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RESUMO

O interferon beta (IFNB) € uma proteina globular consistindo de cinco iead®-
helicais e como biofarmaco é principalmente utiliz@ara o tratamento da esclerose multipla
(EM). A EM é uma doenca até o momento sem curasetel@pias imunomodulatérias
disponiveis para melhoria do quadro da EM, o [IFR-o biofarmaco disponivel mais bem
caracterizado. Duas formas do IBNtumano recombinante séo clinicamente utilizad&s: |
B-1a, produzida em células de ovarios de hamsteésH{iICHO), similar ao IF8-nativo; e a
forma IFN{3-1b, produzida em sistema descherichia coli ndo possuindo moléculas de
acucar na cadeia polipeptidica expressa.

Testes para deteccdo e quantificacdo dos IFNs sacipalmente do tipo ELISA
sendo cruciais nos processos de desenvolvimentaforamento e no controle de qualidade,
devido principalmente a relacdo sensibilidade/aBpeade necessaria. Os anticorpos
monoclonais (Mabs) de alta afinidade, produzidosa pastes testes sdo extremamente
sensiveis e especificos e representam uma fornguadie de padronizacdo de um ELISA
para detecgdo e quantificacao do IEN-

Neste estudo, quatorze MAbs anti-IBNforam obtidos através da imunizacéo
genética e parcialmente caracterizados. Todos hecenam no ELISA o IFN- humano
recombinante. Os MAbs anti-IFRlidentificados como AE9, AG8, AE6, AH7, AAll, ABl e
AA4 foram os mais reativos. Todos os quatorze Mfdnam isotipados e apresentaram um
perfil com simultanea expressao tanto de IgM qual@dgG2a. Este perfil ndo-usual foi
confirmado pela reacdo em cadeia da polimerasegids da transcricdo reversa especifica
para IgG e IgM. Somente um MAb denominado AG8 reagn\Western-blotom a isoforma
monomérica de 18 KDa do IFpl-Este estudo representou o primeiro passo eméadiragQ
proposito de obtencéo do ELISA descrito acima.
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ABSTRACT

Beta interferon (IFN3) is a globular protein consisting of fivehelical chains. As
biopharmaceutical product it is mainly used foatneent of multiple sclerosis (MS). MS is a
health disorder with no cure available so far. $fgmptoms can be alleviated with
immunomodulatory drugs. IFR-is the most well characterized biopharmaceuticadlpct in
terms of structure and side affects. Two forms whhln recombinant IFIg-are used in the
treatment of MS: IFN3-1a, expressed in Chinese hamster ovary cellsmgas to native
IFN-3; and IFNf-1b expressed in thescherichia coliexpression system. IFR-Lb does not
present glycosilation and therefore differs fronivealFN-{.

Tests to detect and to quantify IFNs are mainlyyerezlinked immunosorbent assays
(ELISA). These tests are reliable and can be usdmlopharmaceutical product development
processes. Monitoring and quality control of IBNwe quite important, mainly because of the
physical and chemical nature of IFNas well the necessary sensitivity and specifitiigt
allow for a precise characterization of the finedguct. Monoclonal antibodies (MAbs) used
in ELISA to detect and quantify IFR-usually present high affinity and specificity.

In this study, fourteen MAbs against human recominlFN{§ were obtained by
genetic immunization and partially characterized. aktibodies recognized human IHN-
The anti-IFNB8 MAbs AE9, AG8, AE6, AH7, AAll, AB1 and AA4 weredhmost reactives.
All fourteen MAbs were subjected to antibody is@ypharacterization and presented a
simultaneous expression of both IgM and IgG2a. Tunssual profile was confirmed by
specific reverse transcription polymerase chairctiea for IgG and IgM messenger RNA.
Only MAb AG8 recognized the 18 KDa isoform of IFNThis study represents the first step
towards the development of the ELISA described abov



1. INTRODUCAO

1.1. Os Interferons

Os Interferons (IFNs) sao proteinas de uma familitigénice de citocinas altamente
pleiotropicas, sendo descobertas primeiramente Ipaacs e Lindenmann em 1957.
Originalmente descritas por ‘interferirem’ na repfdo viral de cultura de células, estas
citocinas saoproduzidas por quase todas as células de vertebrdd® IFNs medeiam
atividades antivirais, atividades antiproliferaiva contra células malignas e
imunomodulatérias em resposta a um estimulo quimico biologico. O IFN foi a primeira
citocina a ser purificadaequienciada e seu gene clonado para obtencdo dprdieNzido
pela tecnologia do DNA recombinante (Karpustal, 1998; Pfeffeet al, 1998; Arduiniet
al., 1999; Tilberyet al, 2000; Harleet al, 2001; Zarriret al, 2006; Billiau, 2006a; Javed &
Reder, 2006; Nakatsugt al, 2007).

Os IFNs séao agrupados em dois tipos: Tipo | — cddbs como IFNs anti-virais
resistentes ao tratamento acido e representados ilpé-o (produzido por leucécitos), IFRI-
(produzido por fibroblastos) (figura 1) e IRN-e Tipo Il, também conhecido como IFN
imune (IFN¥), o qual é sensivel ao pH mais baixo. Os IFNstg#o induzidos por infec¢des
virais, enquanto o IFN Tipo Il por estimulo antiggnou mitogénico (Browret al, 1998b;
Samuel, 2001).

Muitas linhagens celulares infectadas por viruscsfgiazes de sintetizar IRINB. No
entanto, o IFNy € sintetizado apenas por certos tipos celularesstiema imune incluindo as
células matadoras naturais (NK), célulad TD4 e células supressoras T CDOstotoxicas
(Samuel, 2001).

Figura 1: Estrutura do IFIR-
http://www.roche.com.br/NR/rdonlyres/27273F4A-1DEHE=4-9DD2-
8951FBB9EEG6E/6488/medicamentosbiologicosl.pdf
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Apos a infeccdo viral, praticamente todascéhilas nucleadas respondem pelo
aumento da sintese de IFNs, os quais estimulaamscticdo de multiplos genes, impedindo a
replicacdo viral. Os IFNs do tipo | e, em menorugoalFN+y, inibem a replicacdo viral nas
células infectadas, sendo requeridos para sualatigi a transcricdo e sintese de diversas
proteinas e fatores (Karpusetsal, 1998; Harleet al, 2001; Samuel, 2001; Billiau, 2006a;
Javed & Reder, 2006).

Embora alguns IFNs sofram modificacdes pds-trasiaisopor N- e O-glicosilagbes
(proteina do IFN sendo glicosilada nos residuos adparagina e serina/treonina,
respectivamente), os subtipos de I&ENtumanos ndo sao proteinas glicosiladas. A molécula
do IFN-a parece funcional em sua forma monomeérica, enquatkdN{3 e o IFNy parecem
funcionais como homodimeroQQuando um simples gene do IN-€ deletado do
cromossoma 4 do camundongo, o camundongo resultamta-se altamente suscetivel a
infeccao viral. As subespécies de IBNtao compensam a perda de IBNsugestionando um
papel essencial para a efetiva resposta antivaréFN-3 (Samuel, 2001).

Os efeitos mediados pelos IFNs ocorrem através tilsacdo de receptores
transmembranares os quais conduzem, via proteftkaSTAT (JAK — janus-quinase; STAT
— sinais transdutores e ativadores da transcrigdejulacaale genes alvos. Os IFNSs tipo |
possuem receptores que consistem de duas cadeM&Ril e IFNAR-2 (receptores de
interferon N - alfa, beta e 6mega), e sub-varianegguanto os IFNs tipo Il possuem
receptores com as cadeias IFNGR-1 e IFNGRe2eptores de interferon gama 1 e 2).

Quando o IFNB (e outros IFNs tipo I) se ligam ao dominio exthalee do receptor,
induzem a transducdo de sinais intracelulares daata (Figura 2), que envolvem os
seguintes mecanismos:

(1) recrutamento e ativacdo de tirosina-quinastYXRe) citoplasmatica por IFNAR-1, e
janus-quinase 1 (JAK1) por IFNAR-2;

(2) subsequente fosforilagdo mediada pelas TYR2AK1,J recrutamento de sinais
transdutores e ativadores de transcricdo (STATITAT3) para formar o heterodimero
STAT1-STATZ,

(3) associacdo das proteinas STAT1-STAT2 fosfdedacom a proteina p48 (IRF9 —
fator regulador 9 do interferon), formando um cagmpl ativo trimérico ativador da
transcricdo denominado ISGF-3 (fator estimuladdo §ene do interferon);

(4) o complexo ISGF-3 se transloca para o ndclee #ga a elementos responsivos de
multiplos genes na regido promotora, estimuladasIpd (ISRE — elemento responsivo

estimulado por interferon), sinalizando a transwige genes alvos.
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Ao contrario, em resposta ao IFN tipo Il (IFN-0 complexo ativador de transcri¢cao
denominado fator ativador gama (GAF), um homodins¥AT-1 tirosina fosforilado, se liga
ao sitio ativado para IFM-As variagcdes em algumas destas etapas da tr@wsdocsinal,
conduzem a diferentes efeitos dos IFNs em difesealtens celulares, os quais ainda néo estao
bem compreendidos (Karpusasal, 1998; Samuel, 2001; Neuhaesal, 2003; Javed &

Reder, 2006, Chelbi-Alix & Wietzerbin, 2007; Nakatset al, 2007; Neuhaust al, 2007,
Weber & Haller, 2007).
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Figura 2: Eventos moleculares na transducao dbdasalFNs (Billiau, 2006a).



1.1.1. O Interferon Beta (IFNf3)

O IFN{ é uma proteina globular consistindo de cinco ead@iolipeptidicasu-
helicais (figura 3). Sob visualizacdo em eletraderele gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE) apresenta uma massa molar de aproxineden8-22,5 Kilodaltons (KDa),
devido a auséncia ou presenca de glicosilacdogctgpmente. Os glicosideos possuem um
importante papel na facilitacdo da secrecdo doffelas células produtoras, aumentando a
estabilidade e solubilidade. A forma néo-glicosalatb IFN$ € produzida por engenharia
genética em sistema procariotés¢herichia coli) retendo esta proteina atividade biologica,
embora com menor atividade especifida que a forma glicosilada do IHN-forma
hidrofilica) produzida por fibroblastos humanosem sistemas de expressdo em células de
mamiferogKarpusast al, 1998; Meager & Das, 2005).

O IFN recombinante glicosilado possui como maior cadwdipeptidica um
complexo tipo biantenério (bi-ramificado) contendu residuo de fucose em ligagéb6 ao
residuoN-acetilglicosamina (GIcNAc) em proximidade ao peeti e dois residuos de acido
sialico ligadosu2-3 ao residuo de galactose terminal (Karpesad, 1998; Rodrigueet al.,
2005).

s,

Figura 3: Estrutura tridimensional do homodimerdri-§ humano.
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:1AU1_Humiaxterferon-Beta.png

Diversos efeitos imunoldgicos sao atribuidos ao-[Nais como: a supressao da
proliferacdo de células T; diminuicdo da express@anoléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il induzidadoplFN+y e moléculas coestimulatérias
como a B7-1; inducao da producéo de citocinasTjgbe reducéo da sintese de citocinas tipo

Tul, havendo desta forma um balangco em favor da sespmti-inflamatoria; e a inibicdo da
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ativacdo de mondcitos. Além disso, o IBNregula negativamente as metaloproteinases de
matriz (MMPs), diminuindo a expressao de molécdlmsdesdo de superficie, aumentando a
liberacdo de moléculas de adesdo sollveis, as gaat®mbinam para reduzir a migracao
potencial de células T, como também diminuindo ampabilidade da barreira
hematoencefalica a estas células (Yengl.,1998; Dhib-Jalbut, 2002; Neuhaetsal, 2003;
Billiau, 2006b; Sattleet al, 2006; Nakatsujet al, 2007; Jiret al, 2007).

1.1.2. Aplicacéo Clinica do Interferon Beta

O IFN{3 como medicamento terapéutico é principalmenté&zatlb para o tratamento
da esclerose multipla (EM), doenca autoimune geaapopulacdes de diversos paises.
Entretanto, no Japao o IHBtem sido utilizado como terapia adjuvante em aguercientes
com glioma maligno, diminuindo a atividade da Odilgaainina-DNA metiltransferase
(MGMT), enzima responsavel pelo efeito de resisg&ndo agente quimioterapico
temozolomida (TMZ). Assim, o IFI8-suprime a expressdo da enzima MGMT pelo tumor,
rendendo entdo sensibilidade do glioma ao trataonguimioterapico com o agente TMZ
(Fujimakiet al, 2007).

Atualmente duas formas de IHNhumano recombinante sao clinicamente utilizadas.
A primeira, IFNf-1a (Avonexd, Biogen; Rebif IFNI, Serono), € produzida em células de
ovarios de hamster chinés (CHO), similar ao [FF-Mativo (figura 4). No entanto, como a
expressao ocorre em células de mamiferos, o perfilicosilacdo € apropriado para cada tipo
celular animal. Até mesmentre diferentes linhagens de células CHO podemrarco
variacdes do perfil de glicosilagao. Essa compkkédpode explicar as diferencas na resposta
dos pacientes aos diferentes IBN-a comerciais (Jacoles al, 1996).

O segundo tipo de IF8-humano recombinante (IFBHLb: Betaseron, Berlex;
Betaferoml, Schering) é produzido em sistema procarioEseherichia coli(Jacobset al,
1996; Reder, 2000). Como o sistema procarioto eestdo ndo confere glicosilacdo as
proteinas recombinantes produzidas, esse tipoNi@dle possui nenhuma molécula de aglcar
na sua cadeia polipeptidica. Para evitar uma iatanformacéo de ponte dissulfeto no final da
cadeia, existe uma substituicdo, na posicdo 17nu aisteina por uma serina. Também na
posicdo 1 da cadeia (porcao N-terminal), uma met#ofoi removida, possuindo desta forma
uma cadeia polipeptidica de 165 aminoacidos e pedecular de 18 KDa (figura 4) (Brown
et al, 1998b; Neuhaust al, 2007).
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Figura 4: IFNB-1a e IFNB-1b (Neuhaugt al, 2007).

As diferencas quimicas entre os dois tipos de BFNemano recombinante tém
consequéncias. A auséncia da glicosilacédo temcsidelacionada com reduzida atividade e
solubilidade, aumentos da agregacdo (alterandenaasfarmacocinética da molécula) e
sensibilidade da proteina a desnaturacao térfesta ultiman vitro), bem como aumentos da
producao de anticorpos neutralizantesivo. A estabilidade influenciada pelo carboidrato é
provavelmente devido a um efeito protetor da coné&mdo da proteina, minimizando a
exposicdo da area superficial contendo um grandeeral de residuos de aminoéacidos
hidrofobicos ao solvente e a acdo de proteasep(Kaset al, 1997; Karpusast al, 1998;
Lipscombet al, 2005; Rodriguezt al, 2005; Spearmaet al, 2005; Walsh & Jefferis,
2006). Como exemplo, o IFNB-1b quando combinado com a albumina do soro humano
(HSA) possui somente 10% da poténcia relativa quaodparado com IFI8-1a.In vitro é
necessario um aumento consideravel da dose de3{HN-para alcancar a mesma acao
observada com o IF§-1a. Masin vivo, ndo existe nenhum consenso, uma vez que ambos o0s
tipos recombinantes exercem o mesmo papel na redlec8urtos em pacientes apresentando
EM; ou seja, ainda existe uma grande discussay &ht, 1993; MS/MRI Analysis Group,
1995; MS/MRI Analysis Group, 1996; Browet al, 1998b; European Study Group, 1998;
PRISMS, 1998; Simoret al, 1998; Li & Paty, 1999; OWIMS, 1999; Ricet al, 1999;
Sturzebecheet al, 1999; PRISMS, 2001; SPECTRIMS, 2001;etial, 2001; Coheret al,
2002; Goodiret al.,2002; Panitclet al, 2004; Neuhaust al, 2007).



1.1.3. A Esclerose Mdltipla

A EM € uma doencga inflamatéria e desmielinizante Sistema Nervoso Central
(SNC). Admite-se que células T ativadas potoantigenos ainda ndo determinados passam
da periferia para o0 SNC pela barreira hematoerncafaévento considerado essencial na
patogénese da desmielinizacdo. O processo autoinrau® implica na ativacao de células
T por um ou mais antigenos da mielina, como exesnglproteina basica da mielina (MBP),
a proteina proteolipidica (PLP) e a glicoproteinalima oligodentrécita (MOG) apresentados
por moléculas do MHC de classe Il na superficiead&ocitos, células da microglia e
endoteliais no SNC (Tilbergt al.,2005; Javed & Reder, 2006).

O IFN-y é o maior regulador da expressdo do MHC de clagsativador das células
macréfagas ou gliais na producdo do fator de nedwsoral alfa (TNFx), que tem efeito
citotoxico aos oligodendrdcitos, bem como causaatiacédo e proliferacdo de células T
autorreativas. O mecanismo de acdo proposto pdFN¢ € de que possua efeito anti-
inflamatorio por reduzir a expressédo de molécu@aM#C de classe Il induzidas pelo IRN-
antagonizando desta forma os efeitos desta citoiciclasive por diminuir sua secre¢ao pelas
células T e estimular a secrecdo de citocinasiaftaimatérias, como as interleucinas 4 e 10
(IL-4 e IL-10) (Yonget al, 1998; Tilberyet al., 2005; Billiau, 2006b; Javed & Reder, 2006;
Nakatsujiet al,, 2007).

Os IFNs estimulam sua propria secrecao, e existedércias de que a sinalizacao
dos IFNs tipo | estd sub-6tima na EM, estando esiside IFNB induzidos por IFN3
também mais baixos nesta patologia. Niveis dimmaiide IFNet e IFN{f3 sédo liberados por
células do sistema imune de pacientes com EM epos&sao desafio mitogénico ou vinal
vitro, existindo também baixa estimulagdo da expressdopbdutos pelos IFNs, como a
2',5'oligoadenilato sintetase, proteina Mx, IRF-IR&-2 (fatores regulatérios 1 (positivo) e 2
(negativo) dos genes dos IFNs) (Javed & Reder,)2006

N&o existe cura para a EM, mas terapias imunomtitida estdo disponiveis para
melhoria do quadro da doenca, que incluem os farsamtéticos acetato de glatiramer e
mitoxantrona, sendo o IFR-0 medicamento disponivel mais bem caracterizada &M
(Javed & Reder, 2006).



1.2. O Ensaio Imunoenzimético

Entre os métodos disponiveis para diagndstico,saierimunoenzimatico é o mais
utilizado. O advento desta poderosa ferramenta miolucionar a pesquisa e deteccdo de
varias enfermidades. O teste imunoenzimatico (ElLif®@Adesenvolvido por Peter Perlmann
e Eva Engvall em 1971 como uma alternativa ao naiooensaio para a deteccao de
antigenos e anticorpos, com caracteristicas dersartécnica mais rapida e relativamente
barata. O principio basico do teste ELISA ¢é a inmdgado de um dos reagentes em uma fase
sélida, enquanto outro reagente pode ser ligadma enzima, com preservacao tanto da
atividade enzimética como da imunologia do anticoi teste imunoenzimatico permite a
deteccdo de quantidades extremamente pequenastigenas ou anticorpos, podendo ter
elevada precisdo se os reagentes e os parametreasdm forem bem padronizados. O
objetivo do ensaio é a quantificacéo ou verificagadgresenca de um antigeno ou anticorpo
(Sanchez, 1996; Lequin, 2005).

Como variagcbes do ELISA podemos citar o método d¢SA Indireto, que €
comumente empregado para a pesquisa de anticdsgromscomo o ELISA Sanduiche (figura
5) com excesso de anticorpos marcados, sendo outil@ado para antigenos polivalentes.
Neste Ultimo teste, a fase sdlida é sensibilizaaa anticorpo especifico. A amostra em teste
(onde se vai pesquisar 0 antigeno), € incubadaactase solida e, a seguir, incuba-se com
excesso de anticorpo especifico marcado com enigeralmente a enzima peroxidase). A
reacdo é revelada pela adicdo de substrato, medadantensidade da cor com a utilizagédo
de uma leitora automatica de microplacas, ondeobéidos os valores de absorbéncia com
alta precisao, que poderao ser submetidos aodasivecessarios para a correta obtencao dos
resultados, sendo a taxa de degradacdo do subsdatenzima proporcional a concentracao
do antigeno. No caso de antigenos bem definidasps8asiveis as quantificacdes de suas
concentragdes. A principal vantagem deste métodoes permite incubar a amostra com
antigeno e o conjugado ao mesmo tempo, tornandseaicemais rapido (Sanchez, 1996).
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Figura 5: Método ELISA Sanduiche
http://www.chemicon.com/resource/ANT101/a2C.asp

1.2.1. Controle de Qualidade do IFN3 utilizando o Ensaio Imunoenziméatico

A disponibilidade de simples métodos de ensaioscaldianca para deteccédo e
quantificacdo de IFNs em matrizes farmacéuticasatse um papel crucial nos processos de
desenvolvimento, monitoramento e no controle ddidp@e dos IFNs, devido principalmente
a sua natureza fisico-quimica e a relacao semEd#V/especificidade. A maioria dos métodos
de analises comumente usados para os IFNs, conmopkxeara o IFNa2b, incluem
bioensaios, focalizacéo isoelétrica (IEF) e analp®w SDS-PAGE, sendo altamente sensiveis
e sofisticados, e por vezes sofrem de limitada laoiolade principalmente pelo seu alto custo,
limitada disponibilidade, longos tempos de andlipesdas de especificidades e interferéncias
externas (Zarriret al, 2006).

Atualmente, testes para deteccéo e quantificac8drdds sao principalmente do tipo
ELISA. Os anticorpos monoclonais (MAbs) de altaiafaide produzidos para estes testes sao
extremamente sensiveis e especificos, sendo ngosspara a realizacdo destes ensaios
procedimentos e condic¢des fidedignos de reprodideicie e de repetibilidade padronizados
(Billiau, 20064a).

Poténcia € a habilidade ou capacidade especificandproduto em alcancar o efeito
desejado. Isto é baseado na medida de algum atriliuproduto e é determinado por um
método quantitativo adequado (Brovet al, 1998a). Em geral, poténcias de produtos
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bioldgicos/biotecnologicos testados por diferentasoratorios, podem ser comparados
através demétodos apenas se expressos em relagdo a um agoopraterial de referéncia.
Desta forma, adequados procedimentos de controtpiaédade, como o método de ELISA
Sanduichequantitativo, tornam-se necessarios para confirmalg® requeridos parametros
exigidos, como poténcia, pureza e qualidade do ypoodinal, do IFNB humano
recombinante (Browet al, 1998a; Akers, 2006).

1.3. Os Anticorpos

Os anticorpos sao glicoproteinas, também chamadasmainoglobulinas (lg),
produzidas por linfécitos B, encontradas no sanguefluidos do corpce destinadas a
intervirem nos processos de defesa imunitaria dganismos superiores, reconhecendo o
antigeno com alto grau de especificidade e afi@d&s anticorpos podem exercer diversas
funcdes efetoras, incluindo neutralizacdo de antigeativacdo do sistema complemento e
promocao da destruicdo de micro-organismos depé&slda leucocitos (Abbas al, 2008).

Os anticorpos sdo compostos por estruturas basisas:cadeias pesadas (HC) e duas
cadeias leves (LC) (figura 6). Determinadas reg{0kamadas de dominios) das cadeias leves
sao altamente variaveis podendo ligar-se a difesegpitopos em um determinado antigeno.
Tais variacdes permitem ao sistema imune, atravgsudticorpos, reconhecer uma variedade
de antigenos (Abbaast al, 2008). Existem cinco tipos de classes de anti=oftgA, IgD,
IgE, IgG e IgM) podendo apresentar ou nao difesesticlasses (Tabela 1).

Porcao
Variavel

|

Cadeia Leve

Ligagédo
Dissulfetc

/

Porcao
Constante

Cadeia Pesada

Figura 6: Estrutura de um anticorpo
http://www.jdaross.cwc.net/humoral_immunity.htm
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Tabela 1: Anticorpos de mamiferos e suas caratitass

Anticorpos de Mamiferos

Anticorpos Isotipos Descricdo

IgA IgAl, IgA2 | Encontrado em &reas de mucosas, conmot@stinos,
o0 trato respiratério e trato urogenital, prevenisda

colonizacgéo por patégenos.

IgD Somente um Funciona principalmente como um receigor
antigeno nas células B. Suas funcdes sdo menps

definidas do que as dos outros isotipos de antsorp

IgE Somente um| Liga-se a alérgenos e desencadeiaackioede
histaminas dos mastécitos, também estando

envolvido na alergia. Também protege contra vermes

parasitas.
1gG 1gG1, 1gG2, Em suas quatro formas, proporcionam a principal
19G3, 1gG4 imunidade baseada em anticorpos contra 0s

patdgenos que invadem o corpo. E o Unico tipo de Ig

gue o bebé recebe da mae.

IgM Somente um Expressa na superficie das célulasrBinal
patégenos nos estagios iniciais da imunidade madiad

pelas células B antes que haja IgG suficiente.

A descoberta dos mecanismos de producgdo de amgcérpuma das grandes vitdrias
das ciéncias biol6gicas neste ultimo século, deaidoa complexidade, mas principalmente
pelos beneficios que representa para a humanidageoducédo de anticorpos tornou-se
comum e essencial na pesquisa e biotecnologia,vémias aplicacbes. Como ferramenta de
pesquisa, podemos citar a utilizacdo dos anticognogestes do tiptVestern-blgtimuno-
histoquimicos, imuno-citoquimicos, ELISA, imuno-gptacdo e de citometria de fluxo.
Anticorpos também possuem papel fundamental ndsagpes terapéuticas, que incluem
supressdo do sistema imune apos transplantes desptgatamentos dos diferentes tipos de
cancer, como leucemias, bem como inibicdo da aégege e para o tratamento de doencas
infecciosas (Miller & Leary, 2007).
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1.3.1. Mudanca de Isotipo (Classe) da Cadeia Pesadia Imunoglobulina

Durante o desenvolvimento, célulaiinkés sob uma série de programados rearranjos
genéticos resultam na expressao de anticorpos. Amdagenes de cadeias leves e pesadas
destes anticorpos contém um segmento genéticadmreariavel (V), formado por rearranjo
somatico do DNA durante o desenvolvimento das aglBl, as quais conferem especificidade
de ligacdo ao antigeno, e um segmento genéticegléor constante (C), para os quais a
cadeia pesada confere funcdes efetoras biologrrakdrson & Isakson, 1992). A capacidade
dos linfocitos B de produzir diferentes isotiposai#icorpos proporciona uma plasticidade
marcante nas respostas imunes humorais, pois sadogeanticorpos que desempenham
funcdes efetoras diferentes e estdo envolvidosefesa contra diferentes tipos de agentes
infecciosos (Abbast al, 2008).

A IgM é o isotipo predominantemente resgo durante a resposta imune primaria
humoral bem como nas respostas de células T antigdapendentes. Embora antigenos T-
dependentes usualmente promovam a producdo de dedasbclasses de IgGs, € claro que
certos tipos de estimulos antigénicos favorecardgméantemente a producao de isotipos
particulares, como por exemplo viroses estimulgméderencialmente a produgao do isotipo
lgG2a ou como helmintos resultando em altos nideigE (Purkerson & Isakson, 1992).

O principal mecanismo molecular de nmgdade isotipo das imunoglobulinas € um
processo chamado de recombinacdo de mud&wgech Recombinationno qual o segmento
génico VDJ (Variavel/Diversidade/Juncéo) rearranjadh uma célula B recombina-se com
um gene de regido constante (C) localizado posteeiote, e 0 DNA flanqueado por estas
regides € excluido através de um mecanismtnaleing intramolecular gerando um DNA
circular excisado. A mudanca de isotipo € cont@lpdr citocinas derivadas de linfocitos T,
tais como a IL-4, TGE- (fator de crescimento tumoral bet IFNy, importantes para a
inducdo de fatores de transcricdo que identificamaigy osloci de cadeia pesada da
imunoglobulina serdo alvos da mudanca de isotipo bemo regulando a acessibilidade de
recombinases a regides @avitch (S) especificas (figura 7). O sinal providenciadsgop
contato fisico com células T ativadas poderia sediato por moléculas CD40, as quais
induzem o gene da desaminase induzida pela ativag@mma crucial para mudanca de
isotipo e para hipermutacdo somatica, esta ultiedacionada a maturacdo da afinidade
(Shimizu et al, 1991; Purkerson & Isakson, 1992; Edry & Melam2@d(Q7; Abbaset al,
2008).
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Foi proposto que a acumulacdo de transcritos meadiem germinativa poderiam
permitir a expressao de isotipos nédo-IlgM antesedambinacéo de mudanca. De acordo com
este modelo, éxons da regido constante de traysguitmarios de linhagem germinativa séo
processados entrans (trans-splicedl para os segmentos genéticos VDJ derivados de
transcritos de cadeia pesadalrans-splicingde éxons de transcritos de cadeia pesada
transcritos de linhagem germinatiyh, por exemplo, resultam em expressao simultanea de
IgM e 1gG1, e poderia representar um estagio irgdiario na mudanca de isotipo antes do
rearranjo do DNA (Esser & Radbruch, 1990; Shimétual, 1991; Purkerson & lIsakson,
1992; Popo\et al, 1995).
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Figura 7: Mecanismos moleculares da mudanca dgasda cadeia pesada (adaptado de
Abbaset al, 2008).
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1.3.2. Anticorpos Policlonais

Os anticorpos contidos no soro policlonal se oagirde diferentes linfécitos B, o que
significa que reagem com varios epitopos de um roemmigeno. Isso faz com que sejam
mais robustos e tolerantes a mudancas que alteggiies de reconhecimento por um
determinado anticorpo, mantendo entédo a reatividad®e determinado antigeno mutado. Por
esta razao, anticorpos policlonais sao preferidoa pdeteccado de proteinas desnaturadas ou
variantes antigénicos.

Os anticorpos policlonais sdo obtidos pela injedg&iam determinado antigeno (para o
gual espera-se obter o anticorpo em questao) emnumal e com a posterior coleta do soro
apos um determinado periodo de tempo. Este é ucegso rapido e relativamente barato e
pode ser produzido em uma variedade de espéciemianncluindo coelho, cabra, carneiro,
mula, galinhas, entre outros. A desvantagem daugémddo soro policlonal € que no soro os
anticorpos com determinada especificidade sédo ém@cms em quantidade limitada. Além
disso, os anticorpos policlonais apresentam esgpeeifles variadas e por isso podem

produzir reatividade nédo desejada.

1.3.3. Anticorpos Monoclonais

Em 1975, Georges Kohler e Cesar Milstein descahrieaempregaram a primeira
técnica para produzir anticorpos monoclonais dea@Bpidade conhecida. Esta técnica é
baseada no fato de que cada linfécito B produzamuos de uma Unica especificidade. Como
os linfécitos B normais ndo podem crescer indefimdnte, € necessario imortalizar as
células B que produzem um anticorpo especificam Btobtido pela fusdo celular, ou
hibridizacdo somatica, entre uma célula B normatiptora de anticorpos, com uma célula de
mieloma (formando o hibrido). Em seguida ha a &elég vitro em meio seletivo HAT
(Hipoxantina-Aminopterina-Timidina) dos hibridoggsiida da técnica de ‘diluicdo limitada’
(clonagem) das células fusionadas que secretagogmib de especificidade Unica (clones de
hibridomas especificos) e pré-determinada (ligasglosomente a um Udnico epitopo),
realizando-se a triagem destes. Posteriormentealzada a producdo em grande escala,

deixando-se os hibridomas crescerem em grandesnesllou em tumores asciticos de
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animais singénicos para obtencdo dos MAbs de sgeréLeenaars & Hendriksen, 2005;
Abbaset al, 2008).

Tradicionalmente, este procedimento ocorre em ths®s que sao baseadas no uso de
animais de laboratorio: a primeira sendo a geragacelulas B, e a segunda fase a producao
‘em massa’ de MADbs geralmente pelo método de irmldedascite (Leenaars & Hendriksen,
2005).

O advento dos MAbs proporcionou um grande avanconoaologia e demais areas
afins, pela possibilidade de producdo de grandentgizale de anticorpos homogéneos e
totalmente caracterizaveissses anticorpos sao altamente especificos, senadenramenta
para varios testes de pesquisa, caracterizacdmamtifipacdo de antigenos em pesquisas
imunoldgicas, imuno-histoquimicas, diagnosticoapé e sendo muito Util no controle de

qualidade de diversas vacinas e biofarmacos (imalagiicos) (Dewaeet al, 2005).

1.3.4. Obtencédo de Anticorpos a partir de Imunizagds Genéticas (Gl)

Em 1990, a transferéncia direta de DNA plasmidiaimisculo de um animal (modelo
murino) foi demonstrada (Wol#t al, 1990). Desde este estudo inicial, muitos estu@ios
sido conduzidos utilizando a imunizacao a partirDdé¢A plasmidial contendo um gene de
interesse visando obter uma resposta imune paraotima que este gene codifica.
Imunizacdo com vetores plasmidiais que codificarotginas antigénicas derivadas de
patdgenos ou células tumorais, denominadas de asada DNA tém sido relatadas para
inducdo da imunidade protetora em diversos mod®&losais, como camundongos e coelhos
(Moonsomet al, 2001; Niet al, 2004; Garmoret al, 2003).

Uma importante consideracdo quando otimizamoscaaé das vacinas de DNA esta
na apropriada escolha do vetor plasmidial. As pedpdes de promotores celulares e
derivados de virus como o citomegalovirus human©MM) e o simiovirus 40 (SV40) e
sequénciasnhancergsém sido intensamente investigadas na pesquipeod®tores com alto
nivel de expressdo, tempo de duracdo e regulacéexpl@ssdo do gene heterélogo. O
promotorénhancerde HCMV providencia altos niveis de expressado editipios tipos
celulares apds ambas transfeccfes transitériasdeees e € o promotor mais largamente
utilizado em vacinas de DNA quando comparado comnosypromotores (Garmorgt al.,
2003; Wrightet al,, 2005).
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A expressao eficaz da proteina através da imurozgeiética também € dependente
da presenca do plasmidio no nucleo celular. Segagrespecificas presentes no DNA
plasmidial sdo reconhecidas por determinadas pasantracelulares, com as quais formam
complexos que sdo enderecados ao nucleo celularo @Qoportante exemplo, tem-se uma
sequéncia de DNA efetivamente reconhecida quelestfizada dentro da regido inicial do
promotoreénhancerdo SV40, mostrando-se eficaz no transporte do ptherpara dentro do
nucleo (Belakové&t al, 2007).

As vantagens teoricas das vacinas de DNA em relasdwacinas convencionais
incluem: (i) inducdo de ambas as respostas imunesotal (anticorpos) e mediada por
células; (ii) ser relativamente facil sua producéid) capacidade de expressar proteinas
intracelularmente para a inducdo de respostas ldéage€l citotdxicas; (iv) capacidade de
expressar proteinag vivo com conformacdo nativa e modificagcdes pOs-trachaiso
parecidas com as que ocorrem na infeccdo natunat{&k & Weiner, 2000; Net al, 2004;
Bateset al, 2006).

Nos ultimos anos, véarios autores tém divulgadoocaygdo de anticorpos policlonais
utilizando a imunizacdo por DNA plasmidial espeui@hte para proteinas de dificil
purificacdo. Os métodos para producédo tanto deapts policlonais como dos MAbs tém
sido na maioria da vezes através da inoculagéoltdecancentracdo plasmidial pela via
intramuscular (Yeungt al, 1997; Gardsvolet al, 2000; Moonsonet al, 2001; Tymeiuet
al., 2002; Puttikhunet al, 2003; Niet al, 2004).

1.3.4.1. Mecanismo de Ac¢ao e Inducédo da Respostauime pela Imunizacdo Genética
(GI)

Segundo Kano e colaboradores (2007, p.713) “immate os mecanismos de
processamento e apresentacdo de antigenos emamifmiam questionados, uma vez que
estas células ndo expressam antigenos associadoslé&silas do MHC de classe II”, nem
moléculas coestimulatorias B7-1 e B7-2 (CD80 e CD@&B8pectivamente) presentes em
células especializadas em apresentacdo de antig@mgss), como exemplo as células
dendriticas. Neste modelo, apds a inoculacdo intsamiar, o DNA € incorporado aos
midcitos e/ou APCs; 0s midcitos provavelmente siraen e liberam antigenos localmente, os
quais sdo processados pelas APCs. O DNA que ¢ iaattogelas células no sitio de

inoculacdo permanece no nucleo celular sem ocomtegracdo ao genoma da célula
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hospedeira. As vias metabodlicas da célula hospedgio utilizadas para os processos de
transcricdo e traducdo, resultando na expressamtiigeno protéico (Wahren, 1996; Davis,
1997; Yeunget al, 1997; Srivastava & Liu, 2003; Kamd al, 2007).

Os antigenos expressos sao processados pelas &PSsfragmentos resultantes
complexados com moléculas do MHC de classe |. Eguide, estes peptideos sao
apresentados na superficie celular para o recankbatd e ativacdo especifica de linfocitos T
CDS§' citotdxicos (figura 8). Alguns dos antigenos paidas pelos midcitos sdo secretados
para o espaco extracelular, onde podem tanto datinmfocitos B a produzirem anticorpos
especificos quanto ser endocitados por outras ARCgvento pelo qual o antigeno é
processado por miécitos e entregue as APCs é daadmideCross-Priming favorecendo a
ativacdo de linfécitos T CD4auxiliares. Através da endocitose, os antigenosapasio
compartimento extracelular para o interior das AR@3squais sdo considerados antigenos
exdgenos e desta forma processados em compartsreitbares distintos daqueles quando o
antigeno é originado intracelularmente. Os frago®protéicos exdégenos sao complexados
com moléculas do MHC de classe Il e apresentadtss p&PCs aos linfécitos T CD4
auxiliares, ativando-os (Davis, 1997; Yeuwtal, 1997; Srivastava & Liu, 2003; Donneky
al., 2005; Kancet al., 2007).

Vacina de DNA Vacina de DNA Célula T CD8

@4
y &

o

miécito .

Vacina de DNA Célula T CD4

U

midcito

Figura 8: Ativacdo de linfocitos T CD4& T CD8 por APCs via mecanismos distintos de
processamento do antigeno (Adaptado de Srivastdva,&003).

A imunizacdo genética desta forma resulta na imwdg& ambas respostas imunes
humoral e mediada por células, com a estimulacadirdécitos T CD4 e T CDS§

simultaneamente (figuras 8 e 9). Alguns autoresnafin que a imunidade adquirida pela
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imunizacdo genética pode persistir por um proloagpdriodo, devido provavelmente a
constante expressdo enddgena do antigeno pela d@gpedeira e a capacidade destes
antigenos estimularem linfocitos de memoéria, prégelmente em linfonodos locais. A
imunidade humoral é responsavel por uma signifiaatesposta profilatica nas infeccdes e a
IgG2a tem sido a subclasse de imunoglobulina predtemente induzida pela imunizacao
genética (Vercammeet al, 2000; Beladkovét al, 2007). O IFNy produzido pelo linfécito
perfil T4yl € uma importante citocina moduladora de linf&iR por possuir funcdo de
estimular a secrecdo de IgG2a antigeno-especiéistando relacionada com $witch
Recombinatiorda cadeia pesada da imunoglobulina) (Purkersona&stm, 1992; Barry &
Johnston, 1996; Wahren, 1996; Chattergebal.,1997; Moonsonet al, 2001; Henke, 2002,
Ni et al, 2004; Morelet al, 2004; Kaneet al, 2007).
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1.3.4.2. Adjuvantes para Imunizacdo Genética e s®apel na Imunidade Inata

Conforme descrito por Kano e colaboradores (20084 ,vacinas de subunidade, como
exemplo as vacinas constituidas por proteinas reicamtes, freqientemente ha necessidade
da utilizacdo de adjuvantes para aumentar a imumzidade da proteina heteréloga. Os
adjuvantes podem ser moléculas derivadas de pat®garmo o lipideo monofosforilado;
agentes guimicos como 0 anestésico bupivacaina&qeééscias CpGs (Citosina-fosfato-
Guanosina) que ativam células do sistema imune,ipaidendo desta forma direcionar para
uma resposta imune adaptativa (Davis, 1997; H&20@2; Donnellyet al, 2005; Kaneet al,
2007).

As vacinas de DNA sdo desenhadas para conter reggs§ié especificas de
nucleotideos que possuem papel crucial na imunogexie destas vacinas. Estes motivos
especificos consistem de dinucleotideos de CpGsregides flanqueadas compostas de duas
purinas 5’ e duas pirimidinas 3. Tais motivos (@&ugcias) sdo ndo-metilados e cerca de vinte
vezes mais comuns no DNA de micro-organismos dodguenamiferos. Funcionalmente,
estes motivos podem diretamente estimular multipijpes de células imunes incluindo
monaocitos/macrofagos, células dendriticas, linGscB e T. O sistema imune de vertebrados
detecta a presenca do DNA CpG estranho pela ligaaéo receptores do tipioll-like 5 das
células APCs, induzindo-as a secretarem citociagscomo IL-2, TNFe e IFN-, criticas
nas respostas imunes celulares (Hastaal, 1999; Gurunathaet al, 2000; Henke, 2002;
Garmory et al, 2003). De acordo comKano e colaboradores (2007, p.715), “existem
controvérsias sobre o efeito adjuvante das seqaEnCpGs porque nem sempre a
incorporacdo em plasmidio demonstrou melhora rzosta imune; entretanto, ha resultados
gue demonstram o aumento da imunogenicidade daa’aci

Dano ou irritacdo tecidual levando a regeneragimibcitos poderia ser importante
para o aumento da resposta imune por vacinas de b&®A com aumentos da transfecigéo
vivo. Estudos iniciais sugeriram que agentes que csersagsecrose muscular, tais como a
cardiotoxina ou 0 anestésico bupivacaina, aumantad resposta imune para vacinas de
DNA administradas enquanto o musculo estivessegenerando. Isto poderia ser devido ao
aumento da expressdo da proteina em miocitos eenesa;do, mas o recrutamento de APCs
através das respostas inflamatérias poderia tanplessuir papel importante (Wahren, 1996;
Donnellyet al, 2005).
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1.3.4.3. Vias de Administracéo das Vacinas de DNA

Inoculacdes intramusculares de plasmidios de DNA sotucdes aquosas sao
relativamente simples e tratam-se de uma via efepigra a administracdo da vacina,
resultando em transfeccéo direta de algumas cé&ulasaptacdo por outras na vizinhanca do
local de inoculagdo. Injecdo intradérmica ou sulowed resultam em transfeccgdo
principalmente em fibroblastos e queratindcitos,quamto injecdes intramusculares
transfectam grande quantidade de miocitos (Sheddgleiner, 2000).

Diferentemente, o sistem@ene Gunlibera o DNA através do bombardeamento
(biobalistica) de particulas de ouro aderidas coatéonlas de DNA plasmidial a altas
pressbes por gas hélio ou dioxido de carbpam dentro das células. Isto favorece a
penetracdo direta de muitas particulas plasmigiaia dentro das APCs, amenizando desta
forma a perda inicial do DNA. Nos trabalhos inisiavaliando as vias de administracao, foi
necessdaria uma concentracdo de DNA pela via insentar cerca de cem vezes maior em
relacdo ao sistem@ene Gunpara proporcionar uma resposta imune semelhan®mAs
eficacia da vacina de DNA varia devido aos varaisres que podem influenciar nestas vias
de administracdo, como dose, vetor, adsorcao éisylas, espécie animal e antigeno (Barry
& Johnston, 1997; Davis, 1997; Shedlock & Wein@)@ Donnellyet al, 2005; Belakové&t
al., 2007; Kancet al., 2007).

A localizacao celular da proteina, influenciadaapgé de administracdo, é importante
no tipo de resposta imune gerada (celular ou huin@amunizacéo pela via intramuscular
resulta preferencialmente na indugéo de forte stapoediada por células (perfiT), sendo
estas células os linfécitos T citotoxicos antigespecificos e associados com a producao de
anticorpos do isotipo 1gG2a; enquanto que o sist&@aae Gunadministrado na derme,
geralmente estimula uma resposta primaria humeaigdcterizada por uma rapida progressao
do perfil T42 (Barry & Johnston, 1997; Shedlock & Weiner, 200prel et al, 2004;
Beladkovéet al, 2007; Kancet al, 2007).
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2. OBJETIVOS

Geral

Estabelecer metodologias iniciais adequadas a mgltacdo de um ensaio
imunoenzimético para detec¢cdo e quantificacdo déaulas recombinantes do IHN-

humano.

Especificos

1. Iniciar a caracterizacdo parcial dm painel de quatorze MAbs anti-IHNhumano

recombinante utilizando metodologias imunologieas tomo ELISA éVestern-blat

2. Estabelecer um protocolo de obtencdo de antisoppliclonais anti-IFN3 humano

utilizando vacinacéao por DNA plasmidial em coelhweschos Nova Zelandia,

3. Avaliar a expressdo do gene do IBNwumano utilizando trés vetores plasmidiais
previamente construidos quanto a habilidade desttwes em induzir anticorpos
policlonais em modelo animal - coelhos machos Neelandia;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo de MADbs anti-IFNB através de Imunizacao Genética

3.1.1. Contrucéo dos vetores plasmidiais pZeoSVEN-p e pcDNA3.1 IFN$

Os MADbs anti-IFNB caracterizados neste trabalho foram obtidos emestado
prévio. Primeiramente, para construcdo dos vetplesmidiais contendo o gene do IBN-
humano utilizados na imunizacdo genética, o RNAltale células mononucleares da
circulacao periférica (PBMC) de um doador humanalgsel foi extraido utilizando-sekit
mini-RNeasyQiagen, USA). Este RNA foi utilizado como moldegabtencdo do gene do
IFN-B humano através da reacdo em cadeia da polimerasedmla de transcricdo reversa
(RT-PCR), utilizando-se kit Superscript 11l one-step RT-PQRivitrogen, USA). Ogprimers
utilizados foram: de sentido 5 sdnse  posicao 17-42 5
CTTCgCCATggAggTTCTgTACTCAC 3’) e outro no senti@db(antisenseosicdo 730-757
5 gTCgCgCCATCggCCgAATTAATTACTC 3’). O fragmento tdlo do PCR foi clonado
em ambos vetores plasmidiais pcDNA3.1 V5 topo e 2CRopo (Invitrogen, USA). A
construcido pZeoSV2IFN-B foi obtida através da realizacdo de subclonagem
construcdo pCR2.1 topo IFP-sendo clonado o gene do IBNRo sitio EcaRIl do vetor
plasmidial pZeoSVZInvitrogen, USA).

3.1.2. Ensaios de Tranfecgdo Transitoria em célulasiEK-293-T utilizando as
construcdes plasmidiais

Ensaios de transfecgéo transitoria foram conduzitibsando o método de lipossomo
nao-catibnico e o reagente de transfedéégene 6(Roche, USA), conforme instrucdes do
fabricante. Células HEK-293-T obtidas Aeerican Type Culture CollectighTCC, USA)
foram previamente mantidas em meio DMEM (Gibco, YSAplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e 40pg/mL de gentamicina e prag@s em placas de seis cavidades com
confluéncia de aproximadamente 80%. Cerca de lugnueos vetores de expressdo em

células de mamiferos pZeoSVIEN- e pcDNA3.1 IFNB, purificados com it Pure Link
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HiPure Plasmid MiniprepInvitrogen, USA), foram utilizados para o ensd@transfeccao.
Quarenta e oito horas ap06s a transfeccdo, o salzeteafoi retirado e testado por ELISA
para deteccdo da expressdo da proteina dd3lleNavés ddit comercialBeta Interferon
Assay(R&D, USA).

3.1.3. Imunizacdo Genética em camundongos BALB/c

Para a imunizagcdo genética, um protocolo utilizacgimundongos adultos BALB/c
mediante aprovac&o pelo Comité de Etica para Ustniteais (CEUA) da Vice-Presidéncia
de Desenvolvimento Tecnolégico da FIOCRUZ sob oemande licenca L-0022/08 (ANEXO
) foi utilizado. Os camundongos foram anestesiaglo® musculo quadriceps foi injetado o
agente quimico bupivacaina (Pfizer) (0,25uL/g demo animal). Apos 24 horas, no mesmo
sitio de administracdo da bupivacaina, foram iremog 100ug de ambos vetores pZeoSV2
IFN-B ou pcDNA3.1 IFNB previamente purificados por gradiente de cloret@ékio (CsCl),
de acordo com Sambrook e colaboradores (2001)nfogalizadas outras trés inoculacdes
com intervalos quinzenais, seguindo-se o mesmoegimento. Apdés 30 dias da ultima
inoculacdo, amostras de sangue foram coletadakexo yenoso oftalmico dos camundongos
para avaliacdo da producdo de anticorpos antifiFatravés do ELISA comercial adaptado
Beta Interferon AssaR&D, USA).

3.1.4. Obtencéo dos MAbs

Um més apds a ultima inoculagdo em camundongos BAIBBmM a construcéo
plasmidial pZeoSV2IFN-B, estes camundongos foram sacrificados e os egjtemdoram
coletados e fusionados com a linhagem celular ddomas Sp2/0 murina (CRL-1581,
ATCC), de acordo com Harlow & Lane (1988). Hibridmsnsecretores de MAbs foram
identificados por ELISA comercial adaptaBeta Interferon AssafR&D, USA) e clonados

por diluicdo limitante.
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3.2. Caracterizagao Parcial dos MAbs anti-IFN

3.2.1. Ensaio Imunoenzimatico para Isotipagem dobdAbs anti-IFN-

Para isotipagem dos MAbs anti-IHNebtidos, foi utilizado kit comercialMouse
Mono AB ID (Zymed Laboratories, USA) seguindo-se as inseac@o fabricante.
Inicialmente, para a etapa de sensibilizagéo faxdimionados 50L de anticorpo de captura
(cabra anti-IgG, IgA e IgM de camundongo na coneg@dio de 0,5mg/mL em PBS pH 7,4
contendo 10% de glicerol e 0,05% de azida s6dMdaN;) em todos os pocos de uma placa
de microtitulagdoMaxisorp (96 pocos) (figura 11). A placa foi incubada a 4¥@rante
aproximadamente 16 horas. Para a etapa seguirntiogleeio, foram adicionados 200uL de
solucéo de bloqueio (BSA 1% em PBS pH 7,4) em tasdopocos e a placa foi incubada a
37°C por 1 hora. Os MAbs anti-IFNforam adicionados em volume deuhOn&o-diluidos e
diluidos 1/10. O controle positivo foi também irida (anticorpo monoclonal de camundongo
da classe IgG&m meio RPMI-1640 contendo 10% de Soro Fetal BovigbB). A placa foi
novamente incubada a 37°C por 30 minutos e apémpa de incubacgédo foi lavada (4X de
20QuL/pocgo) com PBS-T (PBS pH 7,4 contendo Tween 26%)0em lavadora automatica
(BioRad, USA). Na etapa seguinte foi adicionadpl5@e PBS-T (controle negativo), de soro
normal de coelho (controle negativo), anti-lgGlotfgos pré-diluidos em PBS pH 7,4,
contendo 1% BSA e 0,05% de azida sédica) nos régpe@ocos (conforme esquematizado
na figura 11) e a placa mais uma vez foi incuba@3°&€ por 30 minutos. Apés a etapa de
lavagem (4X de 2QQ./poco) com PBS-T, foram adicionadosuhdo conjugado (cabra anti-
coelho - HRP diluido 1/50) em todos os pocos eaagpfoi incubada a 37°C por 30 minutos.
Para revelacdo, apos lavagem com PBS-T, foramoadidos 100L do substrato pronto para
uso em todos os pocos. A placa foi incubada a teahpa ambiente e monitorada por 30
minutos, realizando-se posteriormente a leitur®a @m em leitora de microplacas modelo
680 (BioRad, USA).



26

PBS-T | S.coelho] 1gG 1 IgG2b 1gG3 IgA IgM Iy C+

AMOSTRA
MAbs
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A naodiluido 1gG 1
B 1/10
C néodiluido 1gG2b
D 1/10 19G3
E naodiluido IgA
F 1/10 IgM
G néodiluido
H 1/10 A

Figura 11: Esquema do ELISA de Captura realizada @dsotipagem dos MADbs.

3.2.2. Subclonagem dos clones de hibridomas poruwliéo limitante

A subclonagem dos clones de hibridomas secreterdsAbs anti-IFNB foi realizada
através da técnica por diluicdo limitante em plagascultura de 96 cavidades, utilizando
como camada alimentadora, células obtidas da aeiparitoneal de camundongos BALB/c.
Os clones selecionados para subclonagem (clonekieles 89-CC6 AH7, 89-CC6 AAll e
89-CC6 BA11) foram coletados, contados (em camarBleubauer) e diluidos em meio de
clonagem (50% de meio de cultura + 50% de meio mézrmdo por 24 horas) nas
concentracdes de 3, 1 e 0,5 células por mL. Ampdeistas diluicdes, aliquotas de 0,1 mL
foram distribuidas em cada cavidade das placaas Estam incubadas a 37°C em atmosfera
umida contendo 5% de dioxido de carbono. Apds 5 die cultivo, 50uL de meio de
clonagem foram adicionados e as cavidades forarargddas, com ajuda do microscopio
optico invertido, a fim de detectar aguelas quespiasn, aparentemente, um udnico clone. A
partir do 9° dia, foi iniciada a troca do meio da& dias. Ao redor do 20° dia muitos clones
ja apresentavam bom crescimento e os sobrenadané®s recolhidos para a pesquisa de
anticorpos especificos malizacdo da isotipagem, como descrito em 3.2.Mdterial e
Métodos.
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3.2.3. Confirmacdo da Isotipagem atravées da Reacada Cadeia da Polimerase —
Transcricdo Reversa (RT-PCR)

Com o proposito de confirmar os resultados obtidasisotipagem, o RNA total
extraido dos quatorze clones de hibridomas seesetde cada um dos MADbs anti-IFBN-
(conforme descrito em 3.1 de Material e Métodos)olatido através ddit mini-RNeasy
(Qiagen, USA). Este RNA foi utilizado como moldergpadefinicdo dos isotipos IgG,
conforme descrito por Popov e colaboradores (199%M, através da reacdo em cadeia da
polimerase precedida de transcricédo reversa (RT}P@iRzando-se &it Superscript Il one-
step RT-PCRInvitrogen, USA). Foram utilizados os parespdenerspara o dominio CH1 da
Ig (primersdegenerados para a regido de éxon das quatrasséslde IgG - Igbense’’
ACA(G/C)CCCCATC(A/GIT) GTCTATCC 3 - e IgRT antisense 5’
ATGGTT(T/C)TCTCGAT 3’), conforme Popov e colaborage (1995) e o dominio CH4 da
lg (éxon contido somente na cadeia pesada da IgM sense 5
CCCTGCCACACCTGGTGACC 3’ eantisense5’ CCTGGTTGAGCGCTAGCATGGTC
3’, obtidos peloNational Center for Biotechnology Informatiof acesso Gl 52358). Como
controle de extracdo de RNA, utilizou-se parepriteersespecificos para replicacdo do gene

dap-actina.

3.2.4. Producéo de Fluidos Asciticos de MAbs anti-N-p

Os clones de hibridomas produtores de MAbs antH}Fédngelados em nitrogénio
liquido foram descongelados e as células produforam injetadas na cavidade peritoneal de
camundongos com 3-4 semanas de idade. Todo o prea®d em questao foi conduzido por
profissionais qualificados e treinados nas técrécpsotocolos especificos (POP: 105040.509
— Formacado de Ascite) e lotados no Laboratério décArpos Monoclonais/LATAM e no
Laboratério de Experimentacdo Animal/LAEAN ambos khstituto de Tecnologias em

Imunobioldgicos - Bio-Manguinhos.
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3.2.5. Purificacdo de Fluidos Asciticos contendo M anti-IFN-§

Volumes de aproximadamente 4mL de cada fluidoiescibrrespondente a cada um
dos MADbs anti-IFNB foram purificados utilizando kit Affi-Gel Protein A MAPS I{BioRad,
USA) de acordo com recomendacdes do fabricante, pomnenas modificacbes (Mouta
al., 2003). Para cada fluido ascitico, o seguinte piotatto foi seguido: o fluido foi diluido
1/2 em tampad®inding Buffer MAPS I[BioRad, USA) e filtrado em mini-filtro de 0,45um
Millex-HA (Millipore, USA). Um volume de aproximadamente rh|2 de resina de
cromatografia de afinidade contendo proteina A uwvm calculado de acordo com a
concentracdo protéica total de cada fluido asgif@moempacotado em uma mini-coluna, que
foi entdo lavada e equilibrada com o tam@dioding Buffer MAPS 110 fluido ascitico foi
aplicado na coluna e um fluxo de presséo, utilivapomba peristéltica (BioRad, USA) foi
mantido correspondendo a 1,5mL/min. A coluna featia comBinding Buffer MAPS le a
seguir 15 fracdes de 1,0mL foram coletadas. Caatidr foi avaliada em espectrofotbmetro
medindo-se a densidade Optica (DO) a 280 nm. Azaudas fracdes foi avaliada em gel SDS-
PAGE aplicando cerca deub de cada fracdo com DO alta (acima de 1,5 de D@y géis
foram corados utilizando o corant@oomassie Bluepreparado conforme instrugcées do
fabricante (BioRad, USA)Cada aliquota de anticorpo purificado foi diluida &m glicerol e

estocada a -2G.

3.2.6. Ensaio imunoenzimatico comercial adaptado padeteccdo de MAbs anti-IFNB

Para deteccdo dos MAbs anti-IfNfoi realizado um ensaio ELISA comercial
adaptado, utilizando-sekit Beta Interferon AssafR&D, USA) seguindo-se as instru¢des do
fabricante com modificagcdes. Inicialmente, pardaga de sensibilizacdo foram adicionados
10QuL de anticorpo comercial policlonal anti-IHN1b de cabra (R&D Systems, USA) na
concentracdo de 2,5md/ A placa foi incubada a 4°C durante aproximadameh6
horas. Ap6s este intervalo, lavou-se a placa 3XI|amdora de microplacas automatica
(Immunowash modelo 1575, BioRad, USA) com tampatadagem ddit. Posteriormente,
foram adicionados 100uL em cada cavidade do amtigadrao IFN3 do kit na concentracao

de 2pglL e para o controle negativo utilizou-se diluenéeasnostra d&it (Sample Diluent
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A placa foi novamente incubada por 1 hora e ap$s &snpo foi lavada conforme descrito
anteriormente. Na etapa seguinte foram adicionatioBulL dos MAbs anti-IFNB
previamente purificados dos fluidos asciticos praths, ndo-diluidos e diluidos %2, 1/5, 1/20
e 1/50, e em paralelo 100 do MAb comercial anti-IFN3 humano ddit (controle positivo)

na concentracao de 1,0ng/idendo a placeais uma vez incubada por 1 hora. Apds a etapa
de lavagem, foram adicionados 100do conjugado de peroxidase com imunoglobulinas
anti-mouse polivalentes (IgG, IgA e IgM — Imunogitiba total) (Sigma, USA) diluidos
1/2500 em todos os pocos e a placa foi incubadd gmra. Para revelagdo, apos lavagem,
foram adicionados 1@ do substrato pronto para uso kibem todos os pocos. A placa foi
incubada a temperatura ambiente e monitorada poriddtos, adicionando-se a solugdop

do kit e posteriormente realizando-se a leitura a 450mregora de microplacashermo

Plate Reader

3.2.7. Ensaio d&Vestern-blot dos MAbs anti-IFN-

Sobrenadantes de cultura de células HEK-293-T egprelo transitoriamenta
proteina recombinante do IHN-purificados e concentrados ou ndo, e/ou pAd¥combinante
(controle comercial R&D, USA) foram submetidos &telforese de SDS-PAGE. Para a
realizacdo da eletroforese foi utilizado o sistévhiaiprotean Il (BioRad, USA), conforme
instrucdes do fabricante. A seguir os géis forandferidos para membrana Hybond-P PVDF
(Amersham, USA) por 30 minutos a 20V, utilizandoeguipamento &ni-dry (BioRad,
USA), conforme instru¢cbes do fabricante. Membranam proteinas transferidas foram
coradas com solucdo deonceaupreparada conforme instru¢bes do fabricante (BipRad
USA) e submetidas a reacdo \d&estern-blat seguindo protocolos padrdes (Viaretaal,
2006). Os MADbs previamente purificados (e quaradizs) a partir de cada fluido ascitico,
diluidos 1/200 foram avaliados pela reacddMestern-blotutilizando-se o conjugado HRP
anti-mouse (Promega, USA) diluido 1/3000 e o coajlagHRP anti-cabra (BioRad, USA)
diluido 1/1000 para analise do anticorpo policlomamercial anti-IFI§-1b humano
recombinante (R&D Systems, USA) (controle positivopor revelagdo com
quimioluminescéncia, utilizando &it ECL (GE-Healthcare), conforme instru¢cdes do

fabricante.
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3.3. Obtencéo de Soro Policlonal anti-IFNs através de Imunizacdo Genética

3.3.1. Construcao do Vetor Plasmidial pCINeo IFNB

A clonagem do gene do IFpl-no vetor plasmidial pCINeo (Promega, USA) foi
realizada por subclonagem a partir da construcasnptiial pZeoSV2IFN-B. Para isso o
plasmidio pZeoSV2IFN-B previamente purificado foi clivado com as endoeasks de
restricdoHincll e Dral seguindo instru¢des do fabricante (Invitrogen, US» acordo com o
mapa de restricdo, a dupla clivagem enzimaticaatigem ao fragmento de 768 pares de
bases (pb) que corresponde ao gene doplidlado. O fragmento foi purificado apds toda a
clivagem ter sido aplicada em um gel de agaro<e & e isolado o fragmento desejado por
purificacdo do gel utilizando kit Wizard PCR Clean UgPromega, USA). A seguir o vetor
plasmidial pCINeo foi clivado com a endonucleasere&ricioSma (Invitrogen, USA),
conforme instru¢cdes do fabricante; uma vez lineddz foi desfosforilado utilizando a
enzima fosfatase alcalina obtida de camarédo (SAB)forme instrucées do fabricante
(Promega, USA). Para realizacdo da subclonagenzamilo a enzima 4/DNA ligase
(Invitrogen, USA), conforme instrucdes do fabriegnd vetor desfosforilado e o inserto
purificado foram quantificados utilizando a platafia de quantificacaQubit (Invitrogen,
USA). A ligacao foi realizada com base em uma prggm entre vetor (0,1g) e inserto (1pQ)
de 1:10 (Sambrookt al., 2001). Para visualizacdo dos plasmidios clivadosi&u com a
endonuclease de restricBiold (New England, BioLabs), foi utilizada eletrofoeeesm gel de
agarose 0,8% ou 1% e os géis corados com bromedtidie (0,51g/mL) sendo visualizados
sob luz ultravioleta utilizando um transiluminadaonforme descrito por Sambrook e
colaboradores (2001).

3.3.2. Transformacdo Bacteriana com a Construcdo &midial pCINeo IFN-p e
obtencéo de Clones Plasmidiais Recombinantes

Cerca de 10% do volume da ligacdo descrita no &l foi utilizada para
transformar células bacterianas cepa TOP 10 (bpetm, USA) previamente preparadas para
competéncia por choque térmico conforme protocdésseco descrito por Sambrook e
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colaboradores (2001). Apos transformacédo, cercd0deolbnias bacterianas crescidas em
placa dePetri contendo meio de cultivo Luria Bertani (LB) sélifloeio LB liquido contendo
15g/L de Agar — ver meio LB liquido) resistentesaatibiotico ampicilina (100g/mL) foram
selecionadas e passadas cada uma separadamenfampade meio LB liquido (10g/L de
triptona; 5g/L de extrato de levedura; 10g/L de Na®ntendo 5Qg/mL de ampicilina. Os
tubos foram incubados por aproximadamente 16 h@a87°C e processados para
minipreparacao plasmidial rapida conforme des@@oRezende e colaboradores (208/8u
utilizando o kit comercial High Pure Plasmid Isolation(Roche, USA). Plasmidios
recombinantes (contendo o gene do IFHNforam confirmados por clivagem com a
endonuclease de restricBldd (New England, BioLabs), conforme descrito no itemtedor.

Os clones recombinantes foram avaliados por etgegsé em gel de agarose 0,8% ou 1% foi
utilizada e os géis corados com brometo de eti@digug/mL) foram visualizados sob luz
ultravioleta utilizando um transiluminador, confardescrito por Sambrook e colaboradores
(2001). Estoques de glicerol das culturas de hast@ontendo plasmidios recombinantes
foram obtidos e mantidos a -70°C, também conforesernito por Sambrook e colaboradores
(2001).

3.3.3. Gigapreparacbes Plasmidiais das Construcdeontendo o gene do IFNs e
controles

As figuras 12A, 12B e 12C ilustram os mapas dosmidios de expressédo em células
de mamiferos utilizados neste projeto. As consgsglasmidiais contendo o gene do IEN-
e referentes aos plasmidios 12A e 12B foram obfmlegiamente ao inicio deste trabalho.
Cada construcao plasmidial correspondendo aossl@eembinantes (contendo o gene IFN-
) cresceu em volumes de 2,5 litros de meio de icnesto, sendo purificadas utilizanddio
comercial QlAfilter Plasmid Giga(Qiagen, USA), conforme instru¢cdes do fabricadeds
purificacdo, os plasmidios foram quantificadoszaitdo a plataforma de quantificag@abit
(Invitrogen, USA).
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12A

PCR [
N Product

pcDNA3.1/
V5-His-TOPO

Comments for pcDNA3.1/V5-His-TOPO
5523 nucleotides

CMV promoter: bases 209-863

T7 promoter/priming site: bases 863-882
Multiple cloning site: bases 902-1019

TOPQ® Cloning site: 953-954

V5 epitope: bases 1020-1061

Polyhistidine tag: bases 1071-1088

BGH reverse priming site: bases 1111-1128
BGH polyadenylation signal: bases 1110-1324
1 origin of replication: bases 1387-1800
SV40 promoter and origin: bases 1865-2190
Neomycin resistance gene: bases 2226-3020
SV40 polyadenylation signal: bases 3039-3277
pUC origin: bases 3709-4382

Ampicillin resistance gene: bases 4527-5387

Figura 12A: Mapa do plasmidio comercial pcDNA3.1lizado neste trabalho, obtido da
Invitrogen, USA fttp://tools.invitrogen.com/content/sfs/manualsfp8l 1topota_man.pyf
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12B
n (330 iEaT-Sro5es
() BEp ceczisisiscgissss
R i
(-) P 2Ee8siirsada8isk,

Comments for pZeoSV2
3515 nucleotides

SV40 promoter: bases 10-356

T7 promoter/primer: bases 401-420
Multiple Cloning Site: bases 433-548
BGH reverse priming site: bases 560-577
BGH polyA: bases 560-773

pUC origin: bases 814-1487

fl origin: bases 1780-2290

CMYV promoter: bases 2304-2930
EM-7 promoter: bases 2931-2997
Zcocin resistance gene: 2998-3372
SV40 polyA: bases 3380-3515

Figura 12B: Mapa do plasmidio comercial pZeoSV2izatilo neste trabalho, obtido da
Invitrogen, USA fttp://tools.invitrogen.com/content/sfs/manualsgsx2_man.pf
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12C Balll
ori S Sof
CMV | E. i}
Enhancer/Promoter I-Ppal 17 1
Nhel 1085
Xhol 1021
Intron EcoRl |1096
Miul 1102
Amp' pCl-neo SV40 Late Xbal |1114
Vector poly(A) ia” . |11z
5472b cc 1124
¢ 2 ) Smal |1127
f4 ori j Mot |1131
T2 T

Synlthific SV40 Enhancer/
poly(A) Early Promoter

BamHI neg

pCl-neo Sequence Reference Points:

CMV immediate-early enhancer/promoter region 1-750
Chimeric intron 890-1022
T7-EEV sequencing primer binding region 1053-1074
T7 RNA polymerase promoter (-17 to +2) 1067-1085
Multiple cloning region 1085-1137
T3 RNA polymerase promoter (-17 to +3) 1140-1158
SV40 late polyadenylation signal 1167-1388
Phage t1 region 1483-1938
SV40 enhancer and early promoter 2000-2418
SV40 minimum origin of replication 2316-2381
Coding region of neomycin phosphotransterase 2463-3257
Synthetic polyadenylation signal 3321-3369
f-lactamase (Amp*) coding region 3780-4640

Figura 12C: Mapa do plasmidio comercial pCINeoizgdo neste trabalho, obtido da
Promega, USARttp://www.promega.com/tbs/tb215/tb215)pdf
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3.3.4. Ensaios de Transfeccdo Transitéria em céldaHEK-293-T utilizando as
Construgdes Plasmidiais

Ensaios de transfeccéo transitéria foram conduaitibsando o método de lipossomo
nao-catidbnico e o reagente de transfedéégene 6(Roche, USA), conforme instrucdes do
fabricante. Células HEK-293-T previamente mantiédes meio DMEM (Gibco, USA)
contendo antibidticos, glicose 4,5% e preparadaplanas de seis cavidades foram utilizadas
nestes ensaios. Para controle da transfeccéo, ddénplasmidios controles, foi utilizado o
plasmidio repérter pDM14, o qual expressa o antigdn superficie do virus da hepatite B
(HBsAg), conforme descrito por Mouta e colaboradd2003). Quarenta e oito horas apos a
transfeccdo, o sobrenadante foi retirado e tegpadm deteccdo da expressdo da proteina do

IFN-B ou da proteina reporter.

3.3.5. Ensaio imunoenzimatico para deteccdo da peiha do IFN{, utilizando as
Construgdes Plasmidiais

Os kits de deteccdo das proteinas expressas no ensaiangéetcao transitoria em
sobrenadantes conforme descrito no item 3.3.4jddiduou ndo, foram respectivamente, o
Beta Interferon AssayR&D, USA) para deteccdo da proteina do IENecombinante e
Bioelisa HBsAdBIokit, Espanha) para deteccéo da proteina rep@t@sAg).

3.3.6. Inoculacao das Construcfes Plasmidiais em Meo Coelhos Nova Zelandia

Um protocolo de inoculacédo utilizando o modelo expental coelhos machos Nova
Zelandia e diferentes plasmidios de expressao arnasd@e mamiferos (descritos acima) foi
aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Anim@EUA) na Vice-Presidéncia de
Desenvolvimento Tecnoldgico da FIOCRUZ sob o nunderdicenca L-0022/08 (ANEXO 1).
Em linhas gerais, vinte quatro horas previamentada primeira inoculagéo plasmidial foi
administrado subcutaneamente no dorso do anima@eate quimico bupivacaina (Pfizer)

(2,5uL/g de peso do animal), visando a sensib#izalpcal. Cada construcdo plasmidial



36

previamente purificada, conforme descrito no ite@3 foi inoculada intramuscularmente
(500ug/mL cada dose) perfazendo um total de cinco iragéids/doses, com intervalos de
aproximadamente 7-10 dias. Ao final do experimentagro total obtido através da realizacao
da puncéo cardiaca de cada animal inoculado ftadespela técnica dé/estern-blotpor

revelacdo com quimioluminescéncia.

3.3.7. Western-blot do Soro Imune de Coelhos Nova Zelandia Inoculadosom as
Construcdes Plasmidiais

Sobrenadantes de cultura de células HEK-298xpressando transitoriamente
proteina recombinante do IRN-purificados e concentrados ou ndo, e/ou prAgeombinante
(controle comercial R&D, USA) foram submetidos @&telforese de SDS-PAGE. Para a
realizacdo da eletroforese foi utilizado o sistévhiaiprotean Il (BioRad, USA), conforme
instrucdes do fabricante. A seguir os géis forandferidos para membrana Hybond-P PVDF
(Amersham, USA) por 30 minutos a 20V, utilizandequipament&emi-dry(BioRad, USA),
conforme instrucdes do fabricante. Membranas catefpras transferidas foram coradas com
solucdo dePonceau preparada conforme instrucbes do fabricante (BipRa8A) e
submetidas a reacdo d&estern-blotpor revelagdo com quimioluminescéncia, seguindo
protocolos padrdes (Vianret al, 2006). Os soros pré-imunes e imunes diluidosfdrégm
avaliados pela reacdo d®estern-blotutilizando-se o conjugado HRP anti-coelho (Sigma,
USA) diluido 1/3000 e o conjugado HRP anti-cabraod, USA) diluido 1/1000 foi
utilizado para analise do anticorpo policlonal corie anti-IFN3-1b humano recombinante
(R&D Systems, USA) (controle positivo), por revélagcom quimioluminescéncia, utilizando

o kit ECL (GE-Healthcare), conforme instrugdes do falrie.



4.1. Caracterizacao parcial dos MAbs anti-IFNB

4. RESULTADOS

4.1.1. Ensaio Imunoenzimatico para Isotipagem dos Abs anti-IFN-f

Dos 94 hibridomas produzidos, a principio dezoitostraram-se positivos para
anticorpos anti-IFN3. Cada sobrenadante dos clones de hibridomas cntéibs anti-
IFN-B humano foi submetido a caracterizacdo quanto atipes conforme descrito
anteriormente. Os gréficos a seqguir (4.1.1A, 4.14B.1C e 4.1.1D) mostram os resultados
obtidos apds a isotipagem. Quatro MAbs (89-CC6 BARR2CC6 AA12, 89-CC6 CC2 e 89-
CC6 AD2) foram negativos no teste posterior (ndoidid ou diluido 1/10), por isso sendo
desconsiderados neste estudo. Os quatorze MAbantest foram positivos para as

imunoglobulinas do subtipo IgG2a e IgM simultaneatae também reagiram positivamente

para a cadeia lew€appa
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Grafico 4.1.1A: Resultados de absorbancia obtidoBLISA para isotipagem dos

sobrenadantes dos clones de hibridomas com/e sens BiAi-1IFN$.
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Graficos 4.1.1B, C e D: Resultados de absorbartidas no ELISA para isotipagem dos
sobrenadantes dos clones de hibridomas com/e sebs BiAi-IFNS.
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4.1.2. Subclonagem e Ensaio Imunoenzimatico paraotipagem dos MAbs anti-IFN$

Apés realizacdo da subclonagem por diluicdo limé@ados clones MAbs 89-CC6
AH7, 89-CC6 AA1l e 89-CC6 BA12, um novo teste datimgem foi realizado (grafico
4.1.2A e 4.1.2B) e os clones MAbs 89-CC6 AH7 e &BQ\A11l continuaram expressando
simultaneamente os subtipos IgG2a e IgM de cadmiada e cadeia lekappa enquanto o

clone 89-CC6 BA12 confirmou o resultado negativev@mente apresentado.

4.1.2A
ELISA Isotipagem - Subclonagem
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5 ol-rowmo® - = % a . . g |FO0AM
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Graficos 4.1.2A e B: Resultados de absorbancialobtho ELISA para isotipagem da etapa
de subclonagem dos sobrenadantes dos clones d#hhbs com/e sem MAbs anti-IFk-
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4.1.3. Reacdo da Cadeia da Polimerase — Transcricd@eversa (RT-PCR) para
confirmacéo dos resultados da Isotipagem

Com o objetivo de confirmar os resultados obtidas isotipagem, o RNA total
extraido dos clones de hibridomas secretores da eaddos diferentes MAbs anti-IFN-
(conforme descrito em 3.1 de Material e Métodos)utdizado como molde na reacdo da
cadeia da polimerase/RT-PGRra definicdo das classes dos MAbs, conforme itieuor
Popov e colaboradores (1995). Através de pargsinersespecificos para os dominios CH1
(primers degenerados para a regiao de éxon das quatroasseslde 1gG) e CH4 (éxon
contido somente na cadeia pesada da IgM), confiseoatravés dos perfis eletroforéticos
(figura 13) a expressao simultanea das classeg@eellgM pelos clones de hibridomas

secretores MAbs anti-IFI§-humano recombinante.
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Figura 13: Analise eletroforética dos produtos d&-HTR dos clones de hibridomas.
Eletroforese em gel de agarose a 1% dos produt8eRCR utilizandgrimersespecificos
para amplificar o RNA mensageiro das IgG (A), IgB) ou B-actina (controle) (C) contido
no RNA total extraido de clones de hibridomas semee dos MAbs anti-IFNB- humano
recombinante (A, B e C — canaletas de 3 a 8) oulalees de hibridomas secretores de
anticorpos IgG ou IgM utilizados como controlesipess (A, B e C - canaleta: controle
positivo 1gG; canalet@: controle positivo IgM). Em A, B e C a canalétzorresponde ao
controle demix da RT-PCR e a canaleta 10 em A, B e C correspaodearcador de 100bp
DNA Ladder(Invitrogen, USA). As bandas positivas para IggM le 3-actina correspondem
respectivamente a 1.450 pb, 150 pb e 385 pb.
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4.1.4. Purificacao dos Fluidos Asciticos contendoAbs anti-IFN-

A pureza das fracbes de cada fluido ascitico padfi utilizando okit Affi-Gel
Protein A MAPS I(BioRad, USA), referente a cada um dos quatorzé$/Aoi avaliada em
gel SDS-PAGE.

A andlise em SDS-PAGE (figura 14) evidenciou duasdas que apresentaram
massas molares de aproximadamente 25 e 55 KDap sestd separacdo eletroforética
equivalente ao padrao de migracao observado pawtsnas de cadeias leves e pesadas de
IgG, respectivamente (neste caso, a 1IgG2a).

48 KDa 5<5_KDa
_> £
245KDe | 22 Kba
—>

Figura 14: Gel SDS-PAGE para a andlise das fracottadas da purificacdo do fluido
ascitico referente ao clone 89-CC6 AAll utilizammkit Affi-Gel Protein A MAPS I
(BioRad, USA) de acordo com recomendacdes do fakec com pequenas modificacbes
(Mouta et al., 2003). Canaleta 1: Marcad@enchMark™ Pre-Stained Protein Ladder;
Canaleta 2: vazio; Canaletas de 3 a 7: fracdesactale da purificacao do fluido ascitico clone
89-CC6 AA11l (MAb IgG2a anti-IFNB).
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4.1.5. Ensaio Imunoenzimatico comercial adaptado

4.1.5.1. ELISA dos fluidos asciticos para detec¢cdos MAbs anti-IFN-§

O ELISA comercial adaptado foi realizado para aeaklos fluidos asciticos dos
quatorze clones de hibridomas secretores de MAfosFiM 3. Através do grafico dos valores
obtidos de absorbéancia (grafico 4.1.5.1), podeneoficar que os fluidos asciticos referentes
aos clones denominados 89-CC6 AGS8, 89-CC6 AEG6, 88-BE9, 89-CC6 AH7, 89-CC6
AAll, 89-CC6 AB1 e 89-CC6 AA4 apresentaram maioezgividades a proteina do IN--

(com valores de absorbancia acima 1,0), na diludgd/50 em comparacdo aos controles

positivos.
2,5+
ELISA
mAE9
B AG8
OAC9
27 O AE6
B AH7
o AD6
mAAlLl
1,57/
o CH4
B AH10
mAA10
OAB1
d @ AF9
B AA4
mBAll
| Controle Negativo 1
0'5’/ = Controle Negativo 2
@ Controle Negativo 3
0O Controle Positivo 1
O Controle Positivo 2
O,
Fluidos asciticos diluidos 1/50 contendo MAbs a-IFN-B e controle:

Grafico 4.1.5.1: Deteccdo dos MAbs anti-IBNtumano recombinante nos fluidos asciticos.
Os clones MAbs denominados 89-CC6 AE9, 89-CC6 AZB8CC6 AC9, 89-CC6 AEG6, 89-
CC6 AH7, 89-CC6 AD6, 89-CC6 AA1l, 89-CC6 CH4, 894°AH10, 89-CC6 AA10, 89-
CC6 AB1, 89-CC6AF9, 89-CC6 AA4 e 89-CC6 BALll forawaliados em relacdo a sua
reatividade, sendo medida através do ELISA comleaciaptado. Foram testados {i00de
cada fluido ascitico diluido 1/50 em PBS. Os valale absorbancia foram medidos a 450nm.
Foram incluidos MAb anti-IFN& humano (controles positivos 1 e 2), sobrenadadées
mielomas murinos Sp2/0 (controles negativos 1 e f8)idos asciticos ndo-secretores de anti-
IFN- humano recombinante (controle negativo 2).
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4.1.5.2. ELISA com o MAD clone 89-CC6 AA1l IgG2a anIFN- B

O ELISA comercial adaptado foi realizado paraigealo MAb clone 89-CC6 AAl1l
purificado. O resultado é apresentado no grafitdb4£, mostrando positividade do MAb nas
diluicbes de %, 1/5, 1/20 e 1/50.

ELISA

1,2

14 mAAll 1/2
08l mAAl1l 1/5
Valores de OAAl1l 1/20

absorbanciaa 0,6 OAA1l 1/50

450 nm
0,44 W Controle +

Controle +
0.2 =

H Contrrole -

0+

MAb AA11 IgG2a anti -IFN-beta nas diluigdes
¥, 1/5, 1/20, 1/50 e controles

O Controle -

Grafico 4.1.5.2: Resultado do ELISA comercial addpt do MAb clone 89-CC6 AA1ll
IgG2a anti-IFNB nas diluigdes %2, 1/5, 1/20, 1/50 e controles paste negativos.

4.1.6. Ensaio déVestern blot dos MADbs IgG2a anti-IFN§

O ensaio d&Vestern-blofoi realizado para os MAbs IgG2a anti-IF\zlones 89-CC6
CH4, 89-CC6 BAll e 89-CC6 AGS8. Analisando-se aragl5 (A e B), podemos observar
que o MAb IgG2a 89-CC6 AGS8 apresentou reatividadieias isoformas para a proteina do
IFN-B, uma de 16KDa e outra de 18KDa. Os clones 89-CERl € 89-CC6 BAll
apresentaram somente reatividade para a isoformagrdiina de 16KDa, conforme

analisados em relacao ao controle positivo conlercia
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22,5 KDg

18 KDa

Figura 15: Reatividade do MAb anti-IFBIno ensaio d&Vestern-blat

A. Reatividade do anticorpo policlonal comercialtidBN(3-1b humano recombinante -
controle positivo (canaleta 1) com sobrenadanteséiidla HEK-293-T transfectada com
pcDNA3.1 IFNf, expressando o IFR-humano recombinante. MAb IgG2a anti-IN-
purificado com proteina A e diluido 1/60 (clone 886 CH4 — canaleta 2) reagindo com
sobrenadantes de célula HEK-293-T nao-transfediamiarole negativo). MAb IgG2a anti-
IFN-3 clone 89-CC6 CH4 (canale® reagindo com o IFNs- contido em sobrenadantes de
célula HEK-293-T transfectada com pcDNA3.1 IBN-expressando o IFR- humano
recombinante. MAb IgG2a anti-IFR-clone 89-CC6 BAL11l (canaleta 4) reagindo com o IFN-
B contido com sobrenadantes de célula HEK-293-Tsfemtada com pcDNA3.1 IFR;
expressando o IFI§-humano recombinante

B. Reatividade do anticorpo policlonal comerciali-#N-[(3-1b — controle positivo (canaleta
1) com IFNg$ comercial; MAb IgG2a anti-IFNg purificado com proteina A e diluido 1/60
(clone 89-CC6 AGS8 — canaleta 2) com IBNomercial. As setas em negrito apresentam as
formas monomeéricas do IFBleom 16, 18 e 22,5 KDa.

4.2. Obtencgédo de soro policlonal anti-IFN3 através da Imunizagdo Genética

4.2.1. Obtencgéao da construcdo plasmidial pCINeo IFf

O vetor plasmidial pCINeo e o inserto IFB\foram preparados e submetidos a ligagéo
conforme descrito no item 3.3.1. de Material e Mé& Apos transformacédo bacteriana com
a construcao plasmidial pCINeo IHN-a clivagem com a endonuclease de restrigdd

confirmou a presenca do gene do IFNzlonado no plasmidio pCINeo. A figura 16.2



46

apresenta o resultado obtido e a liberacdo de agmiento com aproximadamente 1.500 pb,
que através do mapa dos sitios de restricdo emacelao gene do IFR-recombinante
humano (figura 16.1), confirma que este insertalmnado na orientagéo correta.

ORF=:
a: 206 aa
b: 264 aa
c: 1587 aa BEI;I I %

. zE
di 113 aa Ndel
er 106 aa
fF1 106 aa CspCl

HindIII
Bal sy 951 Bzal
Azel a1l #BztBI #BCsl Kpnl Accosl A
Zcal *Bcel Bzuaal
*AclI Blasl
it Bslll Bauagl
e
¥B=mB 1 #E=rEl $Eac] A\

##BzabBl #BzpDl” #Clal Pzil

*nggél Sap] #4#Bep0l #4Clal +#Bzabl
Sapl EMgoM Iy
Bpll Psi:NaEI
*MgOMIY P
FMael kpnl
Mzil
Mzil
HindIII
CzpCI
+Eagl

Figura 16.1: Mapa dos sitios de restricdo da cogdtr plasmidial pCINeo estando com o
gene do IFNB humano inserido na orientacdo correta e os sitosrestricdo para a
endonucleasbldd (intervalo entre os sitios de restrigidd de aproximadamente 1.500pb —
conforme setas em negritttp://tools.neb.com/NEBcutter2/cutshow.php?nanT@x2c87).
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2.072 pb
1.500 pb

Figura 16.2: Eletroforese em gel de agarose a Ha%livagem da construcao plasmidial
pCINeo-IFNf com a endonucleasddd. Canaletas: (1): Marcador 100pb DNAadder
(Invitrogen, USA); (2): pCINeo IFNs-nao-clivado (8L), (3) pCINeo IFNB clivado (23iL),
sendo a banda com aproximadamente 1.500 pb a dpndrdo do gene do IFBI-
recombinante humano; (4): pCINeo controle nao-divd8.L); e (5) pCINeo controle
clivado (23iL).

4.2.2. Gigapreparacbes Plasmidiais das Construcdeontendo o gene do IFNs e
controles

A figura 17 apresenta a analise de aliquotas padpardas fases (1-4) do processo de
purificacdo da construcdo plasmidial pCINeo IFN- 0 plasmidio controle negativo sem
inserto, utilizando &it de gigapreparacao plasmid@lAfilter Plasmid GigaQiagen, USA).

Através das gigapreparacfes, foram obtidos os mamos de 6,2mg/mL de
pZeoSVZ IFN-B, 8,5mg/mL de pZeoSV2 12,6mg/mL de pcDNA3.1 IFIg; 8,7mg/mL de
pcDNA3.1, 8,4mg/mL de pCINeo IFR-e 1,8mg/mL de pCINeo, estando somente mais
baixos os rendimentos para os plasmidios pZebS¥R-B e pCINeo em relacdo aos
rendimentos esperados entre 7,5-10mg para@IAfilter Plasmid GigaQiagen, USA).
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12.001 pi

2.000 pt

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose a 0,88tatiquotas das fracGes das etapas de
purificacdo com it QIAFilter Plasmid Giga(1): Marcador 1KbPlus Ladder(Invitrogen,
USA); (2): pCINeo IFNB - Fase 1: lisado de bactérias antes de ser mdadid3) e (4)
pCINeo IFN$ - Fases 2 e 3 da purificacdo; (5) pCINeo IFNfase 4: plasmidio eluido da
coluna purificado; (6) vazio; (7) pCINeo control€ase 1: antes de ser purificado na coluna
(8) e (9) pCINeo controle - Fases 2 e 3 da pagho; (10) pCINeo controle - Fase 4:
plasmidio eluido da coluna, purificado.

4.2.3. Ensaios de Transfecgdo Transitéria em cél"daHEK-293-T utilizando as
construcdes plasmidiais analisados por ELISA

Ensaios de transfecgdo transitdria foram conduzmdoma as construgfes pcDNA3.1
IFN-B, pZeoSVZ IFN-B e pCINeo IFNB e seus respectivos controles. O gréfico 4.2.3
apresentou resultados positivos uma vez que faipelsdetectar a proteina do Ifl\para as
trés construcdes plasmidiais. A absorbancia foomadra a construgcdo pcDNA3.1 IFNdo

que para as construcdes pCINeo IFRpZeoSV2IFN-B na diluigdo de 1/5.
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Grafico 4.2.3: Resultados do ELISA para o ensais dobrenadantes das transfeccdes
transitérias realizadas com as células HEK-293-ds econstrucdes plasmidiais pcDNA3.1
IFN-B, pZeoSVZ IFN-B e pCINeo IFNB e seus respectivos controles, na diluicdo de 1/5.

4.2.4. Avaliagdo do soro imune dos coelhos Nova detlia inoculados com as
construcdes plasmidiais

A realizacdo do protocolo de experimentacao coathos Nova Zelandia conduzida
no Laboratorio de Experimentacdo Animal — LAEAN fflealizada em duas etapas (Tabela 2),
devido as condicbes fisicas da area laboratoria. pMimeira etapa, inocularam-se
intramuscularmente trés coelhos, cada um utilizes@pg/mL de plasmidio purificado. O
primeiro coelho recebeu o plasmidio pcDNA3.1 IFNo segundo coelho recebeu o plasmidio
pcDNA3.1 sem inserto (controle plasmidial) e o e&é@ coelho recebeu solugdo tampéo

fosfato - PBS (controle).



50

Tabela 2: Dados do experimento em modelo animdhosenachos Nova Zelandia.

Etapas do N° do Plasmidio
experimento | Coelho inoculado

pcDNA 3.1 IFNB
pcDNA 3.1 controle
PBS (controle)
pCINeo IFNB
pCINeo controle
pZeoSVZIFN-B
pZeoSV?2 controle
pcDNA 3.1 IFNB

O[(N|O|U|BRWINF

O sangue coletado e processado para obtencao rdopsbiclonal foi obtido do
primeiro coelho somente até a segunda sangria (iah previsto de cinco inoculacdes
conforme descrito no item 3.3.6 de Material e Mé&)d devido este coelho adquirir uma
protozoose conduzindo-o a Obito, antes que o axpeatd pudesse ser concluidds demais
soros coletados dos outros dois coelhos controlasnf obtidos até a quinta sangria (sangria
total), realizando-se posteriormente a avaliac&d/Estern-blat

Conforme analisado na figura 18, os soros coletatmscoelho inoculado com
plasmidio pcDNA3.1 IFN3, avaliados desde a pré-sangria até a segundaissamip
apresentaram perfis diferentes no ensaio Vdestern-blat inclusive apresentando uma
reatividade inespecifica com alguma proteina emadatna faixa de 20 KDa, bem como o0s
controles apresentaram-se semelhantes, ndao apdoeggnhuma banda com massas
moleculares de 18 e/ou 22,5 KDa (massas molarpsotizina do 1FN3).

A segunda fase do protocolo experimental (inoculagés plasmidios pZeoSV,2
pZeoSV2Z sem inserto/controle, pCINeo IHNe pCINeo sem inserto/controle) foi conduzida
a intervalos entre as inoculagdes e sangrias ss@&@anas, afim de obtermos resultados para
futuras avaliacdes e comparacdes em relacdo aipietapa da experimentacao e repetindo-
se a inoculagdo com plasmidio pcDNA3.1 IBNpara avaliacdo até a quinta sangria (sangria

total).
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Figura 18: Analise dos soros dos coelhos machos [Melandia poWestern blot.

A. Reatividade do anticorpo policlonal comercialtidBNp3-1b humano recombinante —
controle positivo (canaleta 1) com IHNeomercial; Soros pré-sangria (canaleta 2), priameir
sangria (canaleta 3) e segunda sangria (canaleti® 4pelho inoculado com o plasmidio
pcDNA3.1 IFN$ incubado com sobrenadantes de célula HEK-293-msfieatada com
pcDNA3.1 IFNf expressando o IF8-humano recombinante.

B. Soros pré-sangria (canaleta 5), segunda safugeleta 6) e sangria total (canaleta 7) do
coelho inoculado com o plasmidio pcDNA3.1 contreélagindo com sobrenadantes de célula
HEK-293-T transfectada com pcDNA3.1 IF\-expressando o IFR-humano recombinante.
As setas mostram a formas monoméricas do fFbem 18 e 22,5 KDa de massas
moleculares.
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5. DISCUSSAO

A inoculacdo de plasmidios contendo genes deesder possibilita a expressédo de
proteinas heterdlogda vivo com estruturas similares as nativas e a geracaespmstas
imunes celulares e humorais especificas frentdes emtigenos protéicos. Esta estratégia €
uma técnica atrativa e eficaz para geracdo deaaptis especificos para proteinas de dificil
purificacdo (Davis, 1997; Yeunet al, 1997; Gardsvolket al, 2000; Shedlock & Weiner,
2000; Moonsonet al, 2001; Tymeiuet al, 2002; Puttikhunet al, 2003; Niet al, 2004;
Bateset al, 2006; Beladkovét al, 2007; Chiarella & Fazio, 2008).

Os MADs anti-IFNB analisados neste trabalho foram obtidos por inagédia genética
utilizando a construcédo plasmidial pZeoSMEN-B. Conforme descrito por Beladkova e
colaboradores (2007), o sucesso da resposta imerselay por este tipo de imunizacéo,
poderia ser justificado pela presenca de sequégérisas contidas dentro da regi&o inicial
do promotornhancerdo SV40 deste plasmidio. Estas sequéncias sdo tempes no
transporte do plasmidio para dentro do nucleo tidacé pela adequada expresséao do [FN-
humano recombinante e consequentemente pela getacduaticorpos anti-IFI8: Podemos
atribuir também este sucesso ao protocolo expetahemurino empregado, o qual utilizou-se
previamente o agente quimico bupivacaina a cadeepe inoculacdo, buscando-se aumentar
o recrutamento de APCs ao local da inoculacdo dsaamumentar a resposta imune da
imunizacdo genética (Wahren, 1996; Donnadlyal, 2005), bem como a utilizacdo de
intervalos quinzenais entre as inoculagoes.

Devido a falta no mercado #és de deteccdo de anticorpos anti-IBNfoi necessério
0 estabelecimento de um ELISA comercial adaptaala a selecdo dos MAbs anti-I1BN-
Este ELISA constou de uma adaptacadkitl®eta Interferon AssafR&D, USA), para que o
mesmo pudesse detectar os MAbs anti-[i-M reatividade dos MAbs foi avaliada com base
na utilizagdo do controle positivo comercial e admtmles negativos. Nenhum ajuste foi
realizado quanto a avaliacdo de diferentes tamg@dsoqueios, concentragdes de anticorpos
captura, detector e conjugado. Para avaliar aipdsitle dos MAbs anti-IFNB, foi utilizado
preferencialmente o fluido ascitico e sobrenadattesclones de hibridomas relativos a cada
um dos quatorze MAbs anti-IFpl-porque tais fontes de MAbs continham as duasetade
imunoglobulinas (IgM e 1gG2a).

Uma vez purificado o fluido ascitico, devido a Beléade da resina de purificacdo a

qual é especifica para IgG (por possuir granded#de pela regido constante das subclasses
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de IgG, particularmente IgG2a de camundongo) (MadolLane, 1988), o mesmo poderia
apresentar resultados de falsa negatividade, umague a isotipagem revelou a presenca de
grande quantidade de IgM em relacdo a IgG2a pekisshdbtidos.

O ELISA comercial adaptado realizado para analesefldiidos asciticos dos quatorze
hibridomas secretores de MAbs anti-IBNapresentou resultados positivos, sendo que 0s
clones denominados 89-CC6 AG8, 89-CC6 AEG, 89-CEB,B9-CC6 AH7, 89-CC6 AA11,
89-CC6 BA1l e 89-CC6 AA4 demonstraram maiores vigiiles a proteina do INK-na
diluicdo de 1/50 em comparacdo aos controles positiEm relacdo aos ensaios para 0s
MADbs IgG2a purificados, podemos concluir que o Mfgmominado 89-CC6 AA1l no ensaio
ELISA comercial adaptado apresentou positividade atdiluicdo de 1/50, desempenho
comparavel com os controles.

Quatro dos dezoito MAbs avaliados no ensaio ELIS#apisotipagem foram
negativos e nao expressaram nenhum tipo de imumagia. Okit comercial de isotipagem
Mouse Mono AB IDZymed Laboratories, USA) detectou ambas as etakgM e 1gG2a,
demonstrando que os quatorze clones de hibridoma®tavam simultaneamente ambos
isotipos. Este resultado foi confirmado com a e@@aubclonagem por diluicdo limitante e
posterior confirmacdo com RT-PCR. Somente pouctsrealtém relatado esta simultanea
secrecdo de IgM e IgG de um mesmo clone de hibad{fachmann & Killander, 1986;
Strelkauskast al, 1987; Wuet al.,1991; Popo\et al, 1995; Chert al, 2000).

A mudanca de isotipo das imunoglobulinas pelosétitbs B € um evento de
recombinacdo genética altamente regulado (Purkestsakson, 1992; Edry & Melamed,
2007; Abbaset al, 2008), e os linfécitos geralmente expressamceet®n um isotipo por
vez; desta forma, o que poderia explicar a sime#darexpressdo de duas classes,
possivelmente tratou-se da resposta gerada pelizagdo genética, podendo providenciar
uma série de estimulos que resultariam em divangasnacdes convergindo para a mudanca
de classe.

A presenca de IgM em maior titulo poderia ser egola pela resposta inicial a
imunizacdo plasmidial. Quatro inoculagcdes foram doamdas no experimento com
camundongos para obtencdo dos MAbs em questa@ztébsse necessario prolongar o
periodo de inoculagBes e o niumero de doses paraaspesta a nivel de IgG para este tipo
de imunizacéo.

Em relacdo ao fato do aparecimento também do stgi32a, cabe ressaltar que este
isotipo é geralmente relacionado com este tiponagnizacdo (genética) e com a via de
administracdo (principalmente a via intramusculaesultando em inducdo de resposta

mediada por células e estimulo através de citocameso o IFNy, para geracdo de anticorpos
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do subtipo IgG2a (Barry & Johnston, 1997; Yewt@l, 1997; Moonsonet al, 2001; Niet
al., 2004; Morelet al, 2004; Kanoet al, 2007; Belakovét al, 2007). Um mecanismo
proposto na literatura para o IFNé de este antagonizaria a sintese do\ifpElos linfocitos

T (Tilbery et al., 2005); este fato poderia explicar em parte osisikeduzidos de IgG2a
verificados nos ensaios de ELISA de isotipagemiddes um possivel efeito de diminuicédo
da expressédo desta subclasse pelos reduzidos aéviisly.

Os resultados obtidos p@estern-blodemonstraram que o MAb IgG2a denominado
89-CC6 AGS8 apresentou-se reativo a duas isoformasgproteina do IFR; uma ndo-usual
de 16 KDa e outra comum, a forma monomérica namsgjlada de 18 KDa, podendo ser
justificadas essas massas molares através da s&preansitoria da molécula do IFNpor
cultura de células HEK-293-T, onde poderiam seeréidas nos sobrenadantes ambas as
formas (glicosiladas e nao-glicosiladas) bem comiwas formas, devido a rapida sintese e
expressdo de proteinas heterblogas. JA os MAbsC89@H4 e 89-CC6 BAll somente
reconheceram a isoforma néo-usual da proteina #@®46

Uma das propostas desta dissertacdo tratou daagd@lide trés construcdes
plasmidiais contendo o gene IFNRumano recombinante quanto a expressao em sigtema
vivo (modelo animal/coelhos machos Nova Zelandia) dagao e produgéo de anticorpos
policlonais. Destas, duas construcbes embora pmssuanesmo promotor do HCMV,
apresentanenhancerse estruturas diferentes (pcDNA3.1 IBNe pCINeo-IFNB). Uma das
construcdes (pZeoSVIFN-B) diferiu principalmente em relagdo as duas priaseguanto ao
promotor, que nesta Ultima foi a do SV-40. Temedatado na literatura que o promotor do
HCMV demonstrou ser ‘mais forte’ e mais eficiente expressdo de um determinado gene
heterélogo (Garmorgt al, 2003; Wrightet al, 2005). Podemos confirmar esta afirmacéo
pelo resultado que foi obtido no ensaio de tragsfectransitoria onde os resultados de
absorbancia foram maiores para as construgdes p8ONANS e pCINeo IFNB em relagéo
a construcdo pZeoSV2FN-p.

Até o fechamento deste trabalho somente foi obtekultados preliminares por
Western-bloha avaliacdo dos soros dos coelhos inoculadosocalasmidio pcDNA3.1 IFN-

B e controle. Na segunda etapa de experimentac&wabhiouve imprevistos no LAEAN,
dentre eles procedimentos de realizacdo de vabddgdequipamento de autoclavacdo e
validacdo de seus rejeitos, bem como a falta dacesppropriado para contencdo destes
animais OGMs (Organismos Geneticamente Modificades Nivel 1), os quais
impossibilitaram a continuacdo da avaliacdo da iragdo genética em modelo coelhos Nova
Zelandia para obtencao do soro policlonal anti-fFtientro do prazo estipulado para término

desta dissertacéo.
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Em relacdo ao soro do coelho inoculado com o pllisrpcDNA3.1 IFNB, verificou-
se gue até a segunda sangria a intervalos de iad@petriodo de quase 4 semanas) este soro
nao apresentou anticorpos policlonais anti-[=NEste resultado poderia ser justificado
devido possivelmente ao curto periodo de tempandasilacdes e da duracdo destas.

Embora esta dissertacéo tenha sido concluida,undagtapa de experimentacdo com
os outros dois plasmidios construidos (pZeoS&¥pCINeo, ambos com e sem IBNesta
sendo realizada e seus resultados seréo futuramealisados e comparados, principalmente
em relacdo ao periodo de inoculacdes, o qual teneido para aproximadamente 3 semanas
(conforme trabalhos de Yeumrgjal, 1997 e Gardsvo#t al, 2000), visando assim melhorar a
resposta da imunizacdo genética.

Acreditamos que estes resultados poderdo auxibatomada de decisdes para o
estabelecimento do método de obtencdo de anticapasés da imunizacdo por DNA
plasmidial. Esperamos também que os MAbs antiffiFNobtidos e parcialmente
caracterizados possam auxiliar na construgdo dekiime detecgdo do IFR-humano

recombinante visando o controle de qualidade peteapgoteina.
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6. PERSPECTIVAS

1. A continuidade das inoculagdes com os plasmibastruidos (pZeoSV2 pCINeo -
ambos com e sem IFpl-e repeticdo com o pcDNA 3.1 IF}; com posterior anélise
dos resultados e comparacdo com a primeira etapaxderimentacdo animal,
principalmente em relacdo ao intervalo das inoédago qual foi extendido para 3
semanas (conforme trabalhos de Yeahgl, 1997 e Gardsvo#t al, 2000), visando

obter através da imunizag&o genética uma respobtéiopal anti-IFN$.

2. Obtendo-se os anticorpos policlonais e utilivasel os MAbs anti-IFNB- obtidos e
parcialmente caracterizados, buscamos atravéssdestemos auxiliar na construcao
de umkit imunoenzimatico tipo ELISA para detec¢éo do I[FRumano recombinante

visando o controle de qualidade desta proteina.

3. Seguir o estudo de andlise da imunizacdo genaamparando-se metodologias
vivo e in vitro para obtencdo de anticorpos, bem como verificandeorréncia do
surgimento simultaneo de duas subclasses de imundglas como ocorrido neste

estudo.
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Generation of Monoclonal Antibodies Against Human
Recombinant Interferon Beta Using Genetic Immunization
with Simultaneous Expression of IgM and IgG Isotypes
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Moneclonal antibodies (MAbs) against human recombinant interferon B (hrlFNP) were generated by genetic
immunization (GI). In order to test two viral promoters frequently used in mammalian expression plasmid
vectors, mice were inoculated four times by intramuscular injection, without adjuvant, with 100 pg of either
pcDNA 3.1hrIFNP or pZeoSV2IFNP containing the entire human interferon p gene and under the control of,
respectively, human cytomegalovirus (HCMV) immediate-early promoter or early SV-40 enhancer/promoter.
Only serum samples from mice immunized with pZeoSV2IENP were positive to anti-hrIFNp. The spleens of the
immunized mice were fused with myeloma Sp2/0 cells and the hybridoma clones generated screened by an in
house enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Fourteen MAbs were selected as reactive with hrIFNJ.
Western blot analysis was performed and only one recognized the 18 kDa isoform (non-glycosylated) of hrIFNJ.
All MADbs were subjected to antibody isotype characterization with a commercial ELISA and showed unusual
profile with simultaneous expression of both IgM and Ig(2a isotypes. This observation is further supported by
RT-PCR amplification of the IgM CH4 domain using total RNA from hybridomas.

Introduction Materials and Methods
I NTERFERON-P (IFNPB) Is A PLEIOTROPIC CYTOKINE with In this paper, we describe the generation of MAbs against
multiple biological activities, including antiviral effects, hrlFNp by genetic immunization (GI). These MAbs were

inhibition of cell proliferation, regulation of cell differentia- characterized for their isotype pattern and specificity to rec-
tion, and modulation of the immune systcm.“'z) Clinical ~ ognize hrIFNP in Western blot and in ELISA assays. For this
studies demonstrated that human recombinant IFNB-1b  purpose initially, the total RNA from normal human periph-
(hr[FNp-1b) and human recombinant IFNB-1a (hrl[FN[-1a), eral mononuclear blood cells (PBMC) was extracted using
respectively, produced in Escherichia coli or mammalian Chi-  RNeasy mini kit (Qiagen, Valencia, CA). This RNA was used
nese hamster ovary cells (CHO) are effective for the treatment  as a template in the reverse transcriptase PCR (RT-PCR) of the
of patients with multiple sclerosis.*? Towards the produc-  entire hrIFNB gene using Superscript Il one-step RT-PCR kit
tion of hrlENJ for therapeutic purposes, produced in either  (Invitrogen, Carlsbad, CA). The primers used were forward
E. coli or CHO cells, a purification step is necessary to remove  (position 17-42, 5 CTTCgCCATggAggTTCTgTACTCAC 3')
host cell proteins. An effective methodology is the affinity  and reverse (position 730-757, 5 gTCgCgCCATCggCCgA
purification with solid-phase-bound hrIFNP monoclonal ~ ATTAATTACTC 3'). The PCR fragment was cloned both into
antibody (MAD). In addition, antibodies against hr[FNP are  the pcDNA 3.1.V5 topo plasmid and pCR2.1 topo plasmid
useful in estimating yields and in quality control. (both from Invitrogen). The pZeoSV2IFNP was constructed

Laboratory of Recombinant Technology, Bio-Manguinhos, Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil.
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by subcloning from pCR2.1 topo plasmid the entire hIFN
gene into the EcoRI site of pZeoSV2 + (Invitrogen). Human
embryonic kidney HEK-293-T cells (CRL-11268), obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC, Mana-
ssas, VA), were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Invitrogen), supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) and 40 pg/mL gentamycin, and was used
in transfection experiments using FUGENE 6 transfection
Reagent (Roche, Konzern-Hauptsitz, Switzerland), according
to the manufacturer’s instructions. About 1pg of either
pcDNA 3.1hrIENJ or pZeoSV2IFNP, purified using PureLink
HiPure Plasmid Miniprep kit (Invitrogen), was used for
transfection.

For genetic immunization, inbred adult BALB/c mice
(protocol approved by Oswaldo Cruz Foundation Animal
Ethics Committee, no. L-022-08), were anesthetized and in-
jected with bupivacaine (Pfizer, Bentley-WA, Australia) in-
tramuscularly into the quadriceps. Twenty hours later, mice
were injected at the same site with 100 pg of either pcDNA
3.1hrlENB or pZeoSV2IFN mammalian expression vectors
previously purified by cesium chloride (CsCl) gradients, ac-
cording to Sambrook and Russel.® Three other inoculations
with 15-day intervals were done following the same proce-
dure. Thirty days after the last inoculation, blood samples
were collected from the ophthalmic venous plexus of mice and
evaluated for anti-hrIFNf antibodies by ELISA.

One month after the last inoculation, mice inoculated with
pZeoSV2IFNP were sacrificed and a splenocyte pool suspen-
sion was obtained and fused with Sp2/0 murine myeloma cell
line (CRL-1581, ATCC), according to standard prnccdurcs_(ﬁ)
Hybridoma secreting MAbs were identified by ELISA and
cloned by limiting dilution. Two positives clones named
AA11 and AH7 were cloned by limiting dilution a second time
and submitted to continuous culture for approximately
6 months. Ascitic fluids for each anti-hrIFNf MAb named
AE9, AG8, ACY, AE6, AH7, AD6, AA11, CH4, AH10, AA10,
AB1, AF9, AA4, and BA11 were produced by intraperitoneal
inoculation of BALB/c mice with 5-10x10° hybridoma cells.

An in-house ELISA was standardized to test the superna-
tant of each clone, mice serum samples or ascitic fluid con-
taining anti-hrI[FNp (diluted 1:50 in PBS). One hundred pL of
commercial anti-hr[ENB-1b polyclonal antibody (5pg/mL)
from Ré&D Systems (Minneapolis, MN) diluted in carbonate
buffer (50 mM, pH 9.6) as capture was applied onto a 96-well
microtiter plate Nunc PolySorp (Kamstrupvej-Roskilde,
Denmark) and allowed to stand at 4°C overnight. The plate
was washed four times in a plate washer Immunowash
(BioRad, Hercules, CA), with phosphate buffer saline (PBS,
pH 7.4) containing 0.05% Tween-20 (PBS-T). Then, 100 uL
(2ng/mL) of human IFN-beta ELISA single plate kit (Stan-
dard, Piscataway, NJ), diluted in PBS, was added to the wells.
The plate was again incubated for 1h at 37°C and the same
washing procedure was repeated. After washing, 100puL of
each tested sample was added to the wells. In parallel, 1.0 pg/
mL of commercial MAb anti-human IFNP antibody (positive
control) and the supernatant of Sp2/0 murine myeloma cell
line (negative control) were included. The plate was incubated
for 1h at 37°C and washed following the same procedure.
Anti-mouse polyclonal immunoglobulin peroxidase conju-
gate (diluted 1:5000 in PBS) was added and allowed to react
for Th at 37°C. The plate was washed and incubated in the
dark at room temperature with 3,3, 5,5'-tetramethylbenzidine
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(IMB) liquid substrate system for ELISA (Sigma, St. Louis,
MO); after 30 min, the reaction was stopped with 2N sulfuric
acid. The absorbance was measured at 450 nm with a micro-
titer plate reader-model 680 (BioRad). The assay was carried
out in triplicates.

For the Western blot analysis, approximately 20 uL of Hu-
IFN-P 1a commercial antigen (R&D Systems) and supernatant
of HEK-293- cells (negative control) were applied per SDS-
PAGE well. These proteins were transferred T non-transfected
to Hybond-P PVDF membrane (GE-Healthcare, Waukescha,
WI1) using a semi-dry system (BioRad) and reacted with anti-
hrlENp purified ascitic fluid. Commercial anti-hr[FNB-1b
polyclonal antibody (5pg/mL; R&D Systems) and non-
immune serums of mouse or goat were also used as respec-
tively positive and negative control. The detection was
conduced by chemiluminescence using ECL Western blotting
detection reagents and analysis system (GE-Healthcare), ac-
cording to the manufacturer’s recommendations. The immu-
noglobulin class and subclass of each MAb anti-hrIENp in the
supernatants of hybridoma cells producing anti- hrIFNP
(clones and re-clones) were determined using Mouse Mono
AB1D Isotyping kit (Zymed Laboratories, San Francisco, CA),
according to the manufacturer’s recommendations. In order
to confirm the results of the isotyping, total RNA of hybrid-
omas producing each one different MAb anti-hrI[FNp was
obtained using RN Ase mini kit (Qiagen) and used as template
in the RT-PCR to define the IgG class, as described by Popov
et al.” In order to confirm IgM class expression the RNAs
extracted from each hybridoma were used in the RT-PCR with
specific primers to mouse mRNA fragment for [gM CH4-
domain eighth exon (National Center for Biotechnology In-
formation, access no. GI 52358): forward, 5 CCCTGCCA
CACCTGGTGACC 3 and reverse 5 CCTGGTTGAGCG
CTAGCATGGTC 3'). Beta actin RNA was used as control for
RNA preparations and RT-PCR.

Results and Discussion

Transient expression of hrlFNB using the plasmid pcDNA
3.1hrIFENB, detected and quantified by commercial ELISA-
Human [FN-beta ELISA kit (R&D Systems), was higher than
with pZeoSV2IFNP at three different concentrations of HEK-
293-T tranfected cell supernatant. Sixty days after immuni-
zation with plasmid DNA constructs, anti-hrIFNP could be
detected by in house ELISA only in serum collected from mice
inoculated with pZeoSV2IENP. The fusion of splenocytes of
mice immunized using pZeoSV2IFNP with Sp2/0 murine
myeloma cell line produced 94 hybridomas, 14 of which were
positive based on the in house ELISA to detect anti-hrIFNp.
Using the same in house ELISA, ascitic fluids containing each
positive anti-hr[FNp MAb were evaluated (Fig. 1). Western
blot analysis showed that only anti-hrIFN MAb AGS rec-
ognized the 18kDa isoform (non-glycosylated) (data not
shown). Additionally a band of approximately 16kDa was
recognized by MAbs AG8, CH4, and BA11. Isotyping of each
anti-hrIFN showed an unusual double reactivity with both
IgM and IgG (IgG2a) class. The profile with simultaneous
secretion of both IgG and IgM could be confirmed by elec-
trophoresis agarose gel of PCR products obtained by the
RT-PCR assay (Fig. 2).

Gl is an aftractive approach to generate antibodies be-
cause native proteins are expressed in vivo with regular post-
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FIG.1. Detection of anti-hrl[FN[ in ascitic fluids. MAbs named AE9, AG8, AC9, AE6, AH7, AD6, AA11, CH4, AH10, AA10,
AB1, AF9, AA4, and BA1l were evaluated. Their reactivity toward anti-hrIFNP was measured by in house ELISA. One
hundred pL of each ascitic fluid diluted 1:50 in PBS were tested. The absorbance values were measured at 450 nm. Anti-
human IFNJ MAD (positive controls 1 and 2) and supernatants of Sp2/0 murine myeloma cells (negative controls 1 and 3),
and non-secreting anti-hrIFNp ascitic fluid (negative control 2) were included.

transcriptional modifications and avoid time-consuming and
costly antigen isolation or synthesis. The GI method yields
MAbs that recognize the native form of the pmtcin.(8 This
method is also extremely useful in those cases where the
protein is unavailable or difficult to produce, such as in

A B

Cc 123 4567282910

1 2345678911 2345467829

membrane-bound or secreted protcins.(g’m) However, the
successful application of this technique for the generation of
MAbs has been hindered by technical problems such as
low efficiency of transfection method, with the consequence
that very few hybridomas have been produccd.m’m The

600 bp

600 bp

FIG. 2. Electrophoretic anal-
ysis of RT-PCR products from
hybridoma cell clones. Elec-
trophoresis gel agarose (1%)
of RT-PCR products using
specific primers to amplify
IgG, 1gM, or f-actin messen-
ger RNA from total RNA ex-
tracted from hybridoma cells
secreting anti-hrIEN MAbs
(A-C, lanes 3-8) or from hy-
bridoma cells secreting IgG or
IgM antibodies used as posi-
tive control (A-C, lanes 1,
positive IgG control; lanes 2,
positive IgM control). (A-C)
Lanes 9 correspond respec-
tively to RT-PCR control mix,
and (A and C) lanes 10 corre-
spond to 100bp DNA ladder
(Invitrogen). The positives
bands to IgG, IgM, and B-actin
correspond respectively to
1450 pb, 105 pb, and 385 pb.



protocols to generate MAbs by GI differ mainly in terms of
route of immunization (intramuscularly, intraperitoneally,
intravenously, and intrasplenically) and number of doses,
which could influence the humoral immune response and the
quality of MAbs that are gcncratcd.(“_lﬁ) The focus of this
study was to generate anti-hrIFNf MAbs to be used in the
ELISA method to perform quality control. Our immunization
of mice with pZeoSV2IFNP has produced 14 positive clones
secreting anti-hrIFNP MAbs out of 94 hybridoma clones, re-
presenting about 20% of positivity. This is the first time that a
SV-40 promoter based vector has been used for MADb genera-
tion by GL

The SV-40 promoter generally shows sustained expression,
with longer-term expression as compared to the CMV-
promoter. We have only an antibody response in mice im-
munization with 5V-40 based plasmid construct.

The profile of the hr[FNB MAbs with simultaneous secre-
tion of both IgG and IgM could be confirmed in this study. A
characteristic feature of the humoral immune response is a
switch from IgM to other immunoglobulin (Ig) isotypes that
typically occurs subsequent to a first exposure to antigen.
Only a few authors have reported simultaneous secretion of
IgM and IgG molecules from the same hybridoma clone. 1720
Isotype switching by B cells is highly regulated by a group of
cytokines, including IL-4, IFN-y, and TGE-p. A lymphocyte B
cell can only express one isotype at a time; however, during
an immune response it may be exposed to combinations
of stimuli that provide it with conflicting switching instruc-
tions.
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