modificagdes quimicas sdo glicosilagdo, PEGlagao,
PEG alquilacdo, alquilacdo, fosforilacdo, acetilacdo, amidagdo, etc. O
polipeptideo pode ser produzido artificialmente a partir de sequéncias
nucleotidicas clonadas através da técnica de DNA recombinante ou pode ser

preparado através de uma reagdo de sintese quimica conhecida.
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[00103] Mais especificamente, o termo polipeptideo da presente
inven¢do pode também ser entendido como antigeno, poliantigeno ou
antigeno multiepitopo, que consistem em uma juncdo de epitopos diferentes
que podem ou ndo estar interligados por ligantes (linkers) flexiveis ou rigidos,
especificos para um tinico patégeno ou para patégenos diferentes.

[00104] Em uma primeira concretizacdo, a presente invencdo fornece
AcMs murino contra oligdmeros de quitina ou quitooligdmeros produzido
através da tecnologia de hibridoma.

[00105] O termo “‘anticorpo” € qualquer imunoglobulina, incluindo
anticorpos e seus fragmentos, que se liga em um epitopo especifico. O termo
inclui anticorpos policlonais, monoclonais, e quiméricos, os ultimos
mencionados descritos com mais detalhe em Patentes U.S. de Nos. 4.816.397
e 4.816.567. O termo "anticorpo(s)" inclui uma molécula de imunoglobulina
(Ig) de tipo selvagem, geralmente compreendendo quatro cadeias de
polipeptideo de comprimento total, duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias
leves (L), ou um seu homodlogo de Ig equivalente (e.g., um nanocorpo de
camelideo, que compreende apenas uma cadeia pesada); incluindo seus
mutantes, variantes ou derivados funcionais de comprimento total, que
mantém as caracteristicas de ligacdo em epitopo essenciais de uma molécula
de Ig, e incluindo anticorpos de dominio dual especifico, biespecifico,
multiespecifico, e varidvel dual; moléculas de Imunoglobulina podem ser de
qualquer classe (e.g., IgG, IgE, IgM, IgD, IgA, e IgY), ou subclasse (e.g.,
IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl, e IgA2). Também estd incluido dentro do
significado do termo “anticorpo” qualquer “fragmento de anticorpo”.

[00106] O termo “anticorpo monoclonal” € amplamente reconhecido
no campo técnico e se refere a um anticorpo que € produzido em massa no
laboratorio a partir de um udnico clone e que reconhece apenas um antigeno.
Anticorpos monoclonais tipicamente sdo preparados fundindo uma célula B

produtora de anticorpo com uma célula de crescimento rapido, tal como uma
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célula tumoral (também conhecida como célula “imortal”). A célula hibrida
resultante, ou hibridoma, € um clone capaz de produzir anticorpo
indefinidamente, caso em condicdes normais de cultivo..

[00107] O termo “hibridoma” também é tradicionalmente reconhecido
no campo técnico e é entendido por qualquer técnico no assunto com
conhecimentos gerais como se referindo a uma célula produzida pela fusao de
uma célula produtora de anticorpo e uma célula imortal, por exemplo, uma
célula de mieloma. Esta célula hibrida € capaz de fornecer continuamente
anticorpo.

[00108] O termo “antigeno” se refere a uma entidade ou fragmento
desta que pode induzir uma resposta imune em um organismo,
particularmente um animal, mais particularmente um mamifero incluindo um
humano. O termo inclui imundgeno e regides responsaveis por antigenicidade
ou determinantes antigénicos.

[00109] Os antigenos fungicos utilizados na presente inven¢ao podem
ser selecionados a partir de componentes de parede celular fingica e seus
oligbmeros. Mais especificamente, os antigenos podem ser selecionados a
partir de quitobiose, quitotriose, quitotetraose, quitopentaose, quitohexaose e
quitoheptaose, e qualquer outro antigeno fiingico que tenha sua origem a
quitina e seus oligdmeros e sejam capazes de induzir uma resposta imune.
Mais preferivelmente, o antigeno fiingico € quitotriose.

[00110] Os antigenos flingicos da presente inven¢ao podem ser obtidos
a partir de qualquer espécie do reino Fungi., mais especificamente qualquer
espécie dos filos Ascomicota, Basidiomicota, Zigomicota e Quitridiomicota.
Ainda mais especificamente dos géneros Aspergillus, Candida, Cryptococcus
e Pneumocystis. Neste sentido, as espécies podem ser selecionadas do grupo
compreendendo Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii, Candida sp.,
Aspergillus sp., Histoplasma capsulatum e Coccidioides immitis.

[00111] Ademais, os antigenos podem ser combinados com adjuvantes
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capazes de induzir uma resposta imune.

[00112] Adjuvantes sdo compostos que quando administrados em
conjunto com um antigeno aumentam a resposta imune ao antigeno,
entretanto quando administrados isoladamente ndo geram uma resposta imune
ao antigeno. Os adjuvantes podem aumentar a resposta imune por VAarios
mecanismos, incluindo recrutamento de linfécitos, estimulacdo de células B e
/ou T e estimulacdo de macréfagos.

[00113] Adjuvantes adequados para a presente inven¢do podem ser
selecionados, mas ndo estando limitados, das seguintes classes de compostos:
(1) sais de aluminio (alimen), como hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio, sulfato de aluminio. Tais adjuvantes podem ser utilizados com ou
sem outros agentes imunoestimulantes especificos, como MPL ou 3-DMP,
QS21, amino4cidos poliméricos ou monoméricos, como 4cido poliglutamico
ou polilisina; (i1) formulacdes de emulsdo de 6leo em &dgua, tais como (a)
MF59 (WO 90/14837), contendo 5% de esqualeno, 0,5% de Tween 80 e 0,5%
de Span 85 (opcionalmente contendo vdrias quantidades de MTP-PE)
formulados em particulas submicronicas usando um microfluidizador, como o
microfluidizador Modelo 110Y (Microfluidics, Newton Mass.), (B) SAF,
contendo 10% de esqualano, 0,4% de polimero L.121 bloqueado por plurinico
de Tween 80,5% e thr-MDP, microfluidizado em uma emulsdao submicronica
ou agitado em vortex para gerar uma emulsdo de tamanho de particula maior,
e (c) sistema adjuvante Ribi ™ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, Mont.)
contendo esqualeno a 2%, Tween 80 a 0,2% e um ou mais componentes da
parede celular bacteriana do grupo que consiste em monofosforilipideo A
(MPL), trealose dimicolato (TDM) e esqueleto da parede celular (CWS), de
preferéncia MPL + CWS (Detox ™); (ii1) adjuvantes de saponina, tal como
Stimulons (QS21, Aquila, Worcester, Mass.) ou particulas geradas a partir
deles, como ISCOMs (complexos imunoestimulantes) e ISCOMATRIX; (iv)
Adjuvante Completo de Freund (CFA) e Adjuvante Incompleto de Freund
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(IFA); (v) citocinas, como interleucinas, por exemplo, IL-1, IL-2 e IL-12,
fator estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), fator de necrose
tumoral (TNF) e / ou quimiocinas como CXCL10 e CCLS5. Preferencialmente,
o adjuvante utilizado € hidréxido de aluminio (Al(OH)3).

[00114] Originalmente desenvolvida por Kohler e Milstein [075], na
metodologia do hibridoma, camundongo ou outro animal hospedeiro
apropriado, € imunizado para gerar linfécitos que produzem ou sdo capazes de
produzir anticorpos que se ligam especificamente a proteina usada para
imunizacao.

[00115] ApOs a 1munizagdo, células produtoras de anticorpos
(linfécitos do bago) sao fusionadas com células de mieloma (células malignas
de tumores primarios da medula dssea), criando linhagem celular hibrida,
resultante de um udnico hibrido celular fundido (chamado hibridoma) que
herdou certas caracteristicas das linhagens celulares de linfocitos e mieloma.
O agente de fusao apropriado pode ser o polietilenoglicol.

[00116] As células de hibridoma preparadas dessa maneira sdo
cultivadas em um meio de cultura apropriado, que preferencialmente contém
uma ou mais substincias que inibem o crescimento ou a sobrevivéncia de
células de mieloma parental ndo fundidas. Por exemplo, na falta da enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferase (HGPRT ou HPRT), o meio de
cultura selecionado para os hibridomas incluird tipicamente hipoxantina,
aminopterina e timidina (meio HAT), substancias que impedem o crescimento
de células deficientes em HGPRT.

[00117] Os hibridomas secretam um unico tipo de imunoglobulina
especifica para o antigeno; além disso, como as células do mieloma, as células
hibridas tinham potencial para divisdo celular indefinida. A combinagao
dessas duas caracteristicas fornece vantagens distintas sobre os anti-soros
convencionais. Enquanto os anti-soros derivados de animais vacinados sao

misturas varidveis de anticorpos policlonais que nunca podem ser
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reproduzidos de forma 1idéntica, os anticorpos monoclonais s3o
imunoglobulinas altamente especificas de um tnico tipo.

[00118] O tunico tipo de imunoglobulina secretada por um hibridoma
(anticorpo monoclonal) é especifico para apenas um determinante antigénico,
ou epitopo, no antigeno, uma molécula complexa com uma multiplicidade de
determinantes antigénicos.

[00119] O meio de cultura em que as células de hibridoma sao
cultivadas € testado para determinar a producdo de anticorpos monoclonais
direcionados contra o antigeno. De preferéncia, a especificidade de ligacdo
dos anticorpos monoclonais produzidos pelas células de hibridoma ¢
determinada por imunoprecipitacdo ou por ensaio de ligacdo in vitro, como
imunoensaio (RIA) ou ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA).
[00120] Apo6s a identificacdo de células de hibridoma que produzem
anticorpos com a especificidade, afinidade e/ou atividade desejadas, os clones
podem ser subclonados por procedimentos de dilui¢cdo limitantes e cultivados
por métodos padrao (98). Os meios adequados para esse fim incluem, por
exemplo, meios D-MEM ou RPMI-1640. Além disso, as células de hibridoma
podem ser cultivadas in vivo como tumores de ascites de animais, por
exemplo, por injecdo intraperitoneal das células em camundongos.

[00121] Os anticorpos monoclonais produzidos por hibridoma sdo
adequadamente separados do meio de cultura, fluido de ascite ou soro por
procedimentos padrdo de purificacdo de anticorpos, como cromatografia de
afinidade (usando, por exemplo, proteina A ou proteina G-Sefarose) ou
cromatografia de troca. {ons, cromatografia de hidroxilapatita, eletroforese em
gel, didlise, entre outros.

[00122] Neste contexto, foram desenvolvidas diversas linhagens
celulares de mieloma especializadas para producdo de hibridomas, como por
exemplo as linhagens amplamente conhecidas no estado da técnica: X63-Ag8,

NSI-Agd/l, MPCI-45.6TG1.7, C63-Ag8.653, Sp2/0-Agld, FO e
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S194/5XX0. BU.1, 210. RCY3.Agl.2.3, U-226AR, GMI1500GTGAL?2, U-
226AR e GMI1500GTGAL2. Mais especificamente, a linhagem é SP2/0
(Sp2/0-Agl4 (ATCC® CRL-1581™),

[00123] De forma geral, ap6s a fusdo das células, o produto obtido é
cultivado em meios seletivos, por exemplo, meio HAT contendo hipoxantina,
aminopterina e timidina.

[00124] O referido meio possibilita a proliferacdo de células hibridas e
evita o crescimento de células de mieloma ndo fundidas que normalmente
continuariam a se dividir indefinidamente.

[00125] As células de mieloma utilizadas sdo mutantes sem
hipoxantina fosforibosil transferase (HPRT) e, portanto, ndo podem utilizar a
via de resgate. No hibrido sobrevivente, o linfécito B fornece informacoes
genéticas para a producdo dessa enzima. Como os proprios linfocitos B t€ém
uma vida ttil limitada em cultura (aproximadamente duas semanas), as Unicas
células que podem proliferar nos meios HAT sao hibridos formados a partir
de células do mieloma e do baco.

[00126] Visto que anticorpos podem ser modificados em numerosas
maneiras, o termo “anticorpo” deve ser entendido como cobrindo qualquer
molécula ou substincia tendo um dominio de ligacdo com a especificidade
exigida. Assim, este termo cobre fragmentos de anticorpo, derivados,
equivalentes funcionais e homodlogos de anticorpos, incluindo qualquer
polipeptideo compreendendo um dominio de ligacdo de imunoglobulina, seja
natural seja total ou parcialmente sintético. Moléculas quiméricas
compreendendo um dominio de ligacdo de imunoglobulina, ou equivalente,
fusionado em outro polipeptideo sdo consequentemente incluidas. Clonagem
e expressao de anticorpos quiméricos sdo descritas em EP-A-0120694 e EP-
A-0125023 e em Patentes U.S. de Nos. 4.816.397 € 4.816.567.

[00127] Tem sido mostrado que fragmentos de um anticorpo inteiro

podem desempenhar a funcdo de ligacdo de antigenos. Exemplos de
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fragmentos de ligacdo sdo (1) o fragmento Fab consistindo de dominios VL,
VH, CL e CHI; (i1) o fragmento Fd consistindo dos dominios VH e CHI; (ii1)
o fragmento Fv consistindo dos dominios VL ¢ VH de um anticorpo tnico;
(iv) o fragmento dAb [101] que consiste de um dominio VH; (v) regides CDR
1soladas; (vi) fragmentos F(ab'),, um fragmento bivalente compreendendo
dois fragmentos Fab ligados (vil) moléculas Fv de cadeia tnica (scFv), nas
quais um dominio VH e um dominio VL estdo ligados por um linker
peptidico que permite que os dois dominios se associem para formarem um
sitio de ligacdo de antigeno [102, 103] ; (viil) fragmentos de anticorpo
multivalentes (dimeros, trimeros e/ou tetrameros de scFv [104] (ix) dimeros
de Fv de cadeia tnica biespecificos (PCT/US92/09965) e (x) "diacorpos",
fragmentos multivalentes ou multiespecificos construidos por fusdo de gene
(W094/13804; [105] ).

[00128] A frase "molécula de anticorpo” em suas varias formas
gramaticais como aqui usada contempla ambas uma molécula de
imunoglobulina intacta e uma por¢do imunologicamente ativa de uma
molécula de imunoglobulina.

[00129] As moléculas de anticorpo podem ser, por exemplo, moléculas
de imunoglobulina intactas, moléculas de imunoglobulina substancialmente
intactas e aquelas por¢des de uma molécula de imunoglobulina que contém
paratopo, incluindo aquelas por¢des conhecidas na técnica como Fab, Fab',
F(ab'), e F(v), cujas porcdes sdo preferidas para uso nos métodos terapéuticos
aqui descritos.

[00130] Porcoes Fab e F(ab') de moléculas de anticorpo sdo
preparadas por reagdo proteolitica de papaina e pepsina, respectivamente, em
moléculas de anticorpo substancialmente intactas por métodos que sdo bem
conhecidos. Veja por exemplo, Patente U.S. de No. 4.342.566 de
Theofilopolous et al. Por¢des de molécula de anticorpo Fab' também sdo bem

conhecidas e sdo produzidas a partir de porcdes F(ab'), seguido por reducdo
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das ligacdes de dissulfeto ligando as duas por¢des de cadeia pesada como com
mercapto-etanol, e seguido por alquilacio do ao proteina-mercaptano
resultante com um reagente tal como iodo-acetamida. Um anticorpo contendo
moléculas de anticorpo intactas € aqui preferido.

[00131] A parte da técnica de hibridoma tradicional hd numerosas
outras técnicas bem conhecidas para preparar anticorpos monoclonais.
Particularmente uteis sdo os métodos de preparar anticorpos totalmente de
humano. Um método € tecnologia de exibicdo de fago que pode ser usada
para selecionar uma variedade de anticorpos de humano ligando
especificamente no antigeno usando métodos de enriquecimento por
afinidade. Exibicdo de fago tem sido completamente descrita na literatura e a
construcdo e a triagem de bibliotecas de exibi¢cdo de fago sdo bem conhecidas
na técnica, veja, e.g., [106, 107, 108, 109]. Anticorpos totalmente de humano
também podem ser preparados por imuniza¢do de camundongos transgénicos
trazendo porcdes grandes das cadeias pesada e leve de imunoglobulina de
humano, com um imundgeno. Exemplos de tais camundongos sdo bem
conhecidos na técnica, e. g., o Xenomouse® (Abgenix, Inc.) e o HuMAb-
Mouse (Medarex, Inc.,), veja também Patentes U. S. de No. 6.207.418, No.
6.150.584, No. 6.111.166, No. 6.075.181, No. 5.922.545, No. 5.545.806 e No.
5.569.825. Anticorpos podem ser preparados por técnicas padrdo, e.g.
técnicas de hibridoma padrdo ou por exibicdo de fago.

[00132] Anticorpos monoclonais derivados por técnica de hibridoma a
partir de espécie diferente de espécie humana, tal como camundongo, podem
ser humanizados, o que significa que um anticorpo de ndo-humano
geneticamente modificado para ser mais humano com o propodsito de se evitar
HAMA quando infundido em humanos. Os métodos de humanizagdo de
anticorpos sdo bem conhecidos na técnica, dentre os métodos mais comuns
estdo enxerto de regido determinante de complementaridade (CDR) e

modificacdo superficial (também conhecida como fornecimento de superficie
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nova). Estes métodos tém sido extensivamente descritos na literatura e em
patentes, veja e.g.; [110]; Patentes U.S. 5.225.539; 5.530.101; 5.585.089.
5.859.205 e 6.797.492, cada uma aqui incorporada como referéncia.

[00133] Mais especificamente, os anticorpos da presente invencao
compreendem as seguintes sequéncias nucleotidicas das suas cadeias leve e
pesada; ou sequéncias possuindo 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com as mesmas; ou suas
sequéncias degeneradas:

1) HC6/DD11

Sequéncia Nucleotidica da Cadeia Pesada (VH):

[00134] 3’ggcagggagcggtgaccgtggteecctgegecccagacatcgaagtaccagtaget
actaccgtagtaatcccttgcacagtagtacatggctgtgtectcagacctcagactgctcatttccaggtacagg
gtgttcttggcattctetctagagatggtgaatcggeccgtcacagtgtetgeatagtagatactatatgeccaaatt
actaatgaatgctacccactcaggecccttecctggagectgtcgaacccacgecattccgtagtcactgaaag
tgaatccagaggctgcacaggatagtttccgggaccctccaggetgeactaagectcecectgactectecag
cttaacttgaccggtcgaS’ (SEQ ID NO: 13)

Sequéncia Nucleotidica da Cadeia Leve (VL):

[00135] 5’ gcaaccaattcctgcatctccaggggagaggtcaccataacctgecagtgccagetca
agtgtaagttacatgcactggttccagcagaagccaggeacttctcccaaactctggatttatagcacatccaac
ctggcttctggagtcectgetegettcagtggeagtggatctgggacctcttactctctcacaatcagecgaatgg
aggctgaagatgctgccacttattactgccagcaaaggagtagttaccegetcacgttcggtgctgggaccaag
ctggagctgaaacgggctgatgetgecaccaactgtatccctcgagacca3’ (SEQ ID NO: 14)
[00136] Tradug¢do das sequéncias e respectivos CDRs utilizando o
método de defini¢cdo por Kabat:

VH

[00137] STGQVKLEESGGGLVQPGGSRKLSCAASGFTFSDYGMA
WVRQAPGKGPEWVAFISNLAYSIYYADTVTGRFTISRENAKNTLYLE
MSSLRSEDTAMYYCARDYYGSSYWYFDVWGAGTTVTAPC (SEQ ID
NO: 15)
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VL

[00138] ATNSCISRGEVTITCSASSSVSYMHWFQQKPGTSPKLWI

YSTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRSSYPL

TFGAGTKLELKRADAAPTVSLET (SEQ ID NO: 16)

[00139] Mais especificamente, em que os CDRs compreendem as
seguintes sequéncias: (i) uma sequéncia VH CDR1 como descrita na SEQ ID
NO: 1, VH CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 2 ¢ VH CDR3 como
descrita na SEQ ID NO: 3; e (i1) uma sequéncia VL. CDR1 como descrita na
SEQ ID NO: 4, VL CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 5 e VL CDR3 como
descrita na SEQ ID NO: 6 ou sequéncias possuindo 90%, 91%, 92%, 93 %,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com as
mesmas.

1) AF1/CC5

Sequéncia Nucleotidica da Cadeia Pesada (VH):

[00140] 3’cggggaatgtgagagtggtgccttggccccagtagtcaaageegtegtacctatgec
tcgtacagtaataaatgccagtgtcttcagcetcttaagetgttcatttgcaggtagacactacttttggaatcatctet
tgagatggtgaacctcectttcacagactcageatagtatgttgcatgattattagetttgettctaatttcagcaacc
cactcaagccccttctctggagactggeggacccagtccatccaggegtcactaaaagtgaatccagaggea

gcacaagagagtttcatggatcctccaggttgcaccaagcectecteetgactcectccagettaacttgaceggte
ga5’ (SEQ ID NO: 17)

Sequéncia Nucleotidica da Cadeia Leve (VL):

[00141] 5’ gattattttcttgcatctcagggagaggtcaccatgacctgcagtgccagetcaagtat
aagttacatgcactggtaccagcagaagccaggeacctcccccaaaagatggatttatgacacatccaaactg

gettetggagtcectgetegettcagtggeagtgggtctgggacctcttattcetctcacaatcagcageatggag

gctgaagatgcetgecacttattactgccatcageggagtagttacccatgeacgtteggtgctgggaccaaget

ggagctgaaacgggctgatgctgcaccaactgtatccctcgagaccaagaccage3’ (SEQ ID NO:
18)

[00142] Tradug¢do das sequéncias e respectivos CDRs utilizando o

método de defini¢cdo por Kabat:



WO 2021/151180 PCT/BR2021/050007
36

VH

[00143] STGQVKLEESGGGLVQPGGSMKLSCAASGFTFSDAWM

DWVRQSPEKGLEWVAEIRSKANNHATYYAESVKGRFTISRDDSKSSV
YLQMNSLRAEDTGIYYCTRHRYDGFDYWGQGTTLTFP (SEQ ID NO:
19)

VL

[00144] DYFLASQGEVTMTCSASSSISYMHWYQQKPGTSPKRWI
YDTSKLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATYYCHQRSSYPC

TFGAGTKLELKRADAAPTVSLETKTS (SEQ ID NO: 20)

[00145] Mais especificamente, em que os CDRs compreendem as
seguintes sequéncias: (i) uma sequéncia VH CDR1 como descrita na SEQ ID
NO: 7, VH CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 8 e VH CDR3 como
descrita na SEQ ID NO: 9; e (i1) uma sequéncia VL. CDR1 como descrita na
SEQ ID NO: 10, VL CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 11 e VL CDR3
como descrita na SEQ ID NO: 12 ou sequéncias possuindo 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia com as
mesmas.

[00146] Mutacdes podem ser feitas em sequéncias de DNA
codificadoras de anticorpos ou peptideos aqui fornecidos, tais como nas
CDRs, de tal modo que um cddon particular € substituido por um cédon que
codifica um aminodcido diferente. Uma tal mutacdo € geralmente feita
fazendo-se o minimo possivel de trocas. Uma mutacdo de substituicdo deste
tipo pode ser feita para substituir um aminodcido na proteina resultante em
uma maneira nao-conservativa (i.e., por troca do cédon de um aminoécido
pertencendo a um agrupamento de aminoacidos tendo um tamanho ou uma
caracteristica particular por um aminodcido pertencendo a outro agrupamento)
ou em uma maneira conservativa (i.e, por substituicio do cédon de um
aminoicido pertencendo a um agrupamento de aminoécidos tendo um

tamanho ou uma caracteristica particular por um aminoacido pertencendo ao
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mesmo agrupamento). Uma substitui¢cdo conservativa geralmente causa uma
mudanga menor na estrutura e na funcdo da proteina resultante. Uma troca
ndo-conservativa provavelmente altera mais a estrutura, atividade ou fungdo
da proteina resultante. Deve ser considerado que a presente invencdo inclui
sequéncias contendo trocas conservativas que ndo alteram significativamente
a atividade ou caracteristicas de ligacao da proteina resultante.

[00147] Os polipeptideos da presente invengcdo apresentaram
reprodutibilidade quanto a sensibilidade e especificidade. Isto sugere que as
proteinas desenvolvidas podem se manter estiveis por longos periodos,
mantendo sua capacidade reativa. E possivel que a composi¢io do tampao de
estoque pode ter favorecido sua estabilidade, o uso de inibidores de proteases,
a presenca de agente desnaturante no tampdo ou, at€é mesmo, devido a
sequéncia de aminodcidos das mesmas. Proteinas estdveis sdo consideradas
quando existe interesse de aplicacdo diagnostica.

[00148] Em uma segunda concretizacdo, a presente invencdo revela
composicdes farmac€uticas que compreendem o referido anticorpo
monoclonal.

[00149] A composi¢ao farmacéutica pode compreender a combinacao
AcM da presente invencao.

[00150] As referidas composicdes podem ainda compreender
adicionalmente outros agentes antiftingicos.

[00151] Agentes antifingicos adequados podem ser selecionados do
grupo compreendendo (1) um agente antifingico de polieno, como
Natamicina, Rimocidina, Filipina Nistatina, Anfotericina B e Candicina; (2)
Antifungicos de imidazol, como Miconazol, Cetoconazol, Clotrimazol,
Econazol, Bifonazol, Butoconazol, Fenticonazol, Isoconazol, Oxiconazol,
Sertaconazol, Sulconazol, Tioconazol; (3) antifingicos de triazol, como FLC,
itraconazol, isavuconazol, ravuconazol, posaconazol, voriconazol, terconazol;

(4) antifingicos de alilamina, como terbinafina, amorolfina, naftifina e
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butenafina; (5) antifingicos da equinocandina, como Anidulafungina,

Caspofungina e Micafungina.

[00152] Preferivelmente, os agentes antifingicos adicionais sdio AmB
ou FL.C.
[00153] Ademais, as composi¢cdes farmacéuticas podem ser formuladas

com veiculos ou excipientes farmaceuticamente aceitiveis assim como
quaisquer outros adjuvantes e diluentes conhecidos por um técnico no assunto
com conhecimento geral na édrea.

[00154] Os veiculos farmaceuticamente aceitidveis adequados
compreendem excipientes e auxiliares que facilitam o processamento dos
compostos  ativos em  preparacdes que podem ser utilizadas
farmaceuticamente. Os veiculos farmaceuticamente aceitiveis adequados sdo
bem conhecidos no estado da técnica e sdo descritos, por exemplo, em
Gennaro, Alfonso, Ed., Remington's Pharmaceutical Sciences, 18° edicdo
1990, Mack Publishing Co., Easton, Pa., o qual é um texto de referéncia neste
campo técnico. De forma mais especifica, excipientes, carreadores ou
estabilizadores farmaceuticamente aceitdveis ndo apresentam toxicidade ao
organismo receptor nas dosagens e concentracdes empregadas e incluem
tampdes como fosfato, citrato e outros acidos organicos; antioxidantes como
dcido ascorbico e metionina; conservantes como cloreto de
octadecildimetilbenzil amoénio, cloreto de hexametdnio, cloreto de
benzalcdnio, cloreto de benzetdnio, fenol, alcool butilico, dlcool benzilico,
alquil parabenos como metil- e propilparabeno, -catecol, resorcinol,
ciclohexanol, 3-pentanol e m-cresol; proteinas como albumina, gelatina ou
imunoglobulinas; aminodcidos, monossacarideos, dissacarideos e outros
carboidratos como glicose, manose, sucrose, manitol ou sorbitol; excipientes
poliméricos como polivinilpirrolidonas, Ficoll®, dextrinas e polietileno
glicdis; agentes de sabor; adocantes; agentes anti-estaticos; agentes quelantes

como EDTA ou EGTA; sais liberadores de fons como sédio; complexos
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metélicos; surfactantes ndo-idnicos como polissorbatos 20 e 80; lipideos
como fosfolipideos, 4cidos graxos e esteroides como colesterol. Métodos para
preparacdo de vdrias composicdes farmacé€uticas sdo bem conhecidos, ou
serdo aparentes a luz da presente invengdo, pelo especialista da arte em
tecnologia farmacéutica.

[00155] Além disto, as composi¢des podem compreender aditivos com
o objetivo de aumentar a facilidade de administracdo, a capacidade de serem
estocadas, a resisténcia a degradacdo, a biodisponibilidade, a meia vida,
prover preparagOes isotOnicas, etc. Aditivos usais para a preparacdo de
composicdes farmacéuticas sdo bem conhecidas na arte.

[00156] Veiculos  farmaceuticamente  aceitiveis podem  ser
rotineiramente selecionados de acordo com o modo de administragdo e a
solubilidade e estabilidade dos peptideos.

[00157] Por exemplo, formulacdes para administracdo intravenosa
podem incluir solugdes aquosas estéreis que podem também conter tampdes,
diluentes e outros aditivos adequados.

[00158] Formulacdes adequadas para administracio parentérica
incluem solucdes aquosas dos compostos ativos na forma soldvel em 4gua,
por exemplo, sais soliiveis em dgua. Além disso, a suspensdo do composto
ativo, como suspensOes de injecdes oleosas apropriadas, pode ser
administrada. Solventes ou veiculos lipofilicos adequados incluem 6leos
graxos, por exemplo, 6leo de gergelim, ou ésteres de 4cido graxo sintéticos,
por exemplo oleato de etila ou triglicerideos. Suspensdes de injecdes aquosas
que podem conter substincias que aumentam a viscosidade da suspensao
incluem, por exemplo, carboximetilcelulose de sodio, sorbitol e/ou dextrano.
Opcionalmente, a suspensdo também pode conter estabilizadores.

[00159] Composi¢coes farmacéuticas para administracio oral (em
dosagem apropriada) podem estar, preferencialmente, mas ndo

necessariamente, na forma de comprimidos ou cdpsulas, tendo o tamanho
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convencional na inddstria farmacéutica.

[00160] A concentracdo do anticorpo da invencdo nas composi¢coes
farmacéuticas pode variar de maneira ampla e pode ser selecionada
principalmente com base em volumes de fluido, viscosidades, entre outros. O
modo de administracdo particular serd determinante. As composi¢des podem
compreender ainda mais de um tipo de anticorpo.

[00161] Para qualquer composto, a dose terapeuticamente efetiva pode
ser estimada inicialmente, quer em ensaios de cultura de células, por exemplo,
de células neoplasicas, quer em modelos animais, usualmente camundongos,
coelhos, caes ou porcos. O modelo animal também pode ser usado para se
determinar a faixa de concentracdo apropriada e a via de administracdo.
Informacdo desse tipo pode entdo ser usada para se determinar doses uteis e
vias para administracdo em humanos.

[00162] No geral, a quantidade de ingrediente ativo que pode ser
combinada com um veiculo farmaceuticamente aceitdvel para produzir uma
forma de dosagem ftnica variard dependendo do sujeito a ser tratado e do
modo particular de administracdo. A quantidade de ingrediente ativo que pode
ser combinada com um veiculo farmaceuticamente aceitdvel para produzir
uma forma de dosagem unica serd geralmente a quantidade da composi¢ao
que produz um efeito terapéutico. Geralmente, de cem por cento, essa
quantidade varia de cerca de 0,01 a 99% do ingrediente ativo, de preferéncia
de cerca de 0,1 a 70%, mais preferencialmente de 1 a 30% do ingrediente
ativo em combinac¢ao com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[00163] As composi¢oes farmacéuticas da invencdo podem ser
administradas por vdrias rotas de administracdo incluindo, entre outras, oral,
sublingual, nasal, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intra-articular,
subcutanea, cutanea, transdérmica, nao sendo limitada a estas.

[00164] Em uma terceira concretizacdo, a presente invencdo revela o

uso do referido anticorpo monoclonal na preparacdo de um medicamento para
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tratar infec¢des fungicas. O uso pode ser em combinacdo com outros agentes
antifiingicos ativos dentre eles a AmB e/ou FL.C.
[00165] Por “combinacdo”, pode-se entender como sendo
administracdo de dois ou mais agentes terap€uticos para tratar uma doenca,
condi¢do e/ou distirbio. Essa administracdo abrange a co-administracdo de
dois ou mais agentes terap€uticos de maneira substancialmente simultinea,
como em uma capsula inica com uma propor¢do fixa de ingredientes ativos
ou em capsulas multiplas e separadas para cada agente ativo. Ademais, a
administracdo pode ser sequencial.
[00166] Os anticorpos da invencdo podem ser administrados em
combinacdo com outros com farmacos padrdo no tratamento de infeccdes
fingicas. Preferivelmente, AmB, que apresenta amplo espectro contra
leveduras e fungos filamentosos e FLLC que tem acdo fungistitica contra
Cryptococcus.
[00167] Ambos os farmacos apresentam suas acdes no ergosterol,
sendo a AmB se ligando diretamente ao ergosterol formando poros e o FL.C
se ligando a enzima lanosterol 14 alfa desmetilase, que é a enzima chave na
sintese do ergosterol.
[00168] Em uma quarta concretizagdo, a presente invengao revela um
método de diagndstico de infecgdes fungicas que compreende:

(i) prover o referido anticorpo monoclonal ou a referida
composi¢do com uma amostra obtida de um individuo

(i1) contatar o referido anticorpo monoclonal ou a referida
composicdo com a amostra a ser testada por um tempo suficiente e sob
condig¢des suficientes para a formagao de complexos antigeno/anticorpo; e

(i11) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
anterior através de uma técnica de deteccdo capaz de gerar um sinal detectavel
na presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.

[00169] As amostras podem ser selecionadas do grupo compreendendo
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saliva, urina, soro, sangue, lavado bronco-alveolar, liquor ou liquido
peritoneal, ou quaisquer outros fluidos bioldgicos do individuo.

[00170] O anticorpo pode compreender um marcador detectavel, como
um marcador fluorescente, radioisotépico, quimioluminescente ou
enzimatico, como peroxidase de rabano silvestre, fosfatase alcalina ou
luciferase.

[00171] Numerosos materiais fluorescentes sdo conhecidos e podem
ser utilizados como marcadores. Estes incluem, por exemplo, fluoresceina,
rodamina, auramina, Vermelho Texas, azul AMCA e Amarelo Lucifer. Um
material de deteccdo particular € anticorpo anti-coelho preparado em cabras e
conjugado com fluoresceina através de isotiocianato. O peptideo SLC34A2 ou
seu(s) parceiro(s) de ligacdo também pode(m) ser marcado(s) com um
elemento radioativo ou com uma enzima. O marcador radioativo pode ser
detectado por qualquer um dos procedimentos de contagem correntemente
disponiveis. O isétopo preferido pode ser selecionado de *H, “C, **P, 3§,
36C1, SICr, 7Co, FCo,%Fe 20y, 123], 125] BI] 186Re 99Tc, 7Ga, 201T] ¢ Lp,
[00172] Marcadores de enzima sdo igualmente tteis, e podem ser
detectados por qualquer uma das técnicas colorimétrica, espectrofotométrica,
fluoroespectrofotométrica, amperométrica ou gasométrica presentemente
utilizadas. A enzima € conjugada na particula selecionada pela reacdo com
moléculas de ponte tais como carbodiimidas, diisocianatos, glutaraldeido e
semelhante. Muitas enzimas que podem ser usadas nestes procedimentos sao
conhecidas e podem ser utilizadas. As preferidas sdo peroxidase, B-
glicuronidase, B-D-glicosidase, B-D-galactosidase, urease, glicose oxidase
mais peroxidase e fosfatase alcalina. Patentes U.S. de Nos. 3.654.090;
3.850.752; e 4.016.043 sao referidas por meio de exemplo para sua revelacio
de métodos e material de marcagdo alternativos.

[00173] Os meios de deteccio podem ser aqueles conhecidos na

técnica. Um exemplo ndo limitativo do meio de deteccdo pode ser um
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conjugado compreendido por um anticorpo acoplado a um composto gerador
de sinal, capaz de gerar um sinal detectavel.

[00174] Opcionalmente, o anticorpo pode estar ligado a um suporte
sOlido, que pode acomodar a automagdo do ensaio. Suportes solidos
adequados incluem, mas ndo estdo limitados a laminas de vidro ou pléstico,
placas de cultura de tecidos, pog¢os de microtitulagdo, tubos, chips ou
particulas como contas (Beads) selecionados de, mas ndo restritas, latex,
poliestireno ou contas de vidro.

[00175] A inveng¢do pode ser realizada em qualquer método conhecido
no campo técnico pode ser usado para conectar o anticorpo ao suporte solido,
incluindo o uso de ligagdes covalentes e ndo covalentes, absorcdo passiva ou
pares de por¢des de ligacdo ligadas ao anticorpo e ao suporte solido. A
ligacdo do antigeno e do anticorpo pode ser realizada em qualquer recipiente
adequado para conter os reagentes. Exemplos de tais vasos incluem placas de
microtitulacdo, tubos de ensaio e tubos de microcentrifuga.

[00176] Os anticorpos podem ainda ser utilizados principalmente para
distinguir infec¢des flingica invasivas de infeccdes bacterianas em ambiente
hospitalar e com pacientes de alto risco e/ou imunocomprometidos.

[00177] Em uma quinta concretiza¢do, a inven¢do fornece um kit de
diagndstico de infec¢des filingicas que compreende o referido anticorpo
monoclonal ou a referida composicdo e instru¢des de uso.

[00178] O kit pode ainda compreender um meio de deteccdo do
complexo antigeno/anticorpo, o qual pode compreender um gerador de sinal,
capaz de gerar um sinal detectdvel. Por exemplo, o anticorpo pode ter uma
marcagdo (label) com um meio de deteccio que permita a deteccdo do
anticorpo quando este estiver ligado ao seu respectivo antigeno.

[00179] Os meios de deteccdo podem ser um agente de marcagdo
fluorescente, como isocianato de fluoresceina (FIC), isotiocianato de

fluoresceina (FITC) e entre outros, uma enzima, como peroxidase de rabano
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silvestre (HRP), glicose oxidase ou semelhante, um elemento radioativo como
12T ou °!Cr que produz emissdes de raios gama, ou um elemento radioativo
que emite positrons que produzem raios gama apos encontros com elétrons
presentes na solucdo de teste, como ''C, O ou PN. A liga¢do também pode
ser detectada por outros métodos, por exemplo, através de complexos avidina-
biotina. Além disso, o agente de marcagdo pode ser qualquer enzima incluida
nos grupos oxidases (como peroxidase de rabanete), luciferases, peptidases
(como caspase-3), glicosidases (como beta-galactosidase) e fosfatases (como
fostatase alcalina).

[00180] A ligacao dos meios de deteccdo € de conhecimento geral de
um técnico no assunto na area técnica. Neste sentido, os AcM produzidos
podem ser metabolicamente marcados pela incorporacdo de aminodcidos
contendo radiois6topos no meio de cultura, ou podem ser conjugados ou
acoplados a um meio de deteccdo através de grupos funcionais ativados.
[00181] Os kits de diagnosticos de infeccdes fingicas adequados para a
presente invencdo podem ser basear preferencialmente nas seguintes técnicas:
ELISA, Teste Ripido Imunocromatografico de Fluxo Lateral e Microarranjos
Liquidos.

[00182] O teste de ELISA € um teste imunoenzimético que se baseia
em reagdes antigeno-anticorpo que podem ser detectadas através de reacdes
enzimaticas.

[00183] Os antigenos purificados sdo fixados sobre um suporte sélidos
(por exemplo, uma placa de poliestireno) apropriados. Em seguida, a amostra
¢ adicionada aos pogos e, caso a amostra seja de um individuo positivo para a
referida condi¢do, os anticorpos especificos se ligardo aos antigenos fixados
no suporte solido.

[00184] ApOs esta etapa, adicionam-se anticorpos ligados a marcadores
(peroxidase) contra os anticorpos que se ligam aos antigenos. Desta forma,

nos po¢os nos quais ocorrem a ligacdo antigeno-anticorpo ocorre coloracio ao
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ser adicionado o substrato para o marcador.

[00185] A auséncia de coloracdo indica a auséncia do anticorpo na
amostra contra o antigeno do substrato.

[00186] O teste imunocromatografico de fluxo lateral € composto pela
sobreposicdo de diferentes membranas montadas sobre cartdo adesivo
suporte. O anticorpo é imobilizado em membrana de nitrocelulose e essa
sobreposta por membrana que recebe a amostra a ser testada na regido
proximal do cartdo. Uma membrana impregnada com compostos
(conjugados) que revelam a reacao estd situada em extremidade da membrana
de nitrocelulose e uma membrana absorvente na regido distal. As tiras
resultantes sdo encaixadas em dispositivos plasticos.

[00187] O teste utiliza amostras (soro, plasma ou sangue) em volume a
ser avaliado, imediatamente seguido da aplicacdo do tampdo. A solucdo
tampao auxilia a migra¢do do conjugado e das proteinas contidas na amostra.
[00188] A migracdo da amostra ocorre por capilaridade até a 4rea de
linhas teste e controle em temperatura ambiente. A leitura visual do teste €
realizada apds a completa migracdo da amostra/tampao, que costuma ocorrer
em até 15 minutos. Visualizacdo das linhas teste e controle indicam resultado
positivo para a doenca. Auséncia de visualizacdo da linha teste com
simultanea marcacdo da linha controle indica resultado negativo e auséncia de
visualizacdo da linha controle invalida o teste.

[00189] Microarranjos liquidos é um ensaio realizado em suspensao
com uma matriz de microesferas de poliestireno, com 5,6 ou 6,5 micrOmetros
de didmetro que funcionam como suporte sélido para o acoplamento de
anticorpos através de ligacdo covalente. A deteccdo da reacdo anticorpo-
antigeno ocorre com o auxilio de uma molécula de detec¢do (fluor6foro), em
especial a ficoeritrina. Neste sistema € possivel empregar uma mistura de
diferentes tipos de microesferas, que sdo uniformes em tamanho, todavia,

emitem intensidades de fluorescéncia distintas.
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[00190] O acoplamento ocorre por meio de uma ligacdo covalente
entre a superficie carboxilada das microesferas e aminas primarias presentes
em anticorpos.
[00191] As microesferas contém corantes internos que possuem
codigos individuais que se diferenciam quanto ao perfil tnico de emissao.
Dessa forma, € possivel realizar uma anélise simultanea de multiplos analitos,
pois cada microesfera acoplada covalentemente a um reagente de captura,
pode ser distinguida pelo seu espectro.
[00192] A leitura da reacdo € realizada através da aspiracdo das
microesferas em solugdo que sdo transportadas a uma camara especial. Nesta,
as microesferas sdo centralizadas num fluxo continuo e de maneira
individualizada, de forma que dois lasers interceptem uma Unica particula por
vez e identifiquem com precisdo cada codigo.
[00193] Em uma sexta concretizagdo, a invencdo fornece um kit para
tratamento de infec¢des flingicas que compreende

(1) anticorpo monoclonal como definido na reivindica¢do 1 ou
uma composi¢ao como definida em qualquer uma das reivindicacdes 2 a 4; e

(i1) Agentes antifiingicos;

(i11) Instrugdes para uso dos componentes em combinacao.
[00194] Em uma sétima concretizacdo, a inven¢ao fornece um método
para o tratamento de infec¢des flingicas que compreende a administracdo de
uma quantidade terapeuticamente eficaz do referido anticorpo ou a referida
composi¢do em um individuo com necessidade do mesmo.
[00195] Em uma oitava concretizacdo, a invencdo fornece um
anticorpo ou composi¢ao para uso no tratamento de infec¢des fungicas em um
individuo com necessidade do mesmo.
[00196] O uso no tratamento pode ser tanto para tratamento humano,
quanto veterindrio. Preferencialmente o individuo tratado € um ser humano

que necessita de tratamento
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[00197] A quantidade efetiva precisa para um individuo humano
dependera da gravidade do estado de doenga, da satde geral do individuo, da
idade, do peso, e do sexo do sujeito, da dieta, do tempo e da frequéncia de
administracdo, da combinac¢do/combina¢des de drogas, das sensibilidades de
reacdo, e da tolerncia/resposta a terapia. Assim, doses a serem fornecidas
dependem de um nimero de fatores que ndo podem ser mensuradas antes que
os estudos de testes clinicos sejam feitos. O técnico no assunto, no entanto,
sabe como chegar a doses adequadas para diferentes tratamentos.

[00198] Os exemplos citados a seguir sdo meramente ilustrativos,
devendo ser empregados somente para uma melhor compreensdo dos
desenvolvimentos constantes na presente invencdo, ndo devendo, contudo,
serem utilizados com o intuito de limitar os objetos descritos.

EXEMPLOS

Exemplo 1 - Tipos celulares e condicoes de crescimento

[00199] As espécies de fungos utilizadas foram C. neoformans
(sorotipo A, isolado clinico H99 ATCC 208821), C. gatti (sorotipo B, cepa
R265 ATCC MYA-4093), C. albicans (ATCC 90028), C. neoformans
acapsular (mutante Cap67 ATCC 52817), Giardia lamblia (ATCC 30957),
célula de linhagem pulmonar humana A549 (ATCC CCL-185), Escherichia
coli (ATCC 9637) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Para os ensaios
in vitro e in vivo, as células foram cultivadas em meio minimo (glicose 15
mM, MgSO; 10 mM, KH,PO,4 29,4 mM, glicina 13 mM, tiamina-HCI] 3 uM,
pH 5,5) e mantidas sob agitacdo por 2 dias a 30°C. As células foram obtidas
por centrifugacao, lavadas em PBS e contadas em camara de Neubauer.
[00200] Foram utilizadas para formacdo de células hibridas, as células
de mieloma linhagem SP2/0 (Sp2/0-Agl4 (ATCC® CRL-1581™) juntamente
com as c€lulas B oriundas do baco do animal previamente imunizado com
quitooligoméros e pelo fungo C. gattii. O cultivo foi realizado em meio

DMEM (LONZA) suplementado com Glutamina 6,4 mM / SFB 10%. Todo o
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contetido foi transferido para garrafa do tipo T 25cm? (Corning®) e incubados
a 37°C /5% CO? até atingir viabilidade necessdria.

Exemplo 2 - Imunizacio dos animais

[00201] A 1munizacdo dos camundongos se deu da seguinte forma:
camundongos da linhagem Balb/C foram imunizados intraperitonealmente
(i.p.; 200 ul) a cada 15 dias. Para tal foram utilizadas duas estratégias
diferentes: na primeira estratégia, os animais foram imunizados via i.p. com
C. gattii (1x10°céls/ml) previamente fixado em paraformolaldeido (PFA) 4%
e lavado em PBS seguido de duas imunizagdes via 1.p. com intervalo de 15
dias com 200 pg de quitotriose livre (trimero de moléculas compostas por
unidades de [-1,4-N-acetilglucosamina - B-1,4-GIcNAc), utilizando como
adjuvante hidr6xido de aluminio (AI(OH); — 1,5mg), respeitando a proporcdo
de 1:1 (v/v). Finalmente, os animais foram imunizados por via intravenosa
(1.v.) com 50 pg de quitotriose livre, utilizando PBS como veiculo. A segunda
estratégia foi idéntica a primeira, exceto pela introdu¢do de uma imunizagao
adicional com quitotriose livre com Al(OH); antes da injecdo final, i.v. Em
ambas as estratégias foram realizadas a sangria ao final das imunizagdes para
verificar o titulo dos anticorpos no soro através de ELISA indireto. Foi
recolhido o soro pré-imune de todos os animais para ser utilizado como
controle e cut-off da triagem.

Exemplo 3 - Fusao

[00202] ApOs quatro/cinco imunizagdes, foi realizada a esplenectomia
dos animais para o processamento dos esplendcitos para a execugdo da fusdo
celular com células mieldmicas murinas SP2/0 (ATCC), adaptado de Kohler
& Milstein 1975.

[00203] Os esplendcitos e as SP2/0 sdo fusionadas com o auxilio da
solucdo de PEG 3000-3700 a 50%, pré-aquecido a 37°C. Posteriormente, o
homogenato de células foi avolumado em meio DMEM suplementado com

Glutamina 6,4 mM / Antibiético (ATB) 1x / SFB 20% em uma proporcao de
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1x10® células/100mL. Todo o volume da suspensdo foi transferido para placas
de 96 pocos para cultura celular (Corning) a 100 pl./poco, sendo 3 pocos da
tltima placa foram adicionados 6 x 10* células SP2/0 que foram utilizadas
como controle do meio de selecdo. As placas entdo foram incubadas a 37°C,
5% CO, por 24 horas e um dia apds a incubacgdo inicial, 100 pL. de meio
DMEM suplementado comGlutamina 6,4 mM / ATB 1x / SFB 20% /
hipoxantina, aminopterina, timidina (HAT) 2x foram adicionados aos pogos
das placas para o inicio do processo a selecdo das células hibridas vidveis
resultantes do processo de fusdo durante 14 dias. O sobrenadante dos pogos
foi utilizado para realizar o ensaio de ELISA indireto especifico contra
quitotriose.

Exemplo 4 — Elisa Direto

[00204] Foram realizados ELISA (97) indireto em dois momentos: 1)
Determinagdo do titulo do anticorpo no soro dos animais ao final do processo
de imunizagdo; 2)Determinacdo de anticorpo policlonal e monoclonal
especificos para quitooligoméros produzidos pelo hibridoma.

Exemplo 4.1 - ELISA para determinacio de titulo no soro animal

[00205] A placa de 96 pocos foi revestida com quitotriose conjugada a
BSA na concentracio de 0,5ug/ml em PBS e incubada durante a noite a 4°C.
Ap0s a incubacdo, a placa foi incubada com PBS/BSA 1% por 1 hora a 37°C,
posteriormente foi realizada lavagem e adicionado o soro dos animais em
diferentes dilui¢des e incubado 2 horas a 37°C. A placa foi lavada trés vezes
com PBS/Tween 0,05% e adicionado anti-IgG e anti-IgM murino conjugado a
peroxidase e incubado 2 horas a 37°C. Apds incubagdo a placa foi lavada
como anteriormente descrito e incubada com Tetrametilbenzidina (TMB) e
incubada por 30 minutos a 37°C. A reagdo foi parada com HCl 1 N e
obtivemos a leitura em espectrofotdmetro a 450nm.

Exemplo 4.2 - ELISA para determinacio de anticorpo policlonal e

monoclonal
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[00206] Foi realizado o mesmo procedimento descrito anteriormente
com a diferenca que o anticorpo primério da reacdo foi oriundo do
sobrenadante de cultivo dos hibridomas.

Exemplo 5 - Clonagem dos hibridomas policlonais

[00207] A clonagem dos hibridomas policlonais positivos no ensaio de
ELISA descrito no item anterior se da através da contagem das células em
camara de Neubauer de modo que a diluicio desta suspensdo celular
apresente ao final uma concentracdo de 1 célula/po¢o em um volume final de
200 wl. O cultivo € incubado a 37°C, 5% CO2 por 14 dias e sdo observadas a
clonalidade (monoclonal ou policlonal) a partir do 5° dia. Os cultivos que se
mantiverem vidveis e monoclonais sdo novamente submetidos ao ensaio de
ELISA para verificar a especificidade frente ao antigeno determinado.
Exemplo 6 - Isotipagem dos clones selecionados

[00208] A isotipagem dos clones previamente selecionados por ELISA
foi feita através do kit comercial - Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping Kit —
ThermoFisher. Para tal, foi feito uma diluicdo de 1:10 do sobrenadante de
cultivo dos clones e adicionado na placa especifica do teste. O kit determina a
presenca dos isotipos murinos IgGl, IgG2a, 1gG2b, IgG3, IgA e IgM
presentes na amostra de forma rapida e eficiente.

Exemplo 7 - Extracdao de RNA dos anticorpos monoclonais selecionados
[00209] A extracdo de RNA foi feita de cada anticorpo monoclonal
oriundo de uma garrafa de cultivo T-25, na qual foi recolhido apenas as
células por meio de centrifugacdo (400 g por 10 minutos a temperatura
ambiente). O pellet de cada anticorpo monoclonal foi utilizado para a extracdo
do RNA total com o kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen), seguindo
protocolo estabelecido pelo fabricante.

Exemplo 8 - Reacdo em Cadeia da Polimerase via Transcriptase Reversa
(RT-PCR)

[00210] Previamente a etapa de RT-PCR foi realizada a sintese de
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cDNA dos monoclonais através do kit comercial Super Script IIT First-Strand
Synthesis System (INVITROGEN).

[00211] Posteriormente, foi realizada a PCR com os oligonucleotideos
iniciadores selecionados a partir da publicacdo de Zhou et al. 1994 por serem
descritos como primers universais para a cadeia varidvel pesada (VH) e
cadeia varidvel leve (VL) murino como descrito na tabela 2. As sequéncias
obtidas foram avaliadas frente ao banco de dados de Kabat.

[00212] A RT-PCR foi feita de acordo com as seguintes condicoes:
desnaturacdo 1inicial 94°C/5 minutos, desnaturacdo 94°C/2 minutos,
anelamento 48°C/1 minuto, extensdao 72°C/1 minuto e 30 segundos repetidos
por 30 vezes e extensdo final 72°C/1 minuto para cadeia VH e as mesmas
condi¢des para VL, porém com a temperatura de anelamento de 55°C/1
minuto.

[00213] A visualizacdo das bandas foi feita em gel de agarose 1,5% no
tamanho de aproximadamente 570pb para VH e 370pb para VL.

Tabela 2- Oligonucleotideos sintéticos utilizados na rea¢do de RT-PCR para
amplificacdo dos cDNAs codificadores para VH e VL murinas a partir da
extremidade 5’

mk\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\@

307 .5 ATG(GA)A(GC)TT(GC)(TG)GG(TC)T(AC)A(AG)CT(GT)G(GA)TT3
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Exemplo 9 - Sequenciamento do DNA dos anticorpos monoclonais
selecionados

[00214] O sequenciamento do DNA dos anticorpos monoclonais
selecionados foi feito de acordo com o protocolo descrito no kit comercial kit
BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies) e para tal foram utilizados os
mesmos primers descritos na PCR (exemplo 8). Além disso, foi avaliado a
identidade de cada sequenciamento utilizando a ferramenta BLAST — do
inglés, Basic Local 54 Alignment Search Tool (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast),
entre as sequéncias de VH e VL dos hibridomas selecionados. As sequéncias
foram analisadas usando o programa SeqMan (DNAStar) e para identifica¢do
dos CDRI1, 2 e 3, as sequéncias génicas foram submetidas a andlise pela
ferramenta IgBlast (IgBlast Tool - NCBI - NIH;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/).

Exemplo 10 - Purificacio dos Anticorpos Monoclonais (AcMs)

[00215] A purificacdo dos AcMs se deu em trés fases: precipitagdo por
PEG, cromatografia de exclusdo molecular e cromatografia de troca 16nica no
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (AKTA Purifier 10; GE
Healthcare).

[00216] A precipitacdo por PEG foi realizada submetendo o
sobrenadante do cultivo a precipitagdo com polietilenoglicol (PEG 6000) na
concentracdo de 4% (p/v). A suspensdo fol mantida sob agitacdo por trés
horas a temperatura ambiente (TA) e, em seguida, procedeu-se a
centrifugacdo do material (1600 xg; 30 minutos; 4°C).

[00217] O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi submetido a
uma segunda etapa de precipitacio com PEG 6000 na concentracdo de 6%
(p/v), seguida de centrifugacdo nas mesmas condi¢cOes descritas
anteriormente. O precipitado obtido foi dissolvido no volume de 15 mL de

solucdo tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0.
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[00218] O material obtido apds a segunda precipitacdo foi fracionado
através da cromatografia de exclusdo molecular (SEC) utilizando a coluna
Superdex 200 High Load 26 x 60 (320mL) com fluxo de 3,0 mL/min, sendo
utilizado como eluente a solu¢do tampao Tris-HCl 50mM, pH=8,0, com
volume de coleta igual a 10 mL.

[00219] ApOs a selecdo e pool das amostras provenientes da SEC foi
realizada a cromatografia de troca anidnica em coluna Poros HQ 10 x 100. A
eluicdo das fragoes foi realizada em fluxo de 5,0 mL/min na solu¢ao tampao
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 com gradiente salino em dois segmentos (20% e
50%). As fracdes foram coletadas com volume de 4,0 mL.

[00220] A homogeneidade das amostras obtidas em cada etapa do
processo de purificacdo foi avaliada por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE). Para a estimativa do peso molecular (PM), foi
utilizado o padrao comercial Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio- Rad).
As proteinas foram reveladas com solucio corante Coomassie Blue R350 e o
resultado analisado através do software Image Lab™, apds o processamento
da imagem no sistema Gel Doc™ XR+ (BIO RAD).

Exemplo 11 - Determinacao de constante de afinidade e dissociacao por
Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

[00221] Os experimentos de SPR foram realizados usando o sistema
BIACORE X (GE Healtcare) equipado com um chip sensor CM3. Os ligantes
testados foram os AcM AF1/CC5 e HC6/DDI11 (descritos posteriormente em
Resultados), aos quais foram imobilizados usando quimica de acoplamento
por amina. As superficies das duas células de fluxo foram ativadas por 7 min
com uma mistura 1: 1 de 0,1 M NHS (N-hidroxisuccinimida) e 0,1 M EDC
(3- (N, N-dimetilamino) propil-N-etilcarbodiimida) em uma taxa de fluxo de
10 w1 / min. Os ligantes foram imobilizados na concentracdo de 100 pg/ml em
acetato de sodio a 10 mM, pH 5,0. Os residuos de ésteres foram desativados

com uma inje¢do de 7 min de etanolamina 1 M, pH 8,0.
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[00222] Para coletar dados de ligacdo cinética, o analito BSA-
(GIcNAc); fol injetado sobre as duas células de fluxo em concentracdes de
0,1 € 0,6 nM em uma taxa de fluxo de 5 pl / min e a uma temperatura de 25°C
utilizando tampao HBS-EP (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3Mm EDTA e
0,005% P20) pH 7.4.

[00223] Os dados foram ajustados mediante concentracdo em um
modelo simples de interacdo (1:1) do ligante e do analito usando a opgao de
andlise de dados global, que possibilita ajustar todos os graficos obtidos
simultaneamente. Todos os dados foram analisados no software
BiaEvaluation 4.1.

Exemplo 12 - Ensaio de determinacao de sitio de ligacao

[00224] As placas de 96 pocos foram revestidas com quitotriose-BSA
na concentracdo de 0,5 pg/ml em PBS e incubadas durante a noite a 4°C,
seguido de incubacdo com PBS/BSA 1% por 1 hora a 37°. Posteriormente, foi
realizada lavagem (PBS/Tween 0,05%) e adicionada uma solucdo de lectina
do germe de trigo (WGA) conjugada a peroxidase na concentracdo de
25ug/ml, utilizado como controle da reacdo. Utilizou-se a WGA fria para o
sistema de teste com o intuito de bloquear o sitio de ligacao a quitotriose-BSA
e 0os AcM para verificar se haveria ligacdo a quitotriose-BSA. A WGA fria foi
incubada por 1 hora a 37°C e, posteriormente lavada trés vezes com
PBS/Tween 0,05%. Os AcM foram incubados em concentracdo de 25ug/ml,
seguindo-se incubagdo por 2 horas a 37°C. A placa foi lavada trés vezes com
PBS/Tween 0,05% e foram incubados novamente por 2 horas a 37°C com
anti-IgM murino conjugado a peroxidase (1:10000). Os sistemas foram
lavados como descrito anteriormente e incubados com TMB para revelacdo
das reacoes soroldgicas, conforme descrito anteriormente.

Exemplo 13 — Ensaios funcionais

Exemplo 13.1 - ELISA indireto contra células integras adaptado de
Stearns et al. 1999
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[00225] Para este teste foram utilizados o C. neoformans (H99),
Candida albicans, Giardia lamblia, célula de linhagem pulmonar humana
A549 (ATCC), Escherichia coli e Staphylococcus aureus. As células foram
lavadas em PBS trés vezes e suspensas na densidade de 107 células/ml em
solucdo de poli-L-Lisina (5 pg/ml em PBS) para ades@o durante a noite a 4°C.
No dia seguinte as placas foram bloqueadas com PBS/BSA 5% e incubadas
por 1 hora a 37°C para entdo serem incubadas por 2 horas a 37°C com o AcM
anti-quito-oligbmero na concentracdo de 50ug/ml e diluidas até Sug/ml.
Posteriormente, foi realizada a lavagem com PBS/Tween 0,05% por 3 vezes e
adicionado anti-IgM murino peroxidase diluido 1:5000 e incubado por 2 horas
a 37°C. As placas foram novamente lavadas e foi adicionado TMB e incubada
por 30 minutos a 37°C.

[00226] A reacdo foi parada com HCl 1 N e obtivemos a leitura em
espectrofotometro a 450nm. Posteriormente a esse ensaio, foi realizado
dilui¢des seriadas na densidade das células de 107 até 10 células/ml para os
fungos e 107 até 104 células/ml para os outros tipos celulares e testado do
AcM anti-quito-oligbmero na concentracdo de 25ug/ml, sendo seguido os
mesmos procedimentos descritos anteriormente.

[00227] Além disso, foi realizado ensaio similar com outro derivado da
quitina, a quitosana (forma de-acetilada) em diferentes concentragdes,
mantendo os mesmos procedimentos descritos.

Exemplo 13.2 - Dot Blot contra células integras adaptado de Nimrichter
et al. 2007

[00228] C .neoformans (H99) e Candida albicans na densidade de 10’
células/ml até 10 células/ml foram suspensas em solu¢cdo de poli-L-Lisina (5
ug/ml em PBS) e 10ul foram carregadas em membranas de nitrocelulose.
Posteriormente, foi seguido os mesmos passos descritos para o ELISA, porém
foi usada a concentracdo de 25ug/ml dos AcM anti-quitooligdmeros. A

membrana foi cortada e depositada em placas de 96 pocos ao qual foi
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adicionado 50ul TMB e incubado por 30 minutos a 37°C. O volume foi
retirado e transferido para uma nova placa, ao qual foi adicionado a reacdo de
parada com HCI1 1 N e lido em espectrofotdmetro a 450nm.

Exemplo 13.3 - Avaliacdo da atividade do AcM anti-quitooligoméro
contra células integras por imunofluorescéncia adaptado de Rodrigues et
al. 2008

[00229] As células fingicas (10° células) foram fixadas (tampdo
cacodilato paraformaldeido 4%; 30 min) e posteriormente bloqueadas
(PBS/BSA 1%; lhora). Em seguida, foram incubadas com o AcM anti-quito-
oligdbmero(25 pg/mL; 1h a 37°C). Apoés lavagem com PBS, as células foram
incubadas com anticorpo anti-IgM de camundongo conjugado a Alexa 568
(SIGMA; 1:1000). Ap6s a lavagem em PBS, as células foram incubadas com
25 uM de calcofluor branco (Invitrogen) e lavadas novamente. As suspensdes
celulares foram montadas em 1dminas de vidro e analisadas sob microscopio
Olympus AX70, acoplado ao sistema de camera (QImaging Retiga 1300) e
analisados em software QCapture suite V2.46.

Exemplo 13.4 - Minima Concentra¢io Inibitoria (MIC) adaptado de
Joffe et al. 2017

[00230] Células de C. neoformans foram cultivadas em RPMI 1640
tamponado com MOPS em pH 7 na densidade de 10° células/pogo em placas
de 96 pocos no volume final de 200 pl. Os sistemas foram suplementados
com AcM na concentracdo (25 a 0,05 pg/ml), AmB (1 a 0,1pug/ml) ou FL.C (8
a 2 pug/ml), sozinhos ou em associacdo. Apds 48 horas de incubacdo a 37 ° C
sob agitacdo, as células foram suspensas por pipetagem para leitura em
espectrofotdmetro em comprimento de onda de 592 nm.

Exemplo 13.5 - Formacao de Biofilme adaptado de Joffe et al. 2017
[00231] C. neoformans (H99 e Cap67) e Candida albicans foram
cultivados em meio Sabouraud por 24 horas a 30°C. As suspensoes celulares

foram centrifugadas por 5 minutos a 3000g, lavadas trés vezes em PBS e
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suspensas em meio minimo (20 mg/ml tiamina, 30 mm glucose, 26 mM
glicina, 20 mM MgS0O4, e 58,8 mM KH2PO4). Posteriormente, foram
adicionadas a placas de 96 pocos (100ul/pocgo - 1x106c€lulas/ml) e cultivadas
por 48 horas a 37°C na presenca dos AcM (HC6/DDI11 e AF1/CCS5) e do
AcM anti-GXM 18B7 (apenas para H99) na concentracdo de 25 pg/ml,
mantendo sob agitacdo por 30 minutos para total homogeneizacdo dos AcM
com os fungos. Como controle, foi utilizado o farmaco AmB na concentragcdo
de 1 pg/ml.

[00232] Foram realizados dois sistemas de andlise: o primeiro, as
células foram lavadas, afim de que fossem retiradas as células ndo aderentes e
ficassem apenas as células ligadas ao biofilme em formacdo; o segundo
sistema, as células nao foram lavadas e todas as células aderidas ou nao ao
substrato foram quantificadas.

[00233] A atividade metabdlica das células vidveis nos dois ensaios foi
avaliada pelo método baseado na redugcdo do XTT (2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-5-[(phenylamino) carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) em
espectrofotdometro a 492nm de comprimento de onda.

Exemplo 13.6 - Ensaio de melanizacio adaptado Walker et al. 2010
[00234] O cultivo do C. neoformans foi feito como parigrafo [0221] e
a suspensdo celular (1x10° células/ml) foi cultivada por 72 horas em meio
minimo suplementado com 1mM de L-DOPA em placa de 96 pocos de fundo
em “U”. Foram adicionados ao meio minimo os anticorpos HC6/DDI11 e
AF1/CC5 em faixa de concentracdo de 25 a 0,05ug/ml. A placa foi
centrifugada e a quantificacdo da formag¢do de pigmentos foi determinada
densitometricamente apds a digitalizacdo das imagens pelo equipamento
iBright FL1000 Invitrogen.

Exemplo 14 - Ensaio de Sobrevida

[00235] Camundongos da linhagem Balb/C (n=7) foram desafiados

letalmente via i.p. com 10° células em PBS de C. neoformans (H99) e tratados
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2 hora depois com 100 ul de AmB (2,5mg/kg e 0,25mg/kg), 100 ul de AcM
(85ug/ml) e 100 pl de uma solugdo combinada de AcM e AmB (0,25mg/kg).
Os animais controle foram desafiados apenas C. neoformans (H99) ou apenas
com 100 pl de uma solucao de PBS, AmB (2,5mg/kg) ou AcM (85ug/ml)
sem o fungo (adaptado de Liedke et al). A curva de sobrevivéncia foi obtida e
a andlise se estendeu até 90 dias apds a infeccdo, apresentando valor
estatistico com p<0.005.

Exemplo 15 - Modelagem Molecular

[00236] As sequéncias das regides varidveis dos anticorpos HC6/DD11
e AF1/CCS5 foram obtidas por sequenciamento e traduzidas para a obtengao
das sequéncias de aminodcidos correspondentes utilizando a ferramenta de
bioinformatica EXPASy Translate tool (https://web.expasy.org/translate/).
[00237] A humanizacdo das sequéncias foram realizadas utilizando o
banco de dados IMGT  (http://imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/Dom
ainGapAlign.cgi) para se obter o repertorio germinativo humano mais
1déntico (identidade percentual) para as cadeias VH e VL.

[00238] A sequéncias humanizadas obtidas a partir do repertdrio
humano mais idéntico foram alinhadas separadamente utilizando a ferramenta
blastp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) contra o banco de dados do PDB
(Protein Data Bank - https://www.rcsb.org) para a selecdo da proteina molde.
A construcdo do modelo tridimensional foi feita utilizando o programa
Modeller 9.19.

[00239] O refinamento das estruturas dos modelos de VH e VL murino
e humanizados foram submetidos a andlises estruturais nos servidores
Molprobity e Verify 3D. As estruturas foram refinadas através da correcao de
rotAmeros incorretos e conformacdes dos angulos phi e psi desfavoraveis,
segundo o grafico de Ramachandran utilizando o programa Coot. O
posicionamento espacial de VH/VL GB2 foi determinado através do

alinhamento de VH e VL com o modelo de anticorpo neutralizante SJHL
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(Codigo PDB) anti E-ZIKV utilizando o programa PyMol (PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC).

Exemplo 16 - Desenvolvimento de anticorpo monoclonal murino contra
quitooligomeros através da tecnologia de hibridoma

Exemplo 16.1 - Titulacio dos animais imunizados contra C. gattii e
quitotriose

[00240] Foram desenvolvidas duas estratégias de imunizacdo e, em
ambas, fol realizada sangria ao final da dltima imunizacdo para verificar o
titulo sérico dos anticorpos (Figura 6). Independente da estratégia adotada, foi
obtido o titulo de 1:3200, tanto para IgG quanto para IgM dosados no soro,
sendo utilizado para triagem a quitotriose-BSA. Para estabelecimento de linha
de corte, foram utilizados os valores de absorbancia obtidos em reagdes com o
soro pré-imune. Foram utilizados os trés animais para dar prosseguimento a
fusao.

Exemplo 16.2 - Selecao de hibridomas produtores de AcM por ELISA
[00241] Foram realizadas 3 fusdes a partir da esplenectomia dos 3
animais. Os esplendcitos foram fusionados com Sp2/0 e foram obtidos 172
hibridomas, 4 dos quais produzindo anticorpos reativos contra quitotriose.
[00242] Os quatros hibridomas produtores de anticorpos policlonais
foram submetidos a clonagem, gerando 541 hibridomas produtores de AcM.
Nesse grupo, foram selecionados 58 hibridomas reativos contra quitotriose,
sendo, finalmente, selecionados para estudos posteriores os 10 hibridomas
que apresentaram maior resposta (densidade 6ptica - D.O. > 3x cut-off) em
testes de ELISA usando quitotriose-BSA como antigeno primaério.

Exemplo 16.3 - Purificacdo do AcM

[00243] Os 2 AcMs foram purificados através de Cromatografia de
Troca Ionica e analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura
8).

[00244] Todas as aliquotas de IgM apresentaram duas bandas
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principais da IgM, correspondentes as cadeias pesadas (~70kDa) e leves
(massa molecular variando entre ~23-24kDa) da imunoglobulina M. As
demais bandas observadas sdo sugestivas de reducdo parcial da IgM e micro
heterogeneidade proteica e glicidica.

Exemplo 16.4 - Identificacao de CDR

[00245] Os hibridomas produtores dos AcM AF1/CC5 e HC6/DDI11
tiveram seu RNA extraidos para gerar um cDNA e consequentemente ser
amplificado através de PCR as VH e VL de ambos os AcM. Apods a
amplificagdo, as cadeias foram sequenciadas e tiveram seus CDRs
identificados através de um sistema numeracdo de Kabat, que € um esquema
para a numeracdo de residuos de aminodcidos em anticorpos baseados em
regides varidveis. Com o CDR identificado, foi realizado o alinhamento
através da base de dados de imunoglobulina, IgBlast, para verificar a
identidade dos AcM com as imunoglobulidas depositadas no GeneBank.
[00246] Para tal foi obtida uma identidade muito elevada de ambos os
AcM, porém os mesmos tiveram diferencas pontuais no CDR3 de VH do
HC6/DDI11 onde houve a mudanca de um aminoicido com relacdo ao
depositado no banco e alteragdo no CDR3 de VH e VL do AF1/CC5, sendo
que o CDR3 da cadeia pesada houve um maior percentual de alteracdes
chegando a 95% de identidade contra os 99% dos outros CDR3 apontados
conforme demonstra a tabela 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3: Identificagdo do CDR do AcM HC6/DD1 1.

HC6/DD11 Sequéncia Sequéncia Depositada Identidade

Cadeia Pesada GeneBank (%)
(VH)
CDRI1 GFTFSDYGMA (SEQ ID NO: 1) AA019699.1 100
CDR2 ISNLAYSIY (SEQ ID NO: 2) AA019699.1 100
CDR3 DYYGSSYWYFDV (SEQ ID AA0O19699.1 99
NO: 3)

Cadeia Leve (VL) Sequéncia Sequéncia Depositada Identidade
GeneBank (%)
CDRI1 SASSSVSYMH (SEQ ID NO 4) AAB05147.1 100
CDR2 STSNLAS (SEQ ID NO: 5) AAB05147.1 100
CDR3 QQRSSYPLT (SEQID NO: 6) AAB05147.1 100

Tabela 4: Identificagdo do CDR do AcM AF1/CC5.
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AF1/CC5 Sequéncia Sequéncia Depositada Identidade
Cadeia Pesada GeneBank (%)
(VH)
CDR1 GFTFSDAWMD (SEQ ID NO: AMNO90557.1 100
7)
CDR2 IRSKANNHA (SEQ ID NO 8) AMN90557.1 100
CDR3 HRYDGFDY (SEQ ID NO: 9) AMN90557.1 95
Cadeia Leve (VL) Sequéncia Sequéncia Depositada Identidade
GeneBank (%)
CDRI1 SASSSISYMH (SEQ ID NO: AAA63380.1 100
10)
CDR2 DTSKLAS (SEQID NO: 11) AAA63380.1 100
CDR3 QRSSYPCT (SEQ ID NO: 12) AAA63380.1 99

Exemplo 16.5 - ELISA utilizando PL:

[00247] A PL é um polimero de lisina que confere carga positiva a
superficie de garrafas, placas ou laminas que servem de substrato celular.
Fungos possuem parede celular composta de quitina, que € constituida por
cadeias longas de N-acetilglicosamina, um polimero que possui carga
negativa. C. neoformans, além da quitina, possui uma capsula polissacaridica
constituida predominantemente por glicuronoxilomanana e
galactoxilomanana, que também possuem carga negativa na sua estrutura.
Diante desse cendrio, foi utilizada a PL para alterar a carga da placa (positiva)
e consequentemente conseguir fazer a adesdo das células a essa superficie.
[00248] Neste ensaio, foi utilizado 107células/ml de C. albicans para
realizar uma curva de absorbancia, na qual se observou que tinhamos um sinal
confidvel na concentracdo de 25ug/ml de ambos os AcM, ja que acima desse
valor a curva comeca a entrar em platd, como demonstrado na Figura 9. Com
o intuito de verificar a sensibilidade de deteccdo de ambos os AcM, foi
realizada uma curva de saturacdo de células. Foi determinado que o nivel
maximo de sensibilidade de ambos os AcM foi de 10° células/ml. Essa
conclusdo foi obtida em funcdo da deteccdo de um sinal de reagdo
considerado positivo 3 vezes maior que o cut-off (branco da reagdo).
Entretanto, o sinal obtido pelo anticorpo HC6/DDI11 foi ligeiramente mais
sensivel nas concentra¢des de 10* e 10° células/ml, enquanto para o AF1/CC5

obteve-se um plat6 para ambas as células.

Exemplo 16.6 - Dot Blot utilizando PL
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[00249] O principio utilizado nesse ensaio foi 0 mesmo do ELISA e se
baseou na carga apresentada pelos fungos. Como a membrana de
nitrocelulose possui carga negativa, foi utilizada a PL para conferir carga
positiva ao fungo e consequentemente ter ligacdo a membrana.

[00250] Como demonstrado na Figura 11, foi inicialmente diluido em
5ug/ml de PL na concentragdo de 107células/ml e diluido na base 10. Nesse
ensaio foi demonstrado que o AcM HC6/DDI11 foi capaz de se ligar a C.
albicans até a ordem de 10%*é€lulas/ml o que se contrapde ao C. neoformans
que foi identificado até a ordem de 10°células/ml. Foi realizado 3
experimentos independentes para cada ensaio.

Exemplo 16.7 - Imunofluorescéncia

[00251] A partir dos ensaios confidveis do ELISA e Dot Blot, foi
inicado os testes de validacdo de atividade bioldgica. Nesse sentido, os AcMs
foram utilizados através de imunofluorescéncia (IF), usando o patégeno
Candida albicans como modelo. Os AcMs se mostraram eficazes na
marcacdo da parede celular flingica, demonstrando o mesmo perfil quando
utilizado marcador padrao (lectina), dados ndo mostrados. Este experimento
foi realizado por 3 vezes e demonstraram o mesmo padrao de resposta, porém
a Figura 12 apresenta o dado de um experimento isolado.

Exemplo 16.8 - Ensaio de Melanizaciao

[00252] A habilidade de C. neoformans em produzir pigmentos de
melanina representa seu segundo mais importante fator de viruléncia, apds a
presenca da capsula de polissacarideo. Diante desse cenario, foi proposto
avaliar a atividade dos AcMs no depdsito da melanina na parede celular
flingica.

[00253] As concentragdes estabelecidas de AcM HC6/DDI1 e
AF1/CCS5 foram de 0,2 a 25pg/ml. A L-DOPA foi utilizada com substrato
para a melanizacgdo.

[00254] A pigmentacdo em C. neoformans foi avaliada visualmente
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através da observacdo de sedimentacdo marrom a preto no fundo das placas
de 96 pocos. Para documentar a pigmentacdo ou sua inibicdo, as placas foram
fotografadas sobre superficies brancas (fundo claro), para permitir a
diferenciacdo entre populacdes pigmentadas e ndao pigmentadas. Cabe
destacar, que todas as doses de AcM apresentaram crescimento filingico,
porém com pigmentacao negativa ou inibi¢ao parcial.

[00255] Foi demonstrado que os tratamentos com o AcM HC6/DD11
inibem a melanizacdo, parcialmente, até a concentracdo até a 6,2 pg/ml
(p<0,05), enquanto nas concentragcdes menores ndo ha inibicdo significativa
(p>0,05). O AcM AFI1/CC5 inibe a melanizacdo até a concentracdo de 6,2
pug/ml (p<0,001), enquanto nas concentracoes de 3,2 e 1,6 ug/ml (p<0,05) ha
inibicdo parcial e nas menores concentracdes ndo ha inibicdo significativa
(p>0,05). (Figura 13)

Exemplo 16.9 - Formacao de Biofilme

[00256] A formacdo de biofilme é de grande importincia na clinica
médica, uma vez que causa dificuldades no tratamento de diversas
enfermidades, incluindo a criptococose. Diante desse cendrio, foi proposto
avaliar o efeito dos AcMs na formagdo do biofilme por ensaio de XTT.
[00257] Foram testados os AcMs (25 pg/ml) contra trés espécies de
fungo (C. albicans, C. neoformans — H99 — e o mutante acapsular de C.
neoformans - Cap67) tendo como controle o AcM anti-GXM 18B7 (25
ug/ml) apenas para H99. No primeiro ensaio (Figura 14 A e B) as suspensodes
celulares foram lavadas para retirada das células ndo aderentes ao substrato.
Os AcMs inibiram significativamente a formacdo de biofilme quando
comparad as células ndo tratadas e aderidas diretamente ao substrato (p<0,05).
No segundo ensaio (Figura 14 C e D) as suspensdes celulares ndo foram
lavadas e, novamente, os AcM inibiram a formacdo do biofilme (p<0,05)
quando comparada as células ndo tratadas com os anticorpos. Em ambos os

ensalos foram observados o crescimento das células.
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[00258] Os AcMs foram comparados com o AcM anti-GXM 18B7
quanto a inibi¢do da formacgdo de biofilme. Tanto para as suspensdes celulares
lavadas para aquelas ndao lavadas, os AcMs foram capazes de inibir
significativamente a formacgdo de bioflme da célula H99 quando comparada
ao efeito das células ndo tratadas, além de apresentar comportamento
semelhante ao AcM anti-GXM 18B7 (p<0,05) (Figura 15).

[00259] Foi demonstrado que os tratamentos com o AcM afetam a
formacdo de biofilme (p<0,05) quando comparados ao fungo ndo tratado,
além de apresentar um comportamento similar a AmB. Todos os tratamentos
testados afetaram apenas a formacdo de biofilme, pois houve crescimento
celular.

Exemplo 16.10 - ELISA contra diversas células utilizando PL

[00260] Neste ensaio foi utilizado o mesmo principio para marcacao de
fungo por ELISA utilizando PL, porém foi realizado contra diferentes tipos
celulares para demonstrar que o AcMs sdo especificos contra quintina e
consequentemente contra fungo. Para tal foi utilizado uma linhagem de célula
pulmonar humana, A549, Giardia lamblia e bactéria gram negativa e gram
positiva. O grifico demonstra que em todas as densidades celulares os AcMs
ndo foram capazes de identificar o alvo especifico em contrapartida
apresentou o mesmo resultado para a identificacdo do alvo em C. neoformans,
o que demonstra que os AcMs sdo alvos especifico e conserva sua
sensibilidade em 10° células/ml como demonstra a Figura 16. O experimento
foi realizado por 3 vezes, as quais mantiveram sua reprodutibilidade.
Exemplo 16.11 - Ensaio de Minima Concentrac¢ao Inibitoria

[00261] A atividade fungicida dos AcMs foi testada através do teste de
CIM. Nenhum dos AcMs apresentoram efeito fungicida, ao contrario dos
controles com 1 pg/ml de AmB e 8 ug/ml de FLC (Figura 18 e 19). Foi
avaliado se a associagdo dos AcMs com AmB ou FLC potencializaria efeitos

antifiingicos em concentracdes sub-inibitdrias, desta forma foram utilizadas as
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concentracdes 0,1 pg/ml de AmB e de 4 e 2 pg/ml para o FLC em
combinacdo com diferentes concentracdes dos AcMs. Para avaliar se houve
efeito combinatorio dos AcMs com o farmaco, foi utilizado como base a acdo
do farmaco de forma isolada.

[00262] Ao avaliar a acdo fungicida dos AcMs em combinagdo com a
concentracao sub-inibitéria de AmB, foi observado que a concentracio de 6,2
pug/ml de ambos os anticorpos potencializou a acdo fungicida da AmB na sua
concentracao sub-inibitéria quando comparada a acdo isolada do fairmaco em
sua concentracdo ideal de acdo (p<0.001). Entretanto, houve potencializa¢ido
do efeito fungicida da AmB 0,1 pg/ml quando em combina¢do com anticorpo
HC6/DDI11 a partir da concentracdo de 1,6 pg/ml (p<0,01), enquanto para o
anticorpo AF1/CCS5 o efeito combinatorio apresentou efeito fungicida a partir
da concentracdo de 3,2 pug/ml (p<0,01), quando comparado a concentragcdo
sub-inibitéria de AmB isolada (Figura 18).

[00263] Com relagdo ao efeito combinatério dos AcMs com o FLC, foi
observado o efeito fungicida parcial dos anticorpos (3,2 pg/ml para ambos o
AcM) em combina¢do com o FLC (4 ug/ml) (p<0.01). Desta forma, houve
potencializacdo da a¢do do farmaco quando comparada com a forma isolada
na concentracdo de 4 pg/ml. Além disso, foi observada acdo fungicida
combinatéria dos AcMs com o FLC na concentracdo de 2 pg/ml, visto que
potencializou a acdo do farmaco alcancando niveis da forma isolada na
concentracao de 4 pg/ml

Exemplo 16.12 - Ensaio de Sobrevida

[00264] Os camundongos foram letalmente desafiados com um in6culo
i.p. de 1 x 10° células de levedura C. neoformans cepa H99. Apés 2 horas
foram tratados com PBS (controle negativo), 85 pupg/animal de AcM
(HC6/DD11) de forma isolada, 0,25 ou 2,5mg/kg de AmB de forma isolada e
de forma sinérgica o AcM mantendo as concentracdes teste. Os tratamentos

foram repetidos por mais duas vezes com um intervalo de 10 dias.
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[00265] Os animais infectados com C. neoformans e tratados com PBS
morreram no dia 28 pds infec¢do, enquanto os tratados com AcM morreram
até o dia 29, o grupo dos animais tratados apenas com AmB a 0,25 mg/kg
vieram a Obito no dia 37, enquanto o grupo sinérgico (AcM -85ug/animal -
com AmB - 0,25 mg/kg -) ndo apresentou 6bito. O grupo controle tratado com
a dose padrao de AmB (2,5mg/kg) ndo houve ébito como esperado (dado ndo
mostrado). Desta forma, foi obtido 100% de sobrevivéncia dos animais
infectados com C. neoformans e tratados com AcM HC6/DD11 e AmB
subinibitoria.

[00266] O grupo sinérgico foi significativamente estatistico com
relacdo ao grupo tratado com PBS e AcM (p<0.001). O mesmo foi observado
com relacdo ao grupo tratado com AmB (0,25 mg/kg) (p=0.01). Os animais
sobreviventes do grupo tratado com mAb e AmB ndo apresentaram sintomas
até o final do experimento (90 dias) (Figura 20).

Exemplo 16.13 - Modelagem Comparativa

[00267] Com o intuito de humanizar os AcM murinos, foi realizado um
alinhamento das cadeias leve e pesada dos AcM HC6/DDI11 e AF1/CC5
contra o banco de dados de anticorpos humanos do IMGT
(http://imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/DomainGapAlign.cgi). As sequencias
que apresentaram maior homologia para HC6/DDI11 cadeia pesada e leve
foram, respectivamente, IGHV3-11*01 e IGKVI1-16*01, enquanto para o
AF1/CCS5 foram, respectivamente, IGHV3-73*01 e IGKVI1-17%03. Os
aminoicidos que diferiam entre as sequéncias murinas € humanas foram
substituidas pelos aminodcidos presentes no framework dos anticorpos
humanos.

[00268] Para obter as estruturas tridimensionais dos anticorpos
HC6/DD11 e AF1/CC5 murinos e humanizados foi utilizada a metodologia de
modelagem molecular. Realizou-se um alinhamento local através do BLASTp

(Basic Local Alignment Search Tool)) contra o banco de dados PDB para a
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escolha e selecdo das proteinas molde. Foram utilizados como modelo para o
AcM HC6/DD11 murino a sequéncia 4UOR, enquanto para AF1/CC5 murino
as seguintes sequéncias de cadeia pesada e leve, respectivamente, SIJTK 3NFT.
Com relacdo ao humanizado do HC6/DDI1 foi utilizada a sequéncia 5F72,
enquanto para o humanizado do AF1/CC5 cadeia pesada e leve foram 6MAM
e 3NFP, respectivamente.

[00269] A construgdo dos modelos tridimensionais foi feita utilizando
o programa Modeller 9.19. Os modelos murinos e humanizados obtidos foram
submetidos a minimiza¢do de energia utilizando o programa Wincoot e
alinhados entre si para verificar as estruturas preditas (Figura 21).
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo, caracterizado por compreender (1) uma sequéncia
VH CDRI1 como descrita na SEQ ID NO: 1, VH CDR2 como descrita na SEQ
ID NO: 2 e VH CDR3 como descrita na SEQ ID NO: 3; e (ii) uma sequéncia
VL CDRI1 como descrita na SEQ ID NO: 4, VL CDR2 como descrita na SEQ
ID NO: 5 e VL CDR3 como descrita na SEQ ID NO: 6; ou

(1) uma sequéncia VH CDRI1 como descrita na SEQ ID NO: 7,
VH CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 8 e VH CDR3 como descrita na
SEQ ID NO: 9; e (i1) uma sequéncia VL. CDR1 como descrita na SEQ ID NO:
10, VL CDR2 como descrita na SEQ ID NO: 11 e VL CDR3 como descrita
na SEQ ID NO: 12.

2. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
por ser um anticorpo monoclonal.

3. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado

por ser um anticorpo murino, anticorpo humanizado, anticorpo humano ou
anticorpo quimérico.

4. Composicao farmacéutica, caracterizada por compreender o

anticorpo como definido na reivindicacédo 1, 2 ou 3.
5. Composi¢ao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 4,

caracterizada por compreender polienos e/ou azois.

6. Composi¢ao farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 3,

caracterizada por compreender preferencialmente AmB e/ou FLC.

7. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagéo 4,

5 ou 6 caracterizada por compreender ainda um veiculo/excipiente

farmaceuticamente aceitavel.
8. Composi¢do farmacéutica de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 4 a 7, caracterizada por ser para uso no tratamento de infec¢des

fungicas.
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9. Uso do anticorpo como definido na reivindicagdo 1 a 3,

caracterizado por ser para a preparacdo de um medicamento para tratar

infecgOes fungicas.

10. Uso de acordo com a reivindicacdo 9, caracterizado por

estar em combinacdo com polienos e/ou azois.

11. Uso de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado por

estar em combinacdo com AmB e/ ou FLC.
12. Método de diagndstico de infeccdes fungicas,

caracterizado por compreender:

(1) prover o anticorpo como definido na reivindicagdo 1 a 3 ou
uma composi¢do como definida em qualquer uma das reivindicacdes 4 a 8
com uma amostra obtida de uma paciente,

(i1) contatar o referido anticorpo ou a referida composi¢ao com
a amostra bioldgica a ser testada por um tempo suficiente e sob condi¢Oes
suficientes para a formagao de complexos anticorpo/antigeno; e

(i11) detectar o complexo antigeno/anticorpo formado na etapa
anterior através de uma técnica de deteccdo capaz de gerar um sinal detectavel
na presenca do referido complexo antigeno/anticorpo.

13. Método de acordo com a reivindicagdol?2, caracterizado

por a amostra biolégica ser selecionada do grupo compreendendo saliva,
urina, soro, sangue, lavado bronco-alveolar, liquor ou liquido peritoneal, ou
quaisquer outros fluidos bioldgicos do paciente.

14. Kit de diagnodstico de infecgdes fungicas, caracterizado por

compreender o anticorpo como definido na reivindicacdo 1 a 3 ou uma
composicdo como definida em qualquer uma das reivindicagdes 4 a 8.
15. Kit de diagndstico de acordo com a reivindicacdo 14,

caracterizado por ainda compreender instru¢des de uso.

16. Kit de diagndstico de acordo com a reivindicagdo 14 e 15,

caracterizado por ainda compreender um meio de deteccdo do complexo
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antigeno/anticorpo, o qual pode compreender um gerador de sinal, capaz de
gerar um sinal detectavel.

17. Kit para tratamento de infeccdes fingicas, caracterizado

por compreender

(1) anticorpo como definido na reivindicacdo 1 a 3 ou uma
composicao como definida em qualquer uma das reivindicacdes 4 a 8; e

(i1) agente antifingico,

(i11) Instrugdes para uso dos componentes em combinacao.

18. Método para o tratamento de infeccOes fungicas,

caracterizado por compreender a administracio de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do anticorpo como definido na reivindicagdo 1 a 3 ou
a composicdo como definida em qualquer uma das reivindicacdes 4 a 8 em
um individuo.

19. Anticorpo como definido na reivindicacdo 1 a 3 ou
composicdo como definida em qualquer uma das reivindicacdes 4 a 8,

caracterizado por ser para uso no tratamento de infec¢Oes fungicas em um

individuo.
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