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RESUMO

SILVA, S. R. Estudo comparativo da regiao Fc de anticorpos IgG1 murinos anafilaticos e
nao-anafilaticos. 137 f. Tese (Doutorado em Imunologia). Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo; 2010.

Esta estabelecido que o processo de glicosilacdo € essencial para a conformagdo estrutural e
funcdo efetora dos anticorpos. Entretanto, ndo estd completamente claro como diferencas nos
carboidratos ligados aos anticorpos podem interferir na sua atividade biolégica. Foi previamente
descrito que anticorpos IgG1 murinos podem ser divididos em anafildticos ou nao-anafilaticos,
de acordo com a sua capacidade de induzir in vivo reagdo de anafilaxia. Somado a isso, foi
verificado que a cadeia de oligossacarideos N-ligada a molécula de IgG1 é fundamental para a
manutencdo da sua funcdo efetora. O objetivo do presente trabalho € estudar diferencas
estruturais entre os subtipos de IgG murinos que poderiam determinar a sua atividade biol6gica.
O seqiienciamento dos nucleotideos que codificam os dominios Cy, € Cys dos dois subtipos de
IgG1 permitiu constatar homologia de 100% dessas regides nas duas moléculas estudadas.
Entretanto, ao analisar o padrdo de carboidratos N-ligados aos anticorpos IgG1 foi observado
maior conteudo de cido sidlico e fucose na cadeia N-ligada ao anticorpo anafilatico em relagdo a
do nao-anafilatico. Contudo, a remocao de residuos de 4cido sidlico por tratamento enzimético
do anticorpo IgGl anafildtico resultou na perda da capacidade desta molécula de induzir
desgranulacdo celular in vitro e reacdo anafildtica in vivo, semelhante ao anticorpo IgGl
deglicosilado. Em contraste, a remocao de fucose ndo afetou a sua fungdo anafildtica. A andlise
por PCR em tempo real da expressdao dos genes das enzimas envolvidas no processo de
glicosilagdo das proteinas revelou menor expressao génica de algumas glicosidases,
principalmente as sialiltransferases, no hibridoma e linfécitos B secretores do subtipo IgG1 néo-
anafilatico em relacdo ao obtido no hibridoma e linfécitos B que secretam a IgG1 anafilatica.
Além disto, foi observada menor atividade enzimatica das sialiltransferases obtidas do hibridoma
produtor da IgG1 ndo-anafildtica em relacdo a do hibridoma que produz a IgG1 anafilatica. Em
conjunto, estes resultados comprovam que a capacidade de anticorpos IgG1 murinos de induzir
anafilaxia é diretamente dependente do conteido de 4cido sidlico presente na cadeia de
oligossacarideos ligada a regido Fc do anticorpo, além disso sugerem fortemente que essa maior
sialilacdo observada no tipo anafildtico seja resultante da maior expressao génica destas enzimas
e assim da sua atividade enzimdtica no momento da sintese dos anticorpos.Palavras-chave:

Anafilaxia. Anticorpo. Glicosilagdo. Mastdcitos. Cromatografia de Afinidade.Expressdogénica.



ABSTRACT

SILVA, S.R. Comparative study of the Fc region from murine IgG1 anaphylactic and non
anaphylactic antibodies. 2010. 137 p. Ph.D. Thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

It is well established that the glycosylation process is essential for the structural conformation
and effector function of the antibodies. However, it is quite clear how differences in the
carbohydrates attached to the antibodies may interfere with their biological activities. It was
previously reported that murine IgG1 antibodies can be divided into anaphylactic or non-
anaphylactic according to their ability to induce anaphylaxis. Furthermore, it was demonstrated
that the oligosaccharide chain N-linked to the IgGl is essential for its conformation and
biological activity. The objective of this work is to study structural differences between these
subtypes of murine IgG1 that could determine their biological activity. The sequencing of the
nucleotides encoding the Cy, and Cys domains of these two subtypes of IgG1 showed 100% of
homology in the Fc regions of these molecules. In contrast, the analysis of the carbohydrates N-
linked to the IgG1 antibodies demonstrated higher sialic acid and fucose contents in the chain
attached to the anaphylactic antibody than in the non-anaphylactic IgG1. However, the removal
of sialic acid residues by enzymatic treatment of anaphylactic IgG1 antibody resulted in the
abrogation of its ability to induce mast cells degranulation in vitro and anaphylactic reaction in
vivo as observed to deglycosylated IgG1 antibody. On the other hand, the removal of fucose did
not change the anaphylactic activity. The analysis by real time PCR of the gene expression of
enzymes that are involved in the protein glycosylation showed lower gene expression of some
glycosyltransferases, mainly sialyltransferases, in the hybridoma and B lymphocytes that
produce the non-anaphylactic IgG1 compared to those verified in the hybridoma and B cells
producer of the anaphylactic IgG1. Furthermore, it was verified lower enzymatic activity of
sialyltransferases purified from the hybridoma producer of the non-anaphylactic IgG1 in relation
to the hybridoma producer of the anaphylactic antibody. Together, these results prove that the
ability of murine IgG1 to induce anaphylaxis is directly dependent of the sialic acid content in
the carbohydrate core attached to the antibody Fc region. It is also strongly suggested that this
higher sialylation observed in the anaphylactic IgG1 may be resultant of the higher gene
expression and enzymatic activity of some sialyltransferases during the antibody synthesis.
Keywords: Anaphylaxis. Antibody. Glycosylation. Mast cells. Affinity Chromatography. Gene

expression.
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Introducao

1 INTRODUCAO

A primeira evidéncia experimental do uso de anticorpos foi proposta pelo médico
alemao Emil Adolf von Behring, que demonstrou, juntamente com Shibasaburo Kitasato, que
a transferéncia de componentes do soro podia neutralizar a toxina diftérica, fato que gerou
grande revolu¢do no pensamento cientifico da época (HAAS, 2001; JARYAL, 2001). Em
contrapartida, alguns pesquisadores renomados, como Ivan Mota, evidenciaram a participacao
dos anticorpos nas reagdes anafildticas (TOKUDA e WEISER, 1958; TREADWELL et al.,
1960; MOTA, 1963,1964). Atualmente, sabe-se que os anticorpos sao moléculas funcionais
que participam do processo de eliminacdo de antigenos/patégenos por meio da ativagcdo de
mecanismos efetores dependentes da imunidade inata e adaptativa e, ainda, podem estar
envolvidos na patogénese de algumas doengas auto-imunes e nas hipersensibilidades
(ABBAS e LICHTMAN, 2005).

Estruturalmente, os anticorpos ou imunoglobulinas sdo glicoproteinas formadas pela
associacdo de pares idénticos de cadeias polipeptidicas leves e pesadas (Light e Heavy), sendo
a cadeia leve codificada por uma seqiiéncia varidvel (Vi) e uma constante de aminoécidos
(CL) e a pesada por uma seqiiéncia varidvel seguida de 3-4 dominios constantes (dominios
varidvel-Vy e constantes-Cy), dependendo da classe de anticorpo. Por pontes dissulfidicas,
cada cadeia leve se associa covalentemente a uma cadeia pesada, assim como as cadeias
pesadas ligam-se entre si, formando uma estrutura em forma de Y. Os bragos desta estrutura
sdo constituidos pelo pareamento entre os dominios varidveis de ambas as cadeias e o 1°
dominio constante da pesada com o Unico dominio constante da leve (Vg-Vi e Cy;-Cpr). A
regido de associacdo dos dominios varidveis das cadeias (Vg e V1) compreende o sitio de

ligacdo ao antigeno e os dominios constantes das cadeias pesadas (Cyp, Cys e alguns casos
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Cua) se pareiam e formam a regido de interacdo com moléculas, células do sistema imune ou
de inser¢do na membrana do linfécito B (MIX et al., 2006).

As imunoglobulinas podem ser expressas na superficie do linfécito B em associacao
com outras proteinas transmembranares (Iga e IgP), formando o receptor de antigeno (BCR),
ou sao secretadas pelos linfocitos B ativados nos espacos extracelulares. Classes distintas de
anticorpos com funcdes efetoras diversificadas sdo encontradas na maioria dos vertebrados.
No homem, foram identificadas cinco classes de imunoglobulinas (IgA, IgG, IgE, IgM e IgD)
de acordo com o tipo de regido constante, ou seja, tamanho, seqiiéncia de aminoécido e
conteddo de carboidratos. A classe IgG €, ainda subdividida em IgG1, 1gG2, IgG3 e [gG4 e a
IgA em IgAl e IgA2 (ABBAS e LICHTMAN, 2005). Em camundongos, observa-se a
presenca das cinco classes de anticorpos, além das subclasses IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3
(STAVNEZER, 1996).

Como conseqiiéncia do reconhecimento antigeno-especifico pelo BCR na superficie
dos linfécitos B, ocorre ativacdo de uma cascata de sinalizagcdo intracelular que tem como
etapa inicial a fosforilagdo dos dominios intracelulares das moléculas Iga e IgB, as quais
contétm motivos ricos em tirosina (ITAMs) necessdrios para a transducdo de sinais. A
agregacdo das imunoglobulinas de membrana aproxima vérios ITAMs e isso aciona os sinais
intracelulares e conseqiientemente, as vias da MAP quinase, Ca*™ e proteina quinase C sdo
induzidas resultando na ativacdo dos fatores de transcricdio AP1, NFAT e NF«kB,
respectivamente. Deste modo, genes sdo transcritos e promovem a diferencia¢do final de
linfécitos B em células produtoras de anticorpos (plasmdcitos) ou linfécitos B de memoria
(ABBAS e LICHTMAN, 2005; HARWOOD e BATISTA, 2010).

A ativacdo de linfécitos B por antigenos timo-dependentes requer, além do
reconhecimento do antigeno pelo BCR, a interagio com o linfécito TCD4" previamente

ativado, via moléculas CD40 expressas no linfécito B e o seu co-receptor CD40L presente na

22



superficie do linfoécito T. Juntamente com essa ligacdo entre CD40-CD40L, os linfécitos
TCD4", mais especificamente subpopulagdes caracterizadas como Th1, Th2 ou Th3, secretam
citocinas que induzem a mudanca de classe do anticorpo que o linfécito B ird produzir
(DEFRANCE et al.,, 1992; AVERSA et al., 1994). Sendo assim, duas citocinas que
classicamente apresentam efeitos antagoénicos, a IL-4 e o IFN-y, exercem papel central na
inducdo e regulacdo da resposta humoral. Primeiramente, a IL-4 secretada por células Th2
induz a producdo de IgGl e IgE pelas células B. Outras citocinas também secretadas por
linfécitos Th2 como a IL-9 e IL-5 potencializam a producao de IgE e IgG1 induzida por IL-4
(PETIT-FRERE et al., 1993; PURKERSON e ISAKSON, 1992).

E fato, que existem caminhos alternativos para regulacio da expressio de anticorpos
IgG1l em camundongos, o que foi verificado por Faquim-Mauro et al. (1999), os quais
demonstraram a indug¢do de anticorpos IgG1, na auséncia de IL-4 e dependente de IL-12.

Além dessas citocinas, estd claro que a IL-13 também exerce importante papel na
indu¢do da sintese de anticorpos humanos da classe IgE e da subclasse IgG4, ja em
camundongo, estudos iniciais sugerem pouco ou nenhum efeito dessa citocina na regulacdo da
mudanca de classe de anticorpos. No entanto, vale ressaltar que, a IL-13 parece regular a
producdo de anticorpos IgE em camundongos transgénicos para esta citocina, onde se observa
alta secrecdo desta proteina e auséncia de competicdo com a IL-4 pelo mesmo receptor celular
(CALLARD et al., 1996; EMSON et al., 1998).

Outros trabalhos mostram que a IL-21, quando na presenca de IL-4, induz nos
linfécitos B humanos a mudanca de classe para IgG1 e IgG3 (PENE et al., 2004; ETTINGER
et al., 2005; AVERY et al., 2008).

Em relacdo ao IFN-y, foi demonstrado que esta citocina promove a diferenciacdo de

linfécitos TCD4" em Thl ao mesmo tempo em que inibe sua diferenciacio em Th2,
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promovendo desta forma, a troca da classe IgM para IgG2a e inibi¢do da producdo de IgG1
pelas células B murinas. (MAGGTI et al., 1992, FINKELMAN et al., 1998)

Outra citocina relevante na producao de anticorpos IgG2a € a IL-12, cujo efeito parece
ser indireto devido ao aumento da sintese de IFN-y pelas células matadoras naturais (Natural
Killer-NK) e/ou linfocitos T (GERMANN et al., 1995). Entretanto, JanKovic et al (1997)
avaliando o efeito adjuvante da IL-12 na resposta humoral (IgG2a e 1gG3) contra a proteina
gpl120 recombinante do virus HIV (virus da Imunodeficiéncia humana) demonstraram
aumento nos niveis de anticorpos IgG2a independente de IFN-y.

Estudos posteriores tém demonstrado que, na auséncia de IL-12, a IL-18 estimula a
producdo de IL-4 e IL-13 por linfécitos T, células NK, mastdcitos e baséfilos. Além disso, foi
mostrado que em resposta a IL-18 e IL-2, os linfécitos TCD4" virgens produzem IL-4 e IL-13
quando estimulados via receptor de antigeno (TCR), promovendo assim a diferencia¢do dos
linfécitos TCD4" em Th2 e conseqiientemente a producdo de anticorpos anafildticos
(HOSHINO et al., 1999; YOSHIMOTO et al., 2000).

Estd bem estabelecido que, além do contato célula-célula e a presenca das citocinas no
microambiente de ativagdo dos linfécitos B, outros fatores como o tipo de antigeno,
substancias adjuvantes e o sitio anatdmico podem influenciar o padrdo e a magnitude da
resposta de anticorpos antigeno-especifica que serd gerada (MOSMANN e COFFMAN, 1989;
FINKELMAN et al., 1990; ABBAS e LICHTMAN, 2005).

A proteg@o ao patdégeno/antigeno gerada pela imunidade humoral € resultante da acdo
de classes distintas de anticorpos, as quais interagem com uma grande variedade de células
via ligacdo a receptores especificos para a regido Fc da molécula ou com o sistema
complemento. Desta interagdo com outros componentes do sistema imune sdo desencadeados

mecanismos efetores, incluindo opsonizacdo e ativacdo de fagdcitos, citotoxicidade celular
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dependente de anticorpos (ADCC) e ativagdo da via classica do sistema complemento por
meio da intera¢cdo com o componente C1.

Dentre os receptores para a regido Fc dos anticorpos, os especificos para IgG e IgE sao
os mais bem caracterizados. Os receptores Fcy sdo glicoproteinas pertencentes a superfamilia
das imunoglobulinas e podem ser subdivididos em trés classes FcyRI (CD64), FcyRII (CD32)
e FcyRIIl (CD16). Com relacio a afinidade destes receptores as moléculas de IgG
monoméricas e aos imunecomplexos, o FcyRI representa o de maior afinidade, em seguida o
FcyRIII, e o FcyRII € descrito como o de menor afinidade (GESSNER et al., 1998).

Receptor tipo I (FcyRI) e tipo III (FcyRIIl) sdo expressos principalmente nas células
da linhagem hematopoiética e como também nas células NK e medeiam funcdes efetoras
como fagocitose, ADCC e liberagdao de mediadores inflamatérios. O do tipo I (FcyRII) €
expresso tanto nas células de origem mieléide como linféide e estd envolvido no processo de
inibicao da ativacao celular (RAVETCH e KINET, 1991; DAERON et al., 1995).

Quanto aos receptores para IgE, o FceRI € descrito como o de alta afinidade e é
expresso em mastdcitos, basoéfilos e eosinéfilos. Este receptor é formado por uma cadeia a
responsavel pela ligagcdo a porcdo Fc do anticorpo, uma cadeia B que promove a montagem e
expressao do receptor na superficie celular e duas cadeias y envolvidas na transdu¢@o do sinal
gerado pela ligacdo da IgE ao alérgeno (RAVETCH e KINET 1991; DOMBROWICZ et al.,
1993; SCHARENBERG e KINET, 1994).

Dentre as diferentes classes de anticorpos, o da classe IgE € o principal mediador
envolvido nas reacOes anafildticas (BOCHNER e LICHTENSTEIN, 1991; KEMP e
LOCKEY, 2002; GALLI, 2005). Neste sentido, diferentes trabalhos mostram que
individuos  sensibilizados com determinado alérgeno desenvolvem  resposta
predominantemente do tipo Th2 com alta produc¢do de anticorpos IgE alérgeno-especificos,

os quais ligam-se aos receptores FceRI nos mastdcitos presentes nos tecidos ou basoéfilos
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na circulacdo sanguinea (KINET, 1999; KRAFT e KINET, 2007). Em decorréncia da
ligacdo cruzada entre o alérgeno e o complexo IgE/FceRI nos mastécitos/baséfilos ocorre a
ativacdo dessas células, com conseqiiente desgranulacdo e liberacdo de mediadores pré-
formados, como a histamina, proteases, citocinas pré-formadas e proteoglicanos. Além
disso, a ativacdo de mastocitos leva a rdpida sintese e liberacdo de prostaglandinas,
leucotrienos, e tromboxanos, que sdo formados pelo metabolismo do 4cido araquiddnico.
Finalmente, os mastécitos ativados sintetizam e secretam vdrias citocinas pro-
inflamatérias, como o fator de necrose tumoral (TNF) e IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9,
IL-13 dentre outros. Em conjunto, estes mediadores geram diversos efeitos bioldgicos que
incluem o aumento da permeabilidade vascular, contracio dos musculos lisos,
recrutamento e ativagdo de células inflamatdrias, as quais sdo responsdveis pelas

manifestacoes anafilaticas (GALLI et al., 1991; TRIGGIANI et al., 1995; SIMONS, 2008).

Experimentos realizados em camundongos deficientes em IgE ou na cadeia alfa do
receptor FceRI permitiram evidenciar outro mecanismo de desencadeamento de reagdo
anafilatica além deste classicamente mediado por mastdcitos sensibilizados por anticorpos
IgE (OETTGEN et al., 1994; DOMBROWICZ et al., 1997; STRAIT et al., 2002). Neste
contexto, Miyajima et al. (1997) mostraram que os anticorpos da subclasse IgG1 alérgeno-
especificos sdo também capazes de induzir reacdo anafildtica sist€émica apds a re-exposicao
ao antigeno. Somado a isto, foi verificado que o pré-tratamento de camundongos com
anticorpo anti-FcyRIII resulta na inibi¢do da reagdo anafilatica sistémica desencadeada
pela presencga do alérgeno mostrando, portanto, a participacio dos anticorpos IgG1 neste

tipo de reacdo (STRAIT et al., 2002).

Estudo in vivo, utilizando mastdcitos derivados da medula 6ssea de camundongos
deficientes no FcyRIT (FcyRIT™) ou selvagens, demonstra o papel essencialmente supressor,

desse receptor no controle da desgranulacdo de mastdcitos induzida por IgG1/FcyRIII. Sendo
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assim, foi observado que uma concentracdo 5-10 vezes menor de anticorpo IgGl foi
suficiente para desencadear reacdo de anafilaxia cutidnea passiva (PCA) em camundongos
deficientes em FcyRII em comparacdo a observada em camundongos selvagens. Além destas
observacoes, este estudo mostra ainda, que este efeito supressor do FcyRII ndo ocorre na
desgranulacdo celular induzida pela intera¢do do alérgeno com a IgE ligada ao FceRI (TAKAI

et al., 1996).

Inimeros trabalhos ressaltam que os anticorpos IgE também estdo envolvidos na
imunidade protetora contra infec¢des por helmintos, os quais induzem no hospedeiro alta
producdo desta classe de anticorpos, eosinofilia e mastocitose que sdo caracteristicas de
resposta predominantemente Th2 (JARRETT e MILLER, 1982; KING et al., 1997;
NEGRAO-CORREA, 2001). No entanto, ainda ha ddvidas se o aumento da produgdo de IgE
¢ resultado do papel da imunidade humoral na defesa contra helmintos ou se € apenas um
mecanismo de escape dos parasitas, oriundo da hiperproducdo de IL-4 que resulta na
producdo policlonal e, portanto, ndao-funcional da IgE (YAZDANBAKHSH et al., 2002;
COOPER, 2004). Destacando a acdo dos helmintos como moduladores da resposta imune
celular e humoral, foi demonstrado que o extrato de Ascaris suum obtido a partir de vermes
adultos (Asc) € capaz de suprimir a resposta imune humoral e celular induzida por antigenos
heter6logos, como ovalbumina (OVA) ou micobactéria (SOARES et al., 1987; MACEDO e

BARBUTO, 1988).

Estudos posteriores realizados por Soares et al. (1988 e 1990) constataram que o efeito
supressor do Asc na resposta imune heteréloga ¢ mediado por proteinas termoestaveis,
resistentes a pH 4cido e independente de cadeias de lipidios. Posteriormente, esses
pesquisadores fracionaram o extrato de Asc por gel filtracdo e obtiveram trés picos distintos

(PL, PII e PIII com pesos moleculares de 530, 80 e 29 KDa, respectivamente), os quais foram

testados quanto a imunogenicidade e atividade supressora na producdo de anticorpos IgE anti-
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Asc e anti-OVA. Os resultados mostraram que o efeito supressor na resposta a OVA ¢é
exercido pelos componentes de maior peso molecular (PI) e que os altos niveis de anticorpos
IgE anti-Asc sdo induzidos pelos componentes de menor peso molecular (PIII) (SOARES et

al., 1992).

Estudando a resposta imune humoral induzida por antigenos distintos do extrato de
Ascaris suum obtidos por gel de filtracdo, Faquim-Mauro e Macedo (1998) demonstraram que
os componentes de alta massa molecular contidos no 1° pico de elui¢cdo (PI) promovem a
producdo de altos titulos de IgG1 e baixos de IgE, enquanto que os componentes de baixa
massa molecular presente no 3° pico e chamados (PIII), induzem alta producdo de ambos os
anticorpos IgG1 e IgE detectados pelo método enzimético (ELISA). Por outro lado, utilizando
o ensaio bioldgico in vivo de PCA para a determinacdo dos titulos de IgE e IgGl, esses
autores mostraram que os componentes do PI induzem a sintese de anticorpos IgG1 incapazes
de induzir reagdes positivas de PCA, enquanto que os anticorpos IgG1 gerados em resposta ao
PIII apresentam atividade anafildtica como a IgE, o que permitiu a identificagdo de dois

subtipos funcionalmente distintos de IgG1: anafildtico e ndo-anafilatico.

Quanto a regulagdo da sintese dos dois subtipos de IgG1, descritos acima, em estudos
subseqiientes foi demonstrado que os anticorpos IgGl anafildticos sdao regulados
positivamente por IL-4, enquanto que a producao de IgG1 ndo-anafilédtica é dependente de IL-
12/IFN-y. Além disto, foi mostrado que a imunizacdo de camundongos com OVA associada
tanto a0 CFA como ao hidr6xido de aluminio induzem a produgdo dos dois subtipos de IgGl1,
sendo que o CFA promove niveis maiores do tipo ndo-anafildtico e o hidréxido de aluminio
induz a produgdo de IgG1 anafildtica anti-OVA (FAQUIM-MAURO et al., 1999; FAQUIM-

MAURO e MACEDO, 2000).

Posteriormente, testando diferentes anticorpos monoclonais IgG1 murinos, quanto a

sua capacidade de induzir anafilaxia, foi possivel identificar dois deles com a mesma
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especificidade antigénica (anti-DNP), porém um com atividade anafildtica e outro nao-
anafilatico. Estes anticorpos foram utilizados para avaliar as possiveis diferencas funcionais
entre estas duas moléculas de IgG1, essencialmente com respeito a sua afinidade de ligacao

aos mastdcitos e conseqiiente capacidade de induzir desgranulagdo celular.

Em ensaios in vitro foi mostrado que o anticorpo IgG1 nado-anafildtico é capaz de ligar
aos mastdcitos, porém esta ligacio é de menor afinidade que a observada com a IgGl
anafilatica, comprometendo a ativacdo e desgranulacdo dos mastécitos desencadeada pela

presenca do antigeno (FAQUIM-MAURO et al., 2003).

Posteriormente, utilizando modelo de asma experimental desenvolvido em
camundongos, foi observado que somente o grupo depletado de seus préprios anticorpos e
reconstituido com a IgGl anafildtica desenvolveu hiperreatividade bronquica de forma
semelhante a observada no grupo reconstituido com anticorpos IgE, enquanto que o
reconstituido com a IgGl ndo-anafildtica ndo apresentou qualquer reacdo (MACEDO-

SOARES et al., 2004).

Tem sido descrito que a capacidade dos anticorpos IgG de se ligarem a diferentes tipos
de células e conseqiientemente induzirem ativacdo celular via receptores para Fc, ou ao
componente C1q do sistema complemento, estd diretamente relacionada com a integridade da
regido constante das moléculas IgG (JEFFERIS et al., 1998). Além disso, foi observado que
oligossacarideos associados a regido Fc de anticorpos IgG sdo essenciais para a manutengdo
da estrutura conformacional e das fun¢des efetoras da molécula (JEFFERIS, 2005; ARNOLD

et al., 2007).

Em relacd@o aos anticorpos IgE, poucos trabalhos descrevem o papel da N-glicosilacio
desta classe de anticorpo para a sua atividade bioldgica. Na anafilaxia foi demonstrado que a

cadeia de carboidrato associada a molécula IgE murina é essencial para a sua ligacdo aos
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mastdcitos e conseqiiente desgranulacao celular (GANATO e NEESER, 1987; MASUDA et
al., 2001).

A glicosilagao de proteinas representa uma grande modificagdo pds-translacional que
ocorre principalmente no complexo de Golgi e envolve a atuagdao de diversas enzimas como
as glicosiltransferases e glicosidases (RAJU et al., 1996). Sabe-se que de maneira geral, estas
enzimas competem entre si por um simples substrato e/ou por uma molécula aceptora. Como
resultado deste processo, inimeras cadeias de oligossacarideos podem ser geradas e ligadas as
diversas proteinas e podendo interferir tanto na atividade bioldgica, como na estabilidade,
antigenicidade e farmacocinética da glicoproteina resultante (KOBATA, 1992; JENKINS e
CURLING, 1994).

Os oligossacarideos sdo, em sua maioria, covalentemente ligados a proteina pelo
atomo de nitrogénio (N-ligados) presente no grupo amida da asparagina (Asn) ou aos de
oxigénio (O-ligados) presentes no grupamento amino-hidroxil da serina (Ser) e/ou treonina
(Thr). O motivo estrutural especifico para inser¢cdo de carboidratos N-ligados é Asn-X-
Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminodcido com excecdo da prolina (VANCE et al., 1997,
SATOMI et al., 2004; HEBERT et al., 2005). Devido ao fato da via de biossintese ser
comum, todas as cadeias de oligossacarideos N-ligadas compartilham uma estrutura
conservada chamada de nudcleo formado por um pentassacarideo de manose e N-acetil-
glucosamina (Man3GlcNac, - Figura 1). Esta estrutura comum pode sofrer variagdo na
composi¢do dos oligossacarideos principalmente na regido terminal, o que permite a divisdo
das cadeias de carboidratos em trés classes segundo os monossacarideos ligados: alta manose
(contém nudmero varidvel de manose e raramente glicose); tipo complexa (nimero varidvel de
acetilglucosamina, galactose, fucose e dcido sidlico) e do tipo hibrida que combina

caracteristicas de ambos os tipos de cadeias ja descritas. Com respeito a cadeia do tipo
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complexa, sabe-se ainda que, esta pode apresentar ramificagcdes formando estruturas mono-,

bi-, tri- ou tetrantenarias (GEYER e GEYER, 2006).
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Figura 1 - Tipos principais de oligossacarideos N-ligados a asparagina. A linha pontilhada
ressalta o ndcleo da cadeia que € composto por Man3GlcNac,. A este nucleo
podem ser adicionados outros monossacarideos como: Man (manose), GlcNac (N-
acetilglucosamina), Gal (galactose), Fuc (fucose) e NeuAc (4cido sidlico).

Em relac@o aos anticorpos, dependendo da sua classe ou subclasse eles apresentam-se
N- e/ou O-glicosilados. Os anticorpos IgG humanos sao N-glicosilados no dominio Cy, da
regido Fc e, somente por volta de 30% destas moléculas, observa-se também cadeias de
oligossacarideos O-ligadas na sua regido Fab (BEALE e FREINSTEIN, 1976; WRIGHT e
MORRISON, 1997). Sabe-se que a glicosilagdo da regido Fab é menos freqiiente, visto que, a
adicao deste tipo de cadeia € dependente da presenca de motivos especificos na seqii€éncia de
aminodcidos da regido hipervaridvel (DWEK et al., 1995). No entanto, trabalhos mostram que

a presenca de carboidratos na regido Fab pode influenciar a afinidade de ligacdo do anticorpo
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ao antigeno como também na associacdo de auto-anticorpos IgG (WRIGHT e MORRISON,
1993; ENDO et al., 1995; LEIBIGER et al., 1999).

No homem, como também em outros vertebrados, a cadeia de oligossacarideos ligada
aos anticorpos IgG € do tipo complexa biantendria, apresentando uma estrutura bésica de
carboidratos formada por 6-7 monossacarideos, a qual podem estar acrescidos varios outros
residuos de agucares gerando multiplas glicoformas (HAMAKO et al., 1993; WRIGHT e
MORRISON, 1997; RAJU et al., 2000).

Além do ancoramento da cadeia de oligossacarideos na asparagina 297 da cadeia
constante do anticorpo, sdo observadas outras interagdes ndo-covalentes entre os
monossacarideos com aminoacidos hidrofobicos dos dominios Cgx, e Cpz da cadeia
polipeptidica, o que em conjunto determina a conformacdo tridimensional da molécula
(JEFFERIS e LUND, 2002; KRAPP et al., 2003).

O processo de glicosilagdo do anticorpo € heterogéneo, decorrente da insercao de
diferentes carboidratos a molécula, varia entre espécies e também € dependente da idade, do
sexo, além da condicdo de satde do individuo (ITOH et al., 1993; YAMADA et al., 1997,
AXFORD et al., 2003).

Neste contexto, estudos enfocando o padrao de glicosilagdo de diferentes classes de
anticorpos demonstraram que determinadas glicoformas estdo associadas com a patogénese de
algumas doencas auto-imunes (PAREKH et al., 1985; WATSON et al., 1999). Anticorpos
IgG de pacientes com artrite reumatdide apresentam alta proporcao de residuos terminais do
tipo N-acetilglucosamina, com decréscimo de galactose e dcido sidlico em comparacdo aos
anticorpos de individuos sauddveis. Estes dados sugerem que clones especificos de linfécitos
B secretam anticorpos da classe IgG com determinado tipo de glicosilacdo que favorece o

desenvolvimento da doenca (PAREKH et al., 1985; HOLLAND et al., 2006).
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Em modelo experimental, foi verificado que camundongos MLR/lpr, linhagem que
apresentam mutagdo pontual no gene fas, desenvolvem doenca auto-imune espontanea com
caracteristicas similares a artrite reumatdide observada no homem, incluindo o aumento dos
niveis de anticorpos IgG nao-galactosilados além do aumento da secrecao de IL-6 que parece
estar envolvida no processo de glicosilagio das proteinas (DIXON et al.,1978;
MACKIEWICZ e KUSHNER, 1989; FIELD et al, 1991; TANG et al., 1991).

Outros estudos mostraram ainda, que a administracdo de IL-6 recombinante em
camundongos CBA/Ig" resulta no aumento da producdo de anticorpos IgG agalactosilados nos
soros dos animais, fendmeno também observado em camundongo transgénico para IL-6
(ROOK et al, 1991; HITSUMOTO et al., 1992).

Em relacdo a nefropatia induzida por IgA, foi observado padrdo de glicosilagao
anormal, com decréscimo do conteido de galactose e 4cido sidlico nos anticorpos IgA1l dos
soros de pacientes quando comparado com os soros de individuos normais (MESTECKY et
al., 1995; HIKI et al., 2001).

Neste contexto, o impacto da glicosilacio na estrutura e atividade bioldgica de
glicoproteinas tem sido alvo de intimeros estudos que visam compreender a complexidade e
diversidade deste processo assim como esclarecer como diferencas nas cadeias dos
oligossacarideos N-ligadas podem influenciar na funcao efetora dos anticorpos.

Com bases nestas observacdes, Faquim-Mauro et al (2003) estudaram a participacao
da cadeia de oligossacarideos na atividade anafildtica dos anticorpos monoclonais IgGl.
Assim, o hibridoma produtor da IgGl anafildtica foi tratado com um inibidor de N-
glicosilagdo (tunicamicina) para a obtencdo de moléculas aglicosiladas, as quais foram
testadas em reacdes de PCA. Os resultados permitiram evidenciar que o anticorpo IgG1
aglicosilado € incapaz de induzir reacdo de anafilaxia, mostrando que a cadeia de

oligossacarideos associada a IgG1 € fundamental para a sua atividade anafilética.
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Estudo utilizando a técnica de engenharia de proteinas para gerar anticorpos com
alteracdes nos residuos de aminodcidos envolvidos no ancoramento e acomodac¢ao da cadeia
de carboidratos N-ligada mostraram alteracao da atividade funcional destas moléculas, como
ligacdo do componente C1 do sistema complemento ou ligacdo a receptores FcyR soluveis.
Além disto, foi verificado que, em geral, estas moléculas apresentam maior grau de
galactosilagdo e sialilacdo que as glicoproteinas normais (LUND et al., 1996).

Em outro trabalho foi demonstrado progressiva diminui¢ao na afinidade de ligacdo de
glicoformas distintas de IgG humanas, geradas por mudancas na composi¢do dos
monossacarideos da cadeia N-ligada, a seus receptores Fcyllb soliveis. Estes dados
confirmam, portanto a influéncia da composi¢do exata dos monossacarideos na cadeia N-
ligada sobre a afinidade de ligagdo do anticorpo ao seu receptor especifico (KRAPP et al,
2003).

O estudo da afinidade de ligacdo dos anticorpos com algumas lectinas, as quais
possuem especificidade para determinados monossacarideos, permitiu classificar os
oligossacarideos presentes nos anticorpos IgG1 anafildticos como N-ligados e do tipo
complexo (JEFFERIS e LUND, 1997). Entretanto, em relagdo aos anticorpos nao-anafilaticos,
foi observada fraca ligacdo destes anticorpos com poucas lectinas, o que impossibilitou a
determinacdo do tipo de cadeia de glicanos associados a estas moléculas.

Em vista de todos os resultados obtidos anteriormente e os dados da literatura
correlacionando a estrutura conformacional da molécula de anticorpo murino ou humano com
a manutencdo da sua func¢do efetora, torna-se relevante realizar estudos mais aprofundados,
englobando possiveis diferencas estruturais na regido envolvida com a func¢ao efetora dos dois
tipos de anticorpos IgG1 murinos.

Acreditamos que o controle do processo de glicosilacdo representa um grande

obstaculo a ser superado que implica na possibilidade de obtencdo de imunoglobulinas
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contendo estruturas especificas de oligossacarideos e assim atividade funcional aprimorada.
Sendo assim, o entendimento deste processo torna-se relevante para a grande finalidade de

aperfeicoar as funcdes efetoras dos anticorpos usados como estratégias terapéuticas.
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Objetivo

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

=  Estudar possiveis diferencas estruturais na regido Fc dos anticorpos IgGl murinos

anafilaticos e nao-anafilaticos.

2.3 Objetivos especificos

= Seqiienciar os nucleotideos que codificam a regido constante dos anticorpos IgGl a
partir de RNA mensageiros extraidos dos hibridomas produtores destes anticorpos
como também das células de camundongos deficientes em IL-4 ou IFN-y imunizados

com antigenos de alta e baixa massa molecular do extrato de Ascaris suum (PI e PIII).

= Avaliar a afinidade de ligacdo dos anticorpos IgGl monoclonais a coluna de
Canavalia ensiformis, classicamente empregada na classificagdo das cadeias de

oligossacarideos.

* Analisar a composi¢ao das cadeias de oligossacarideos N-ligadas aos anticorpos IgG1
monoclonais, utilizando como ferramenta o teste de afinidade dos monossacarideos a

diferentes lectinas.

= (Caracterizar as cadeias de acucares associadas aos anticorpos em sistema de
cromatografia de troca anidnica de alta resolu¢do acoplada a um detector de pulso

amperimétrico (HPAEC-PAD).

» Estudar a participagdo de residuos especificos de carboidratos na capacidade dos
anticorpos IgG1 anafilaticos de mediar reagdo de PCA in vivo bem como de induzir a

desgranulacdo de mastdcitos in vitro.

* Purificar anticorpos IgG1 anafilaticos e ndo-anafilaticos provenientes de soros dos
camundongos deficientes em IFN-y ou IL-4 previamente imunizados com PIII ou PI,

utilizando cromatografia de afinidade.
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* Analisar a expressdo génica de enzimas envolvidas no processo de glicosilagdo de

proteinas em hibridomas produtores de IgG1 e linfécitos B purificados.

= Avaliar a atividade enzimatica de sialiltransferases extraidas de hibridomas

produtores de anticorpos IgG1.
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Material e Métodos

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Camundongos da linhagem C57BL/6 geneticamente deficientes em IFN-y (IFNyKO)
ou IL-4 (IL-4KO) machos, com 6-7 semanas de idade, provenientes do Biotério de Instituto
de Ciéncias Biomédicas II-USP, foram utilizados nos protocolos de imunizacgdo para obten¢dao
de anticorpos IgGl anafildticos ou ndo-anafildticos, purificacdo de linfécitos B e para
obtencdo de células utilizadas na extracdo de RNA (4cido ribonucléico).

Camundongos BALB/c de ambos os sexos, com 5 semanas de idade, provenientes do
biotério do Instituto Butantan, foram utilizados nos ensaios de PCA. Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo comité de ética no uso de animais do Instituto Butantan
(N° 308/06), assim como do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

(N° 050/06).

3.2 Antigenos e Adjuvantes

Extrato de vermes adultos de Ascaris suum foi preparado como descrito por Strejan e
Campbell (1967) e utilizado por gel filtracdo, de acordo o protocolo descrito por Faquim-
Mauro e Macedo (1998), para a obtencdo dos componentes de alta e baixa massa molecular,
denominado de PI (530 KDa) e PIII (29KDa), respectivamente.

Como adjuvantes foram utilizados o Completo de Freund (CFA), Sigma (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, Estados Unidos) e Hidréxido de aluminio, Pepsamar (Sanofi-
Synthelabo de Colombia S.A, Santiago de Calli, Valle del Cauca, Coldmbia) na propor¢ao 1:1
(vol/vol) com os componentes do PI ou PIII, respectivamente, segundo o protocolo de

imunizacao.
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3.3 Obtencao dos anticorpos monoclonais IgG1 anafilaticos e nao-anafilaticos

3.3.1 Produgao dos anticorpos IgG1 monoclonais in vitro

Anticorpos monoclonais foram obtidos pelo cultivo dos hibridomas produtores de IgG1
anafilaticos (clone U7.6) e IgG1 ndo-anafilaticos (clone B8401-HS) em meio de cultura
RPMI 1640, Gibco (Invitrogen Corporation, Grand Island, N.Y., Estados Unidos)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Gibco), 5x107
M de 2-mercaptoetanol (Sigma), a 37 °C em estufa umidificada com 5% de CO,. Os
sobrenadantes foram concentrados por centrifugacao em Centriprep 100, Amicon (Millipore
Corporation, Bedford, MA, Estados Unidos).

Os anticorpos IgG1 presentes nos sobrenadantes foram purificados por cromatografia de
afinidade em coluna de proteina G-Sepharose, Amersham (GE Healthcare, Little Chalfont,
Reino Unido) e a concentracdo dos anticorpos foi determinada pelo método de Bradford

(1976).

3.3.2 Purificacdo dos anticorpos IgG1 em coluna de proteina G-Sepharose

Os anticorpos IgG1 foram purificados por cromatografia de afinidade, em coluna de
proteina G-Sepharose (Amersham). Para tanto, a coluna foi lavada e equilibrada com 30,0 mL
de tampao fosfato de s6dio Merck (Merck KGaA, Darmastadt, Alemanha) 0,01M pH 7,0
(tampao de ligacdo) e os sobrenadantes das culturas foram aplicados na coluna.
Posteriormente, a lavagem da coluna foi realizada com o tampao de ligacdo para a retirada de
todo o material ndo-ligado a resina. Os anticorpos foram eluidos da coluna com a aplicacao de
20,0 mL de solugao glicina (Merck) 0,1M pH 2,7. As fracdes foram coletadas em volume de
1,0 mL/tubo e o pH neutralizado com solu¢dao Tris (Merck) 2,0 M pH 9,0. O contetido

protéico das fracdes foi monitorado pela leitura da absorbancia a 280 nm em
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espectrofotometro. As amostras contendo os anticorpos foram dialisadas em salina tamponada

com fosfato (PBS), concentradas e armazenadas a -20 °C para posterior utilizagao.

3.3.3 Dosagem protéica das amostras

O método de Bradford (1976) foi utilizado para a determinacdo da concentracio
protéica das amostras. Para isto, as amostras foram diluidas em PBS e distribuidas em placas
de 96 pocos (Corning Costar, MA, Estados Unidos) em volume de 50 uL.. Como curva padrio
foi utilizada solug@o de soro albumina bovina (BSA, Sigma) na concentracdo de 500 pg/mL
diluida na razdo 1:2 (50 uL/pogo). Apds a distribui¢do das amostras e da curva padrao foi
acrescentado 150 pL/poco do reagente de Bradford (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
CA, Estados Unidos) previamente diluido em &gua destilada (1:5). A placa foi lida em
espectrofotometro em filtro de 595 nm. O célculo da concentragdo protéica foi feito utilizando
o programa estatistico Graphpad Instat tendo como referéncia as densidades Opticas obtidas

das amostras em relagdo a curva-padrao de BSA.
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3.4 Producao dos dois subtipos de anticorpos IgG1 em camundongos imunizados com
antigenos de alta ou baixa massa molecular (PI e PIII) do extrato de Ascaris suum

3.4.1 Protocolo de imunizagdo

Para a obtenc¢do de soros contendo predominio de anticorpos IgG1 anafilaticos, grupos
de 5-6 camundongos IFN-yKO foram imunizados com PIII (150 pg/animal) em hidréxido de
aluminio (7,5 mg/animal), via intraperitoneal. No 10° dia p6s-imunizagao os camundongos
foram sacrificados e sangrados por pungdo cardiaca.

Na obtencao de anticorpos IgG1 ndo-anafildticos, grupos de 5-6 camundongos IL-4KO
foram imunizados com PI (150 pg/animal) em CFA, na base da cauda. Apos 8 dias da
imunizac¢do os camundongos foram sacrificados e sangrados por puncdo cardiaca e os soros

foram estocados para posterior utilizagao.

3.4.2 Protocolo de purificagdo de anticorpos IgGl do soro de camundongos previamente
imunizados

3.4.2.1 Acoplamento do extrato de Ascaris suum em Sepharose 4B

O extrato de Ascaris suum (Asc) foi acoplado a resina de Sepharose "™ 4B ativada
previamente por brometo de cianogénio (Amersham) da seguinte maneira: 3 mg da resina foi
hidratada com solucao de 4cido cloridrico (HCI, Merck) a ImM (200mL/g de resina) por 15
minutos em repouso. Apds este periodo, a solugdo foi removida e adicionado novamente 200
mL de HCI 1mM e repetido este procedimento por mais 3 vezes. Paralelamente, o extrato de
Asc foi dissolvido em solucdo de carbonato de sédio (Merck) 0,1M, pH 8,3 contendo cloreto
de sédio (Merck) a 0,5M na propor¢ao de 5,0 mL da solucdo para cada 1,0 g de proteina.
Ap6s lavagem e remocao do excesso do tampao, o extrato de Asc foi adicionado a resina, em
seguida a mistura foi agitada durante 1 hora a temperatura ambiente (TA). Apds essa

incubacdo, a resina contendo o extrato de Asc foi lavada 5 vezes com 5,0 mL de tampao
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carbonato de sédio (NaCO;3, Merck) a 0,1M, pH 8,3; contendo NaCl a 0,5 M e adicionada
solucdo de hidroximetil-aminometano mais 4cido cloridrico (Tris-HCI) 0,IM, pH 8,0. A
resina foi incubada por mais 2 horas TA e em seguida lavada 6 vezes, alternando os tampdes:
acetato de sédio (CH3COONa, Merck) 0,1M, pH 4,0, contendo NaCl 0,5M (15,0 mL) e Tris-
HC1 0,1 M pH 8,0 contendo NaCl 0,5M (15 mL). Ao final, a resina Asc-Sepharose foi

estocada a 4° C para posterior utilizacao.

3.4.2.2 Cromatografia de afinidade em coluna de Asc-Sepharose

Para a purificagdo dos anticorpos anti-Ascaris presentes nos soros dos camundongos
previamente imunizados como descrito no item 3.4.1 foi feita uma mistura dos soros de 5-6
animais/grupo seguida de dilui¢do de 1/50 em tampao fosfato de sdédio (NaH,PO,4 , Merck)
0,01M, pH 7,0. Essas amostras de soros diluidas (1,0 mL) foram aplicadas na coluna Asc-
Sepharose 4B previamente equilibrada em tampao de ligacao (NaH,PO,) 0,01M, pH 7,0 e em
seguida, foi aplicado 5,0 mL do mesmo tampao de ligagdo. Os anticorpos anti-Asc ligados a
resina foram eluidos com solucao Glicina (C,HsNO,, Merck) 0,1 M, pH 2,7 e as fracdes
coletadas em volume 1,0 mL/tubo. As fra¢des contendo os anticorpos anti-Asc foram
concentradas em sistema de centriprep membrana YM-100 (Amicon), dialisadas contra PBS

0,01 M, pH 7,2 e determinada a concentragdo protéica pelo método de Bradford.

3.4.2.3 Separagdo dos anticorpos IgG1 em coluna de proteina A-Sepharose

Para a obtenc¢do dos anticorpos da subclasse IgG1, amostras dos anticorpos purificados
Asc-especificos (0,87 mg/mL) foram aplicadas na coluna de proteina A-Sepharose em tampao
de ligacdo, composta por solu¢do de 0,02M de fosfato de s6dio (NaH,PO,4) contendo 0,15M
de cloreto de s6dio (NaCl) pH 8,0. Os anticorpos ndo-ligados a coluna foram coletados e

concentrados, enquanto que os anticorpos com afinidade a proteina A (IgG2a, IgG2b e IgG3)
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foram eluidos da coluna com duas solucdes de fosfato de sédio ( Na,HPOy) a 0,2M, pH 5,0
ou pH 2,5, contendo 0,1M de 4cido citrico (Merck).

Os anticorpos que nao se ligaram a coluna, correspondentes aos da subclasse IgGl,
foram concentrados e reaplicados na coluna, previamente equilibrada em tampao 1M de
Glicina (C,HsNO;) em 2M de cloreto de s6dio (NaCl) pH 9,0. Apéds essa etapa, a coluna foi
lavada com este mesmo tampao e feita a eluicdo dos anticorpos ligados a coluna com solug@o
0,15M de NaCl pH 3,0. As fragdes eluidas foram coletadas (1mL/tubo) e concentradas em
sistema de centriplus YM-100 (Amicon), dialisadas contra PBS 0,01 M pH 7,2 para posterior

determinacao do contetdo protéico.

3.5 Ensaio imunoenzimatico para dosagem de anticorpos anti-PI, PIII do extrato
bruto de Ascaris suum

Placas de 96 pocos de poliestireno (Costar) foram sensibilizadas (100 pulL/poco) com
componentes de alta (PI) ou baixa massa molecular (PIII) do extrato de Asc (5 pug/mL) diluida
em tampao PBS pH 7,5 e incubadas por 18 horas a 4 °C, em camara imida. As placas foram
lavadas 3 vezes com PBS+0,05% Tween 20 (PBST) (Synth). Apds esse procedimento, foi
feito o bloqueio das placas com PBS + 3% de gelatina com incubagdo de 3 horas a 37 °C. Em
seguida, foi realizado novo ciclo de lavagens (3 vezes) com PBST e adicionadas as amostras
contendo os anticorpos diluidos na razdo 1:2 em solucdo PBS + 0,5 % de gelatina, com
incubacdo por 1 hora a 37 °C. Apds esta etapa, as placas foram lavadas 3 vezes com PBST e
acrescentados os anticorpos anti-IgG1, anti-IgG2a, anti-IgG3 ou anti-IgM, Southern
(Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, Estados Unidos) de camundongo
marcados com biotina diluidos 1/1000 em PBST + 0,5% de gelatina Synth (Labsynth Ltda,
Sao Paulo, SP, Brasil), seguida de nova incubagdo por 1 hora a 37 °C. Apds o procedimento

de lavagem, foi acrescentado a placa o conjugado enzimdtico de estreptoavidina-peroxidase
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(Sigma) diluido 1/6000 em PBST+0,5% de gelatina, com incubacado de 1 hora a 37 °C. Apds
esse periodo, as placas foram lavadas e a reacdo revelada pela adicao de 1 mg/mL de orto-
fenildiamina (OPD, Sigma) e peréxido de hidrogénio (30%) diluidos em tampao citrato de
sodio 0,5 M pH 5,0. Ap6s 10 minutos de incubagao, a reacao foi interrompida com a adicdo
de acido sulftrico a 30% (Merck). A absorbancia foi determinada a 492 nm em leitor de

ELISA (Electron Corporation, Shanghai, China).

3.6  Purificacio de Linféocitos B provenientes de camundongos

Camundongos da linhagem C57BL/6 IFN-yKO ou IL-4KO, previamente imunizados
ou ndo, foram sacrificados e os bacgos retirados e macerados em homogeneizadores estéreis
contendo meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 2 mM de L-glutamina , 50 uM de
2-mercaptoetanol e 5% de soro fetal bovino (Meio de cultura suplementado). As suspensoes
celulares obtidas foram centrifugadas e ressuspensas em 4gua destilada e deionizada estéril
(1,0 mL/bago) para promover a lise das hemadcias e em seguida adicionados mais 20,0 mL de
meio de cultura suplementado. Nova centrifugacdo foi realizada a 4 °C por 8 minutos a 500 x
g e as células ressuspensas em 10,0 mL de meio de cultura suplementado. Em seguida foi
avaliada viabilidade celular e determinada a concentracdo de células/ suspensdo pela técnica
de exclusdo utilizando o corante trypan blue 0,1% (Sigma) em camara de Neubauer.

A partir da suspensdo celular, os linfocitos B (células CD19 positivas) foram
purificados pelo sistema MidiMACS (Miltenyi Biotec Inc. Auburn, CA, Estados Unidos)
segundo Sudowe et al. (2000). Para isto, a suspensdo celular foi ajustada para concentragcdo de
1x10" células /mL em tampao PBS contendo 0,5% de BSA-EDTA 2mM pH 7,2 e incubadas
com anticorpo monoclonal anti-CD19 biotinilado (BD Biosciences, Franklin Lakes, NIJ,
Estados Unidos) na concentragdao de 1uL / 10° células por 30 minutos a 4 °C. Apods este
periodo, as células foram lavadas com 5 mL do tampdo, centrifugadas nos mesmos
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parametros descritos anteriormente e ressuspensas em 500 uL. do tampao. Posteriormente, foi
acrescentado 20ul/10” células do conjugado anti-biotina acoplado as microesferas magnéticas
(Milteny Biotec), seguida de incubagdo por 20 minutos a 4 °C. Apds centrifugacao, as células
foram ressuspensas em 800 ul do tampao e aplicadas na coluna MidiMACS acoplada ao
campo magnético. As células ndo marcadas foram eluidas da coluna com a aplicacdo de 10,0
mL de tampdo. Apos este procedimento, a coluna foi retirada do campo magnético e as
células CD19 positivas foram eluidas com a aplicagdo do tampdo a coluna. A suspensdo
celular obtida foi centrifugada e realizada a contagem das células purificadas, como descrito

acima.

3.7 Obtencao de RNA e seqiienciamento dos dominios Cy, e Cys dos anticorpos IgG1
anafilaticos e nao-anafilaticos

3.7.1 Obtencao de RNA

Os hibridomas produtores de IgG1 anafildticos e ndo-anafildticos foram cultivados
para obtencdo de RNA de acordo como descrito no item 3.3. Para a coleta das células e
posterior extragcdo de RNA, a concentracao celular in vitro foi monitorada nos diferentes dias
de cultivo com o auxilio da camara de Neubauer.

Camundongos IL-4KO e IFNy-KO imunizados respectivamente, com os componentes
do PI ou PIII como descrito no item 3.4.1, foram também utilizados como fonte de RNAms
dos anticorpos IgG1 anafildticos e ndo-anafiléticos.

Ap6s 6 dias da imunizagdo, todos os camundongos foram sacrificados e, dos animais
IL-4KO foram retirados os linfonodos periadrticos e inguinais e, dos IFN-yKO os bacos para
a preparacdo das suspensdes celulares. Amostras de 2x107 células foram centrifugadas por 8

minutos 500 x g. Os sedimentos celulares ressuspensos em 1,0 mL de solu¢dao de fenol
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®
(Merck) e isotiocianato de guanidina (Trizol , Invitrogen) e posteriormente foi realizada a

extragdo dos RNAs mensageiros.

3.7.2 Extracdo e quantificacdo de RNA

O isolamento do RNA dos hibridomas ou das células obtidas dos camundongos foi
feito acrescentando-se 200 pL de cloroférmio e 1,0 mL de glicogénio (20 mg/mL) com
subseqiiente agitacdo por 15 segundos e incubagdo por 2 horas a -20 °C. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas (12.000xg/15min/ 4 °C), o que permitiu a separa¢do da solucdo
em uma fase aquosa e outra organica. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e o RNA
foi precipitado pela adi¢ao de 0,5 mL é&lcool isopropilico seguida de agitacio mecanica
(Sieger — Equipamentos Médicos Laboratoriais, Sao Paulo, SP, Brasil) por 10 segundos e
incubacdo 45min/1h a TA.

O precipitado (RNA) foi lavado com 1,0 mL de etanol (Merck) a 75%, seguido de
centrifugacdo (7.500xg/Smin/4 °C). Apds secagem do precipitado a véacuo (5-10 min), o
mesmo foi ressuspenso em 30 puL de dgua livre de RNAses e DNAses (Invitrogen). Para a
determinacdo da concentragcdo de RNA, amostras diluidas 1/50-1/100 foram obtidas e
analisadas em espectrofotometro nos comprimentos de onda 260 e 280nm. A pureza do RNA
foi considerada satisfatéria quando a razdo das absorbancias 260/280 nm foi superior a 1,8.
Considerando que uma unidade de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 pg de RNA por
mL de solucdo, a concentragdo de RNA na solu¢do original foi calculada pela férmula: A =
absorbancia e D = dilui¢ao da aliquota usada para a quantificagdo.

[RNA] = A260 x D x 40 ng/mLL
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3.7.3 Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese do cDNA foi realizada a partir das amostras obtidas utilizando
oligonucleotideos complementares a cauda de poli-A do RNAm. Para cada amostra contendo
3 png de RNA total foi adicionado 1,0 pL de oligo dT (500 pg/mL) (Invitrogen) e dgua
autoclavada completando volume final de 12 pL. Em seguida, os tubos foram aquecidos por
10 minutos a 70 °C e resfriado em gelo. Apés a incubacio, foi adicionado 4,0 pL. de tampao
“first strand buffer” (5 x concentrado), 1,0 uL contendo cada ANTP (10mM), 2,0 uLL de DTT
(0,IM) e as amostras incubadas por 2 minutos a 4 °C. Posteriormente, foi adicionado 1,0 pL.
da enzima transcriptase reversa Superscript (200 U- Invitrogen) em cada amostra com
subseqiiente incubacgdo a 42 °C por 50 minutos. Apos este periodo, todas as amostras foram
incubadas por 5 minutos a 90 °C, para inativacdo da enzima e adicionado 1pl. de RNAse H
(GE-Amershan) com incubacdo por 20 minutos a 37 °C. No fim desta etapa, as amostras
foram estocadas a -20 °C para posterior utilizacdo nos ensaios de PCR (DIEFFENBACH et

al., 1993).

3.7.4 Reacgao de polimerizacdo em cadeia (PCR) para amplifica¢do da proteina constitutiva

B-actina

Ap6s a sintese do cDNA, foi realizada a amplificacdo da proteina -actina utilizando-
se um par de seqiiéncias de nucleotideos complementares ao gene f-actina (primers) e que
amplificam um fragmento de 394 pb dessa proteina. Cada reagao foi realizada acrescentando-
se 1,0 uL. de cDNA; 39,1 uL de dgua (Gibco); 5,0 puLL de tampao (10x concentrado); 1,5 uLL de
cloreto de magnésio (50mM); 1,0 puL do primer 1 (senso); 1,0 uL do primer 2 (anti-senso);
1,0 uL de dANTP (10 mM) e 0,4 pulL da enzima Taq polimerase (Invitrogen). As amostras
foram colocadas no termociclador (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e incubadas a 95 °C por

2 minutos, seguida de 1 minuto a 94 °C; e 18 ciclos de temperatura 94 °C por 45 segundos, 68
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°C por 45 segundos; e 72 °C por 45 segundo. Ao final dos ciclos, as amostras foram mantidas
a 72 °C por 45 segundos e seguida a 4 °C.

Os produtos obtidos da amplificacio do DNA complementar (cDNA) para fS-actina
foram observados por eletroforese em gel contendo 1,5 % de agarose (Bio-Rad) e 0,01% de

brometo de etidio (Sigma).

3.7.5 Seqiienciamento dos dominios Cy, e Cys de anticorpos IgGl anafildticos e nao-
anafilaticos

3.7.5.1 Preparo das amostras de cDNA para o seqiienciamento

Para realizar o seqiienciamento dos nucleotideos que codificam os dominios Cy; € Cys
da cadeia pesada das moléculas de IgG1 anafildticas e nao-anafildticas, amostras de cDNA
foram submetidas a reacdo de PCR, utilizando um par de primers que promovem a
amplificacdo da metade final do dominio Cy; até o final do dominio Cys. Todos os primers
utilizados foram delineados e sintetizados a partir da seqiiéncia de genes que codificam a
molécula de IgG1 murina, descrita por Honjo et al. (1979).

Seqiiéncia do primer senso (5°-3’): ACG ACA CCC CCA TCT GTC TAT CCA
Seqiiéncia do primer anti-senso (5°-3’): GGT GGA GGT AGG TGT CAG AGT CCT

Reacdes de 50 puL foram realizadas utilizando-se 2,0 pl. de cDNA de cada amostra
acrescidos de 19,5 pL de dgua; 5,0 uL. do tampao de PCR (10x concentrado); 1,0 uL. de ANTP
(10 mM); 1,5 pL de cloreto de magnésio (100 mM); 10,0 uLL do primer senso (25 nM); 10,0
uL do primer anti-senso (25 nM) e 1,0 uL. da enzima Taq polimerase. As amostras preparadas
foram amplificadas em 30 ciclos, em uma reacdo de desnaturagdo de 1 minuto a 94 °C, ciclo
de 1 minuto a 55 °C e 1 minuto a 72 °C. Ao término dos ciclos de amplificacdo os produtos
gerados foram visualizados por eletroforese em gel contendo 1,5 % de agarose e 0,01% de

brometo de etidio (Sigma).
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3.7.5.2 Purificacdo dos produtos amplificados por PCR para posterior seqiienciamento

Para a purificagdo dos produtos da PCR gerados na reacio acima descrita, foi utilizado
o sistema SVGel e de limpeza de produtos de PCR- Wizard (Promega Corporation, Wisconsin,
Estados Unidos). Com esta finalidade, foram acrescentados 50 pL. de tampdo de ligacdo
fornecido no Kit de purificagdo em cada amostra, as quais foram aplicadas nas mini-colunas
inseridas dentro de tubos coletores e incubadas a temperatura ambiente por 1 minuto. Todos
os tubos foram centrifugados 16.000 x g /Iminuto e descartado o liquido presente no tubo.
Em cada mini-coluna foi adicionado 700 pL. de solucdo de lavagem e novamente os tubos
foram centrifugados a 16000 x g por 1 minuto. As mini-colunas foram retiradas dos tubos, o
liquido descartado e as colunas re-inseridas nos respectivos tubos. Este processo de lavagem
da coluna com tampao de lavagem foi repetido acrescentando-se 500 pLL de tampao, seguida
de centrifugacdo e descarte do liquido.

Ao final deste procedimento, as colunas foram transferidas para novo tubo coletor,
adicionados 50 pL de 4gua livre de nuclease e incubados por 1 minuto (TA) para a elui¢ao do
material contido nas mini-colunas. Nova centrifugacdo foi realizada a 16000 x g por 1 minuto

e o produto de PCR purificado foi estocado a 4 °C.

3.7.5.3 Seqiienciamento da regido constante da cadeia pesada dos anticorpos IgG1

Para o seqiienciamento dos nucleotideos da regido constante das moléculas de IgG1,
1,0 pLL dos produtos de PCR amplificados e purificados foram colocados em tubos de 0,5 mL
e adicionados 5,5 pL. de dgua e 1,0 uLL do primer senso 1 ou do primer senso 2 (3,2 pM).
Todas as amostras foram preparadas com o primer senso 1 e senso 2.
Primer senso 1: ACG ACA CCC CCA TCT GTC TAT CCA

Primer senso 2: AGGTGCACACAGCTCAGACGGCAAC
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Todas as amostras foram enviadas para o Centro de Biotecnologia do Instituto
Butantan e os seqiienciamentos foram feitos pelo método de terminagcdo de cadeia por
dideoxinucleotideos (SANGER et al., 1977), em um seqiienciador ABI 3100 da Applied
Biosystems, utilizando eletroforese capilar.

As seqiiéncias de nucleotideos obtidas foram analisadas utilizando-se o programa
software DNASTAR. Os resultados foram comparados entre si para a andlise da homologia e
também em relacdo a seqiiéncia depositada no GenBank utilizando-se o programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool).

250 500 7p0 1(?00

Hibridoma U7.6 sense 1
Hibridoma U7.6 sense 1
Hibridoma H5 sense 1
Hibridoma H5 sense 1

Hibridoma U7.6 sense 2 =
Hibridoma U7.6 sense 2 o
Hibridoma H5  sense 2
Hibridoma H5 sense 2 e

Célula IL-4KO sense 1
Célula IL-4KO sense 1
Célula IFN-yKO sense 1
Célula IFN-yKO sense 1

Célula IL-4KO sense 2 e
Célula IL-4KO sense 2 P
Célula IFN-vKO sense 2 v =

Célula IFN-yKO sense 2 I‘%‘

Figura 2 - Estratégia utilizada para o seqiienciamento dos nucleotideos que codificam os
dominios Cy, e Cy3 da regido constante das moléculas de IgGl1.
Duplicata das amostras de c¢cDNA obtidas dos hibridomas produtores dos
anticorpos IgG1 anafildtico ou ndo-anafildtico ou das células CD19" foram
colocadas em tubos de 0,5 mL e adicionado o primer senso 1 ou senso 2 e
submetidas ao seqiienciamento.
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3.8 Obtencao dos fragmentos Fab e Fc de anticorpos IgG1 por digestio por papaina

Para obtencao dos fragmentos Fab e Fc dos anticorpos IgG1 monoclonais anafildticos
e nao-anafilaticos, os mesmos foram submetidos a clivagem por papaina acoplada a agarose
(Sigma), como descrito por Coulter e Harrys (1983). Assim, para cada 1 mg de anticorpo
IgG1 diluido em PBS, foi adicionado 3,2 mg de hidroclorito de cisteina; 1,6 mg de EDTA e
0,25 mg de papaina em fase s6lida em volume final de 1,0 mL e as amostras foram incubadas
a 37 °C por 4 horas em agitacdo. O material digerido foi separado da enzima por
centrifugacdo (1200xg por 5 min). Os fragmentos Fab e Fc foram purificados por
cromatografia de afinidade a proteina A-Agarose (Sigma) utilizando o protocolo descrito no
item 3.4.2.3. As fracdes foram coletadas, dialisadas contra PBS, concentradas em sistema de
ultra-centrifugacdo (Millipore) e a concentragdo protéica determinada pelo método de
Bradford. A pureza dos fragmentos Fab e Fc foi analisada por eletroforese em gel de 12% de
poliacrilamida corado com Coomassie Blue (Bio-Rad), segundo a metodologia descrita por

Laemmli (1970).

3.9 Ensaios de afinidade de ligacao dos anticorpos as diferentes lectinas

3.9.1 Ensaio in vitro de afinidade dos anticorpos IgG1 anafildticos e ndo-anafildticos a
diversas lectinas (ELISA)

A afinidade de ligacdo dos anticorpos IgGl anafilaticos e nao-anafildticos as
diferentes lectinas foi avaliada por ensaio imunoenzimdtico (ELISA), usando placas de 96
pocos (Costar) sensibilizadas com 1 pg/mL das seguintes lectinas: Canavalia ensiformis,
Limulus polyphemus, Sambucus nigra, Datura stramonium, Ulex europaeus I, Bauhinia

purpiirea ou Erythrina cristagali (Sigma) (Tabela 1) previamente diluidas em PBS pH 7,2 e
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incubadas por 18 horas a 4 °C. As placas foram lavadas com PBST e bloqueadas com 200
uL/poco de PBST acrescido de 3% de gelatina, por 3 hora a 37 °C.

As placas foram lavadas com solu¢ao PBST por 3 vezes e adicionados os anticorpos
IgG1 anafiléticos, ndo-anafilaticos e o anafildtico/tratado com PNGase F (deglicosilado) na
concentracdo de 5 ug/mL (100 puL/pogo). Nova incubagdo foi feita por 1 hora a 37 °C, seguida
de 3 lavagens com PBST e adicionado 100 uL/pogo do anticorpo anti-IgG1 de camundongo
biotinilado (1 pug/mL). As placas foram novamente incubadas por mais 1 hora a 37 °C e
lavadas 3 vezes com PBST. O conjugado de estreptoavidina-peroxidase (diluido 1/6000,
Sigma) foi distribuido nas placas e realizada outra incubagao de 1 hora a 37 °C.

A reacdo foi revelada adicionando-se 100 pl/poco do substrato enzimdtico contendo
10 mg do cromégeno OPD ( Sigma) e 10 puLL de per6xido de hidrogénio 30% (Sigma) diluidos
em 10 mL de tampao citrato de sédio 0,1 M. A reacdo foi parada apds 15 minutos com
solucdo de dcido sulfirico (2 %) e a leitura das placas feita em leitor de ELISA (Electron
Corporation).

Tabela 1 — Afinidade das lectinas por monossacarideos

LECTINA rman o Gle aFuc PGl aGal o B Neuac
GlcN  GlceNa
ac c
Canavalia + + +
ensiformis
Limulus +
polyphemus
Sambucus nigra + +
Datura +
stramonium
Ulex europeaus I +
Bauhina + +
purpurea
Erythrina + + + +
cristagalli

Fonte: Ey Laboratories, Inc.
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Man=manose; Glc=glucose; Fuc=fucose; Gal=galactose; GlcNac= acetilglucosamina; Neuac= 4cido

sidlico

3.10 Analise dos oligossacarideos N-ligados aos anticorpos IgG1

3.10.1 Preparo das amostras e tratamento enzimatico

Anticorpos IgGl1 anafildticos e ndo-anafilaticos (Img/mL) foram dialisados contra
agua ultrapura Milli-Q (Millipore) por 24 horas, posteriormente liofilizados Termo Savant
SC110A Speed Vac Plus (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, Estados Unidos) e
dissolvidos em solu¢do de SDS (dodecil sulfato de sddio) 0,5% contendo 1% de 2-
mercaptoetanol. As amostras foram, entdo aquecidas por 2 min a 100 °C e adicionados: o
tampao de digestdo (500 mM de fosfato de sédio, pH 7,5, NP-40 1%) e a enzima PNGase F
(New England Biolabs Inc., Berverly, M, Estados Unidos) na propor¢do de 3 uL para cada
600 pug de glicoproteina, seguida de incubacdo por 18 horas a 37 °C. Os oligossacarideos
foram isolados dos anticorpos por centrifugacdo em filtros Millipore (MW 5KDa) e
analisados por cromatografia de troca anionica de alta resolucdo acoplada a um detector de

pulso amperimétrico (HPAEC-PAD).

3.10.2 Anadlise das cadeias de carboidratos por HPAEC-PAD

As cadeias de oligossacarideos N-ligadas aos anticorpos IgG1 e obtidas como acima
descrito, foram purificadas em coluna de silica sepPack-5000 (Millipore) e submetidas a
cromatografia em coluna Carbopac PA-100 acoplada a um sistema DX-300 Dionex BioLC
(Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) com detector de pulso amperimétrico.

Para a deteccdo dos oligossacarideos neutros, apds a aplicacdo das amostras foi
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passada no sistema a solug¢do de hidréxido de sédio 100 mM por 5 minutos a 1,0 mL/minuto,
seguida de gradiente de eluicdo composta por solucdo de hidréxido de sédio 100 mM
contendo acetato de s6dio de 0-50 mM por 60 minutos.

Para a eluicao dos oligossacarideos acidicos, apds a aplicacdo das amostras no sistema,
foi passada solugdo de hidréxido de s6dio 50 mM contendo 100 mM de acetato de sdédio por 5
minutos e em seguida de gradiente de eluicio com solugdo de 100 mM de hidréxido de sédio
e 50-170 mM de acetato de s6édio durante 60 minutos com fluxo de 1,0 mL/min.

O perfil obtido com as amostras de oligossacarideos foi comparado ao previamente

estabelecido como cadeias de oligossacarideos padrdes.

3.11 Modificacdo dos residuos da cadeia de carboidratos dos anticorpos IgGl
anafilaticos por tratamento enzimatico

3.11.1 Obtencdo de anticorpos IgG1 deglicosilados

Aliquotas de 240 pg de anticorpo IgG1 anafilatico foram diluidas em 40 pL. de tampao
fosfato de s6dio 20 mM, pH 7.5 e tratadas com 120 mU da enzima PNGase F por 18 horas a
37 °C. A enzima foi inativada pela adi¢do de 0,2% de solu¢do de SDS de acordo o protocolo
descrito por Verbet (1995). As amostras apds o tratamento foram novamente dialisadas em

PBS e estocadas para posterior utilizagao.

3.11.2 Obtengdo de anticorpos IgG1 dessialilados

Amostras do anticorpo IgG1 anafilatico (1,0 mg) diluidas em tampao acetato de s6dio
50 mM pH 5,0 foram incubadas por 18 horas a 37 °C com a enzima neuraminidase especifica

aos residuos de 02-3,02-6 ea2-8 4cido sidlico ligados (Clostridium perfringens-New England
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Biolabs), na propor¢ao de 1 uLL da enzima para 12 pg de anticorpo IgG1. A eficiéncia do
tratamento foi avaliada por cromatografia de afinidade usando a coluna de Sambucus nigra-
Sepharose (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, Estados Unidos) e por andlise
eletroforética em gel de 9% de poliacrilamida corado com Coomassie Blue (Bio-Rad
Laboratories, In., Hercules, CA, Estados Unidos), segundo metodologia descrita por Laemmli
(1970). Apés a confirmacdo da eficdcia do tratamento, as amostras foram testadas quanto a
sua atividade anafildtica em reagdes de PCA in vivo ou em ensaio de ligacao aos mastdcitos in
vitro, por meio da andlise por citometria de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, Franklin

Lakes, NJ, Estados Unidos) da enzima -glucuronidase.

3.11.3 Obtengao de anticorpos IgG1 defucosilados

Anticorpos IgG1 anafilaticos diluidos em tampao acetato de sédio 50mM, pH 5 foram
tratados com a enzima o-fucosidase (Xanthomonas manihotis, New England Biolabs), na
propor¢do de 1,0 ul da enzima para cada 12ug de anticorpo, por 18 horas a 37 °C. Para avaliar
a eficiéncia do tratamento enzimatico, as amostras tratadas foram analisadas por afinidade a
coluna de Ulex europeaus 1-Agarose (especifica para residuos de a-L-fucose em

glicoproteinas).

3.12 Anadlise da atividade anafilatica dos anticorpos IgG1

3.12.1 Reagdo de Anafilaxia Cutinea Passiva

A atividade anafilatica dos anticorpos IgG1 produzidos in vitro ou purificados a partir
dos soros dos camundongos foi avaliada em reacdo de anafilaxia cutanea passiva, como

descrito por Ovary (1958). Camundongos BALB/c previamente tricotomizados no dorso
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foram injetados com diferentes concentragdes dos anticorpos IgGl. Apds periodo de
sensibiliza¢do de 2 horas, os animais foram desafiados intravenosamente com uma mistura de
azul de Evans (Sigma) a 0,25% e DNP-BSA (2mg/mL) ou extrato de Asc (2 mg/mL).
Passados 30 minutos do desafio, os camundongos foram sacrificados e a leitura da reacdo
analisada na pele invertida dos animais.

Anticorpos IgG1 foram considerados anafildticos quando induziram no dorso do
animal reacdes positivas com no minimo 5 mm de didmetro. Todos os testes foram feitos em
triplicata e a variagao dos titulos de PCA igual ou menor do que 2 vezes, sendo que somente

diferencas acima destes valores foram consideradas significantes (ISHIZAKA et al., 1966).

3.12.2 Andlise da ligacao dos anticorpos IgG1 a mastdcitos in vitro por citometria de fluxo

Amostras de anticorpos IgGl anafildticos, ndo-anafildticos ou tratados
enzimaticamente foram testados quanto a sua afinidade de ligacao in vitro a uma linhagem de
mastécitos de camundongo (PT18), as quais expressam FceRI e FcyRII/III e apresentam as
mesmas caracteristicas funcionais que mastdcitos/baséfilos in vivo (VANDERHOEK et al.,
1982; FAQUIM-MAURO et al., 2003) . Para isto, utilizamos o ensaio de incubacdo por 30
minutos a 4 °C de diferentes concentracdes dos anticorpos IgG1 anafiléticos, ndo-anafildticos
e IgGl dessialilados com os mastdcitos. Apds o periodo de incubagdo, as células foram
lavadas com solucdo de PBS contendo 0,1% BSA e incubadas com anticorpo biotinilado anti-
IgG1 de camundongo, por mais 30 minutos a 4 °C. Em seguida, as células foram lavadas e
incubadas com estreptoavidina-FITC para posterior andlise em citometro de fluxo, segundo

descrito por Faquim-Mauro et al. (2003).
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3.12.3 Ensaio de desgranulacdo de mastdcitos in vitro e deteccdo da atividade da enzima [3-
glucuronidase

A capacidade dos anticorpos IgG1 anafildticos, nao-anafilaticos ou dessialilados de
induzir a desgranulagdo de mastdcitos (linhagem PT18) foi investigada in vitro usando a
metodologia de determinacdo da atividade da enzima [-glucuronidase liberada por essas
células ap6s a sua desgranulacdo, de acordo com Ortega et al. (1991).

Para isto, 8x10° mastécitos foram incubados por 30 minutos a 37 °C / 5% CO, com 20
ng de IgGl anafilatico, ndo-anafilatico ou dessialilado em tampao de sdédio PIPES
(CgHgN,0O6S;Na, Sigma) contendo 10% de albumina bovina (Sigma) e cloreto de cdlcio
(CaCl,, Merck) 1M. As células foram lavadas com Na-PIPES e desafiadas com 5 ng de DNP-
BSA. Em seguida, as células foram centrifugadas e os sobrenadantes coletados. As células
incubadas apenas com tampao Na-PIPES foram lisadas com 200 pL de tampao acetato de
s6dio (CH;COONa, Merck) 0,1M, pH 4,5 para avaliar o conteddo total da enzima nos
granulos dos mastdcitos. Para cada amostra experimental, 20 uL da solucdo do substrato
(acido glucurdnico fenolftaleina a 0,01M, Sigma) em 70 uL de tampao acetato de sddio a
0,1M, pH 4,5; foi adicionada e as placas foram incubadas por 12 horas a 37 °C. A reacao foi
parada pela adi¢do de 100 pL de solugdo de glicina (Merck) a 0,2M, pH 10,7 e a densidade
Optica determinada a 570 nm no leitor de ELISA (Electron Corporation). O indice de secrecao
foi expresso como a porcentagem da atividade da enzima B-glucuronidase nos sobrenadantes
das células ndo-estimuladas. Os resultados representam a média das amostras em triplicata de

trés ensaios independentes + desvio padrao.

57



3.13 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese com agente desnaturante (SDS) foi realizada segundo a técnica descrita
por Laemmli (1970). Para tanto, foi utilizado um gel de empilhamento contendo 3% de
bisacrilamida/acrilamida em Tris-HCl 0,5M (pH 6,8) e 1 % SDS e um gel de separagao
contendo 9% de bisacrilamida/acrilamida em Tris-HCI 2,0M pH 8,8 e 1% SDS. As amostras
foram dissolvidas em tampao (Tris-HCI 0,625 mM pH 6,8; 10% glicerol (v/v); 5% pB-
mercaptoetanol (v/v); 2 % de SDS e 0,001 % de azul de bromofenol) e aquecidas a 100 °C por
5 minutos. Em seguida, foram aplicadas nos pocos do gel assim como o padrdo de peso
molecular Color Plus, (New England BioLabs). O tampao de corrida foi constituido por Tris-
HC1 0,25 mM, glicina 0,19 M e SDS a 0,1 %, pH 8,3 e realizada com uma corrente de 20 mA
por 2 horas. Ao final da corrida, o gel foi imerso em solucdo de 0,2 % (m/v) de Coomassie
Blue R-250 (Bio-Rad) em 4gua e metanol na propor¢do de 1:1 (v/v) para a visualizagdo do
padrdo de bandeamento das proteinas presentes nas amostras. Apos esse periodo, o excesso de
corante foi retirado mergulhando o gel em solucao de 30% de metanol (Merck), 10% de acido

acético (Merck) em 4gua destilada.

3.14 Cromatografia de afinidade as lectinas

As cadeias de oligossacarideos N-ligadas aos anticorpos IgGl anafildticos e nao-

anafilaticos foram avaliadas quanto a sua composicao utilizando a estratégia de afinidade de

ligacdo a diversas lectinas imobilizadas em colunas de Sepharose ou Agarose (cromatografia

de afinidade).
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3.14.1 Coluna de lectina Canavalia ensiformis - sepharose

Anticorpos monoclonais IgG1 anafildticos e ndo-anafilaticos foram testados quanto a
sua afinidade de ligacdo a lectina ConA acoplada a Sepharose 4B (Sigma). Na coluna de
ConA, amostras contendo 500 pg de IgG1 anafilatico ou IgG1 ndo-anafilatico foram aplicadas
em tampao Tris 20 mM pH 7,4 contendo 0,5 M de cloreto de sédio (tampao Tris/NaCl) e em
seguida passados mais 25 mL de tampao Tris/NaCl. Apds esse procedimento, os anticorpos
ligados a ConA foram eluidos com a aplicacdo de solucdes de Tris/NaCl contendo 5, 50 ou
500 mM do agtcar competidor a-metil-D-manopiranosideo (Sigma). O perfil cromatogréfico
foi definido com a leitura de todas as fragdes coletadas em espectrofotometro modelo Bakman

DU 640 (Beckman Inc., Palo Alto, CA, Estados Unidos) a 280 nm.

3.14.2 Coluna de lectina Triticum vulgaris -agarose

Para o ensaio de afinidade dos anticorpos IgG1 a lectina Triticum vulgaris-Agarose
(Sigma), a coluna contendo a resina foi equilibrada com tampao fosfato de sédio (NaH,POj)
50 mM contendo 0,2 M de cloreto de sédio (NaCl) pH 7,0. Em seguida, foram aplicados na
coluna, 500 pg de cada anticorpo ou ainda uma mistura de ambos os subtipos de IgG1 (250
ug/cada) em um volume de 1,0 mL. Apds a aplicagdo das amostras foram passados 10,0 mL
do tampao fosfato de sédio/NaCl seguida de 30,0 mL de tampao contendo 100 mg/mL de N-
acetilglucosamina para a eluicdo do material adsorvido a coluna. Fracdes de 1,0 mL foram

coletadas e lidas a 280 nm em espectrofotdometro.
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3.14.3 Coluna de Sambucus nigra-Sepharose

Os anticorpos IgG1 anafildticos, ndo anafilaticos ou IgGl dessialilados foram
aplicados na concentragdo de 1 mg/mL na coluna de Sambucus nigra, especifica ao acido
sidlico ligado na posi¢ao a2-6Gal/GalNac da cadeia de carboidrato, utilizando como tampao
de ligacdo TBS (solucdo salina tamponada com borato). Apds 10 minutos da aplicagdo, foi
procedida a elui¢do do material ligado a lectina utilizando-se solu¢des de TBS contendo 0,5
M de lactose seguida de solugdao contendo 0,5 M de lactose e 0,2 M de acido acético
(CH3COOH), segundo protocolo fornecido pelo fabricante (Vector Laboratories). Fracdes de
1,0 mL foram coletadas e o perfil cromatografico determinado pela leitura das amostras a 280

nm em espectrofotdometro.

3.14.4 Coluna de Ulex europeaus — Sepharose

Como descrito acima, amostras de anticorpos IgG1 anafildticos, ndo-anafildticos ou
IgG1 defucosilados (1 mg/mL) foram aplicados na coluna de Ulex europeaus I em tampao de
ligacdo TBS. Ap6s 10 minutos de incubacdo dos anticorpos na resina, foi feita a lavagem da
mesma com tampao TBS (10 mL) e a elui¢do do anticorpo ligado com a aplicaciao de solugdo
PBS pH 7.4 contendo 0,1 M de L-fucose. As fracdes obtidas foram coletadas e lidas a 280

nm em espectrofotometro.
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3.15 Reacoes de PCR em Tempo-Real

3.15.1 Padronizagao das reagdes de PCR em Tempo Real

A expressao dos genes que codificam algumas das enzimas envolvidas no processo de
glicosilagdo de anticorpos foi analisada por PCR em Tempo Real, técnica fundamentada na
detec¢do e quantificacdo de um repérter fluorescente (LIVAK et al., 1995). O aumento de
sinal fluorescente € diretamente proporcional a quantidade do produto amplificado em PCR.
Inicialmente, realizamos reacdes de PCR para padronizar de cDNA das amostras, analisando
a expressao do gene constitutivo S-actina.

Para cada reacdo, 1 pul do cDNA das diferentes amostras foi adicionada a uma solucao
contendo um par de primers complementares a seqiiéncia-alvo juntamente com a enzima
Platinum SYBR Green gPCR Supermix-UDG (Invitrogen) de acordo com a tabela 2. As
reacdes foram colocadas no aparelho Chromo 4 (MJ Research, Inc., Waltham, MA, Estados
Unidos), e submetidas a uma fase inicial de incubagdo a 50 °C por 2 minutos, seguido da fase
de ativacdo da enzima (hot start) 95 °C por 5 minutos. As seqiiéncias-alvo foram,
amplificadas durante 50 ciclos de etapas sucessivas de desnaturacio (95 °C por 20 segundos)
e anelamento (60 °C/35 segundos). Apds a amplificacdo, o produto da reacdo foi submetido a
uma fase de dissociacdo (Melting), onde a temperatura variou de 55 °C a 90 °C e a
fluorescéncia foi adquirida a cada 1 °C, registrando-se a temperatura de dissociacdo ou
desnaturacdo da dupla fita do material amplificado, o que indica o tamanho e, portanto, a
especificidade do produto amplificado em cada reacdo. Os dados foram adquiridos e

analisados pelo programa Opticon Monitor Analysis Software 2.03.
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Tabela 2 - Resumo do Protocolo de PCR-RT para amplificagdo de cDNA

MIX QUANTIDADE
Agua 4,5 ul
Primer (senso) SuM 0,5 ul
Primer (anti-senso) SuM 0,5 ul
Splatinum SYBR Green qPCR 6,25 ul
cDNA 1,0 ul
Volume final 12,50 pl /tubo

FONTE: Elaborado pelo autor.

3.15.2 Expressdo das enzimas envolvidas no processo de glicosilacdo dos anticorpos IgGl

anafilaticos e ndo-anafilatico

Foi empregado a padronizagdo do método de PCR- RT como descrito acima para
analisar a expressdo dos genes que codificam as diferentes enzimas envolvidas no processo de
glicosilagdo das moléculas de anticorpos. Para isto, foi utilizado cDNA sintetizado a partir
RNA isolado dos hibridomas ou células de camundongos imunizados que foram incubados
com pares de primers especificos para cada uma das enzimas, o-sialiltransferases, [-
galactosiltransferase, a-manosidases, a-N-acetilglucosaminiltransferases e a-D-glucosidases
(Invitrogen). A sintese dos primers utilizados nas reacdes de PCR foi feita a partir das
seqiiencias descritas por Takashima et al. (1999) e Dennis et al. (1999). Na figura 2 estdo
descritas os primers que foram utilizados para amplificar as enzimas da familia das
sialiltransferases a partir dos cDNA especificos, e na tabela 3, encontram-se as seqiiéncias
sintéticas empregadas para amplificacio das outras enzimas analisadas.

A quantidade de expressdo dos genes analisados em cada amostra foi estimada pelo
método comparativo do Cycle Threshold (Ct). Todas as amostras foram feitas em duplicata e

os resultados obtidos foram normalizados em relagdo ao obtido na amplificacdo de um gene
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constitutivo, a f-actina, cuja expressdo deve ser constante nos diferentes tecidos do
organismo, em todos os estidgios do desenvolvimento e niao deve ser afetada pelo tratamento
experimental (GIULIETTT et al., 2001; LIVAK e SCHMITTGEN, 2005). Mediante o valor de
Cr, ponto correspondente ao ciclo onde a fluorescéncia excede o limiar de deteccdo, calcula-
se 0 Cr para cada amostra de RNAm, que consiste na diferenca entre os Cy do gene de
interesse € o Cr do gene constitutivo. Exemplificado pela férmula: ACr=. Cr (amostra
interesse) — Cr( constitutivo f-actina).

A expressao dos genes entre as amostras foi determinada pela comparagdo entre o ACy
das amostras e o ACr do calibrador, segundo a férmula: AACt= ACt (calibrador) - ACr
(amostra interesse). Sendo assim, a expressao relativa € igual a Z'AACT,

Para empregar o método 2““" para quantificacdio do nivel da expressdo génica
relativa é necessdrio que os primers tenham eficiéncia individual préxima a 100%, a qual foi
obtida pela plotagem dos valores de Ct contra as varias diluicdes das amostras (dilui¢cdo na
razdo de 10), o resultado é uma reta cujo coeficiente de correlagdo (R?) deve ser maior que

0,95. Todos os primers empregados nas reagdes tiveram porcentagem de efici€éncia entre 98,9-

99,9%.
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Amplified fragment (bp)

Gene Strand Primer Pusition Target  Competitor

ST3Gal [ Sense Y-ATGAGGAGGAAGACCCTCAAG-Y 1to2l 403 248
antisense 5 -CCACCAGCCTCTTGTTCAAC-3' 384 to 403

ST3Gal 1 Sense Y-GATGAAGTGCTCTCTTCGGG-F' -lto19 410 240
antisense  5-CAGGCACGATCTGGAACAGT-3' 300 to 409

ST3Gal 111 sense 5 -GTGAAGATGGGACTCTTGGT-3' -Gt 14 i) 478
antisense  5"-ATTGCTCAGGTCGCTGCATG-3' 646 to 655

ST3Gal IV sense 5-AGCCATGCTTCCAGGGTGAG-3' 131 to 150 450 212
antisense  5'-CCTTGAAAGCTACCAGGACC-Y 561 to 580

STIGal V Sense 5. TCAGAGCTATGCTCAGGAAGTCTTGCAGAAG-Y 240 to 270 349 250
antisense  5-ACTGTTCAACCTTATTACCACATCGAACTG-¥ 550 to 588

ST6Gal [ Sense Y-ATGATTCATACCAACTTGAAG-Y 1to2l 635 530
antisense  5-GGTGCCCCATTAAACCTCAG-Y' 616 to 635

STHGalNAc 1 sense 5 -CATGACGAGATATTGCAGAGG-Y' -1to 20 356 269
antisense 5 -CTGCCTTGCTCTGAGGATTC-¥' 326 to 355

STHGalNAc 11 sense 5-AGACCCAGGTTCCCGCCAGG-3' 104 to 123 481 287
antisense  5-AAGGAGGTCTTAGTGCCCAC-¥' 565 to 584

STGGalNAc Il sense §-ATGGATACATAAATGTGAGGACC-Y' 185 to 207 515 315
antisense 5" -GTGGATACTGTAGCAGGCATCCA-Y' 677 to 699

STGGalNAc IV~ sense ¥ .GTGGTCTACGGGATGGTCAG-Y' 684 to 703 678 542
antisense  5"-GAGAGGCTGAGGCTCAAAGG-Y 1343 to 1362

ST8Sial sense §-GACAAATGGAAGACTGCTGTG-Y 236 to 256 845 667
antisense  5-CTTCTGCAGTCCCTAGGAAG-Y' 1061 to 1080

ST8Siall Sense Y- TGAAGAATAAGCATTTCCAGACTTGTGCC-Y' 446 to 474 502 346
antisense 5" -CAGAAGCCATAAAGGTAGATCTGAT-¥' 923 to 947

ST8Sia 11 sense 5-AGCCCGGGATGAGAAATTGC-3' -8t012 474 262
antisense 5" -TCATAATGGGCGACACATCT-¥ 147 to 466

ST8S1a IV sense 5-CACCCAAGATGCGCTCAATT-¥ -81t012 108 354
antisense 5 -TTGGTGAAACTTCAGGCAGG-3 381 to 400

ST8Sia V sense 5-CAGGATGCGCTACGCAGACC-Y' -4 o 16 84 625
antisense 5 -TTCTCGTACCTCTGCAGCAC-¥' 811 to 830

Figura 3- Seqiiéncias de primers utizados na amplificacdo em PCR.
FONTE: Takashima e et al., 1999.
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Tabela 3 - Seqiiéncias de primers utilizados em reagdo PCR

Gene Primer
Oligossacariltransferase Sense: TCCTGAAGAGGAAAGGTGGCAAGT
Antisense: TCATGGAGAAGGCACTGGCATAGT
B-galactosiltransferase Sense: AGGACACCCCATGTGTCT
Antisense: GGGTCTGCCTTTGGTTTTG
o-manosidase 1 Sense: TGGATCTTCAACACCGAGGCTCAT
Antisense: TATGCAGTGAGGGAACGAAGCAGA
a-manosidase 11 Sense: AGGGCCAGCCATATGTTTCCCTAA

Antisense: TTCCCTGAATGTTGTACAGGCGGA

N-acetilglucosamiltransferase Il  Sense: TGCATAACAGGCCGGAATACCTCA
Antisense: ACTGTTGATCTCTGCGGACCAGAA

o-D-glicosidase 1 Sense: AGGTGCACACAGCTCAGA
Antisense: GGTGGAGGTAGGTGTCAG
a-D-glicosidase I1 Sense: ACCGTCTGTGTTCAATGGTCCTGA
Antisense: TATTAGCCCATCAGCAGTCGCCAT
o-fucosidase 1V Sense: AGTGCACATCACCTCTTTCTGGGA
Antisense: AGTCTGCCAAGTTGTGGATGCTCT
o-fucosidase VII Sense: AGGCTGGGACTAGCTTTCCTGTTT

Antisense: TGAACTGTAGGTTCAGCCCAAGGT

FONTE: Adaptada de Dennis et al., 1999.



3.16 Avaliacao da Atividade de sialiltransferases

Com o objetivo de avaliar a atividade das enzimas sialiltransferases nos hibridomas
produtores dos anticorpos IgGl anafildticos e nao-anafildticos, foi realizado o ensaio
imunoenzimatico, de acordo com o método descrito por Basset et al. (2000). Este método é
baseado no uso de anticorpo IgG1 dessialilado como substrato e na propriedade de ligacao

diferencial da lectina Sambucus nigra a residuos de 4cido sidlico.

3.16.1 Preparagao do Extrato celular

Hibridomas produtores de anticorpos IgG1 anafildticos ou ndo-anafilaticos foram
lavados 3 vezes com solucdo de cacodilato de sédio (Merck) 0,1M, pH 7 e posteriormente
centrifugados a 1500 rpm/ 5 min. Para lisar as células foi adicionada a solugdo de cacodilato
de soédio 0,IM, pH 7, 0, contendo 0,5M NaCl (Merck), 20mM MnCI2 (Merck), 0,2% Triton
X-100 (Sigma), 0,1% mercaptoetanol (Sigma), 100ug/ml de sulféxido fenil-metil (Sigma) e
2ug/ml de leupetine (Sigma) seguida de incubag¢do por 30 min a 4°C. Posteriormente, a
amostra foi centrifugada a 13.000 x g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante coletado e
estocado a -70 °C. Em seguida, a concentracio protéica do sobrenadante foi determinada pelo

método de Bradford.

3.16.2 Determinagao da atividade enzimadtica por ensaio de ELISA

Placas de 96 pogos (Costar) foram sensibilizadas com 50 pg/mL de IgG1 dessialilado por
2 h a 37 °C e overnight a 4 °C. Apés lavagem da placa com PBS-Tween 0,05%, foi
adicionado 120 puL da mistura contendo 40 uL do extrato celular com 80 uL do tampao de

reacdo composto por 0,2M cacodilato de sédio, pH 6,5; 0,8 uLL Triton X-100; 2,25 g/l BSA e
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0,4M Galactose (Sigma, aplicado como inibidor de galactosidase), 2,25 mM de 4cido 2,3-
dehidro-2-deoxi-neuraminico (Sigma, empregado como inibidor de neuraminidase) e 0,12
mM de citidina 5-monofosfato acido sidlico (fonte de acido sidlico-Sigma) e incubada por 2
horas a 37 °C. Em seguida, a placa foi lavada e adicionado 100 ul SNA biotinilado diluido
1:250 (Lectina Sambucus nigra conjugada a biotina) aos pocos. Apds incubagdo de 1 hora a
37 °C e lavagem da placa, foram adicionados 100 uL de estreptoavidina-peroxidase diluido
1:6000 (Sigma) e realizada outra incubacdo por 1 hora a 37 °C. A reacdo foi revelada
adicionando 100 pL/pog¢o do substrato enzimdtico contendo 10 mg do cromégeno OPD
(Sigma) e 10 pL. de peréxido de hidrogénio 30% diluidos em 10 mL de tampao citrato de
sodio 0,1 M. A reacdo foi parada apés 15 minutos com solug¢do de acido sulftrico (2 %) e a
leitura das placas feita em leitor de ELISA (Electron Corporation) com 492 nm de
comprimento de onda. A atividade enzimadtica foi determinada segundo a férmula: [(D.O

Amostra — D.OBranco) / Concentragao da proteina = O.D/ mg].

3.17 Analise Estatistica

Os resultados obtidos dos ensaios da atividade f-glucuronidase foram submetidos a

andlise pelo método estatistico ndo-paramétrico ANOVA, seguida de teste de comparacdo

multipla Tukey. Os resultados da expressio génica e atividade enzimdtica das

sialiltransferases foram analisados estatisticamente pelo método nao-paramétrico T test.
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Resultados

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao Anafilatica dos Anticorpos

4.1.1 Anticorpos IgG1 monoclonais

Os hibridomas U7.6 e B8401-HS produtores dos anticorpos monoclonais IgG1
anafilaticos e ndo-anafiléticos, respectivamente, foram cultivados in vitro com a finalidade de
utiliza-los tanto para a obtencdo de RNAs mensageiros que codificam as moléculas de IgGl,
como para obtencdo dos anticorpos IgG1 usados nos diversos protocolos experimentais. Ao
longo de todo o cultivo dos hibridomas, os sobrenadantes das células foram coletados e
posteriormente os anticorpos IgG1 purificados em coluna de proteina G-Sepharose. Apds a
purificacdo das diferentes amostras de IgGl, a capacidade destes anticorpos de induzir
anafilaxia foi monitorada em reacdes de PCA.

Como apresentado na tabela 4, anticorpos IgG1 produzidos pelo hibridoma U7.6
induziram reagdes positivas até uma concentracdo minima de 20 ng/50 pL, enquanto que os
anticorpos IgG1 purificado do sobrenadante do hibridoma HS ndo desencadearam reagdes de

PCA, mesmo quando injetado na concentracdo de 2 png/50 pL .

Tabela 4- Reacdes de PCA mediadas por anticorpos IgG1 monoclonais.

ANTICORPO REACAO ANTI-DNP

IgG1 anafilatico Positiva (20ng/ sitio)
(produzido pelo hibridoma U7.6)

IgG1 nao-anafilatico Negativa (20-2000 ng/ sitio)
(produzido pelo hibridoma HS)




Estes resultados estdo de acordo com os previamente publicados, mostrando que
apesar de ambos os anticorpos IgGl apresentarem a mesma especificidade antigénica
possuem atividades funcionais distintas (FAQUIM-MAURO et al., 2003). Diante deste

resultado demos prosseguimento aos experimentos propostos no projeto.

4.1.2 Anticorpos IgG1 anafilaticos e ndo-anafilaticos induzidos em camundongos imunizados

com PI ou PIII

Os niveis de anticorpos IgG1 produzidos por camundongos IFNy-KO ou IL-4KO
foram avaliados por ELISA e a capacidade deles de induzir anafilaxia in vivo foi analisada em
reacdes de PCA, como mostram as figuras 4 e 5.

Com relacdo aos ensaios de ELISA, podemos observar maior producdo de anticorpos
IgG1 por camundongos IFN-yKO imunizados com PIII em relagdo aos camundongos IL-4KO
imunizados com PI. Por outro lado, niveis maiores de IgG2a foram observados nos
camundongos IL-4KO imunizados com PI (Figura 4). Quanto a atividade anafildtica dos
anticorpos IgG1, apenas camundongos IFN-yKO imunizados com PIII produziram altos

titulos deste anticorpo (Figura 5).
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Figura 4- Producdo de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-PI ou PIII em soros de camundongos IL-4KO
imunizados com PI ou IFN-y KO imunizados com PIII. A producio de anticorpos IgG1 e
IgG2a anti-PI ou PIII foi avaliada pelo método de ELISA. Os resultados representam a
média aritmética das densidades Opticas obtidas dos soros de 7-8 animais/grupo nas
diferentes diluicdes + erro padrio.
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Figura 5- Titulos de anticorpos IgG1 anafilaticos em soros de camundongos IL-4KO imunizados
com PI ou IFN-yKO imunizados com PIII.
Os titulos de IgG1 anafilaticos anti-PI ou PIII foram determinados pela técnica de
anafilaxia cutinea passiva (PCA). Todas as reagdes foram feitas em triplicata e os
resultados expressos como a reciproca da maior diluicio dos soros individuais que
resultou em uma reagio maior que 5 mm de didmetro.
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4.2 Seqiienciamento dos dominios Cg; e Cy3 da cadeia pesada dos anticorpos IgG1

anafilaticos e nao-anafilaticos

Uma vez verificado que o hibridoma U7.6, assim com os camundongos IFN-yKO
produzem IgG1l com atividade anafildtica, enquanto que o H5 e os camundongos IL4-KO
produzem anticorpos IgGl ndo-anafildticos, tanto os hibridomas como as células dos
camundongos foram coletados e utilizados para a extragdo de RNA. Com este material foi
realizado o seqiienciamento dos dominios Cy, € Cy3 da cadeia pesada desses anticorpos.

A partir do RNAs extraidos foi realizada a transcricdo reversa para cDNA e
posteriormente a amplificagdo da molécula constitutiva B-actina, para confirmar a qualidade
do cDNA sintetizado nas diferentes amostras.

Como mostra a figura 6, somente em uma amostra obtida das células de camundongos
IL-4KO (nimero 2) ndo foi possivel observar produto de amplificacdo da B-actina, a qual foi

descartada.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 1112 13

3% pb

Figura 6 - Produto de amplificacdo da molécula constitutiva B-actina em PCR.

Amostras de cDNA obtidas por transcrigdo reversa a partir d¢ RNAm extraidos de células
de camundongos IL-4KO imunizados com PI (2-5), de células de camundongos IFN-y KO
imunizados com PIII (6-9), do hibridoma produtor da IgG1 anafilatica (10-11), ou da ndo-
anafilatica (12-13) foram usadas para amplificar parte da proteina B-actina, utilizando um
par de primers complementar a esta regido. A posicdo 1 corresponde ao padrdo de tamanho
de fragmentos. Os resultados foram analisados em gel de 1,5% de agarose corado com
brometo de etidio.
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camundongos IL-4-KO ou IFNy-KO previamente imunizados para serem amplificadas com
um par de primers complementares a uma regido do dominio Cy; (primer senso no sentido 5’-
3’) e ao dominio Cy3 (primer anti-senso 3’-5’), com o objetivo de aumentar o nimero de

copias de DNA da regido Cp,-Cys para posterior seqiienciamento dos nucleotideos.

Como pode ser visto na figura 7, em todas as amostras observamos produtos de
amplificacio do mesmo tamanho e na mesma intensidade. Todos os produtos amplificados
foram, entdo purificados em sistema Wizard e submetidos ao seqiienciamento utilizando a

estratégia esquematizada na figura 2 do material e métodos.

Figura 7- Produto de amplificacdo dos dominios Cy, e Cys da cadeia pesada das moléculas de
IgG1 anafildtica e ndo-anafilatica.
Amostras de cDNA dos hibridomas produtores da IgGl anafildtica (2-3), da nao-
anafilatica (4-5) ou de células de camundongos IL-4KO imunizados com PI (6-7) ou de
células de camundongos IFN-yKO e imunizados com PIII (8-9) foram usadas para a
amplificacdo dos dominios Cy; ao Cy; por PCR, utilizando um par de primers
complementares a esta regido. A posi¢do 1 corresponde o padrio de tamanho de
fragmento. Os produtos da amplificacdo foram analisados em gel de 1,5% de agarose e

Para isto, as amostras foram acrescentados o primer senso 1 que hibridiza a seqiiéncia
complementar na regido Cy;, ou com o primer senso 2 complementar a uma regido no

dominio Cy; em associa¢do juntamente com o reagente Big Dye 2.
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A partir das seqiiéncias obtidas e utilizando o programa Expert Sequence Analysis
software SeqMan, estas foram alinhadas entre si e feita uma seqiiéncia consenso para cada
grupo de amostras de IgG1 anafildtica ou nao-anafilatica vindas dos hibridomas ou ainda, das

células dos camundongos IL-4KO ou IFN-yKO (Figuras 8 a 11 ).
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TGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCC
CTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAG 130
CTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCA
GCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGT 260
ACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCT
GACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCA 390
GCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGC
ACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTT 520
CAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCA
GACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAA 650
GTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGG
GCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCG 780
TCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTA
CATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAATGAT 909

Figura 8 - Seqiiéncia de nucleotideos que codificam os dominios Cy, e parte do Cy; da regido
constante da cadeia pesada da molécula de IgGl1 anafildtica produzida pelo hibridoma
U7.6. Amostras de cDNA foram utilizadas como molde para a amplificagdo dos dominios
Chy e Cys da regido constante da IgG1 utilizando-se dois primers que hibridizam com
seqiiéncias presentes nos exons dos dominios Cy; e Cpyp, resultando na seqiiéncia
completa do dominio Cy, e parte do Cys. Os produtos da amplificagdo foram submetidos

ao seqilenciamento pelo método de terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos.

CCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACT
CTGGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCT
130
GAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCA
CCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGC
260
ATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACC
ATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCC
390
AGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGT
TCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAA
520
GGAGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAAC
CAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAG
650
GATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAG
TGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCTT
780

Figura 9- Seqiiéncia de nucleotideos que codificam os dominios Cy, e parte do Cy; da regido
constante da cadeia pesada da molécula de IgGl ndo-anafildtica produzida pelo
hibridoma B8401-HS. Amostras de cDNA foram utilizadas como molde para a
amplificacdo dos dominios Cy, e Cy; pertencentes a regido constante da IgGl
utilizando-se um par de primers que hibridizam com seqii€ncias presentes nos exons
que codificam parte do dominio Cy; e Cyp, resultando na seqiiéncia completa do
dominio Cy, e parte do Cys. Os produtos da amplificagdo foram submetidos ao
seqiienciamento pelo método de terminagdo de cadeia por dideoxinucleotideos.
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CCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCC
TGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAG
TG 130
ACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGC
ACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCC
260
CAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTC
CTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTT
390
TGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGAAACCCCGGGAGGAGCAGATCAACAGCACTTT
CCGTTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGC
520
AGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCG
AAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGAGGGCCAAGGATAAAGTCAGTC
650
TGACCTGCATGATAACAAACTTCTTCCCTGAARACATTACTGTGGAGTGGCAKTGGAATGGGCAGC
CAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCRTGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAG
780
CAAGCTCAATGTGCAAAAGAGCAACTGGGAGGCRGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGA
GGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAATGATCCCAGTGT

Figura 10 -Seqiiéncia de nucleotideos que codificam os dominios Cy; e parte do Cy; da regido

constante da cadeia pesada da molécula de IgGl obtida a partir de células de
camundongos IL-4KO e imunizados com PI.
Amostras de cDNA foram utilizadas como molde para a amplificagdo dos dominios
Cu, e Cy; pertencentes a regido constante da IgG1 utilizando-se um par de primers
que hibridizam com seqiiéncias presentes nos exons que codificam parte do dominio
Chi e Cpp. Os produtos da amplificacdo foram submetidos ao seqiienciamento pelo
método de terminagdo de cadeia por dideoxinucleotideos.

GGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTC
CAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTG
130
ACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCCAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGC
ACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCC
260
CAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTC
CTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTT
390
TGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGACGAAACCCCGGGAGGAGCAGATCAACAGCACTTT
CCGTTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGC
520
AGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCG
AAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTC
650
TGACCTGCATGATAACAAACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGGAATGGGCAGC
CAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAG
780

Figura 11 -Seqiiéncia de nucleotideos que codificam os dominios Cy, e parte do Cy; da regido

constante da cadeia pesada dos anticorpos IgG1 anafildticos obtida de células de
camundongos IFN-y KO e imunizados com PIII em hidréxido de aluminio.
Amostras de cDNA foram utilizadas como molde para a amplificacdo dos dominios
Chy e Cys pertencentes a regido constante da IgG1 utilizando-se um par de primers
que hibridizam com seqiiéncias presentes nos éxons que codificam parte do dominio
Chi e Cya. Os produtos da amplificacdo foram submetidos ao seqiienciamento pelo
método de terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideos.
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Utilizando esse mesmo programa de software, todas as seqiiéncias consensos foram
alinhadas e comparadas entre si na busca de qualquer diferenca entre os nucleotideos. A
andlise comparativa entre os produtos dos seqiienciamentos mostrou 100% de identidade entre
os nucleotideos que codificam os dominios Cyy e Cys das cadeias pesadas de ambas as
moléculas de 1gG1.

Além da comparagdo entre as seqiiéncias obtidas, utilizando o programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), foi feita outra andlise de homologia entre a seqiiéncia
consenso obtida e a de nucleotideos que codifica a cadeia pesada de uma molécula de IgG1
murina jd descrita na literatura e depositada no banco de dados de nucleotideos da NCBI
(clone MUSIGHCKF).

A figura 12 mostra o alinhamento dos nucleotideos, onde verifica-se homologia de
100% entre as seqii€ncias, validando a especificidade dos primers usados no nosso
seqiienciamento e da seqii€éncia consenso obtida nas nossas células.

Esses resultados em conjunto, permitem descartar a possibilidade de que trocas de
nucleotideos e conseqiientes mudangas de aminoédcidos poderiam ser responsdveis pela

atividade funcional distinta entre os anticorpos IgG1 anafilédticos e ndo-anafiléticos.
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Regido constante da cadeia pesada de IgGl de camundongo
Length=1070 Score = 1172 bits (591), Expect = 0.0 Identities = 591/591
(100%),

Query 1 GGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATC 60

FEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 75 GGGATGCCTGGTCAAGGGCTATITCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATC 134

Query 61 CCTIGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAG 120

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct135 CCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAG 194

Query 121 CAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTIGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGC 180

FEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 195 CAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGC 254

Query 181 CCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTIGGTTGTAA 240

FEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 255 CCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAA 314

Query 241 GCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAA 300

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 315 GCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAA 374

Query 301 GGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTICACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCAA 360

FEEEEEE R r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 375 GGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGIGTTGTGGTAGACATCAGCAA 434

Query 361 GGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTITIGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCA 420

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 435 GGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCA 494

Query 421 GACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTITCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCAT 480

Frrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 495 GACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCAT 554

Query 481 CATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTT 540

Frrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 555 CATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTT 614

Query 541 CCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGC 591
PEEEEEErr e e et e et ettt e e e
Sbjct 615 CCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGC 665
Score = 646 bits (326), Expect = 0.0 Identities = 326/326 (100%),
Query 577 AGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAA 636
PErrrrerr e e e ettt e et e e e
Sbjct 674 AGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAA 733

Query 637 GGATAAAGTCAGTCTGACCTIGCATGATAACAGACTITCITCCCTGAAGACATTACTGTGGA 696

Frrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 734 GGATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGA 793

Query 697 GTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACAC 756

Frrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 794 GTGGCAGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACAC 853

Query 757 AGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGG 816

FEREEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 854 AGATGGCTCTTACTTCGICTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGG 913

Query 817 AAATACTTTCACCTIGCICTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAG 876

Frrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 914 ARATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAGAAGAG 973

Query 877 CCTCTCCCACTCTCCTGGTAAATGAT 902

FEEEEEEEEEr e e
Sbjct 974 CCTCTCCCACTCTCCTIGGTAAATGAT 999

Figura 12 -Analise da homologia entre a seqiiéncia de nucleotideos que codificam a metade final
do dominio Cy;, Cy, e inicio do Cy; da cadeia pesada das moléculas de IgGl
anafildticas e ndo-anafildticas e a seqiiéncia de nucleotideos que codificam a regido
constante da cadeia pesada de uma molécula de IgG1 murina, depositada no banco
de dados da NCBI. A comparagao foi feita utilizando-se o programa BLAST.
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4.3 Analise da composicao das cadeias de oligossacarideos N-ligadas aos anticorpos
monoclonais IgG1 anafilaticos e nao-anafilaticos.

4.3.1 Cromatografia de Afinidade a lectina Canavalia ensiformis (ConA)

Em vista dos resultados anteriores, os estudos foram direcionados para andlise da
composi¢cdo dos monossacarideos N-ligados as duas moléculas de IgGl. Lectinas sdo
proteinas que possuem no minimo dois sitios de ligagdo a carboidratos e assim apresentam a
capacidade de ligar-se a glicoconjugados, sendo entdo, utilizadas para a detec¢do,
caracterizacdo e fracionamento de glicoproteinas (DEBRAY, 1995). Dentre as diferentes
lectinas, a extraida de Canavalia ensiformis, é amplamente empregada na identificacdo e
classificacdo das diferentes cadeias de oligossacarideos devido a sua seletiva afinidade aos
monossacarideos, principalmente manose. A primeira estratégia utilizada foi investigar a
afinidade de ligacdo dos anticorpos a coluna de Canavalia ensiformis (ConA)-Sepharose.
Com o objetivo de avaliar a capacidade da lectina em ligar uma glicoproteina, amostra de
tiroglobulina foi aplicada na coluna como sugerido pelo fabricante. A figura 13 representa o
perfil de eluicdo da tiroglobulina onde se observa que toda a glicoproteina foi eluida da coluna

somente apds a aplicacdo da maior concentracdo do acucar a-metil-D-glucosideo.
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Figura 13 - Perfil de eluicdo da tiroglobulina submetida a cromatografia de afinidade em coluna de
Con A.
Tiroglobulina (5Smg/1,0 mL) foi aplicada a coluna de Sepharose 4B ativada acoplada a
ConA, e em seguida aplicado tampao acetato de sdédio com gradiente de acetato de sédio
contendo 5 , 50 e 500 mM de a-metil-D-glucosideo. As fra¢des coletadas foram
monitoradas em espectrofotdmetro a 280 nm.

Ap6s ter verificado a eficiéncia da coluna em reter a amostra de glicoproteina, os dois
subtipos de anticorpos IgG1 foram submetidos a cromatografia de afinidade a ConA.

Pode-se observar na figura 14 que ambos os anticorpos foram eluidos no tampao de
equilibrio, revelando que os dois apresentam cadeias complexas de oligossacarideos.

Além disto, verificamos perfis diferentes de eluicdo dos anticorpos IgGl, onde o
anafilatico parece ter reagido fracamente a lectina, enquanto que o ndo-anafildtico mostrou-se

nio-reativo a lectina.
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Figura 14 - Perfil de elui¢@o dos anticorpos IgG1 anafilatico (U7.6) e ndo-anafildtico (HS) submetidos
a cromatografia de afinidade em coluna de Con A.
Amostras de 500 pg de IgG1 anafildtico ou ndo-anafildtico (1,0 mL) foram aplicadas a
coluna de Sepharose 4B ativada acoplada a ConA, em tampdo acetato de sédio, seguida
de gradiente de acetato de sédio contendo 5-500 mM de a-metil-D-glucosideo. As fragdes
coletadas foram monitoradas em espectrofotdometro a 280 nm.

4.3.2 Afinidade de ligagc@o dos anticorpos monoclonais IgG1 anafilaticos e ndo-anafilaticos a

diferentes lectinas

Baseado no resultado anterior que demonstra aparente diferenca na composicao dos
monossacarideos N-ligados aos anticorpos IgG1 anafildtico e ndo-anafilatico, resolvemos
avaliar a afinidade de ligacdo destes anticorpos a vérias lectinas, as quais apresentam a
capacidade de ligar monossacarideos distintos. Para tanto, placas de alta afinidade de ligagcao
foram sensibilizadas com as lectinas e em seguida foram incubadas com os anticorpos IgG1.

Neste ensaio pode ser analisada a interacao dos anticorpos IgG1 com lectinas especificas aos
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residuos de o-D-manose (Canavalia ensiformis); [p-N-acetilgalactosamina (Bauhinia
purpurea), aos residuos de B-D-galactose e B-D-acetilglucosamina (Erythrinia cristagali); -
N-acetilglucosamina (Daturia stramonium); L-fucose (Ulex europaeus I) e ao acido sidlico
(Sambucus nigra e Limulus polyphemus).

A figura 15 representa os resultados obtidos, onde podemos observar auséncia de
interacdo do anticorpo deglicosilado a todas as lectinas utilizadas no ensaio comprovando,
portanto a especificidade do ensaio.

Com relacdo a afinidade dos anticorpos IgG1 anafildticos e nao-anafildticos as
lectinas, verificamos que ambos ligaram-se a todas que foram testadas indicando que cadeias
de oligossacarideos do tipo complexa estdo presentes em ambos os subtipos de IgGl. No
entanto, foi observada variacdo no grau de interagdo destes anticorpos IgG1 com as diversas
lectinas, especialmente com Sambucus nigra, Limulus polyphemus e Ulex europeaus I. Estes
resultados apontam possivel diferenca na quantidade de residuos de 4cido sidlico e fucose

entre os dois subtipos de anticorpos IgG1.
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Figura 15 - Afinidade de ligacdo dos anticorpos IgG1 anafilaticos ou ndo-anafildticos com diferentes
lectinas.
Amostras de 5 pg/mL de cada subtipo de IgG1 e de IgG1 deglicosilado foram incubadas em
placas previamente sensibilizadas com 1 pg/mL das diferentes lectinas, seguida de
incubagdo com anticorpo anti-IgG1 biotinilado e estreptoavidina-peroxidase. A leitura da
reacdo foi feita em espectrofotdometro a 490nm. Lectinas utilizadas no ensaio, em ordem de
apresentacdo: Canavalia ensiformis (Con A), Bauhinia purpurea (B.P), Erythrina
cristagalli (E.C), Datura stramonium (D.S), Ulex Europeaus I (U.El), Sambucus nigra
(S.N) e Limulus polyphemus (L.P). Os resultados representam a média das densidades
Opticas obtidas das amostras em triplicata.

Além disso, com o intuito de investigar se os anticorpos IgG1 apresentam cadeias de
carboidratos somente na regido Fc e que os resultados obtidos se referem somente a interacao
entre a cadeia de oligossacarideo N-ligada e as lectinas, os dois subtipos de IgGl foram
clivados com papaina para a obten¢do dos fragmentos Fab e Fc e estes foram testados no
mesmo ensaio de afinidade as diversas lectinas.

Como mostra a figura 16, somente os fragmentos Fc dos dois subtipos de IgGl
ligaram-se as lectinas, indicando que as moléculas de IgG1 apresentam somente cadeia de
oligossacarideos N-ligada. Vale ressaltar, que a diferenga no grau de afinidade dos fragmentos

Fc dos dois anticorpos IgG1 as lectinas foi semelhante a observada com as moléculas integras.
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Figura 16 - Afinidade de ligacdo dos fragmentos Fc e Fab dos IgGl anafildticos ou ndo-
anafildticos com diferentes lectinas.
Amostras de 5 ug/mL dos fragmetnos Fab ou Fc de anticorpos IgG1 anafilaticos e
ndo-anafilaticos foram incubadas em placas previamente sensibilizadas com 1
pg/mL das diferentes lectinas, seguida de incubacdo com anticorpo anti-IgG1
biotinilado e estreptoavidina-peroxidase. A leitura da reacdo foi feita em
espectrofotometro a 490nm. Lectinas utilizadas no ensaio, em ordem de
apresentacao: Canavalia ensiformis (Con A), Bauhinia purpurea (B.P), Erythrina
cristagalli (E.C), Datura stramonium (D.S), Sambucus nigra (S.N) e Limulus
polyphemus (L.P). Os resultados representam a média das densidades Opticas
obtidas das amostras em triplicata.

4.3.3 Cromatografia de afinidade dos anticorpos monoclonais IgG1 em coluna de lectina

extraida de Triticum vulgaris acoplada a Agarose

Considerando os resultados que sugerem diferenca na quantidade de residuos de 4cido
sidlico presentes nas cadeias de oligossacarideos N-ligadas as moléculas de IgG1, ambos os
anticorpos foram testados em cromatografia de afinidade em coluna de lectina Triticum
vulgaris (KOBATA e ENDO, 1992). Assim, os anticorpos IgG1l foram aplicados
separadamente na coluna e eluidos de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante.

Observa-se na figura 17 que o anticorpo anafilatico apenas foi eluido da coluna ap6s a
aplicacdo de N-acetilglucosamina na coluna, enquanto que o anticorpo nao-anafildtico foi

recuperado ainda na etapa de aplicagao do tampao de equilibrio.
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Figura 17- Perfil de eluicdo dos anticorpos IgGl anafiliticos e nao-anafildticos obtido apés
cromatografia de afinidade em coluna de Triticum vulgaris-Agarose.
Amostras de 500 pg de IgG1 anafildtico ou do ndo-anafilatico (1 mL) foram aplicadas a
coluna de Sepharose 4B acoplada a lectina Triticum vulgaris, em tampao fosfato de sédio
pH 7,0 seguida de eluicio com o mesmo tampdo contendo 100 mg/mL de N-acetil-
glucosamina. As fragdes coletadas foram lidas em espectrofotometro a 280 nm. A seta
indica a aplicacdo do agicar competidor.

O pico de anticorpo IgG1 anafildtico obtido apds a cromatografia foi coletado, a
concentracdo protéica determinada e posteriormente foi avaliada a sua capacidade de induzir
reacdo de PCA. Como resultado, obtivemos recuperacdo de 90% do anticorpo apos
cromatografia e ainda, verificamos que este foi capaz de desencadear reagdes positivas de

anafilaxia in vivo (tabela 5).
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Tabela 5- Reacdes de anafilaxia cutanea passiva desencadeada por anticorpos monoclonais
IgG1 apos cromatografia cromatografia de afinidade em coluna de Triticum
vulgaris-Agarose.

ANTICORPO REACAO ANTI-DNP
IgG1 monoclonal anafilatico 20 ng/ sitio (Positiva)
IgG1 obtido apés cromatografia 20 ng/ sitio (Positiva)
IgG1 monoclonal nao-anafilatico 20-2000 ng/ sitio (Negativa)

Reagdes de PCA realizadas em camundongos BALB/c injetados com 50 pL dos anticorpos IgG1 (20
ng-2pg/sitio) no dorso, via intradérmica. Apés 2 horas de sensibilizagdo, os camundongos foram
desafiados com 0,5 mL de solu¢do PBS contendo 0,5% de azul de Evans e 2 mg/mL DNP-BSA. Os
Todas as reacOes foram realizadas em triplicatas e os resultados considerados positivos quando
resultaram em reacao de no minimo 5 mm de didmetro.

Estes resultados reforcam os obtidos nos ensaios de afinidade as lectinas, mostrando
diferenca no conteido de 4cido sidlico nas cadeias de oligossacarideos N-ligadas aos
anticorpos monoclonais IgG1 testados.

Com o objetivo de avaliar a capacidade da coluna de Triticus vulgaris de separar os
subtipos de anticorpos IgG1 anafildtico e ndo-anafildtico, uma amostra contendo ambos os
monoclonais foi submetida a cromatografia nas mesmas condicdes descritas anteriormente.

Os resultados mostram que a coluna de Triticum vulgaris foi eficiente em separar os
dois subtipos de IgG1 de uma amostra contendo ambos, ou seja, o ndo-anafilatico nao se ligou
a lectina e portanto foi recuperado durante a aplica¢do do tampao de equilibrio, enquanto que
o anafilatico foi recuperado apenas apds a eluicdo com o agicar competidor. O pico
correspondente a IgG1 anafildtica foi testado em reacdoes de PCA e observou-se resultado

positivo (Figura 18).
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Figura 18- Perfil de elui¢do dos anticorpos IgG1 anafilatico e ndo-anafilatico obtido apds cromatografia
de afinidade em coluna de Triticum vulgaris-Agarose.
Amostra contendo 250 pg do anticorpo IgG1 anafilatico e 250 pg do ndo-anafilético (1,0
mL) foi aplicada na coluna em tampao fosfato de s6dio pH 7,0 seguida de elui¢do com
tampao fosfato de sédio contendo 100 mg/mL de N-acetil-glucosamina. As fragcdes coletadas
foram monitoradas em espectrofotometro a 280 nm. A seta indica aplicacdo do agucar
competidor.

4.3.4 Andlise do contetddo de acido sidlico e fucose nas cadeias de oligossacarideos N-ligadas
aos anticorpos IgG1 monoclonais por cromatografia de afinidade

Para confirmar a diferenca na quantidade de residuos de dacido sidlico e fucose
presente nas cadeias de carboidratos dos anticorpos IgG1 anafildticos e ndo-anafilaticos,
amostras de ambos os anticorpos foram submetidas a andlise por cromatografia de afinidade
as lectinas Sambucus nigra e Ulex europeaus I, respectivamente.

Analisando o perfil cromatografico obtido, observamos que anticorpos IgGl
anafilaticos apresentaram alta afinidade a lectina Sambucus nigra, cuja especificidade se
refere a residuos de dcido sidlico ligados a posi¢do a2-6 Gal/GalNac da cadeia glicosidica,
sendo apenas eluidos da coluna pela adicdo do agicar competidor (Figura 18). Em contraste,
anticorpos IgG1 ndo-anafilaticos ndo se ligaram a lectina Sambucus nigra e assim foram
recuperados da coluna ainda no tampao de ligacdo. Além disso, como esperado, anticorpos

IgG1 anafiléticos e dessialilados perderam a capacidade de se ligar a coluna de lectina (Figura
86



19). Estes resultados confirmam que anticorpos IgG1 anafilaticos possuem maior contetido de

acido sidlico em sua cadeia oligossacaridica que os anticorpos IgG1 nao-anafilaticos
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Figura 19 - Perfil de elui¢do dos anticorpos IgG1 anafildtico, ndo-anafilatico e IgG1 dessialilado
submetidos a cromatografia de afinidade em coluna de lectina Sambucus nigra-
Sepharose. Amostra de cada tipo de anticorpo IgGl (1 mg) e de anticorpo
anafildtico/dessialilado foram aplicadas na coluna de agarose ligada a lectina
Sambucus nigra. A seta indica a aplicag@o do actcar competidor.

Andlise similar foi realizada utilizando a lectina Ulex europeaus I que € especifica a
residuos de L-fucose. Como resultado verificou-se que o anticorpo IgG1 anafilatico ficou
retido na coluna e foi eluido somente com a aplicacdo do tampado contendo alta molaridade do
monossacarideo competidor (Figura 20). Em contrapartida, anticorpos IgG1 ndo-anafildticos
bem como os anticorpos anafildticos/defucosilados foram completamente recuperados ainda
na etapa de lavagem da coluna com o tampao de ligacdo (figura 20). Estes resultados
confirmam que anticorpo IgG1 anafildtico possue maior contetido de fucose em sua cadeia

oligossacaridica que o anticorpo IgG1 ndo-anafilatico.
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Figura 20- Perfil de eluicio dos anticorpos IgG1 anafildtico, ndo-anafildtico e IgG1 defucosilado
submetido & cromatografia de afinidade a lectina Ulex europeaus I. Amostras de cada
tipo de anticorpo IgG1 (1 mg) foram aplicadas na coluna de agarose ligada a lectina
Ulex europeaus I. A seta indica a aplica¢do do agucar competidor.

4.3.5 Andlise das cadeias de oligossacarideos N-ligadas aos anticorpos IgG1 monoclonais por
cromatografia de troca anidnica de alta resolu¢do com detector de pulso amperimétrico
(HPAEC-PAD)

Dando continuidade ao estudo de caracterizagdo das cadeias de carboidratos ligadas
aos anticorpos monoclonais IgG1, amostras de ambos os subtipos foram primeiramente
tratadas com a enzima PNGase F e as cadeias de oligossacarideos purificadas e analisadas
quanto a composi¢do dos monossacarideos neutros ou acidicos (contendo acido sidlico) em
coluna de Carbopac PA-100. Como padrdes de cadeias de oligossacarideos foram aplicadas
amostras com composic¢oes glicosidicas previamente definidas.

A figura 21 mostra o conteido de monossacarideos neutros presentes nas cadeias N-
ligadas as moléculas de IgG1 anafildticas e nao-anafildticas, onde se observa em ambos os

anticorpos IgG1 a presenga de trés picos proeminentes e correspondentes aos trés tipos de
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estruturas de oligossacarideos utilizados como padrdes: o primeiro formado pela estrutura
basica de acetilglucosamina-manose, o segundo corresponde a duas cadeia de
acetilglucosamina-manose ligadas entre si, e o terceiro contendo uma estrutura de
acetilglucosamina-manose- associada a duas outras contendo manose-acetilglucosamina-
galactose.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos na cromatografia de afinidade a
ConA, revelando que ambos os anticorpos possuem cadeias do tipo complexa, contendo
manose, N-acetil-glucosamina e galactose.

Vale ressaltar, que apesar desta metodologia ndo ser quantitativa, verificamos picos
maiores na andlise do anticorpo anafildtico em relacdo ao ndo-anafildtico, indicativo que
anticorpo anafildtico contém cadeia de oligossacarideos formada por estruturas mais

glicosiladas que o ndo-anafilatico.
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Figura 21 - Perfil de elui¢do das cadeias de oligossacarideos obtidas dos anticorpos IgG1 anafilatico
e ndo-anafilatico em coluna Carbopac PA-100 por HPAEC-PAD.
Cadeias de oligossacarideos obtidas dos anticorpos IgG1 foram submetidas ao sistema
DX-300 Dionex BioLC (Dionex Corporation) com detector de pulso amperimétrico
acoplado a uma coluna Carbopac PA-100. A elui¢do dos oligossacarideos neutros foi
feita usando solugdo de hidréxido de sédio 100 mM por 5 min, seguida de solugdo de
cloreto de s6dio 100 mM em gradiente de 0-50 mM de acetato de s6dio durante 60
minutos.
Pico 1: estrutura bésica de acetilglucosamina-manose;
Pico 2: duas cadeia de acetilglucosamina-manose ligadas entre si
Pico3: acetilglucosamina-manose- associada a duas outras estruturas de manose-
acetilglucosamina-galactose.

Com enfoque na diferenca observada quanto ao conteido de residuos de dcido sidlico
associados as cadeias dos dois subtipos de anticorpos, resolvemos utilizar a metodologia de
HPAEC-PAD que permite a avaliacdo de glicanos mono- e di-sialilados. Para isto, as cadeias
de oligossacarideos foram obtidas a partir do tratamento enzimatico dos anticorpos IgGl e
foram analisadas em condig¢des acidicas.

O perfil obtido claramente mostra que o anticorpo IgG1 anafildtico apresenta picos de

oligossacarideos mono- e di-sialilados, enquanto que o anticorpo nao-anafildtico mostrou
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menor pico correspondente a cadeia di-sialilada (Figura 22). Além disso, a digestdo dos
oligossacarideos, por a¢do da enzima neuraminidase, das amostras de IgG1 anafildtica seguida
da andlise por HPAEC-PAD resultou no desaparecimento do oligossacarideos sialilados, o
que comprova a eficiéncia da metodologia utilizada (figura 22 C).

Os resultados de andlise das cadeias N-ligadas permitem inferir que a composi¢ao dos
oligossacarideos € diferente, sendo a do nao-anafildtico composta por menor contetido de

acido sialico.
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Figura 22- Andlise das cadeias de oligossacarideos dos anticorpos IgGl anfildticos, nao-
anafilaticos e dessialilados por HPAEC-PAD.
Amostras de anticorpo IgG1 anafildtico (A), ndo-anafildtico (B) ou IgG1 dessialilado
foram tratadas com PNGase para a obtencdo das cadeias de carboidratos, as quais
foram analisadas em condicdes 4cidas. As indicacdes 1 e 2 representam cadeias
mono e di-sialiladas, respectivamente, em relagdo aos padrdes de oligossacarideos.
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4.4 Avaliacao in vivo da atividade anafilatica dos anticorpos IgG1 monoclonais apds
tratamento enzimatico

4.4.1 Reagao de PCA induzida por anticorpo monoclonal IgG1 deglicosilado

Realizadas as andlises das cadeias de oligossacarideos presentes nos anticorpos IgG1
monoclonais, o proximo objetivo foi avaliar a relevancia destes monossacarideos para
atividade anafildtica do anticorpo IgG1. Para tanto, amostras de IgG1 foram submetidas ao
tratamento com enzimas que removem todas a cadeia glicosidica ou com enzimas que
seletivamente removem residuos especificos de aguicar. Apds esta etapa, os anticorpos foram
testados em PCA.

Assim, amostras de anticorpos IgG1 que foram deglicosilados pela acdo da PNGaseF
foram testados in vivo em reagcdes de PCA com o objetivo de avaliar a dependéncia da cadeia
de carboidratos para a atividade funcional do anticorpo. A Tabela 6 mostra os resultados
obtidos onde podemos verificar que a retirada da cadeia de oligossacarideos aboliu 100% a
capacidade do anticorpo de desencadear reacdo anafildtica apds desafio antigénico. Este

anticorpo deglicosilado foi, entdo utilizado como controle em varios outros experimentos.

Tabela 6- Reacdes de anafilaxia cutinea passiva desencadeada por anticorpo IgGl

deglicosilado
ANTICORPOS REACAO ANTI-DNP
IgG1 anafilatico Positiva
(20 ng/sitio)
IgG1 anafilatico deglicosilado Negativa
(20-2000 ng/sitio)

Reacgdes de PCA realizadas em camundongos BALB/c injetados com 50 pL dos anticorpos IgG1 (20
ng-2pg/sitio) no dorso, via intradérmica. Apos 2 horas de sensibilizagdo, os camundongos foram
desafiados com 0,5 mL de solu¢do PBS contendo 0,5% de azul de Evans e 2 mg/mL DNP-BSA. Todas
as reacdes foram realizadas em triplicata e os resultados somente considerados positivos quando
resultaram em reacdo de no minimo 5 mm de didmetro.
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4.4.2 Reacgao de PCA induzida por anticorpo monoclonal IgG1 defucosilado ou dessialilado

Considerando a diferenca na quantidade de 4cido sidlico e fucose entre as cadeias de
oligossacarideos de ambos os tipos de IgGl, investigamos a participacdo desses
monossacarideos na atividade anafildtica dos anticorpos IgGl. Assim, anticorpos IgGl
anafilaticos defucosilados ou dessialilados foram testados em rea¢des de PCA. Como controle
positivo e negativo, amostras de IgGl anafildtico e nao-anafildtico foram utilizadas,
respectivamente.

A tabela 7 mostra que o anticorpo IgG1 dessialilado foi incapaz de mediar reagao
anafilatica, mesmo quando injetado em altas concentragdes (500 pug/50uL). Em contraste, a
remog¢ao de fucose do anticorpo IgG1l ndo alterou a sua atividade anafildtica, induzindo,
portanto reacdo semelhante a observada com o anticorpo anafildtico nao-tratado (controle
positivo). Estes resultados indicam a participacao do residuo de acido sidlico na capacidade

do anticorpo IgG1 de mediar reacdo anafilatica

Tabela 7- Reacdo de anafilaxia cutdnea passiva mediada por IgGl dessialilado ou

defucosilado.
ANTICORPO REACAO ANTI-DNP
IgG1 anafilatico Positiva
(50 ng/sitio)
IgG1ldessialilado Negativa
(50 to 5.000 ng/sitio)
IgG1 defucosilado Positiva
(50 ng/sitio)
IgG1 nao-anafilatico Negativa
(50-5.000 ngf/sitio)

Camundongos previamente tricotomizados foram injetados no dorso com 50 pL de anticorpo
anafilatico (50 ng/sitio-U7.6); ndo-anafilatico (H5) ou com anticorpo IgG1 anafildtico (U7.6) tratado
com as enzimas fucosidase, sialidase ou PNGase F (50 a 5000 ng/sitio). Apds 2 horas de
sensibilizagdo, os camundongos foram desafiados i.v com solu¢do de DNP-BSA em azul de Evans
(0,5%). Todas as reagOes foram realizadas em triplicata e os resultados considerados positivos quando
resultaram em uma reacao de 5 mm de didmetro.
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E importante ressaltar que a eficiéncia do tratamento enzimdtico empregado para
remocao dos residuos de 4cido sidlico e/ou fucose das amostras de IgG1 foi confirmada por
cromatografia de afinidade as lectinas Sambucus nigra e Ulex europeaus I. (Figura 2)

Além disso, foi verificada a integridade do anticorpo IgG1 dessialilado por eletroforese
em gel de poliacrilamida 9 % , onde podemos observar auséncia de degradagdo protéica pela

acdo das enzimas (Figura 23).
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Figura 23- Perfil eletroforético de anticorpos IgGl anafildtico tratado ou ndo com sialidase e
anticorpo ndo-anafilatico em gel de poliacrilamida 9%.
Amostras dos anticorpos IgG1 anafilético , ndo-anafilatico ou anafilatico tratado in vitro
com a enzima sialidase .
1= Anticorpo IgG1 anafildtico; 2= Ac anafilitico submetido a incubagdo a 37° C
overnight; 3= Acanafildtico incubado com sialidase overnight a 37 °C; 4= Ac IgG1 néo-
anafilatico. P= padrio de peso molecular.

A afinidade antigénica, testada em ELISA, demonstra que os tratamentos enzimaticos
utilizados na remocdo da cadeia completa de carboidratos ou dos residuos de 4cido sidlico das
amostras IgG1 ndo interferiram na capacidade destes anticorpos de reconhecer o antigeno,
uma vez que, foi obtido densidade 6tica semelhante entre os anticorpos IgG1 submetidos ao

tratamento e os IgG1 anafildtico e ndo-anafildtico (Figura 24).
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Figura 24 - Reconhecimento antigé€nico dos anticorpos IgG1 anafildticos ou nao-anafilticos
Amostras de anticorpos IgGl anafildtico, anafildtico dessialilado, anafilético
deglicosilado ou nao-anafildtico (Spg/mL) foram adicionadas a placa de ELISA
previamente sensibilizada com DNP-BSAA ligacdo dos anticorpos ao DNP foi
revelada pela adi¢do de anticorpo anti-IgGlbiotinilado seguida de incubacdo com
estreptoavidina-peroxidase. Os resultados representam a média das densidades Opticas
obtidas das amostras de anticorpos IgG1 em triplicata + desvio padrio.

4.5 Anadlise da afinidade de ligacao dos anticorpos IgG1 monoclonais aos receptores
FcyIII nos mastocitos

Sabe-se que a anafilaxia mediada por anticorpos IgE e IgG1 murinos ocorre via sua
ligacdo aos receptores para Fce e Fcy, respectivamente, expressos em mastdcitos e basofilos.
O reconhecimento do antigeno por estes anticorpos ligados aos receptores destas células
promove a ativagao que culmina com a desgranula¢ido de mediadores pré-formados, sintese de
outros mediadores farmacoldgicos e de citocinas que resultam na reagdo anafildtica
(MIYAJIMA et al., 1997; STRAIT et al., 2002; FINKELMAN et al., 2005).

Baseado nestas observacdes e nos resultados mostrando que o anticorpo IgGl

dessialilado € incapaz de mediar reacdo anafildtica in vivo, estudamos se a incapacidade do
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anticorpo IgG1 dessialilado de desencadear anafilaxia seria devido a deficiéncia na ligacao
desta molécula aos mastdcitos ou ainda, ao comprometimento da transmissdo do sinal de
ativacdo celular.

Neste sentido, mastdcitos da linhagem celular PT18, que expressam FceRI e FcyRII/ITT
(VANDERHOEK et al., 1982; FAQUIM-MAURO et al., 2003), foram incubados com duas
concentracdes do anticorpo IgG1 dessialilado e analisados por citometria de fluxo. Como
controle positivo e negativo, mastdcitos foram incubados com anticorpos IgG1 anafildticos e
nao-anafilaticos, respectivamente. A figura 25 mostra alta porcentagem de mastécitos
positivos (fluorescentes) quando incubados com as duas concentracdes do anticorpo
anafilatico (74-40%) e diminui¢ao na porcentagem de células marcadas apds incubagao com o
anticorpo dessialilado (4,6-5,3%). Similarmente, foi observada baixa porcentagem de
mastdcitos positivamente marcados (9,8-6,4%) apds a incubacdo com as duas concentragdes

da IgG1 nao-anafilatica (Figura 25 F, G).
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Figura 25 -Andlise da ligacdo dos anticorpos IgG1 anafilatico, ndo-anafildtico ou IgG1 dessialilado
aos mastdcitos in vitro .
Células PT18 foram incubadas com cada tipo de IgGl, seguida de incubacdo com
anticorpo anti-IgG1 de camundongo biotinilado e estreptoavidina-FITC: (A) Mastdcitos
incubados apenas com anticorpo secunddrio e com estreptoavidina-FITC; (B, C)
Matécitos incubados com 40 ou 20 ng de anticorpo IgG1 anafildtico; (D, E) Mastdcitos
incubados com anticorpo IgG1l ndo-anafildtico (40 ou 20 ng); (F, G) Mastdcitos
incubados com 40 ou 20 ng de anticorpo IgG1 dessialilado. Os histogramas representam
os resultados obtidos e mostram a porcentagem de células positivamente marcadas.Todas
as condicdes experimentais foram realizadas em duplicata e os grificos sao
representativos de trés experimentos independentes.

4.6 Avaliacao da capacidade dos anticorpos monoclonais IgG1 de induzir desgranulacao
de mastocitos in vitro
A capacidade dos anticorpos IgG1 de induzir desgranulagdo foi também avaliada pela
determina¢@o da enzima B-glucuronidase armazenada nos granulos citoplasmaticos e liberada
ap6s a ativacdo e desgranulacdo celular. Os resultados demonstram que a porcentagem de

secrecdo da enzima B-glucuronidase foi significativamente menor quando os mastécitos
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(PT18) foram incubados com anticorpo IgG1 dessialilado em comparagdao ao obtido em
células incubadas com anticorpo IgG1 anafildtico/nao-tratado. Além disso, baixa porcentagem
de liberagdo desta enzima também foi observada em mastdcitos incubados com o anticorpo

nao-anafilatico (Figura 26).
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Figura 26- Secre¢do da enzima B-glucuronidase por mastécitos (PT18) incubados com anticorpos
IgG1 anafildtico, ndo-anafildtico ou IgGl dessialilado anti-DNP e posteriormente
desafiados com DNP-BSA.
8x10° células foram incubadas com 40 ng de anticorpo IgG1 anafiltico, ndo-anafilatico
ou IgGl1 dessialilado e em seguida desafiados com DNP-BSA. A liberagdo da enzima 3-
glucuronidase foi avaliada nos sobrenadantes das células e os resultados expressos
como a porcentagem total da atividade da enzima presente nas células, apds subtragdo
da atividade enzimatica do sobrenadante de células ndo-estimuladas (média das
quadriplicatas + SD) * p<0,05 comparado com anticorpo IgG1 anafilatico.

99



4.7 Analise das cadeias de oligossacarideos dos anticorpos IgG1 produzidos em resposta a
imunizacao com antigenos de extrato do Ascaris suum (Asc)

4.7.1 Purificacdo dos anticorpos IgG1 de camundongos IFN-yKO ou IL-4KO e andlise de suas
cadeias de oligossacarideos N-ligadas por cromatografia de afinidade

Foi demonstrado anteriormente, que componentes distintos de alta ou baixa massa
molecular (PI e PIII) do extrato de Asc sao capazes de induzir in vivo a sintese
preferencialmente de anticorpos IgG1 nao-anafildticos ou anafiléticos, respectivamente. Além
disso, foi mostrado que os anticorpos IgG1 anafildticos sao regulados positivamente por 1L-4,
enquanto que a producdo de IgG1 nao-anafildtica é dependente de IL-12/IFN-y (FAQUIM-
MAURO e MACEDO, 1998). Tendo em vista estas observacdes e os resultados de
caracterizacdo das cadeias N-ligadas aos anticorpos IgG1 monoclonais, tivemos o objetivo de
estudar as cadeias de acucares ligadas aos anticorpos IgG1 policlonais induzidos em resposta
a imunizacdo com PI ou PIII e comparar esses resultados com os obtidos com os
monoclonais.

Para obter soros de camundongos com o predominio de um subtipo ou outro de IgGl1,
realizamos experimentos de imunizacao de camundongos IL-4KO com os componentes do PI
que induz a sintese preferencial do subtipo ndo-anafildtico e em paralelo imunizamos
camundongos IFN-yKO com os componentes do PIII, os quais promovem a resposta
predominante de IgG1 do subtipo anafilatico.

Ap6s a obtencdo dos soros € com o objetivo de isolar somente os anticorpos anti-Asc,
utilizamos a estratégia de purificac@o por afinidade em coluna de Asc-sepharose 4B.

Pode ser observado nas figuras 27A e 27B os perfis de elui¢cdo dos soros obtidos dos
camundongos IL-4KO ou IFN-yKO previamente imunizados com PI ou PIII,
respectivamente, quando submetidos a cromatografia de afinidade. Observam-se dois picos

distintos cujo primeiro representa os anticorpos nao especificos aos antigenos do Asc e que,
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portanto, ndo se ligaram a coluna, e o segundo pico compreende a fracdo de anticorpos anti-
Asc eluidos apds a aplicagao do tampao de eluicio.

Com a finalidade de separar o isétipo IgG1 presente nas amostras de anticorpos anti-
Asc acima descritas, estas foram novamente submetidas a outra cromatografia de afinidade a
proteina A-Sepharose. Os anticorpos anti-Asc das diferentes subclasses foram eluidos da
coluna com soluc¢des-tampao de pHs distintos.

Como podemos verificar nas figuras 28A e 28B, dois picos foram observados ao longo
da cromatografia, sendo o primeiro obtido apds a aplicac@o da solugado de cloreto de s6dio 2M
contendo Glicina 1M pH 9,0 e segundo pico contendo os anticorpos IgG1 anti-Asc e obtido
apds a passagem da solucdo de cloreto de sédio 0,15M pH 3,0. Todas as amostras foram
testadas em ELISA quanto a eficiéncia da purificacdo apds cromatografia. A fracdo contendo

os anticorpos IgG1 foi também avaliada em PCA.
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Figura 27 - Purificacdo de anticorpos IgG1 de soros de camundongos IFN-yKO imunizados com
PIIIL.
(A) Perfil cromatogréfico de amostra de soros de camundongos IFN-yKO imunizados
com PI (150pg/animal) submetido a cromatografia de afinidade em coluna de
Sepharose acoplada ao extrato de Ascaris suum.
(B) Perfil cromatografico da fracdo contendo os anticorpos anti-Asc submetida a
cromatografia de afinidade em coluna de proteina A-Sepharose. Todas as fracdes
obtidas foram monitoradas em espectrofotdmetro a 280 nm.
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Figura 28- Purificacdo de anticorpos IgG1 de soros de camundongos IL-4KO imunizados com

PL
(A) Perfil cromatogréifico de amostra de soros de camundongos IL-4KO imunizados

com PI (150pg/animal) submetido a cromatografia de afinidade em coluna
Sepharose acoplada ao extrato de Ascaris suum.

(B) Perfil cromatografico da fragdo contendo os anticorpos anti-Asc submetida a
cromatografia de afinidade em coluna de proteina A-Sepharose.Todas as fracdes
obtidas foram monitoradas em espectrofotometro a 280 nm.

Na figura 29 observa-se a presenca somente de anticorpos da classe IgG1 especificos
anti-Asc nas amostras purificadas dos soros de camundongos tanto IL-4KO como IFN-yKO,
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o que demonstra eficiéncia do processo de purificacdo. Além disso, constatamos que os
anticorpos IgG1 anti-Asc purificados do soro de camundongos IFN-yKO foram capazes de
induzir reacdo anafildtica, ao contrdrio dos anticorpos IgG1 anti-Asc obtidos de soros de

camundongos IL-4KO (Tabela 8).
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Figura 29- Titulos de anticorpos anti-Asc nas amostras obtidas apds purificacdo por cromatografia
de afinidade.
Amostras de soros de camundongos IL-4KO ou IFN-yKO imunizados com PI ou PIII,
respectivamente, foram submetidas a cromatografia de afinidade em coluna de Asc-
Sepharose seguida de proteina A-sepharose e foram testadas em ELISA, na dilui¢do de
1/50, segundo o protocolo descrito em material e métodos. Os resultados foram expressos
como a média da densidade 6ptica obtida das amostras em duplicata + desvio padrio.

Tabela 8- Inducao de anafilaxia cutanea passiva in vivo por anticorpos IgG1 purificados de
camundongos IL-4KO ou IFN-yKO

Amostras Concentracao Reacao anti-Asc
IgG1 /IFN-y KO 250 ng Positivo
IgG1 /IL-4 KO 250 ng Negativo

Camundongos previamente tricotomizados foram injetados no dorso com 50 pL dos anticorpos IgG1
purificados dos soros de camundongos IFN-yKO imunizados com PIII (250 ng/sitio) ou de
camundongos IL-4KO imunizados com PI (150 ng/sitio). Apds 2 horas de sensibilizacdo, os
camundongos foram desafiados i.v. com solucdo de Asc (1 mg/mL) em azul de Evans (0,5%). Todas
as reacdes foram realizadas em triplicatas e os resultados foram considerados positivos quando
resultaram em uma reacio > que 5 mm de didmetro.
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Utilizando a mesma estratégia experimental empregada para os anticorpos
monoclonais, também foi avaliada a afinidade de ligacao dos anticorpos IgG1 purificados de
soros de camundongos IFN-yKO ou IL-4KO imunizados com PIII ou PI. Como resultado
pdde-se observar diferenca na ligacdo dos anticorpos IgGl purificados dos soros dos
camundongos previamente imunizados, ou seja, anticorpos IgG1 anafildticos purificados de
camundongos IFN-yKO apresentaram maior ligacao as lectinas Bauhinia purpiirea, Erythrina
cristagalli, Ulex Europeaus I, Sambucus nigra e Limunlus polyphemus em relacdo ao obtido
com os anticorpos IgG1 ndo-anafildticos purificados de camundongos IL-4KO (Figura 30).
Este resultado, assim como o obtido com os anticorpos monoclonais, sugere que 0s anticorpos
IgG1 de camundongos IFN-yKO e que apresentam atividade anafildtica possuem cadeia de
oligossacarideo com maior contetido de acetilgalactosamina, galactose, fucose e 4cido sidlico

em relacdo aos anticorpos IgG1 ndo-anafilaticos purificados de camundongos IL-4KO.
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Figura 30 - Afinidade de ligacdo dos anticorpos IgG1 policlonais anafilaticos ou ndo-anafilaticos
a diferentes lectinas.
Amostras de 5 pg/mL dos anticorpos IgG1 purificados dos camundongos IFN-yKO
imunizados com PIII (anafildticos) ou IL-4KO imunizados com PI (ndo-anafiléticos)
foram incubadas em placas previamente sensibilizadas com 1 pg/mL das diferentes
lectinas, seguida de incubag@o com anticorpo anti-IgG1 biotinilado e estreptoavidina-
peroxidase. A leitura da reacao foi realizada em espectrofotdmetro a 490 nm. Lectinas
utilizadas no ensaio: Canavalia ensiformis (Con A), Bauhinia purpurea (B.P),
Erythrina cristagalli (E.C), Datura stramonium (D.S), Ulex Europeaus I (U.EI),
Sambucus nigra (S.N) e Limulus polyphemus (L.P). Os resultados representam a
média das densidades Opticas obtidas nas amostras em triplicata.
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Considerando que os anticorpos IgG1 monoclonais apresetam cadeias glicosidicas
com contetdos diferentes de dcido sidlico e fucose, estudamos se nos anticorpos IgGl
policlonais anti-Asc esta diferenca no padrao de glicosilacdo também seria evidente. Portanto,
avaliamos o perfil de eluicdo dos anticorpos IgG1 purificados quando submetidos a coluna
Sambucus nigra-Sepharose. Além disso, analisamos se esta metodologia seria capaz de
separar das amostras de anticorpos IgG1 anti-Asc, os dois subtipos de IgG1 anafilaticos e nao-
anafilaticos.

Na amostra de anticorpos IgGl de camundongos IFN-yKO imunizados com PIII,
verificamos predominio de anticorpos ligados a coluna e portanto somente eluidos com o
monossacarideo competidor, como mostra a figura 31A. Por outro lado, observamos que a
maior parte dos anticorpos purificados de camundongos IL-4KO imunizados com PI foram

recuperados da coluna durante a aplicacao do tampao de ligagao (figura 31B).
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Figura 31- Afinidade dos anticorpos IgG1 anti-Asc purificados do soro de camundongos IFN-yKO

ou IL-4KO.
Amostra de anticorpos IgG1 anti-Asc de camundongos IFN-yKO (A) ou de camundongo

IL-4KO (B) foram submetidas a cromatografia de afinidade a lectina Sambucus nigra.
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Avaliamos ainda, o conteido de oligossacarideos mono e di-sialilados nesses
anticorpos anti-Asc por HPAEC-PAD. Como resultado, pode-se observa que o anticorpo
IgG1 de camundongos IFN-yKO apresentou perfil semelhante ao observado com o anticorpo
monoclonal anafildtico, mostrando a presenca de oligossacarideos mono e di-sialilados. Em
contraste, nos anticorpos IgG1 anti-Asc de camundongos IL-4KO, ndo observamos a presenca
simultaneamente, destes tipos de oligossacarideos, como previamente verificado com o

anticorpo monoclonal ndo-anafilatico (Figura 32).
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Figura 32-Andlise das cadeias de oligossacarideos dos anticorpos IgGl purificados de soros de

camundongos IFN-yKO (A) , anticorpos IgG1 purificados de soros de camundongos IL-
4KO (B) e anticorpo IgGl1 dessialilado (C) por HPAEC-PAD.
Amostras dos anticorpos IgGl previamente purificados de soros de camundongos
imunizados foram tratadas com PNGaseF para a remocdo e isolamento das cadeias de
carboidratos, as quais foram analisadas em condigdes 4cidas. As indicagdes 1 e 2
representam as cadeias monossialiladas e dissialiladas, respectivamente, pela comparagado
com padrdes de oligossacarideos.
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4.8 Analise da expressao génicas das enzimas envolvidas no processo de glicosilacao
anticorpos

2

E sabido que o processo de glicosilagdo de todas as proteinas ocorre no complexo de
Golgi, o qual € controlado enzimaticamente pela acdo de glicosiltransferases e glicosidases.
Durante este processo, fatores como presenca das diferentes enzimas, residuos de
monossacarideos disponiveis e a composicao da cadeia polipeptidica determinam o tipo de
estrutura de carboidratos que serd associada a molécula (DENNIS et al, 1999). Baseado nestes
dados foi analisada por PCR em tempo real a expressao dos genes a-sialiltransferase, -
galactosiltransferase, a-manosidase, o-N-acetilglucosaminiltransferase, a-D-glucosidase e
oligossacariltransferase que codificam enzimas que estao diretamente envolvidas no processo
de glicosilacao de anticorpos.

Inicialmente, foram realizados ensaios de padronizacdo da técnica para determinar a
concentracao dos primers utilizados e da escolha do gene constitutivo.

Apo6s a certificacdo das condi¢des ideais para a realizagdo das PCRs, partimos para
andlise da expressdo génica. Para isso, os hibridomas foram cultivados in vitro e o
RNAmensageiros foram isolados e utilizados em PCRs em tempo real para a andlise da
expressao dos genes que codificam as diferentes enzimas. Em todos os ensaios foi realizada a
amplificacdo do gene da molécula constitutiva B-actina nas amostras de cDNAs tanto dos
hibridomas como dos linfécitos B purificados dos camundongos previamente imunizados com
PI ou PIII, como ja descrito. Os resultados foram expressos considerando a amostra do
hibridoma produtor do anticorpo IgG1 anafildtico como referéncia.

A primeira enzima estudada foi a oligossacariltransferase que € responsdvel pela
adicao do primeiro grupamento de agucares a cadeia polipeptidica da molécula de anticorpo.

Foi observado (Figura 33) que a expressdao do gene dessa enzima foi semelhante nos dois
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hibridomas estudados. A expressao dos genes glicosidase I e Il também foi igual em ambos os
hibridomas.

Por outro lado, a andlise dos genes: N-acetilglicosaminiltransferase, manosidases I e
I, galactosiltransferase e fucosiltransferase IV e VII permitiu verificar que todos estes
estiveram menos expressos no hibridoma produtor da molécula de IgG1 nao-anafilatica (HS)

em relacdo ao produtor da IgG1 anafilatica (U7.6) (Figura 33).

B Clone U7.6 O Clone H5

FucosT Vil
Galacto |

Manosidase |

Glicosidase Il —
Oligo  ———

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
2-AACt

Figura 33- Expressao relativa dos genes glicosiltransferases em hidridomas U7.6 e HS.
1x10” células foram coletadas e utilizadas para a extracdo de RNA, sintese de cDNA e a
expressdo génica de Oligossacariltransferase (0Oligo); Glicosidase (I e 1I); N-
acetilglicosaminiltransferase (N-acetilglico I); Manosidase 1 e II; Galactosiltransferase
(Galacto I); Fucosiltransferase (IV e VII) foi avaliada em rea¢des de PCR em Tempo Real.

-AAC
Os resultados foram expressos como 272,

Avaliamos também os genes sialiltransferases:ST3Gal I-V; ST6Gal I; ST6GalNac I-1V
e ST8sial I-V. Podemos verificar na figura 34, que a expressdo de ST3Gal I, Il e V foi
semelhante nos dois hidridomas. No entanto, os genes ST3Gal IIl e IV estiveram menos

expressos no hibridoma produtor do nao-anafilatico (HS), principalmente o ST3Gal 111 .
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Figura 34- Expressdo génica de ST3Gal (I-V) nos hidridomas U7.6 e HS.
1x107 células foram coletadas e utilizadas para a extracio de RNAm e a expressio de

sialiltransferases (ST3Gal I — V) foram avaliadas em reagdes de PCR em Tempo Real. Os

-AAC
resultados foram expressos como 2°,

Analisando os genes que codificam as enzimas ST6Gal I e ST6GalNac III e IV

constatamos que a expressao destes, esteve menor no hibridoma produtor do ndo-anafilatico

(H5), como mostra a figura 35.

Com relacdo a andlise dos genes que codificam as enzimas ST8sial I-V, foi observado

que apenas o STS8Sial 111 foi mais expresso no hibridoma U7.6 em relagdo do H5 (Figura 36).
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Figura 35- Expressao génica de ST6Gal I e ST6GalNac (I-1V) nos hidridomas U7.6 e H5. 1x10’

células foram coletadas e utilizadas para a extracdode RNAm e a expressio de
sialiltransferases (ST6Gal e ST6GalNac I-1V) foram avaliadas em reacdes de PCR em Tempo
Real. Os resultados foram expressos como QAACt
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STéSial IV —
*

ST8sial —

STéSial I _
ST8Sial | —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

2 -AACt

Figura 36- Expressao génica de S78Sial (I-V) nos hidridomas U7.6 e HS.
1x10’ células foram coletadas e utilizadas para a extracio de RNAm e a expressio das
enzimas sialiltransferases (ST8Sial I-V) foram avaliadas em reacdes de PCR em Tempo
Real. Os resultados foram expressos como 24",
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Dando continuidade a este estudo que enfoca a expressdao de enzimas glicosidases,
decidimos investigar algumas destas familias de sialiltransferases nos linfécito B purificados
de camundongos IFN-yKO ou IL-4KO previamente imunizados, como descrito em material e
métodos.

Como resultado foi observado menor expressao dos genes que codificam a maioria das
enzimas nos linfécitos B de camundongos IL-4KO imunizados com PI em relacdo ao obtido
nos linfécitos B purificados dos camundongos IFN-yKO imunizados com PIII, com excecdo

de ST3Gal V, STSSial Il e 1V (Figuras 37, 38 e 39).

m IFN-y KO Pl O IL-4KO PI

]

ST3Gal V

ST3Gal IV

ST5 Gal Il _

ST3Gal —
ST3Gal | —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1.2
0-AACt

Figura 37- Expressdo génica de ST3Gal (I-V) nos linfécitos B purificados de camundongo IFN-
vKO imunizados com PIII ou IL-4KO imunizados com PI.
1x107 células foram coletadas e utilizadas para a extracdiode RNAm e a expressdo das
enzimas sialiltransferases (ST3Gal I-V) foram avaliadas em reacdes de PCR em
Tempo Real. Os resultados foram expressos como 24",
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m IFN- y KO Pl O IL-4KO PI
1

ST6GalNac IV —
*
ST6GalNac Il —

ST6GalNac Il —
*
ST6GaiNac | —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

2-AAG

Figura 38- Expressdo génica de ST6GalNac (I-1V) nos linfécitos B purificados de camundongo IFN-yKO
imunizados com PIII ou IL-4KO imunizados com PL

1x107 células foram coletadas e utilizadas para a extraciode RNAm e a expressio das
enzimas sialiltransferases (ST6GalNac I-IV) foram avaliadas em reagdes de PCR em Tempo
Real. Os resultados foram expressos como 24",

B IFN- yKO PIIl O IL-4KO PI
1

Stésial v —

ST8Sial IV

ST8Sial Il *

Stgsial ﬁ
Sisial | —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
2-AACt

Figura 39- Expressdo génica de ST8Sial (I-V) nos linfécitos B purificados de camundongo IFN-yKO
imunizados com PIII ou IL-4KO imunizados com PI.

1x107 células foram coletadas e utilizadas para a extragiode RNAm e a expressio das
enzimas sialiltransferases (ST8Sial I-V) foram avaliadas em reac¢des de PCR em Tempo
Real. Os resultados foram expressos como 24",

Também foi avaliada a expressao de sialiltransferases nos linfécitos B purificados de
camundongos IL-4KO ou IFN-yKO com intuito de verificar a modulacdo por citocinas do

perfil de glicosilagdo dos anticorpos IgGl1.

113



Como resultado, pdde-se observar que houve menor expressdo de S73Gal III,
ST6GalNacl e III nos linfocitos B de camundongos IL-4KO em relagdo aos de camundongos
IFN-yKO (Figuras 40, 41 ¢ 42).

m IFN-yKO O IL-4KO
1

ST3Gal v —
ST3Gal v —

*
ST3Gal li _

ST3Gal I —
ST3Gal | —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
2-AACt

Figura 40- Expressao génica de ST3Gal (I-V) em linfécitos B de camundongo IFN-yKO e IL-4KO.
1x107 células foram coletadas e utilizadas para a extragiode RNAm e a expressio das enzimas
sialiltransferases (ST8Sial I-V) foram avaliadas em reagdes de PCR em Tempo Real. Os
resultados foram expressos como 24",

m IFN- y KO PIll O IL-4KO
1

ST6GaiNac IV —
*
ST6GalNac Il _

ST6GalNac I _
*
ST6GalNac | —

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
2-AACt

Figura 41- Expressdo génica de ST6GalNac (I-1V) em linfécitos B de camundongo IFN-yKO e IL-4KO.
1x107 células foram coletadas e utilizadas para a extraciode RNAm e a expressdo das enzimas
sialiltransferases (ST8Sial I-V) foram avaliadas em reagdes de PCR em Tempo Real. Os
resultados foram expressos com 24",

114



m IFN-yKO O IL-4KO
1

Stesial v —
STéSial IV ﬁ
STésial il _

Stgsial Il ﬁ
SteSial | —4

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
2-AACt

Figura 42- Expressao génica de ST78Sial (I-V) em linfécitos B de camundongo IFN-yKO e IL-4KO.
1x107 células foram coletadas e utilizadas para a extracio de RNAm e a expressio das enzimas
sialiltransferases (ST8Sial I-V) foram avaliadas em reacdes de PCR em Tempo Real. Os
resultados foram expressos como 24",

4.9 Avaliacao da atividade enzimatica das sialiltransferases

Visto que houve diferenca na expressao génica das sialiltransferases, focamos 0 nosso
estudo na avaliacdo da atividade das enzimas sialiltransferases, como possivel explicacao para
o aumento de residuos de 4cido sidlico encontrado na molécula de anticorpos IgGl
anafilaticos em relacdo ao nao-nafiléticos.

Para tanto, empregamos o ensaio imunoenzimatico que fundamenta-se na incubagdo de
anticorpos IgG1 dessialilados com as enzimas sialiltransferases obtidas dos hibridomas U7.6 e
HS juntamente com residuos de acido sialico. A adi¢do deste monossacarideo a molécula de
anticorpo foi avaliava pela sua afinidade a lectina Sambucus nigra e a reagdo revelada pela
técnica de ELISA.

Na figura 43 pode ser observado que o anticorpo dessialilado que foi incubado com as
enzimas obtidas do hibridoma U7.6 apresentou maior afinidade a Sambucus nigra que o

anticorpo dessialilado e incubado com as enzimas do hibridoma H5. Além disso, a afinidade
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de ligacdo do anticorpo incubado com as enzimas U7.6, foi semelhante a observada com o
anticorpo anafilético.

A partir deste resultado, foi possivel determinar a atividade enzimdtica das
sialiltransferases obtidas de hibridomas U7.6 ¢ H5, representada na figuras 44. E possivel
observar que a atividade de sialiltransferases provenientes do hibridoma U7.6 foi
estatisticamente mais eficiente na adicao de acido sidlico a molécula de IgG1, que as enzimas
sialiltransferases do hibridoma HS.

Diante destas observacdes, testamos a capacidade das enzimas sialiltransferases do
hibridoma U7.6 de promover a adi¢ao de acido sidlico nos anticorpos IgG1 monoclonais nao-
anafilaticos.Verificamos aumento da afinidade dos anticorpos IgGl ndo-anafilaticos a
Sambucus nigra, apos incubacdo com enzimas sialilransferases do hibridomas U7.6, quando
comparado com os anticorpos IgG1 nao-anafilaticos ou quando estes foram incubados com
sialiltransferases do hibridoma HS. Alem disso, foi possivel verificar afinidade similares entre
anticorpos IgG1 anafildticos e anticorpos ndo-anafilaticos incubados com sialiltransferases do
hibridoma U7.6 (Figura 45).

Pudemos observar ainda, que a atividade das sialiltransferases do hibridoma U7.6 foi
estatisticamente mais eficiente na sialilacdo dos anticorpos IgG1 ndo-anafilaticos em relacao
as sialiltransferases de hibridoma HS (Figura 46). Este resultado sugere aumento no contetdo

de 4cido sidlico presente nos anticorpos IgG1 nao-anafildticos apds reacao.
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Figura 43- Afinidade dos anticorpos IgG1 a lectina Sambucus nigra.

Anticorpos IgGl monoclonais ndo-anafildticos, previamente dessialilados, foram
incubados com enzimas sialiltransferases obtidas do hibridoma U7.6(IgG1ldes +SIAL
U7.6) ou com sialiltransferases isoladas de hibridoma HS5 (IgGldes +SIAL HS) e
posteriormente, testados quanto a sua ligagdo a Sambucus nigra em ensaio de ELISA.
Os resultados representam a media das densidades Opticas obtidas das amostras em
triplicata + desvio padrio. IgG1 dessialilado foi empregado como controle negativo para
determinacdo da atividade enzimadtica.

Atividade Sialiltransferase

Densidade 6ptica/mg de proteina

IgG1d+ SIAIU7.6  IgG1d + SIAL H5
Grupos

Figura 44 - Atividade enzimadtica das sialiltransferases obtidas dos hibridomas U7.6 e H5 sob o
anticorpo IgG1 dessialilado .
Amostras de IgG1 dessialilado foram incubadas com enzimas sialiltransferases obtidas
do hibridoma U7.6 ou com enzimas sialiltransferases do hibridoma HS. Atividade
enzimadtica foi calculada pela férmula: [(D.O Amostra — D.O branco)/ concentracio de
proteina (mg/ml)]. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica pelo
método ndo-paramétrico t test. * = p < 0,001 comparado a I[gG1d+SIAL U7.6.
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Figura 45- Afinidade dos anticorpos IgG1 a lectina Sambucus nigra.

Anticorpos IgGl monoclonais nao-anafildticos, previamente dessialilados, foram
incubados com enzimas sialiltransferases obtidas do hibridoma U7.6(IgGldes +SIAL
U7.6) ou com sialiltransferases isoladas de hibridoma H5 (IgGldes +SIAL HS5) e
posteriormente, testados quanto a sua ligagdo a Sambucus nigra em ensaio de ELISA. Os
resultados representam a media das densidades Opticas obtidas das amostras em triplicata
+ desvio padrio. IgGl ndo-anafildtico foi utilizado como controle negativo para
determinacdo da atividade enzimdtica.
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Figura 46- Atividade das sialiltransferases obtidas dos hibridomas U7.6 e H5 sob o anticorpo IgGl
ndo-anafilatico.
Amostras de IgG1 ndo-anafildticos foram incubadas com enzimas sialiltransferases obtidas
do hibridoma U7.6 ou com enzimas sialiltransferases do hibridoma HS5. Atividade
enzimdtica foi calculada pela férmula: [(D.O Amostra — D.O branco)/ concentragdo de

proteina (mg/ml)]. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise estatistica pelo
método ndo-paramétrico t test. * = p < 0,001 comparado ao grupo H5+SIAL U7.6.
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Discussao

5 DISCUSSAO

A acgdo protetora das diferentes classes de anticorpos em resposta aos inimeros agentes
potencialmente patogé€nicos € incontestdvel (LIBLAU e BACH, 1992; De GRACIA et al.,
1996; SIBER et al., 1980). Por outro lado, em algumas situacdes estas moléculas podem
participar de reacdes exacerbadas e auto-dirigidas, como por exemplo, as alergias contra
agentes que sao potencialmente inertes (PRUSSIN e METCALF, 2006; STRAIT et al., 2006).

Neste sentido, estudando o papel dos anticorpos nas reagdes anafildticas em modelo
murino nosso grupo demonstrou que os anticorpos IgG1 sdo funcionalmente divididos em
anafilaticos ou ndo-anafilaticos. Sobre a regulacdo da sintese destas moléculas, verificou-se
que a IL-4 promove a producdo da fragdo anafildtica, enquanto que IFN-y/IL-12
potencializam a sintese dos anticorpos nao-anafildticos. Somado a isso, foi evidenciado que o
adjuvante utilizado na inducao da resposta imunoldgica antigeno-especifica também é capaz
de modular a producéo preferencial de cada subtipo de IgG1 (FAQUIM-MAURO et al., 1999;
FAQUIM-MAURO et al., 2000).

Posteriormente, foi relatado que a cadeia de carboidratos presente na regido Fc dos
anticorpos IgG1 anafildticos € essencial para a sua atividade bioldgica, uma vez que
anticorpos deglicosilados perderam a capacidade de induzir anafilaxia in vivo (FAQUIM-
MAURO et al.,, 2003). Neste contexto, o objetivo deste projeto foi buscar diferengas
estruturais entre estes subtipos de IgG1 que determinasse a sua fungdo efetora.

Alguns estudos de caracterizacdo estrutural de anticorpos de diferentes classes e de
identificacdo das cadeias de oligossacarideos ligadas a eles ressaltam que a substituicao de um
unico aminoacido no dominio Cy, destas moléculas pode interferir na insercdo da cadeia
glicosidica N-ligada e assim alterar a sua atividade funcional (LIS e SHARON, 1993; r

JEFFERIS et al., 1995). Como exemplo foi demonstrado que para os anticorpos IgG humanos
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a N-glicosilagao destas moléculas é fundamental para sua fungdo efetora, tais como ativacao
do sistema complemento e o mecanismo de citotoxicidade celular mediada por anticorpos
(MALHOTRA et al., 1995; JEFFERIS e LUND, 2002; MATSUMIYA et al., 2007).

Diante destas informagdes, a primeira estratégia experimental abordada foi realizar o
seqiienciamento da regido Fc envolvida na fun¢do efetora dos dois subtipos de IgGl. Uma
vez que, os resultados mostraram homologia de 100% nas seqiiéncias obtidas dos dois
subtipos de IgG1, pudemos descartar a possibilidade de que alguma mudanga de nucleotideos
e conseqiiente alteracdo de aminodcidos nesta regido seria responsdvel pela capacidade ou
incapacidade destas moléculas de mediar reacdes anafiléticas.

Fundamentados em trabalhos que descrevem o papel relevante do tipo de glicosilacao
de diversas glicoproteinas, incluindo os anticorpos, para a manutencdo das suas atividades
biolégicas (MIMURA et al.,, 2000; ARNOLD et al.,, 2007), focamos o estudo na
caracterizacdo dos carboidratos que estdo ligados a regido Fc dos anticorpos IgG1.

Em relacdo ao anticorpo IgG, a principal imunoglobulina do soro, sabe-se que a cadeia
de oligossacarideos ligada ao aminodcido asparagina-297 ¢ biantendria do tipo-complexa,
contendo principalmente residuos de N-acetilglucosamina (GIcNAc), manose, galactose e
conteddo varidvel de fucose e 4cido sidlico terminal. Estd descrito ainda, que diversos fatores
influenciam a formacdo da cadeia oligossacaridica que serd ancorada na proteina. Dentre estes
fatores estd a inser¢do inicial da estrutura bdsica formada por residuos de manose-N-
acetilglucosamina na cadeia polipeptidica que permite a adicdo de galactose e posterior
inser¢des de residuos de acido sidlico, o qual € o dltimo grupo glicosil adicionado a cadeia
(VARKI, 1999; FERRARA et al., 2006). Estudos realizados com anticorpos IgG policlonais
presentes nos soros humanos permitiram identificar mais de 30 estruturas distintas de
oligossacarideos N-ligadas (FAROOQ et al., 1997).

Alguns trabalhos ressaltam ainda, que a adi¢cdo de monossacarideos em diferentes
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posicdes na estrutura bdsica da cadeia do tipo-complexa pode aumentar ou diminuir a
afinidade de ligacdo dos residuos de manose (pertencentes a cadeia bdsica) a lectina
Conavalia ensiforme (Con A) (KOBATA e ENDO, 1992; YAMAMOTO et al., 1995).

Considerando estes relatos e os resultados obtidos quanto a afinidade dos dois subtipos
de IgGl as diversas lectinas, pudemos constatar que ambos os anticorpos IgG1 monoclonais
apresentam cadeias N-ligadas as suas regides Fc do tipo-complexa, as quais sdo compostas
por residuos de N-acetilglucosamina, manose, galactose, fucose e acido sidlico.

Ainda com relacdo a estes resultados, mais importante que a determinacdo do tipo de
cadeia glicosidica ligada aos anticorpos IgGl foi a deteccio de maior contetido
principalmente de fucose e acido sidlico na cadeia ligada ao anticorpo anafilatico em relagdo a
do ndo-anafilatico. Além disso, esses dados permitiram padronizar uma metodologia que
permite separar os anticorpos anafilaticos dos ndo-anafildticos, segundo a sua afinidade a
coluna de lectina especifica para residuos de dcido sidlico.

Estas observacdes nos impulsionaram a estudar a relevancia desses monossacarideos
para a atividade anafildtica dos anticorpos IgGl. Para tanto, utilizamos a estratégia de
remog¢do desses carboidratos por meio do tratamento enzimdtico de anticorpos monoclonais
IgG1 anafildticos com as enzimas fucosidase e neuraminidase e posterior avaliacdo da
capacidade destes anticorpos de induzir reacdo de PCA in vivo.

Verificamos claramente, que os residuos de acido sidlico sio fundamentais para a
atividade anafildtica dos anticorpos IgGl, enquanto que a retirada de fucose ndo altera a
funcdo efetora destas moléculas.

Observamos ainda, que a perda da capacidade dos anticorpos IgG1 dessialilados de
mediar anafilaxia n3o foi devido a degradacdo da proteina pelo tratamento com a

neuraminidase confirmado por eletroforese em gel de poliacrilamida .
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Estudando o efeito da galactosilagdo e fucosilacdo na afinidade dos anticorpos IgG
humanos aos diferentes receptores Fcy, Shield et al. (2002) demonstraram que os residuos de
fucose e galactose nao sdo essenciais para a ligacdo do anticorpo ao FcyRI, mas a fucose é
fundamental para a ligacdo ao receptor FcylIA. Em contraste, a perda de fucose nos
anticorpos IgG1 humanos resulta no aumento da afinidade desta molécula ao receptor FcyIIIA
e assim, na capacidade deste anticorpo de mediar citotoxicidade por células NK. Estes dados
revelaram, portanto, que a presenca ou auséncia de residuos de fucose na cadeia de
carboidratos de anticorpos IgG humanos seletivamente determina a perda ou aumento da
afinidade deles aos diferentes receptores Fcy. No entanto, os autores ndo demonstraram se a
mudanca de afinidade foi devido a interagdo direta do receptor com residuos de fucose ou a
alguma alteragao conformacional do anticorpo.

No entanto, estudo realizado em modelo animal mostrou que a afinidade de
anticorpos com baixo contetido de fucose aos receptores Fcyll e FcylIl ndao foi maior do que a
observada com anticorpos altamente fucosilados. Este dado parece, portanto ser o motivo pelo
pouco incentivo em estudar o efeito da defucosilagdo ou da remocdo parcial de fucose na
atividade bioldgica dos anticorpos murinos (SCALLON et al., 2007)

Diante dos nossos resultados demonstrando que a remocgdo de 4cido sidlico da cadeia
glicosidica dos anticorpos IgG1 aboliu a capacidade dele de desencadear anafilaxia in vivo,
estudamos como a remog¢do desses residuos poderia modular a reagdo anafildtica utilizando
ensaios in vitro.

Quanto ao mecanismo de desgranulacdo dos mastdcitos mediada pelos anticorpos
IgG1 murinos, esta claro na literatura que estas células expressam em sua superficie tanto os
receptores de ativagdo Fcyl e Fcylll e de inibicdo FcyRII. Neste contexto, Takai et al. (1996)

mostraram que mastdcitos de camundongos deficientes no receptor Fcyll sdo mais sensiveis
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aos sinais de ativagdo e desgranulagdo via ligacdo de anticorpos IgG1 aos receptores FcyIll
que mastdcitos de camundongos do tipo selvagem.

Foi evidenciado ainda, que a reacdo de PCA induzida por anticorpos IgGl ¢
dependente dos FcyRIII, uma vez que, em camundongos deficientes em FcyRIIl ou que
tiveram este receptor bloqueado pelo pré-tratamento com anticorpo 2.4G2, a reagdo
anafilatica foi totalmente abolida (HAZENBOS et al., 1996).

Observamos nos experimentos realizados in vitro com uma linhagem de mastdécitos
que os residuos de dcido sidlico sdo essenciais para afinidade de ligacao da regido Fc do
anticorpo IgG1 aos receptores FcyRIII destas células, o que resulta na ativacdo e
desgranulacdo em resposta ao desafio com anticorpo anti-IgG1 de camundongo ou com
antigeno.

Estes resultados despertaram um questionamento se a incapacidade dos anticorpos
IgG1 nao-anafildticos assim como os dessialilados em mediar anafilaxia poderia ser devido a
ligacdo desses anticorpos aos receptores Fcyll e conseqiiente regulacdo negativa da reagdo
anafilatica. Esta hipétese foi descartada, pois os resultados obtidos por citometria de fluxo
mostraram menor porcentagem de mastdcitos positivos (fluorescentes) quando incubados com
os anticorpos ndo-anafildticos (baixo conteudo de dcido sidlico) ou com o dessialilado,
eliminando assim a possivel ligacdo desses anticorpos aos receptores FcyRIL.

Outro ponto abordado foi a possibilidade de perda de afinidade do anticorpo ao
antigeno apds o tratamento enzimdtico para remogdo dos residuos de acido sidlico, essa
ddvida também foi eliminada quando verificamos que o anticorpo IgGl dessialilado e o
deglicosilado foram capazes de reconhecer o antigeno da mesma forma que o anticorpo IgG1
anafilatico e o ndo-anafilatico, em ensaio imunoenzimatico.

Para anafilaxia, apenas poucos trabalhos descreveram o papel essencial da N-

glicosilagdo dos anticorpos IgE murinos na capacidade destas moléculas de induzir
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desgranulacdo de mastdcitos e conseqiientemente de mediar reagdo anafildtica. Dentro desse
contexto, vale ressaltar o trabalho realizado por Granato e Nesser (1987) que demonstra que
anticorpos IgE monoclonais murinos contendo cadeias de oligossacarideos com alteracdes no
conteido de galactose ou glicose foram capazes de desencadear reacdo de PCA e
apresentaram a mesma afinidade de ligagdo a uma linhagem basofilica de rato (RBL-1, Rat
Basophilic Leukemia) em ensaio in vitro, da mesma forma que outros monoclonais IgE
testados. No entanto, anticorpos IgE deglicosilados, resultantes do cultivo do hibridoma com
tunicamina, ndo foram capazes de se ligar as células RBL-1 via receptor Fce. Outro estudo
revelou que, anticorpos IgE deglicosilados, os quais foram obtidos de soros de camundongos
tratados com um polipeptideo (1 KDa) extraido da urina humana, apresentam menor atividade
anafilatica que anticorpos IgE glicosilados (MASUDA et al., 2001).

Com os estudos realizados com os anticorpos IgG1 monoclonais pudemos mostrar,
pela primeira vez, a direta correlac@o entre o grau de sialilacdo da cadeia de oligossacarideos
N-ligada ao anticorpo IgGl com sua a atividade anafilatica. Evidenciamos ainda, que esta
perda da capacidade anafilatica do anticorpo IgG1 dessialilado € decorrente da diminui¢do da
afinidade de ligacdo deste anticorpo aos receptores FcyIIl nos mastdcitos comprometendo
portanto, a ativagdo destas células no contato com o antigeno.

A relevancia do 4cido sidlico associado a cadeia polissacaridica dos anticorpos em
relacdo a sua funcdo efetora foi também descrita por Kaneko et al. (2006). Neste trabalho os
autores demonstraram que o grau de sialilacdo de anticorpos IgG humanos determina a
capacidade destas moléculas de mediar atividade pré ou anti-inflamatéria. Em modelo de
artrite desenvolvido em camundongos foi visto que a administracdo de IgG humana por via
endovenosa (IVIG) ¢ eficiente no tratamento da doenca e que essa protecdo ¢ mediada pela
fracdo de anticorpos IgG altamente sialilados (IgG com acdo anti-inflamatdria). Além disso,

os autores observaram que esta atividade protetora da IgG-sialilada € resultante da sua ligacao

124



aos receptores FcylIB nos macréfagos. Esta interacdo promove o aumento da expressao destes
mesmos receptores na superficie destas células bem como a inibicdo da sua atividade efetora.

Portanto, os nossos resultados corroboram com o trabalho acima descrito no que se
refere ao papel dos residuos de dcido sidlico como moduladores da atividade funcional dos
anticorpos, ou seja, quanto maior o conteido de acido sidlico presente na cadeia glicosidica
maior a afinidade de ligacdo desta molécula ao receptor expresso na célula efetora.

Uma vez que demonstramos a participacdo do 4cido sidlico na atividade anafilatica
dos anticorpos IgG1 monoclonais, decidimos investigar o perfil de glicosilagao dos anticorpos
IgG1 policlonais anafildticos e nao-anafildticos purificados de soros de camundongos
imunizados.

Para tanto, seguimos o mesmo protocolo descrito por Faquim-Mauro et al. (1999) de
imunizacdo de camundongos IL-4KO ou IFN-yKO com os antigenos PI ou PIII do extrato de
Asc, respectivamente. Os soros obtidos foram submetidos a uma série de purificacdes para a
obtencdo da subclasse IgG1 anti-Asc.

As andlises das cadeias de oligossacarideos dos anticorpos policlonais por HPAEC-
PAD revelaram maior conteido de oligossacarideos mono- e di-sialilado nos anticorpos IgG1
purificados de camundongos IFN-yKO em comparacdo ao obtido nos anticorpos IgGl
purificados de camundongos I1L-4KO.

Além disso, os resultados mostraram que a fragdo de anticorpos IgG1l de soros de
camundongos IFN-yKO possuem atividade anafildtica, enquanto que os anticorpos IgG1l
obtidos de camundongos IL-4KO foram incapazes de induzir reagdes de PCA in vivo (ndo-
anafilaticos).

O conjunto dos resultados alcancados com os anticorpos IgG1 purificados sugerem
predominio de anticorpos anafilaticos nos soros dos camundongos IFN-yKO que apresentam

cadeia de oligossacarideos com perfil semelhante ao do monoclonal anafildtico, e que os
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anticorpos IgG1 purificados dos camundongos IL-4KO s3o nao-anafildticos e menos
glicosilados, assim como o anticorpo monoclonal ndo-anafilatico.

Fundamentados nestes resultados podemos sugerir que a imunizacao/ativacdo do
sistema imune por um antigeno, além de regular a troca de classe dos anticorpos pode
modular o processo de glicosilagdo destas moléculas. Considerando esta hipdtese, outro
objetivo de estudo foi a analisar a expressdao das enzimas que participam do processo de
glicosilagao dos anticorpos.

Os resultados permitiram evidenciar que ndo houve diferenca significativa na
expressao das oligossacariltransferases, glicosidase I e Il que codificam enzimas envolvidas
na etapa inicial de insercdo da estrutura basica de oligossacarideos a cadeia polipeptidica tanto
nos hibridomas produtores de IgG1 como nos linfécitos B purificados.

As enzimas oligossacariltransferases sdo responsaveis pela transferéncia do precursor
(Glec3Man9GIcNAc2) presente no doador lipidico, para asparagina na posi¢do 297, durante o
seu transporte pela membrana do reticulo endoplasmético. O processamento € iniciado pela
remog¢do do residuo de glicose terminal pela al,2 glicosidade I e posteriormente, os dois
residuos de glicose internos sao removidos pela acao especifica da enzima al,2 glicosidase 11.

Estes resultados descartam, portanto, possivel defeito primério no transporte de
glicoproteinas do reticulo endoplasmético para o aparelho de Golgi, onde ocorre a fase final
do processo de glicosilagdo das glicoproteinas.

No entanto, foi verificado que a expressio dos genes N-acetil-
glicosaminiltransferase 1 e manosidases (I e II) que codificam as enzimas responsaveis pela
adicao de residuos de N-acetilglicosamina e remocao de residuos de manose, respectivamente,
estdo menos expressos no clone HS e nos linfécitos B produtores dos anticorpos nao-
anafilaticos. Sabe-se que alteragdes nessa fase do processo de glicosilagdo comprometem a

exposicdo do sitio catalitico da fucosiltransferase, que somado com a baixa expressdo desta
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ultima enzima, pode resultar na formagcdo de uma cadeia de oligossacarideos com baixo
conteido de fucose (DENNIS et al., 1999). Estes resultados podem, portanto, explicar o
motivo pelo qual o anticorpo ndo-anafildtico apresenta cadeia polissacaridica menos
fucosilada que o anafilatico.

A etapa final da sintese de cadeia de carboidratos do tipo complexa envolve a
participacao de outras enzimas como: galactosiltransferases e sialiltransferases. Em relacdo a
expressdo de galactosiltransferase I, enzima que adiciona galactose a cadeia de carboidratos,
pudemos verificar menor expressao génica desta enzima no hibridoma e nas células secretoras
de anticorpos IgGl ndo-anafildticos, o que pode comprometer a adi¢do subseqiiente dos
residuos de 4cido sidlico pelas sialiltransferases. Esses dados poderiam entdo, justificar o fato
de que os anticorpos IgG1 ndo-anafilaticos possuem menor contetido de acido sidlico na sua
cadeia de carboidratos que o anticorpo anafildtico. Portanto, como etapa final e considerando
o papel crucial dos residuos de 4cido sidlico para a atividade dos anticorpos IgG1, analisamos
a expressao das enzimas sialiltransferases que sdo especialistas na adi¢do de residuos de acido
sidlico em diferentes posi¢des da cadeia glicosidica.

Das familias de sialiltransferases analisadas, destacamos os genes ST73Gal Il e 1V;
ST6Gal, ST6GalNac Il e IV e ST8Sial I e I, os quais estiveram menos eXpressos no
hibridoma e células B produtores dos anticorpos ndo-anafildticos em relacdo ao observado no
hibridoma e linf6citos B secretores de anticorpos anafilaticos.

Esses resultados nos impulsionaram a buscar dados na literatura que pudessem
acrescentar no entendimento da participacdo dessas enzimas no processo de glicosilagdo de
anticorpos IgG. Em suma, as familias ST3Gal, ST6Gal, ST6GalNac e ST8Sial sdo compostas
por vdrias enzimas que entre si apresentam alta identidade entre suas seqii€ncias de
aminodcidos. As enzimas da familia ST3Gal sdo responsdveis pela transferéncia de éacido

sidlico do substrato doador para residuos de galactose na posi¢do 02,3 da cadeia e utilizam
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como substrato aceptor as estruturas GalB1,3GlcNac e GalB1,4GlcNac das glicoproteinas,
incluindo os anticorpos (KONO et al., 1997). A enzima ST6Gal I € a principal envolvida na
adicao de acido sidlico a residuos de galactose na posicdo 02,6 tendo como estrutura aceptora
Galp1,4GlcNac (TAKASHIMA et al., 2003).

As enzimas ST6GalNac transferem acido sidlico do substrato doador para o residuo N-
acetilgalactosamina na posi¢do 02,6 na cadeia de oligossacarideos da proteina.
Especificamente, ST6GalNac III e IV utilizam a estrutura Sian2,3GalB1,3GalNac como
substrato aceptor (LEE et al., 1999). Enquanto que, as ST8Sial estdo envolvidas com a ligacao
de 4cido sidlico na posicao 02,8 da cadeia de carboidratos e ST8Sial III utiliza a estrutura
Sian2,3Galp1,4GlcNac como substrato aceptor (YOSHIDA et al., 1995).

Com relagdo ao papel destas enzimas na produgdo de anticorpos, foi verificado que
camundongos deficientes em ST6Gal 1 apresentam forte quadro de imunossupressdao, com
reducdo dos niveis de IgM séricos, inibi¢ao da proliferacao de linfécitos B em resposta a
ligacdo cruzada de IgM e CD40 e diminuicdo da producdo de anticorpos contra antigenos T-
dependentes e independentes (HENNET et al., 1998).

De uma forma geral, as sialiltransferases sdo reguladas e expressas diferencialmente
em vdrios tipos celulares o que, portanto mostra a especializacdo na geracdo de diferentes
glicoproteinas com padrdes préprios de cadeias glicosidicas (SJOBERG et al., 1996). Além
disto, a maioria das glicoproteinas apresenta residuos de 4cido sidlico na posi¢ao a2-3 do que
na posicdo a2-8 da cadeia glicosidica (ZUBER et al., 1992; QU et al., 1996). Estas
observacoes talvez expliquem o fato de ndo termos observado grande diferenga na expressao
das enzimas da familia ST8Sial entre as células produtoras de anticorpos IgG1 anafilaticos e
nao-anafilaticos.

Considerando que alguns genes que codificam as sialiltransferases foram

diferentemente expressos nas células produtoras dos dois subtipos de IgG1 e que a expressao
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deles resulta em sintese protéica e posterior N-glicosilagdo dos anticorpos, decidimos avaliar a
atividade das sialiltransferases obtidas dos dois hibridomas.

Como descrito nos resultados, estudamos a capacidade destas enzimas de adicionar
acido sidlico aos anticorpos IgGl dessialilados ou ndo-anafildticos. Nesses ensaios
verificamos maior sialilacdo do anticorpo IgGl incubado com as enzimas do hibridoma
secretor da IgG1 anafildtico do que o incubado com as enzimas do hibridoma secretor de
IgG1 ndo-anafilatico. Além disto, observamos que as enzimas do hibridoma secretor do
anticorpo anafildtico foram também eficientes em adicionar 4cido sidlico na molécula de IgG1
nao-anafildtica o que resultou na sua maior afinidade a lectina Sambucus nigra.

E importante ressaltar, que esta metodologia ndo permite determinar em que posicoes
os residuos de 4cido sidlico foram inseridos, porém mostra claramente que as enzimas obtidas
das células secretoras de IgGl anafilatico foram capazes de adicionar in vitro este
monossacarideo em uma molécula de IgGl com eficiéncia semelhante a observada em
anticorpos IgG1 produzidos pelo cultivo do mesmo hibridoma in vitro.

Em conjunto, estas observacdes permitem sugerir correlacdo direta entre a expressao
das enzimas envolvidas na fase final da glicosilacdo com o grau de sialilacdo da cadeia
glicosidica N-ligada aos anticorpos IgG1l. Contudo, os fatores que afetam a atividade das
sialiltransferases na glicosilacdo dos anticorpos necessitam ser melhor explorados.

Reforcando esta correlagdo, Nishiura et al.(1990) observaram a presenca de
paraproteinas IgG hipogalactosiladas e baixa atividade da enzima galactosiltransferase nas
células da medula 6ssea de pacientes com mieloma multiplo. Outros estudos demonstraram
ainda, altos niveis de anticorpos IgG sialilados nos soros de pacientes com mieloma multiplo
e aumento da atividade das enzimas sialiltransferases nas células mononucleares periféricas

(FRITHZ et al., 1985; COHEN et al., 1989; FLEMING et al., 1998).
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Como ja mencionado, a glicosilagdo de todas as proteinas ocorre no complexo de
Golgi. Durante este processo, a presenga das diferentes enzimas, disponibilidade dos residuos
de monossacarideos e a seqiiéncia da cadeia polipeptidica determinam a composi¢ao da
cadeia de carboidratos que serd associada a proteina (DENNIS et al, 1999). Complementar a
isso, alguns trabalhos mostraram que fatores soliveis, como citocinas, exercem influéncia na
formagcdo da cadeia de oligossacarideos associadas aos anticorpos (JEDDI et al., 1999;
CHINTALACHARUVU e EMANCIPATOR, 2000).

Neste sentido, estudando a nefropatia associada a IgA, Chintalacharuvu et al.(2008)
observaram que a imunizacdo de camundongos com virus Sendai inativado em Adjuvante
Incompleto de Freund induz a producao de anticorpos IgA contendo cadeias glicosidicas com
graus alterados de sialilagdo e galactosilacdo. Eles verificaram ainda, que estes anticorpos
depositam-se na membrana mesenquimal, o que resulta no comprometimento da funcdo
glomerular. A partir destes resultados, os autores sugerem que citocinas secretadas por células
Th2 estariam controlando tanto a sintese dos anticorpos IgA como o tipo de glicosilagdao
dessas moléculas.

Com relacdo a utilizagdo de anticorpos como estratégia terapéutica, atualmente, mais
que 20 anticorpos IgG recombinantes estdo licenciados para o tratamento de vdrias doencas.
Portanto, grande incentivo aos estudos na drea da glico-engenharia tem sido feito com o
objetivo de desenvolver métodos capazes de regular negativa ou positivamente a atividade das
células efetoras utilizando estratégias de modulacdo da afinidade de anticorpos aos receptores
Fey.

Tém sido proposto a aplicagdo terapéutica do anticorpo monoclonal anti-CD3
aglicosilado, que diferentemente do anticorpo convencional, ndo provoca efeitos colaterais,
provavelmente devido a sua incapacidade de se ligar e ativar receptores Fcy (BOLT et al.,

1993; FRIEND et al., 1999).
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Em relacdo ao tratamento de doencas alérgicas, o omalizumabe, um anticorpo anti-IgE
sintético ndo-anafildtico, representa uma nova classe de medicamento: os imunomoduladores
monoclonais. Aprovado para uso clinico, este anticorpo atua impedindo a fixacdo da IgE ao
receptor de alta afinidade existente nos mastécitos e baséfilos desde a fase inicial da resposta
alérgica, além de bloquear a fixa¢do dessa imunoglobulina ao receptor de baixa afinidade nos
linfécitos B e em varios tipos celulares (BUSSE et al., 2001; STRUNK et al., 2006). No
entanto, o uso clinico do omalizumabe tem levantado algumas questdes que ndo estdo
completamente esclarecidas, como a eficiéncia do tratamento, ou seja, melhora rdpida em
alguns pacientes, em outros a melhora clinica demora a acontecer, ou pode nem ocorrer. A
possivel explicagdo para essa variacdo baseia-se na observacdo de heterogeneidade das
glicoformas do anticorpo monoclonal (RAJU et al., 2001;CLARK et al., 2006; HOLGATE et
al., 2006). Este fato abre, portanto, espaco para os estudos voltados ao processo de
glicosilagao destes anticorpos.

Na tentativa de resolver este desafio, existem vdrias estratégias para a fabricacdo de
anticorpos que apresentem maior eficiéncia terapéutica. Dentre elas, pode-se destacar o
método de glicosilagdo in vitro utilizando maltiplas glicosiltransferases recombinantes, o qual
tem alcancado resultados promissores como a diminui¢do da heterogeneidade dos anticorpos
produzidos (RAJU et al., 2001). Outro exemplo € a producdo de fragmentos Fc de anticorpos
IgG com glicoformas especificas, que podem funcionar como marcadores celulares em
estudos que visam desvendar as respostas inflamatérias mediadas pelos anticorpos (WATT et

al., 2002).

131



Os resultados obtidos nesta tese, permitiram mostrar que os subtipos de anticorpos
IgG1 apresentam cadeias glicosidicas N-ligadas com composi¢des distintas que sdo
resultantes da  expressdo  diferencial ~das  enzimas  glicosiltransferases e
oligossacariltransferases nas células produtoras dos anticorpos. Pudemos demonstrar ainda,
que os residuos de dcido sidlico presentes na cadeia glicosidica do anticorpo IgG1 murino
determinam a sua capacidade de mediar ou nao anafilaxia. Os resultados obtidos nos ensaios
in vitro realizados com a linhagem de mastdcitos mostram claramente que os residuos de
acido sidlico determinam a afinidade de ligacdo da molécula de IgG1 aos receptores Fcylll e
assim a ativagao destas células.

Consideramos que este estudo acrescenta conhecimentos neste campo pouco
desvendado, que € a glicobiologia de anticorpos. Estas observacdes poderdo ainda, ser
relevantes nos estudos voltados para a engenharia de produ¢do de anticorpos monoclonais.
Além disto, podem ser tteis nos estudos que visam a introducdo ou dele¢do de determinados
genes que codificam enzimas importantes para o processo de glicosilagcdo de proteinas nas
diferentes células. E claro que é apenas inclusdo de novas perspectivas e sugestdes de novos

estudos, mas € inegdvel que, os avancos neste campo sdo aguardados.
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Conclusao

6 CONCLUSOES

= Anticorpos murinos IgG1 anafildticos e ndo-anafilaticos apresentam nos dominios

Cumz e Cys seqiiéncias de nucleotideos com 100% de homologia.

= Os anticorpos IgG1 anafilaticos e ndo-anafildticos sdo quantitativamente diferentes

em suas cadeias de oligossacarideos N-ligadas.

= Residuos de 4cido sidlico e fucose estdo presentes em maior propor¢cao na cadeia

glicosidica do anticorpo anafilético frente a do ndo-anafilatico.

= A atividade anafilatica do anticorpo IgG1 € determinada pelo grau de sialilagao da

sua cadeia de oligossacarideos.

= Os residuos de 4cido sidlico presentes na cadeia de glicanos da molécula de IgG1

modulam a afinidade de ligacao do anticorpo ao receptor FcyIIl nos mastdcitos.

= O hibridoma e as células produtoras de anticorpos IgG1 anafildticos apresentam
maior expressdo génica de algumas glicosiltransferases que o hibridoma e as

células secretoras de anticorpos IgG1 nao-anafilaticos.

= A atividade enzimdtica das sialiltransferases estd comprometida no hibridoma
produtor do anticorpo IgGl nao-anafildtico. Sialiltransferases obtidas do
hibridoma produtor da IgG1 anafildtica foram capazes de adicionar in vitro

residuos de 4cido sidlico a anticorpos IgG1 dessialilados ou ndo-anafilaticos.
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= A sialilag@o in vitro do anticorpo IgG1 ndo-anafilatico aumenta a afinidade deste a
lectina Sambucus nigra na mesma intensidade observada com o anticorpo IgG1

anafilatico.
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