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RESUMO

A imunoterapia com anticorpos monoclonais que bloqueiam receptores inibitorios imunes
como a proteina de morte celular programada 1 (PD-1) e seu ligante (PD-L1) revolucionou
o tratamento do cancer. O desenvolvimento de novas terapias e biossimilares exige
metodologias analiticas validadas para caracterizar a capacidade de bloqueio funcional
desses anticorpos. Embora a citometria de fluxo seja uma plataforma versatil, poucos ensaios
sdo descritos para esta aplicagdo especifica. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e
validar um ensaio de citometria de fluxo para quantificar a capacidade de bloqueio da
interagdo PD-1/PD-L1. Para isso, foi desenvolvido um ensaio onde a proteina recombinante
PD-1 humana foi conjugada a beads de poliestireno. A capacidade de bloqueio foi medida
pela inibi¢cdo da ligagdo da proteina PD-L1 conjugada a um fluorocromo, as esferas com PD-
1. O ensaio demonstrou inibi¢ao dose dependente na presenca de um anticorpo monoclonal
aPD-L1. A partir da curva de inibi¢do, construida com concentragdes no intervalo de 0,1 a
15 pg/mL, foi determinado um ICso médio de 3,122 pg/mL. A plataforma se mostrou precisa
e robusta, sem diferenga estatisticamente significativa entre trés ensaios independentes
(ANOVA de duas vias, p = 0,2178). Adicionalmente, a atividade de bloqueio foi validada
em um ensaio funcional de co-cultura, no qual o anticorpo oPD-L1 restaurou
significativamente a ativagdo de células T (p = 0,0001). Conclui-se que o ensaio
desenvolvido ¢ uma ferramenta precisa, reprodutivel e rapida, adequada para a triagem
funcional e o controle de qualidade de novos anticorpos monoclonais direcionados ao eixo

PD-1/PD-L1.

Palavras-chave: Citometria de Fluxo; PD-1; PD-L1; Anticorpos Monoclonais; Imunoterapia.



ABSTRACT

Immunotherapy with monoclonal antibodies that block inhibitory checkpoints such as PD-
1/PD-L1 has revolutionized cancer treatment. The development of new therapies and
biosimilars requires validated analytical methodologies to characterize the functional
blocking capacity of these antibodies. Although flow cytometry is a versatile platform, few
assays are described for this specific application. The objective of this work was to develop
and validate a flow cytometry-based assay to quantify the blocking capacity of the PD-1/PD-
L1 interaction. For this, an assay was developed where recombinant human PD-1 protein
was conjugated to polystyrene microbeads. The blocking capacity was measured by the
inhibition of binding of a fluorochrome-conjugated PD-L1 protein to the PD-1-coated beads.
The assay demonstrated dose-dependent inhibition in the presence of an aPD-L1 monoclonal
antibody. From the inhibition curve, constructed using concentrations ranging from 0.1 to
15 pg/mL, a mean ICso of 3.122 pg/mL was determined. The platform proved to be precise
and robust, with no statistically significant difference between three independent
experiments (two-way ANOVA, p = 0.2178). Additionally, the blocking activity was
validated in a functional co-culture assay, in which the aPD-L1 antibody significantly
restored T-cell activation (p = 0.0001). In conclusion, the developed assay is a precise,
reproducible, and rapid tool suitable for the functional screening and quality control of new

monoclonal antibodies targeting the PD-1/PD-L1 axis.

Key words: Flow Cytometry; PD-1; PD-L1; Monoclonal Antibodies; Immunotherapy.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um conjunto de doengas caracterizado pelo crescimento anormal e
descontrolado de células que invadem os tecidos adjacentes e se disseminam para outros
orgdos, processo conhecido como metéastase. Esse fendmeno ¢ a principal causa de
mortalidade relacionada ao cancer (WHO, 2023). Segundo a OMS, a doenca ¢ a segunda
causa de morte no mundo e em 2020 foi responsavel por aproximadamente 10 milhdes de
mortes, sendo a causa de 1 a 6 mortes neste ano. Cancer de pulmao, prostata, colorretal,
estomago ¢ figado sdo os tipos mais comuns em homens, enquanto cancer de mama,
colorretal, pulmao, colo de utero e tireoide sdo os mais frequentes entre mulheres (WHO,
2023).

No Brasil, sdo previstos 704 mil novos casos de cancer para cada ano do triénio 2023-
2025 e as regides Sul e Sudeste concentram cerca de 70% da incidéncia (INCA, 2023). Dados
do INCA mostram que os custos diretos do governo federal com o tratamento do cancer
aproximaram-se de 4 bilhdes em 2018 (INCAa, 2021). O desenvolvimento de terapias de
menor custo e de origem nacional se faz necessario tendo em vista a epidemiologia da
doenga.

Atualmente, o manejo oncologico compreende uma abordagem multimodal que
integra intervengdes como a resseccao cirurgica, a radioterapia, a quimioterapia e, mais
recentemente, a imunoterapia. A imunoterapia atua modulando componentes celulares e
moleculares da resposta imunolodgica, restaurando a vigilancia imune antitumoral (NCI,
2023).

Dentro da imunoterapia estdao os bloqueadores de receptores inibitdrios imunes, mais
especificamente, moléculas e células que atuam no desbloqueio do sistema imunolégico.
Receptores inibitorios fazem parte da fisiologia do sistema imune e seu papel principal ¢
prevenir uma resposta imune exacerbada e manter a homeostase. Os receptores inibitorios
sdao ativados quando correceptores da superficie de células T ligam a correceptores de
ativacdo de outras células, como células tumorais. Esses correceptores sdo chamados de
proteinas de receptores inibitorios. A interagdo entre essas proteinas desencadeia um sinal
inibitorio da ativacao das células T. No contexto tumoral, isso impede a resposta antitumoral

mediada por células T citotdxicas e auxiliares (NCla, 2023).
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A imunoterapia baseada em inibidores de receptores inibitdrios imunes consiste em
bloquear a ligacdo entre o ligante e o receptor inibitorio, evitando a inibi¢ao da ativacao das
células T, permitindo a resposta imune antitumoral (NCla, 2023).

Anticorpos monoclonais (mAbs) sdo imunoglobulinas (Ig) que possuem regides
variaveis especificas para um Unico epitopo. Inicialmente, esses anticorpos eram obtidos a
partir de um tUnico clone de linfocito B (WEINER et al., 2010). Atualmente, por meio da
engenharia genética ¢ possivel produzi-los a partir da combinag¢ao de genes de multiplas
fontes de linfécitos B, como de camundongos e humanos (CHAMES et al., 2009).

A terapia baseada em mAbs representa um dos segmentos que mais cresceram no
mercado farmacéutico nas tltimas décadas. Em 2023, o mercado global de anticorpos foi
avaliado em 237,64 bilhdes de ddlares e a projecdo ¢ de uma taxa de crescimento anual de
aproximadamente 11% na proxima década, com expectativa de 679,03 bilhdes de dolares
para 2033 (ABOUL-ELLA, et al., 2024).

A avaliagdo da eficacia de mAbs em inibir a ligagdo entre proteinas de receptores
inibitorios imunes ¢ um passo essencial e critico para o desenvolvimento de novas terapias.
A acuracia e a reprodutibilidade dessa quantificagdao sao primordiais, pois delineiam o
potencial terap€utico desses mAbs, informando a selecdo de candidatos para ensaios pré-
clinicos e clinicos. Atualmente, a ressonancia de plasmoénica de superficie (SPR) ¢
considerada o “padrdo ouro” para avaliagdo quantitativa da afinidade e cinética de ligagao
entre biomoléculas (KHAN et al., 2012; MAYNARD et al., 2009), incluindo a taxa de
inibi¢do de interagdes proteicas. No entanto, ¢ uma metodologia de custo elevado (TANG;
ZENG; LIANG, 2010), o que restringe seu uso na triagem inicial de novos alvos. Nesse
contexto, a citometria de fluxo emerge como uma ferramenta de féacil acesso e grande
versatilidade, podendo auxiliar na triagem inicial e na caracterizagdo da capacidade de
bloqueio de novos mAbs. Por permitir a multiplexacdo, esta abordagem se torna ideal para
a avaliacdo da interagdo de mAbs bi-especificos com diferentes alvos ou epitopos em um
unico experimento.

Neste projeto, desenvolvemos um ensaio de citometria de fluxo para avaliar
anticorpos de bloqueio dos receptores inibitorios PD1/PD-L1. A citometria de fluxo ¢ uma
técnica sensivel e acessivel, com capacidade de multiplexagao. Utilizando a proteina PD-L1
conjugada a uma molécula fluorescéncia e esferas de poliestireno recobertas com PD-1,

quantificamos a capacidade de bloqueio da ligacdo PD-1/PD-L1 de um anticorpo anti-PD-
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L1, validando o ensaio para triagem de novos mAbs contra PD-L1. Adicionalmente, nosso

trabalho abre perspectivas para o uso desta plataforma na avaliagao de multiplos alvos.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1.  RESPOSTA IMUNE ANTITUMORAL E SEUS MECANISMOS DE
REGULACAO

Tumores s6lidos representam um ecossistema complexo e estruturado (DE VISSER;
JOYCE, 2023). O microambiente tumoral (TME) ¢ formado por uma rica diversidade de
células imunes, fibroblastos associados ao cancer (CAFs), células endoteliais e pericitos,
cuja composicdo e estado funcional variam entre pacientes e estagios do tumor. Essas
células, longe de serem espectadoras passivas, desempenham papéis cruciais em todas as
etapas da progressdo da doenca, desde a o estabelecimento da lesdo primaria, invasdo de
tecidos adjacentes e até a disseminacdo e o crescimento metastatico (DE VISSER; JOYCE,
2023). No microambiente tumoral, a interagdo com o sistema imunoldgico ¢ decisiva.
Embora a imunidade adaptativa tenha o potencial de reconhecer e eliminar células tumorais,
muitos tumores em desenvolvimento conseguem evadir esse ataque (ANDERSON; SIMON,
2020). O framework que descreve essa dinamica de vigilancia e evasao ¢ conhecido como o
“ciclo cancer-imunidade” (CHEN; MELLMAN, 2013).

O ciclo cancer-imunidade inicia-se com a disponibilidade de antigenos associados ao
tumor e neoantigenos advindos de células tumorais em morte (BOON et al., 1994). Essas
moléculas sdo capturadas e processadas por células apresentadoras de antigenos (APCs),
como as células dendriticas (DCs), que migram para os 6rgaos linfoides secundarios. Nesses
locais, as DCs ativam os linfocitos T (CD8+ e CD4+) especificos para o tumor.
Subsequentemente, essas células T ativadas, incluindo os linfocitos T CD8+ citotdxicos
(CTLs), migram e buscam infiltrar o TME para reconhecer e destruir as células tumorais,
liberando mais antigenos e perpetuando o ciclo (CHEN; MELLMAN, 2013). No entanto, a
progressao e a eficacia da fase efetora do ciclo sd@o condicionadas pelo fenotipo imunologico
do tumor. Este conceito se manifesta em trés imundtipos principais, cada um refletindo onde
ocorrem as etapas limitantes do ciclo (CHEN; MELLMAN, 2017; HEGDE; CHEN, 2020;
HERBST et al., 2014). Em um cendrio imuno inflamado, os tumores exibem um infiltrado
imune abundante no parénquima. Nesses tumores, a presen¢a de estruturas linfoides
terciarias (TLSs) pode fornecer estimulagdo adicional, aumentando a capacidade funcional,
a sobreviveéncia e a proliferacao dos linfocitos infiltrantes, permitindo que o ciclo se perpetue

(FRIDMAN et al., 2023; MELLMAN et al., 2023; SCHUMACHER; THOMMEN, 2022).
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Em contraste, no imunoétipo excluido, os linfocitos T CD8+ estdo presentes, mas ficam
espacialmente restritos ao estroma peritumoral, impedidos de contatar as células neoplasicas.
Essa compartimentalizacao ¢ frequentemente mediada por uma rede densa de fibras de
matriz alinhadas, depositadas por CAFs, num processo influenciado pela sinalizacao de
TGF-f (MARIATHASAN et al., 2018). Por fim, o fenotipo de deserto imunologico ¢
caracterizado por auséncia de infiltrado de células T no TME, uma condi¢do que pode
resultar da falta de quimiocinas atrativas ou de mecanismos de repulsao ativos (HERBST et
al., 2014).

A resposta imune antitumoral ¢ finamente regulada por diversos mecanismos, que
podem tanto promové-la quanto suprimi-la (ANDERSON; SIMON, 2020). As células
tumorais frequentemente expressam moléculas de ponto de checagem imune, como PD-L1,
que se ligam a receptores inibitorios como PD-1 nas células T, induzindo exaustdo das
células T e suprimindo a resposta antitumoral (BUTTE et al., 2007, CHEN; FLIES, 2013).

Além disso, células T reguladoras (Tregs), que expressam Foxp3, sdo cruciais para
manter a auto tolerancia, mas seu acimulo no tecido tumoral pode suprimir a imunidade
antitumoral (TAY; TANAKA; SAKAGUCHI, 2023). As células B reguladoras (Bregs)
também podem secretar citocinas imunossupressoras como IL-10 e IL-35, ou expressar PD-
L1, contribuindo para a supressdo da resposta de células T (MICHAUD et al., 2020;
MIRLEKAR et al., 2022). A complexidade desses mecanismos regulatorios ressalta a

necessidade de multiplas estratégias terapéuticas.

2.1.1. A Sinapse Imunologica e a Ativacao de Linfocitos T

O sistema imune adaptativo compreende células e mecanismos especializados que
detectam e respondem a antigenos especificos com memoria. Ele é composto
majoritariamente de linfocitos B e T que sdo regulados para proteger o hospedeiro de
patdgenos externos e manter a homeostase. Ambos reconhecem antigenos via receptores
especificos, no entanto somente linfocitos T necessitam que o antigeno seja processado por
APCs e apresentado em moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC).
Linfocitos T sdo classificados em linfocitos T auxiliares CD4+ e linfocitos T citotoxicos
CD8+. Linfocitos T CD4+ apresentam fungdes efetoras mediadas por fatores soluveis e
interagdo com outras células com reconhecimento da apresentacdo via MHC classe 11, ja

linfocitos T CDS8+ apresentam funcdo de citotoxicidade de células especificas via
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reconhecimento de MHC classe I. Linfocitos B efetores diferenciados secretam anticorpos
para antigenos especificos e podem agir como células APCs para linfocitos T (BATISTA;
HARWOOD, 2009; HARDING; UNANUE, 1990). Uma série de eventos precede a ativagao
e expansao de linfocitos, a fim de garantir a especificidade ao alvo e evitar danos ao
hospedeiro (CHI; PEPPER; THOMAS, 2024).

A exigéncia de apresentacdo mediada por MHC ocorre no que ¢ conhecido como
sinapse imunologica, uma interface altamente organizada e dindmica formada entre um
linfocito T e uma APC. O processo se inicia com o reconhecimento do complexo MHC-
peptideo pelo receptor de célula T (TCR). Este primeiro sinal, gerado pelo engajamento do
TCR, ¢ essencial (GRAKOUI, 1999; HUPPA; DAVIS, 2003; UNANUE, 1984), mas ndo
suficiente para a ativagdo completa da célula T. A ligacio do TCR ao MHC-peptideo
desencadeia uma série complexa de eventos de fosforilagdo, onde moléculas como CD4 e
CD8 recrutam a cinase Lck, que fosforila os motivos de ativagdo por tirosina
imunorreceptores (ITAMs) presentes nas caudas citoplasmaticas das proteinas CD3 e TCR
C. A fosforilagdo dos ITAMs recruta e ativa a cinase Zap70, que por sua vez fosforila a
proteina adaptadora LAT, recrutando moléculas de sinalizacdo a jusante e propagando o
sinal intracelular (DUSTIN, 2014; HUPPA; DAVIS, 2003; SMITH-GARVIN;
KORETZKY; JORDAN, 2009). Para evitar a anergia, um estado de hiporresponsividade,
um segundo sinal coestimulatorio ¢ indispensavel para a ativagao completa do linfécito T
(BRETSCHER; COHN, 1970; JUNE et al., 1987, MUELLER; JENKINS; SCHWARTZ,
1989). Este sinal ¢ tipicamente fornecido pela ligacdo do CD28, expresso na maioria das
células T CD4+ e CD8+ as moléculas da familia B7, primariamente B7-1 (CD80) e B7-2
(CD86), presentes nas APCs (SHARPE; FREEMAN, 2002). O CD28 promove a
sobrevivéncia, proliferacdo, metabolismo e producdo de citocinas das células T através de
vias de sinalizagdo como a PI3K/Akt e NF-kf. Outras moléculas coestimulatorias, como
ICOS, 4-1BB e OX-40, também contribuem para a ativacao das células T (CROFT, 2009).
CTLA-4, por exemplo, compete com o CD28 pela ligagdo a CD80/86, atuando como um
"freio" para a ativagdo de células T e induzindo hiporresponsividade ou anergia (QURESHI
et al., 2011; TAYLOR et al., 2004). A sinapse imunoldgica ndo ¢ apenas um ponto de
contato, mas uma plataforma complexa de comunica¢ao que dita o destino funcional do
linfécito. Além da sinalizagao do TCR e da coestimulagao, as integrinas sao importantes para

o trafego de células T, mediando interagdes entre células e a matriz extracelular, o que
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estabiliza as interagdes com as APCs e aprimora a transdugdo de sinais (SHIMIZU et al.,
1990).

Além dos dois primeiros sinais, um terceiro sinal, composto por citocinas, ¢ crucial
para a completa polarizacao e diferenciagdo dos linfocitos T em seus diversos subtipos
efetores (CURTSINGER et al., 1999). Essas citocinas, liberadas no microambiente pela APC
e outras células, direcionam as células T CD4+ virgens para se diferenciarem em subtipos
especializados (HSIEH et al., 1993; MOSMANN et al., 1986), como Thl, Th2, Th9, Th17,
Th22 e T foliculares auxiliares (Tth), cada um com um perfil de expressdo de fatores de
transcri¢ao, como T-bet para Th1 e GATA3 para Th2, e um repertorio de citocinas especifico
para combater diferentes tipos de patdogenos ou células alteradas (SZABO et al., 2000;
ZHENG; FLAVELL, 1997). Por exemplo, IL-12 e IFN-y promovem a diferenciacdo Thl,
enquanto 1L-4, IL-25, IL-33 e TSLP favorecem a diferenciagao Th2. Similarmente, IL-6, IL-
21, IL-23 e IL-1B induzem a diferenciagdo Th17 (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010; ZHU,
2017). Este terceiro sinal ndo apenas influencia a diferenciacdo das células T auxiliares, mas
também ¢ fundamental para a funcionalidade e expansdo de CTLs, que sdao os principais
responsaveis pela funcao de killing de células especificas. Citocinas como IL-2 sdo cruciais
para a proliferacdo e manutencdo das células T ativadas. O conjunto desses trés sinais,
reconhecimento do antigeno, coestimulagdo e ambiente de citocinas, define a amplitude, a
qualidade e a duragdo da resposta imune adaptativa (MELLMAN et al., 2023; MESCHER
et al.,, 2006). Contudo, para garantir a homeostase e prevenir danos teciduais ou
autoimunidade decorrentes de uma resposta exacerbada, esse elaborado sistema de ativacao

¢ rigorosamente contrabalanceado por uma série de vias inibitorias.

Figura 1 - O Ciclo Cancer-Imunidade e a Ativacdo de Linfocitos T.

O ciclo de resposta imune comega com a liberag@o de antigenos tumorais, consequéncia da
morte celular induzida por CTLs. DCs capturam e processam esses antigenos, migrando para
estruturas linfoides para apresenté-los a linfocitos T virgens (naive) via MHC de classe 1. A

ativagdo, dependente da coestimulagdo por CD28/CD80/86, leva a proliferacao e diferenciagio de
novos CTLs. Estes, por sua vez, migram para o tumor € matam outras células tumorais,

perpetuando a resposta imune.
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2.1.2. Receptores Inibidores da Ativacdo de Linfocitos T

Para manter a homeostase do sistema imune e prevenir a autoimunidade, a ativagao
dos linfocitos T € rigorosamente controlada por uma série de receptores inibitorios. Essas
moléculas, frequentemente referidas como receptores inibitdrios imunolégicos, modulam a
resposta imune, sendo cruciais para a manutengao da tolerancia periférica (BINNEWIES, et
al., 2018; THORSSON et al., 2018). A supressdo de sinaliza¢do e a supressd@o metabolica
sdo duas das principais causas de inibi¢do imunoldgica. A supressdo de sinalizagdo ¢
evidenciada pelas formas como as células tumorais reduzem a atividade dos
imunorreceptores estimuladores e aumentam a atividade dos imunorreceptores inibidores
(HE; XU, 2020).

Um numero de imunorreceptores inibitorios foram identificados e estudados com o
evoluir do tempo, alguns deles, sao PD-1, CTLA-4, LAG3, TIM3, TIGIT, GITR e BTLA
(WYKES; LEWIN, 2018). Esses receptores geralmente utilizam motivos de sinaliza¢ao

monotirosina, como 0 motivo inibitdrio baseado em tirosina de imunorreceptor (ITIM) e o
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motivo de comutagdo baseado em tirosina de imunorreceptor (ITSM), para transmitir sinais
inibitérios (HE; XU, 2020). O primeiro e mais bem caracterizado desses receptores ¢ o
CTLA-4. Expresso em cé¢lulas T ativadas e de forma constitutiva em células Tregs, o CTLA-
4 possui uma afinidade muito maior pelas moléculas B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86) do que o
receptor coestimulatorio CD28. Ao competir com o CD28 por esses ligantes nas APCs, o
CTLA-4 efetivamente interrompe o segundo sinal de ativagao, limitando a proliferagdo e a
fungdo efetora das células T (SHARPE; FREEMAN, 2002). O Gene de Ativagao de
Linfocitos 3 (LAG-3) ¢ expresso em células T ativadas e se liga a moléculas de MHC de
classe II com alta afinidade, contribuindo para a regulagdo negativa da fun¢do de células T
CD4+ e CD8+ (ANDERSON; JOLLER; KUCHROO, 2016; WORKMAN; VIGNALI,
2003). Da mesma forma, o TIGIT (Receptor de Imunoglobulina de Célula T e Dominio
ITIM) compete com o receptor coestimulatério CD226 pela ligacdo ao ligante CD155,
transmitindo sinais inibitérios que limitam as respostas de células T e NK (YU et al., 2008;
YU et al., 2008). Outro receptor inibitorio fundamental é o da interacdo entre os receptores
Proteina de Morte Celular Programada 1 (PD-1) e o seu ligante PD-L1. Induzido em células
T, B e NK cronicamente ativadas, o PD-1 interage com seus ligantes, PD-L1 e PD-L2
(FREEMAN et al., 2000). A interagdo entre essas duas proteinas leva a exaustdo das células
T, um estado de disfun¢do caracterizado pela redugdo ou auséncia da funcdo efetora de
células T (BLANK et al., 2019; PHILIP et al., 2017). Essa interagado ¢ usada fisiologicamente
para limitar a extensao da resposta inflamatdria autoimune, manter a tolerancia fetal durante
a gravidez e prevenir rejeigdo de transplante de 6rgdos, mas também ¢é explorada por células
tumorais para manter a tolerancia imune ao tumor (JOHNSON et al., 2022). Por serem
moléculas de superficie, assim como outras moléculas de receptor inibitério imune, sua

interacdo pode ser facilmente inibida pelo bloqueio com anticorpos mAbs (HE; XU, 2020).

2.2. BLOQUEADORES DE RECEPTORES INIBITORIOS IMUNES

A exploragdo da acessibilidade de superficie desses receptores inibitorios
possibilitou o desenvolvimento de mAbs que atuam como bloqueadores de receptores
inibitorios, reativando a resposta imune antitumoral (SHARMA et al., 2023) ao bloquear as
interacdes inibitorias mediadas por esses receptores. Por exemplo, anticorpos anti-PD-1
(como nivolumabe e pembrolizumabe) e anti-PD-L1 (como atezolizumabe e durvalumabe)

impedem a ligacao entre PD-1 e PD-L1, o que reverte a inibicao da sinalizagao do TCR nas
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células T exaustas ou previne sua exaustdo, restaurando sua capacidade citotoxica e de
produgdo de citocinas. Esta abordagem tem demonstrado eficacia, na ativagdo das células T
CD8+ (MELLMAN et al., 2023; SHARMA et al., 2023). De forma analoga, anticorpos anti-
CTLA-4 (como ipilimumabe) promovem a ativagdo das células T tanto por bloquear a
inibicdo direta do CTLA-4 sobre as células T efetoras quanto por mediar a deplecdo de T
regs, que sao grandes supressoras da imunidade antitumoral no TME, através de mecanismos
dependentes de Fc-yR, como a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e a
fagocitose celular dependente de anticorpos (ADCP) (SIMPSON et al., 2013; SELBY et al.,
2013). Em suma, a exploracao desses receptores de superficie levou ao desenvolvimento de
mAbs como inibidores de receptores inibitérios, uma estratégia terapéutica delineada para
reativar a imunidade antitumoral. Considerando sua proeminéncia clinica, a biologia do eixo
PD-1/PD-L1 sera o foco da préxima secdo, que serd seguida por uma discussdo sobre a

implementagdo desses anticorpos monoclonais como terapia.

2.2.1. O Eixo PD-1/PD-L1

O PD-1 consiste em um tnico dominio IgV (imunoglobulina variavel), uma haste,
uma regido transmembrana € uma cauda intracelular com dois motivos de sinalizagdo
baseados em tirosina: ITIM e ITSM (ISHIDA et al.,1992). A ligacdo do PD-1 ao seus
ligantes (PD-L1 ou PD-L2) desencadeia a fosforilagao de ITIM e ITSM, que recruta e ativa
a fosfatase de tirosina 2 contendo dominio SH2 (SHP-2). A SHP-2 ativada desfosforila uma
série de moléculas de sinalizacdo a jusante do TCR e CD28, suprimindo assim a ativacao e
fungdo das células T (CALLAHAN; POSTOW; WOLCHOK, 2016; BAUMEISTER, 2016).
Moléculas de PD-1 internalizadas podem ser ubiquitinadas pela FBXO38 para degradagao
proteassomal ou recicladas de volta para a superficie com a ajuda de TOX (BORDON,
2019). Ja o PD-L1 de superficie passa por constante internalizacao, seguida por reciclagem
ou degradacdo. Uma proteina chaperona, a CMTMS6, regula a reciclagem do PD-L1,
associando-se ao PD L1 tanto na membrana plasmatica quanto nos endossomos para facilitar
a reciclagem e inibir a ubiquitinagdo e degradagdo pelo lisossomo (BURR et al., 2017).
Diversas proteinas foram identificadas como reguladoras da degradagado lisossomal do PD-
L1, como HIP1R, que direciona o PD-L1 ao lisossomo (WANG, et al., 2019). A glicosilagao
e outras modificacdes regulam a estabilidade e degradacdo do PD-L1, influenciando a

deteccdo e fun¢ao do PD-L1 em células tumorais (HE; XU, 2020). Ja PD-L1 ou PD-L2,
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expressos na superficie de células apresentadoras de antigenos ou células tumorais,
interagem em trans com PD-1 na superficie das células T para induzir sinalizacdo inibitoria
(CURIEL et al., 2003). Células tumorais também podem secretar vesiculas extracelulares,
principalmente na forma de exossomos, contendo PD-L1 para ativar a via do PD-1,
suprimindo a atividade das células T no linfonodo de drenagem (ZHAOa et al., 2018). Além
do PD-1, PD-L1 pode interagir em cis com CD80, o que pode interromper as interagdes PD-
L1/PD-1 e CD80-CTLA-4, mas preservar a capacidade do CD80 de ativar a sinaliza¢ao do
CD28 (ZHAOD et al., 2019). Logo, a interacdo cis PD-L1-CD80 desempenha papéis
positivos na imunidade antitumoral ao inibir as fun¢des de PD-1 e CTLA-4 (HE; XU, 2020).
Ap0s a interagdo com o ligante, o PD-1 ¢ fosforilado para exercer sua fun¢ao inibitdria. Seu
dominio citoplasmatico cont¢ém um ITIM e um ITSM. O ITSM fosforilado recruta
principalmente a SHP2 para desfosforilar moléculas de sinalizagdo chave (CD3 e CD28) e
reduzir o nivel de ativagdo (HUI, et al., 2017). O PD-1 inibe tanto a sinalizagdo antigénica
quanto a coestimulatdria, translocando-se para a sinapse imunoldgica em células T ativadas,
ficando préximo ao TCR e ao CD28. A SHP2 prefere significativamente o CD28 ao CD3,
inibindo a via PI3K-AKT do CD28 de maneira dependente do ITSM e independente do
ITIM, mas também pode inibir a fosforilacgdo do CD3 e moléculas de sinalizagao
downstream como ZAP70. Além de seus papé€is inibitérios na sinalizacdo das células T, a
SHP2 também pode ativar a sinalizacao do TCR revertendo a fosforilagao inibitoria do CD3
pela LCK mediada. O sequestro de SHP2 pelo PD-1 fosforilado impede que a SHP2 estimule
a atividade da LCK, contribuindo para a supressdo da sinalizagdo das células T
(CALLAHAN; POSTOW; WOLCHOK, 2016; BAUMEISTER, 2016).

A investigagdo da intera¢do imunossupressora de moléculas de receptor inibitorio
entre APCs e células T levou ao desenvolvimento de novas terapias, algumas ja licenciadas
para o tratamento do cancer, que aumentam a resposta imune através do uso de mAbs que
bloqueiam moléculas de receptor inibitorio imune (WYKES; LEWIN, 2018). Anticorpos
contra PD-1 (pembrolizumab e nivolumab), CTLA-4 (ipilimumab) e PDL-1 (B7-HI)
(atezolizumab, avelumab e durvalumab) sdo exemplos licenciados para uso como

monoterapia ou em combinagdo para varios tipos de cancer (WYKES; LEWIN, 2018).
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2.2.2. Anticorpos Monoclonais como Inibidores de Receptor Inibitério

Os mAbs representam uma classe de agentes terapéuticos que transformaram o
tratamento do cancer. A natureza monoclonal desses anticorpos, que define uma populagao
homogénea de imunoglobulinas provenientes de um unico clone de linfocito B, confere-lhes
especificidade para um unico epitopo (CARTER, 2006; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012).
Isso os distingue fundamentalmente das preparagdes policlonais, permite um direcionamento
preciso ao alvo e minimiza o potencial de reatividade cruzada. No sistema imune humano,
as imunoglobulinas sdo classificadas em cinco isotipos principais, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM,
com base na estrutura de sua cadeia pesada, o que define suas propriedades estruturais e
funcionais distintas. A maioria dos mAbs terapéuticos aprovados ¢ de IgGs, o que se deve a
uma combinagdo de propriedades bioldgicas e farmacocinéticas favoraveis (WEINER;
SURANA; WANG, 2010). As IgGs, com excecdo da IgG3, possuem a maior meia-vida
sérica entre todos os isotipos, de aproximadamente 21 dias, um atributo diretamente ligado
a sua capacidade de interagir com o receptor Fc neonatal (FcRn), que a resgata da via de
degradacao catabolica. Adicionalmente, a estrutura monomeérica simples facilita a produgdo
em larga escala e a distribuicdo tecidual, em oposicdo as estruturas poliméricas mais
complexas como IgA, dimérica, e IgM, pentamérica (CARTER, 2006).

Os mAbs da classe IgG apresentam estrutura candnica de heterotetramero com
aproximadamente 150 kDa e sdo compostos por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves
idénticas, unidas por pontes de dissulfeto para formar uma molécula simétrica em "Y". Essa
arquitetura ¢ funcionalmente bipartida: os dois bragos idénticos formam os fragmentos de
ligagdo ao antigeno (Fab), que contém os dominios variaveis das cadeias pesada (VH) e leve
(VL) e atuam como dominio de reconhecimento do antigeno. A especificidade ¢ conferida
por seis algas hipervariaveis e as regides determinantes de complementaridade (CDRs), que
formam o sitio de liga¢do ao antigeno. A base do mAb compreende o fragmento cristalizavel
(Fc), responsavel por engajar o sistema imune do hospedeiro e mediar as fungdes efetoras
(CARTER, 2006; CHAN; CARTER, 2010; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012; WEINER,
2015).

A tecnologia de hibridoma, desenvolvida por Khler e Milstein em 1975, representou

um marco fundamental que possibilitou, pela primeira vez, a producio de mAbs (KOHLER;
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MILSTEIN, 1975). Contudo, os mAbs de primeira geracdo eram de origem murina, o que
resultava em uma significativa imunogenicidade em pacientes, manifestada como uma
resposta imune do tipo HAMA (Human Anti-Mouse Antibody). Essa resposta ndo apenas
acelerava a depuracao do anticorpo, reduzindo sua eficacia, como também apresentava riscos
de seguranca (KIMBALL et al., 1995). Para superar essa limita¢do, foram desenvolvidas
sucessivas geracoes de anticorpos através de engenharia genética. Inicialmente, surgiram os
anticorpos quiméricos (sufixo -ximab), nos quais os dominios varidveis murinos eram
fusionados a dominios constantes humanos (MORRISON et al., 1984). Subsequentemente,
os anticorpos humanizados (sufixo -zumab) foram criados por meio do enxerto de CDRs
(CDR grafting), uma técnica que transplanta apenas as regides determinantes de
complementaridade murinas para um esqueleto de imunoglobulina humana (JONES et al.,
1986). A geragdo mais avancada consiste nos anticorpos totalmente humanos (sufixo -
umab), produzidos por tecnologias como phage display (HOOGENBOOM, 2005) ou a partir
de camundongos transgénicos que expressam locos de imunoglobulinas humanas
(LONBERG, 2005). Mais recentemente, um avanco tecnoldgico emergiu com a capacidade
de prospectar diretamente o repertério imune humano. Essa abordagem combina o
isolamento de células B tinicas com o sequenciamento de RNA de célula Unica (scRNA-
seq), o que permite a recuperacao direta das sequéncias pareadas das cadeias pesada e leve
de anticorpos de interesse (DEKOSKY et al., 2013). A grande vantagem desta metodologia
¢ a capacidade de isolar anticorpos que ja foram selecionados e otimizados pelo sistema
imune do préoprio paciente, como em resposta a infeccdes ou vacinas, representando uma
nova fronteira na descoberta de mAbs terapéuticos.

A eficécia clinica dos mAbs no cancer deriva de multiplos mecanismos, que podem
incluir o bloqueio de ligantes e vias de sinalizacdo de receptores de fatores de crescimento,
como os da familia EGFR. Ou ainda, os anticorpos podem induzir apoptose, normalizar taxas
de crescimento tumoral ou sensibilizar as células tumorais a agentes quimioterapicos
(SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012; WEINER, 2015). Outros mecanismos importantes de
acdo incluem a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC), onde células NK,
macrofagos e neutrdfilos, entre outras células efetoras, reconhecem células tumorais
revestidas por anticorpos via receptores Fc-yR, como FcyRIIIA, também conhecido como
CD16A, resultando na liberagdo de granulos citotoxicos contendo perforina e granzimas, que

induzem a apoptose da célula alvo. A citotoxicidade dependente do complemento (CDC)
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¢ outro mecanismo, que resulta na lise das células tumorais pela ativagdo da cascata do
complemento e formacdo do complexo de ataque a membrana (CARTER, 2006; CHAN;
CARTER, 2010; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012; WEINER, 2015).

A principal aplicagdo e avanco recente dos mAbs na imunoterapia do cancer reside
na estratégia de bloqueio de receptores inibitdrios imunes. Essa estratégia se baseia no
bloqueio de receptores ou ligantes que suprimiriam a resposta antitumoral mediada pelas
células T. Os mAbs inibidores de receptores inibitorios atuam desativando as vias de
regulagao negativa do sistema imunoldgico, permitindo que as células T recuperem ou
mantenham sua atividade citotoxica contra as células tumorais (CHEN; FLIES, 2013;
CHEN; MELLMAN, 2017; SCOTT; WOLCHOK; OLD, 2012).

Atualmente, diversos mAbs inibidores de receptores inibitérios imunes sao
amplamente empregados na pratica clinica. Os anticorpos anti-PD-1, como nivolumab e
pembrolizumab, bloqueiam o receptor PD-1 nas células T. Ao impedir a ligagao de PD-1 aos
seus ligantes (PD-L1 e PD-L2), esses mAbs restauram a sinalizagdo do TCR e combatem a
exaustdo das células T (BRAHMER et al., 2010). Os anticorpos anti-PD-L1, como
avelumab, atezolizumab e durvalumab, atuam ligando-se diretamente ao ligante PD-L1, que
¢ frequentemente expresso em células tumorais ¢ APCs. Ao neutralizar o PD-L1, esses mAbs
impedem sua interagdo tanto com PD-1 quanto com B7-1, o que restaura a atividade efetora
das células T (BRAHMER et al., 2012). Os anticorpos anti-CTLA-4, como ipilimumab e
tremelimumab, bloqueiam a CTLA-4. Esta molécula compete com o coestimulador CD28
pelos ligantes B7-1/B7-2 nas APCs, atenuando a ativacdo das células T. O bloqueio da
CTLA-4 pelos mAbs anti-CTLA-4 nao s6 reduz essa competi¢do, mas também pode levar a
deplecdo de células Tregs no microambiente tumoral, amplificando a resposta imune
antitumoral (LEACH; KRUMMEL; ALLISON, 1996; SIMPSON et al., 2013). Mais
recentemente, foram aprovados os anticorpos anti-LAG-3, como relatlimabe, que visam
outro receptor inibitério que interage com MHC de classe II, oferecendo uma nova via para
o bloqueio de receptor inibitorio (TAWBI et al., 2022). mAbs que t€ém como alvo o receptor
co-inibitério TIGIT, como tiragolumabe (CHO et al., 2022), estdo em fases avancgadas de
estudo clinico. Na mesma linha, o receptor TIM-3, outro marcador associado a exaustdo de
células T (SAKUISHI et al., 2010), e o BTLA (WATANABE et al., 2003) sao alvos de
anticorpos de bloqueio em investigagdo, com o potencial de expandir ainda mais as

estratégias de bloqueio de receptor inibitdrio para otimizar a fun¢do de células T e NK.
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ANTICORPOS TERAPEUTICOS

2.3.1.

Visao Geral dos Ensaios de Fun¢ao e Bloqueio
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METODOLOGIAS PARA A CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE

A avaliagdo da capacidade de bloqueio de mAbs inibidores de receptores inibitorios

imunes ¢ essencial para determinar sua eficacia inibitdria e consequentemente sua eficacia

clinica. Na literatura, sdo descritos ensaios para avaliar a capacidade de bloqueio de mAbs.

A Tabela 1 descreve o resumo dos principais ensaios in vitro para avaliar a capacidade

funcional de mAbs e as respectivas metodologias empregadas em cada um.

Tabela 1 - Resumo dos principais ensaios in vitro para a caracterizagdo funcional de

anticorpos monoclonais. Para cada ensaio, sdo apresentados o objetivo principal, o principio

metodoldgico, as técnicas de leitura mais comuns para a aquisi¢do de dados e a referéncia

correspondente.

Nomf: (.10 Ensaio Objetivo Principal Principio do Método Te.cnlca de Referéncias
(Acrénimo) Leitura
Ensaio de Avaliar a capacidadedo  Células-alvo sdo Fluorimetria, CHEN et al.,
Citotoxicidade mAD de recrutar células  opsonizadas com o mAb luminometria. 2021
Dependente de imunes (ex: NK) para e co-cultivadas com LALLEMAND
Anticorpos (ADCC) lisar células-alvo. células efetoras. etal., 2017
Citotoxicidade Avaliar a capacidadedo  Células-alvo sdo Espectrofotome REFF etal.,
Dependente de mAb de ativar a via opsonizadas com o mAb tria, 1994
Complemento classica do na presenca de uma fluorimetria,
(CDC) complemento para lisar ~ fonte de complemento  luminometria.
células-alvo. (ex: soro humano).
Ensaio de Apoptose  Avaliar a capacidade do  Células-alvo sdo Microscopiade MATTES et
Induzida por mADb de induzir tratadas com o mAb e fluorescéncia,  al., 2009
Anticorpos (AIA) diretamente apoptose na marcadores de Western Blot.  VERMES et
célula-alvo. diferentes estagios da al., 1995
apoptose sdo avaliados.
Ensaio de Inibicao Avaliar a capacidadedo  Células-alvo sdo Espectrofotome LEE; GE, 2010
de Crescimento mAD de inibir a cultivadas com tria,
Celular (IGC) proliferacdo de células-  diferentes concentragdes luminometria,
alvo. do mAbD e crescimento  fluorimetria.

celular ¢ medido ao
longo do tempo.

Continua
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N do Ensai .. L . . Técnicad .
omfa ,O Hsato Objetivo Principal Principio do Método ef:mca ¢ Referéncias

(Acrénimo) Leitura

Ensaio de Ligagéo Avaliar a capacidade do  Células que expressam o Fluorimetria, POSH, 2021

do Anticorpo (ABA) anticorpo de se ligara  antigeno, cortes de espectrofotome TAN etal.,

um antigeno especifico  tecido ou o antigeno tria, 2020

na superficie celular. purificado sdo microscopia,
incubados com o mAb.  microscopia de
fluorescéncia.

Ensaio de Avaliar a capacidade do  Células/proteinas sdo Fluorimetria, WEIS-

Competi¢do com anticorpo de competir incubadas mAbtestee  espectrofotome GARCIA;

Anticorpo (ACA) com outros ligantes (ex: um ligante competidor  tria. CARNAHAN,
outra proteina ou marcado. 2017
anticorpo) pelo mesmo
sitio de ligacao.

Ensaio de Afinidade  Avaliar a especificidade, O antigeno ¢ Ressonancia CHO et al.,
cinética (ka, k;) © imobilizado na Plasmonicade 2003
afinidade (Kp) da superficie deum sensor.  Superficie ABDICHE et
ligagdo do mAb ao seu O fluxo continuo do (SPR), al., 2008
antigeno. mADb sobre essa Interferometria

superficie gera um sinal de bio-camada
em tempo real, (BLD).
proporcional a ligagdo e
dissociagdo.

Conclusao

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Metodologias baseadas em SPR tornaram-se uma ferramenta padrao na pesquisa e
desenvolvimento de mAbs terapéuticos. A partir da metodologia € possivel caracterizar a
cinética antigeno-anticorpo, o perfil do epitopo e realizar uma triagem para imunogenicidade
(FOREST-NAULT etal.,2021; LU et al., 2020). Os biossensores SPR tém sido amplamente
utilizados na industria como uma ferramenta para quantificar atributos criticos de qualidade
e otimizar o processo de producao de mAbs. Eles sdo integrados ao fluxo de bioprocesso e
no controle de qualidade, representando uma alternativa robusta e versatil em relagdo as
técnicas padrdo, como o ELISA (LU et al., 2020). No entanto, o alto investimento necessario
para a utilizacdo do equipamento deve ser considerado, uma vez que a tecnologia requer
consumiveis especificos (TANG; ZENG; LIANG, 2010). A escolha da metodologia
adequada depende do objetivo do estudo, dos recursos disponiveis e do tipo de anticorpo em
avaliacdo. Cada ensaio apresenta vantagens e desvantagens, mas todos tém como objetivo
principal fornecer informagdes importantes sobre o mecanismo de acdo de mAbs em inibir

os receptores inibitorios imunoldgico e potencializar a resposta imune antitumoral.
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2.3.2. O Papel da Citometria de Fluxo na Avaliacio de Anticorpos

A citometria de fluxo ¢ uma técnica de alta sensibilidade e permite a analise de
multiplos pardmetros a0 mesmo tempo, o que a torna uma ferramenta valiosa na avaliagao
da capacidade de bloqueio de mAbs anti-PD-1 e PD-L1. Na literatura sdo encontrados
poucos estudos utilizando citometria de fluxo para avaliar a capacidade de bloqueio de mAbs
contra receptores inibitorios imunes de forma direta. Os achados se referem majoritariamente
a ensaios para avaliacdo da ocupagdo do receptor por anticorpos ou para detectar outros
marcadores de tumor (BD BIOSCIENCES, 2018; JUNKER et al., 2021; VAN ELSSEN et
al., 2011).

Um ensaio de citometria de fluxo foi descrito por colaboradores da BD Biosciences
para avaliar a ocupa¢do do receptor PD-1 in vitro por anticorpos monoclonais como o
pembrolizumab e o nivolumab. Para isso, PBMCs foram estimuladas com um anticorpo anti-
CD3 para induzir a expressdao de PD-1. Subsequentemente, as células foram cultivadas por
trés dias com os anticorpos terapéuticos ou com um controle de isotipo, mantendo-se a
estimulac¢do com anti-CD3 e IL-2. A quantificacdo da ocupagao foi realizada pela marcacao
das células com um segundo anticorpo anti-PD-1 conjugado a um fluorocromo que compete
pelo mesmo sitio de ligagdo dos anticorpos terapéuticos. Observou-se que a intensidade de
fluorescéncia foi significativamente menor nos grupos tratados com pembrolizumabe e
nivolumabe quando comparada ao controle. Essa redugdo de sinal demonstrou que os
anticorpos terap€uticos ocuparam os receptores PD-1, bloqueando a ligagdao do anticorpo de
detec¢do e, assim, permitindo quantificar a ocupacdo do alvo terapéutico (BD
BIOSCIENCES, 2018).

Junker e colaboradores descreveram um ensaio para avaliagdo da ocupagdo do
receptor PD-1 de maneira semelhante, avaliando a taxa de ocupacao do receptor para um
anticorpo bi-especifico anti-PD-1 e anti-TIM 3 humano em sangue periférico de pacientes
com cancer considerados virgenspara imunoterapia com inibidores de receptores inibitorios
e pacientes com cancer que ja haviam recebido tratamento com imunoterapia com
bloqueadores de receptores inibitdrios em um estudo clinico de fase 1. O ensaio utilizando
citometria de fluxo foi validado, avaliando-se a precisdo intra e inter-insaio e se mostrou
eficaz em avaliar a taxa de ocupagdo do receptor PD-1 (JUNKER et al., 2021).

Van Elsen e colaboradores reportaram um ensaio baseado em citometria de fluxo

para detectar anticorpos contra MUC-1 Tn, uma proteina transmembrana mucina tipo 1 Tn,
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que no tumor, se desprende de células epiteliais e ¢ liberada no soro. Para detectar esses
anticorpos, foi utilizado um modelo de células de ovario de Hamster Chinés (CHO)
expressando MUC1, que foram incubadas com amostras de soro de pacientes oncologicos e
apo6s, um anticorpo secunddario anti-IgG marcado com ficoeritrina (PE) foi usado para revelar
a ligagdo de anticorpos contra a proteina MUC1 (VAN ELSSEN et al., 2011).

Meng e colaboradores desenvolveram e validaram dois ensaios de ligagao baseados
em beads magnéticas, que utilizam a citometria de fluxo para a quantificacao da atividade
de bloqueio de ICIs. Foram criadas duas configuragdes de ensaio. A primeira, denominada
ensaio de ligacdo sL/bR (ligante soluvel/receptor imobilizado na esfera), consistiu na
imobilizagdo do receptor do receptor inibitdrio (como TIGIT ou PD-1) nas esferas,
avaliando-se entdo a capacidade de um ICI em bloquear a ligagdo de seu ligante cognato
solivel, a segunda, denominada ensaio de ligagdo sR/bL (receptor soluvel/ligante
imobilizado na esfera), inverteu essa orientagdo, imobilizando o ligante nas esferas e
medindo o bloqueio da ligacdo do receptor soluvel pelo ICI. Em ambos os formatos, a
interagdo entre receptor e ligante foi identificada através de um anticorpo secundario
fluorescente e quantificada por citometria, o que permitiu o célculo da ICso para determinar
a atividade do inibidor.

Considerando a escassez de ensaios descritos na literatura que utilizem a citometria
de fluxo para detectar anticorpos neutralizantes contra as proteinas de receptor inibitoério PD-
1 e PDL-1, desenvolvemos e validamos um ensaio baseado em citometria de fluxo para
medir a capacidade de bloqueio de mAbs anti-PDL-1 usando um anti-PD-L1 similar ao
Atezolizumab, microesferas revestidas com PD-1 e uma o ligante PD-L1 conjugado a uma

fluorescéncia.
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OBJETIVOS:

3.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um ensaio baseado em citometria de fluxo para mensurar a

capacidade de inibicdo da ligacdo PD-1-PD-L1 de mAbs anti-PD-L1.

3.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Padronizar as condi¢des do ensaio de bloqueio e determinar sua precisiao
intra e inter-ensaio, bem como sua faixa de trabalho e o ICso para um
anticorpo anti-PD-L1 padrao.

Desenvolver uma linhagem celular que superexpressa a proteina PD-L1 para
uso em ensaios funcionais.

Validar funcionalmente a atividade de bloqueio do anticorpo anti-PD-L1 em
um ensaio de co-cultura com células T, utilizando a concentra¢ao de 1Cso

determinada pelo ensaio com esferas.
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DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas imunoterapias, incluindo mAbs e biossimilares,
depende criticamente da disponibilidade de metodologias analiticas robustas e escalaveis
para a caracterizacao funcional de candidatos terapéuticos (BERKOWITZ et al., 2012;
WAGH etal., 2018). Atualmente, ensaios funcionais baseados em células sao indispensaveis
para confirmar a atividade bioldgica, porém sdo frequentemente complexos, demorados e de
baixa capacidade de processamento (FU; TAO; ZHANG, 2021), o que representa um gargalo
na triagem inicial de muitos candidatos. Embora a citometria de fluxo seja uma plataforma
analitica versatil e amplamente acessivel, sua aplicagdo para a quantificagdo direta da
inibi¢do da interagdo PD-1/PD-L1 permanece subutilizada. Para suprir essa lacuna, este
trabalho descreve o desenvolvimento e a validagdo de um ensaio rapido, preciso e livre de
células, baseado em citometria de fluxo, para quantificar a atividade de bloqueio de
anticorpos direcionados ao eixo PD-1/PD-LI.

A nossa abordagem, que utiliza microesferas de poliestireno conjugadas a um
receptor recombinante para medir a inibi¢do de ligagdo por citometria de fluxo, alinha-se a
metodologias bem estabelecidas em outros campos, como na sorologia viral e no diagnostico
(FENWICK et al., 2021; LEIRE EGIA-MENDIKUTE et al., 2022; LOPEZ et al., 2021).
Plataformas similares tém sido empregadas com sucesso para avaliar a capacidade
neutralizante de anticorpos contra variantes do SARS-CoV-2, demonstrando a robustez e a
capacidade de multiplexacao de ensaios baseados em microesferas (TAN et al., 2020; YAO
et al., 2022). O principio fundamental de medir o bloqueio de uma interagdo proteina-
proteina para inferir atividade funcional ¢ a base dos ensaios de neutralizagdo substitutos,
que sdo considerados alternativas valiosas aos testes que dependem de virus vivos ou de
linhagens celulares complexas (STREIF; BAEUMNER, 2025; TAN et al., 2020; YAO et al.,
2022). Nosso trabalho estendeu este principio ao campo da imunoterapia, aplicando-o a
avaliacao de ICls.

Um estudo relevante de Meng e colaboradores (2021) também desenvolveu um
ensaio em microesferas para ICIs, utilizando, no entanto, beads magnéticas. Um achado
chave desse trabalho foi que a sensibilidade do ensaio para o eixo PD-1/PD-L1 foi
significativamente maior quando o ligante (PD-L1) era imobilizado na esfera e o receptor
(PD-1) era o analito soluvel (formato sR/bL). Nosso ensaio foi desenvolvido na orientagao

inversa, com o receptor PD-1 imobilizado na esfera (formato sL/bR). E importante notar
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que, enquanto o ensaio mais sensivel de Meng e colaboradores (2021). utilizava um
anticorpo anti-PD-1 que mirava a proteina soliivel, nosso ensaio utiliza um anticorpo anti-
PD-L1, que também atua sobre o componente solivel (PD-L1-AF488) do nosso sistema.
Essa convergéncia sugere que a sensibilidade do ensaio pode ser otimizada quando o
anticorpo tem acesso irrestrito ao seu alvo em solugdo, evitando potencial impedimento
estérico ou alteragdes conformacionais que poderiam ocorrer com a imobilizagdo na
superficie da esfera.

Um dos pontos fortes deste estudo ¢ a validagdo funcional dos resultados obtidos no
ensaio com esferas em um modelo celular relevante. Demonstramos que o aPD-L1, em uma
concentragdo que aproxima o ICso médio determinado em nosso ensaio (~3 pg/mL), foi
capaz de reverter significativamente a supressdo de células T, restaurando a expressdo do
marcador de ativagdo CD69. Esta etapa ¢ crucial, pois estabelece uma ponte entre um ensaio
de ligagdo simplificado ¢ um sistema biologico complexo, confirmando que a atividade de
bloqueio medida se traduz em uma consequéncia funcional tangivel. Essa estratégia de
validagao, que correlaciona resultados de ensaios em beads com desfechos em ensaios de
infec¢do ou neutralizacao celular, ¢ uma pratica padrdo e essencial no desenvolvimento de
outros ensaios substitutos.

Embora nossa validacao celular em um tnico ponto (ICso) sirva como um importante
prova de conceito, reconhecemos a limitagdo de ndo termos gerado uma curva de dose-
resposta completa no modelo funcional. Como perspectiva futura, a realizagdo dessa curva
permitiria uma analise de correlagdo direta entre a porcentagem de inibi¢do no ensaio com
beads e a restauracdo da ativagdo de células T em maultiplas concentragdes, fortalecendo
ainda mais a validagdo do método. Adicionalmente, a investigacdo da orientacdo inversa do
ensaio (com PD-L1 imobilizado) seria uma abordagem valiosa para avaliar se a sensibilidade
para nosso anticorpo aPD-L1 especifico poderia ser otimizada. Finalmente, a plataforma
atual abre perspectivas para o desenvolvimento de ensaios multiplex, permitindo a avaliagao
simultanea de multiplos alvos, o que seria particularmente util na triagem de anticorpos

biespecificos.
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CONCLUSOES

Em conclusao, desenvolvemos e validamos um ensaio de citometria de fluxo preciso,
reprodutivel e livre de células para a caracterizacao funcional de anticorpos bloqueadores da
interagdo PD-1/PD-L1. A plataforma se mostrou robusta e confiavel, e seus resultados foram
funcionalmente relevantes, como confirmado por um ensaio de ativagdo de células T. Esta
ferramenta representa uma contribui¢do valiosa para o repertorio analitico necessario ao
desenvolvimento e controle de qualidade de novas imunoterapias, enderegando a

necessidade de métodos de triagem eficientes e escalaveis neste campo em rapida expansao.



40

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS REFERENTES A INTRODUCAO E
DISCUSSAO

A High-Throughput Flow Cytometry Assay to Assess PD-1 Receptor Occupancy: BD
BIOSCINCES Drug-Discovery Applications for the BD FACSCelestatm Flow Cytometer
withthe High Throughput  Sampler (Hts), 2018. Disponivel em:

https://www.bdbiosciences.com/content/dam/bdb/marketing-documents/BD-FACSCelesta-

Assess-PD1-Receptor-Occupancy.pdf Acesso em 20 de junho de 2024.

ABDICHE, Y. et al. Determining kinetics and affinities of protein interactions using a
parallel real-time label-free biosensor, the Octet. Analytical Biochemistry, v. 377, n. 2, p.
209-217, jun. 2008.

ABOUL-ELLA, H. et al. Monoclonal antibodies: From magic bullet to precision weapon.
Molecular Biomedicine, v. 5,n. 1, 11 out. 2024.

ANDERSON, ANA C.; JOLLER, N.; KUCHROO, VIJAY K. Lag-3, Tim-3, and TIGIT:
Co-inhibitory Receptors with Specialized Functions in Immune Regulation. Immunity, v.
44, n. 5, p. 989-1004, maio 2016.

ANDERSON, N. M.; SIMON, M. C. The Tumor Microenvironment. Current Biology, v.
30, n. 16, p. R921-R925, ago. 2020.

BATISTA, F. D.; HARWOOD, N. E. The who, how and where of antigen presentation to B
cells. Nature Reviews Immunology, v. 9, n. 1, p. 15-27, jan. 2009.

BAUMEISTER, S. H. et al. Coinhibitory Pathways in Immunotherapy for Cancer. Annual
Review of Immunology, v. 34, n. 1, p. 539-573, 20 maio 2016.

BERKOWITZ, S. A. et al. Analytical tools for characterizing biopharmaceuticals and the
implications for biosimilars. Nature Reviews Drug Discovery, v. 11, n. 7, p. 527-540, 29
jun. 2012.

BINNEWIES, M. et al. Understanding the tumor immune microenvironment (TIME) for
effective therapy. Nature medicine, v. 24, n. 5, p. 541-550, 1 maio 2018.

BLANK, C. U. et al. Defining “T cell exhaustion”. Nature Reviews Immunology, v. 19, n.
11, p. 665-674, 1 nov. 2019.

BOON, T. et al. Tumor Antigens Recognized by T Lymphocytes. Annual Review of
Immunology, v. 12, n. 1, p. 337-365, abr. 1994.


https://www.bdbiosciences.com/content/dam/bdb/marketing-documents/BD-FACSCelesta-Assess-PD1-Receptor-Occupancy.pdf
https://www.bdbiosciences.com/content/dam/bdb/marketing-documents/BD-FACSCelesta-Assess-PD1-Receptor-Occupancy.pdf

41

BORDON, Y. TOX for tired T cells. Nature Reviews Immunology, v. 19, n. 8, p. 476—
476, 26 jun. 2019.

BRAHMER, J. R. et al. Phase I study of single-agent anti-programmed death-1 (MDX-1106)
in refractory solid tumors: safety, clinical activity, pharmacodynamics, and immunologic
correlates. Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the American Society of
Clinical Oncology, v. 28, n. 19, p. 3167-3175, 1 jul. 2010.

BRAHMER, J. R. et al. Safety and Activity of Anti—-PD-L1 Antibody in Patients with
Advanced Cancer. New England Journal of Medicine, v. 366, n. 26, p. 2455-2465, 28 jun.
2012.

BRETSCHER, P.; COHN, M. A Theory of Self-Nonself Discrimination: Paralysis and
induction involve the recognition of one and two determinants on an antigen,
respectively. Science, v. 169, n. 3950, p. 1042—-1049, 11 set. 1970.

BURR, M. L. et al. CMTM6 maintains the expression of PD-L1 and regulates anti-tumour
immunity. Nature, v. 549, n. 7670, p. 101-105, 1 set. 2017.

BUTTE, M. J. et al. Programmed Death-1 Ligand 1 Interacts Specifically with the B7-1
Costimulatory Molecule to Inhibit T Cell Responses. Immunity, v. 27, n. 1, p. 111-122, jul.
2007.

CALLAHAN, MARGARET K.; POSTOW, MICHAEL A.; WOLCHOK, JEDD D.
Targeting T Cell Co-receptors for Cancer Therapy. Immunity, v. 44, n. 5, p. 10691078, maio
2016.

CARTER, P. J. Potent antibody therapeutics by design. Nature Reviews Immunology, v.
6, n. 5, p. 343-357, 7 abr. 2006.

CHAMES, P. et al. Therapeutic antibodies: successes, limitations and hopes for the
future. British Journal of Pharmacology, v. 157, n. 2, p. 220-233, 28 abr. 2009.

CHAN, A. C.; CARTER, P. J. Therapeutic antibodies for autoimmunity and
inflammation. Nature Reviews Immunology, v. 10, n. 5, p. 301-316, maio 2010.

CHEN, D. S.; MELLMAN, I. Elements of cancer immunity and the cancer-immune set
point. Nature, v. 541, n. 7637, p. 321-330, 2017.

CHEN, DANIEL S.; MELLMAN, I. Oncology Meets Immunology: The Cancer-Immunity
Cycle. Immunity, v. 39, n. 1, p. 1-10, jul. 2013.

CHEN, L.; FLIES, D. B. Molecular mechanisms of T cell co-stimulation and co-
inhibition. Nature Reviews Immunology, v. 13, n. 4, p. 227-242, 8 mar. 2013.



42

CHEN, X. et al. Development and optimization of a Zika virus antibody-dependent cell-
mediated cytotoxicity (ADCC) assay. Journal of immunological methods, v. 488, p.
112900-112900, 1 jan. 2021.

CHI, H.; PEPPER, M.; THOMAS, P. G. Principles and therapeutic applications of adaptive
immunity. Cell, v. 187, n. 9, p. 20522078, 1 abr. 2024.

CHO, B. C. et al. Tiragolumab plus atezolizumab versus placebo plus atezolizumab as a
first-line treatment for PD-L1-selected non-small-cell lung cancer (CITYSCAPE): primary
and follow-up analyses of a randomised, double-blind, phase 2 study. The Lancet
Oncology, v. 23, n. 6, p. 781-792, jun. 2022.

CHO, H.-S. et al. Structure of the extracellular region of HER2 alone and in complex with
the Herceptin Fab. Nature, v. 421, n. 6924, p. 756-760, 1 fev. 2003.

CROFT, M. The role of TNF superfamily members in T-cell function and diseases. Nature
Reviews Immunology, v. 9, n. 4, p. 271-285, abr. 2009.

CURIEL, T. J. et al. Blockade of B7-H1 improves myeloid dendritic cell-mediated
antitumor immunity. Nature Medicine, v. 9, n. 5, p. 562-567, 1 maio 2003.
CURTSINGER, J. M. et al. Inflammatory cytokines provide a third signal for activation of
naive CD4+ and CD8+ T cells. Journal of Immunology (Baltimore, Md.: 1950), v. 162,
n. 6, p. 32563262, 15 mar. 1999.

DE VISSER, K. E.; JOYCE, J. A. The evolving tumor microenvironment: From cancer
initiation to metastatic outgrowth. Cancer Cell, v. 41, n. 3, p. 374-403, mar. 2023.
DEKOSKY, B. J. et al. High-throughput sequencing of the paired human immunoglobulin
heavy and light chain repertoire. Nature Biotechnology, v. 31, n. 2, p. 166169, 20 jan.
2013.

DUSTIN, M. L. The Immunological Synapse. Cancer Immunology Research, v. 2, n. 11,
p. 1023-1033, 1 nov. 2014.

FENWICK, C. et al. A high-throughput cell- and virus-free assay shows reduced
neutralization of SARS-CoV-2 variants by COVID-19 convalescent plasma. Science
Translational Medicine, v. 13, n. 605, 4 ago. 2021.

FOREST-NAULT, C. et al. On the Use of Surface Plasmon Resonance Biosensing to
Understand [gG-FcyR Interactions. International Journal of Molecular Sciences, v. 22, n.

12, p. 6616, 21 jun. 2021.



43

FREEMAN, G. J. et al. Engagement of the Pd-1 Immunoinhibitory Receptor by a Novel B7
Family Member Leads to Negative Regulation of Lymphocyte Activation. The Journal of
Experimental Medicine, v. 192, n. 7, p. 1027-1034, 2 out. 2000.

FRIDMAN, W. H. et al. Tertiary lymphoid structures and B cells: An intratumoral immunity
cycle. Immunity, v. 56, n. 10, p. 2254-2269, out. 2023.

FU, X.; TAO, L.; ZHANG, X. Comprehensive and systemic optimization for improving the
yield of SARS-CoV-2 spike pseudotyped virus. Molecular Therapy. Methods & Clinical
Development, v. 20, 3 mar. 2021.

GOODMAN, A.; PATEL, S. P,; KURZROCK, R. PD-1-PD-L1 immune-receptor
inibitorio blockade in B-cell lymphomas. Nature Reviews Clinical Oncology, v. 14, n. 4, p.
203-220, 2 nov. 2016.

GRAKOUI, A. The Immunological Synapse: A Molecular Machine Controlling T Cell
Activation. Science, v. 285, n. 5425, p. 221-227, 9 jul. 1999.

GREENWALD, R. J; FREEMAN, G. J; SHARPE, A. H. THE B7 FAMILY
REVISITED. Annual Review of Immunology, v. 23, n. 1, p. 515-548, abr. 2005.
HARDING, C. V.; UNANUE, E. R. Cellular mechanisms of antigen processing and the
function of class I and II major histocompatibility complex molecules. Cell Regulation, v.
1, n. 7, p. 499-509, jun. 1990.

HEGDE, P. S.; CHEN, D. S. Top 10 Challenges in Cancer Immunotherapy. Immunity, v.
52,n. 1, p. 17-35, jan. 2020.

HERBST, R. S. et al. Predictive correlates of response to the anti-PD-L1 antibody
MPDL3280A in cancer patients. Nature, v. 515, n. 7528, p. 563-567, nov. 2014.
HOOGENBOOM, H. R. Selecting and screening recombinant antibody libraries. Nature
Biotechnology, v. 23, n. 9, p. 1105-1116, set. 2005.

HSIEH, C. et al. Development of TH1 CD4+ T cells through IL-12 produced by Listeria-
induced macrophages. Science, v. 260, n. 5107, p. 547-549, 23 abr. 1993.

HUPPA, J. B.; DAVIS, M. M. T-cell-antigen recognition and the immunological
synapse. Nature Reviews Immunology, v. 3, n. 12, p. 973-983, dez. 2003.

INCA. Estimativa 2023: incidéncia de «cancer no Brasil. Disponivel em:
https://www.inca.gov.br/publicacoes/livros/estimativa-2023-incidencia-de-cancer-no- brasil

Acesso em: 04 de abril de 2023.


http://www.inca.gov.br/publicacoes/livros/estimativa-2023-incidencia-de-cancer-no-

44

INCAa. INCA divulga estudo sobre gastos com os canceres relacionados a obesidade no
Brasil. Disponivel em: https://www.inca.gov.br/imprensa/inca-divulga-estudo-sobre-
gastos-com-os-canceres-relacionados-obesidade-no

brasil#:~:text=D0s%20R %24%203%2C5%20bilh%C3%B5es,
associados%20a0%?20excess0%20de%20peso. Acesso em: 04 de abril de 2023.

ISHIDA, Y. et al. Induced expression of PD-1, a novel member of the immunoglobulin gene
superfamily, upon programmed cell death. The EMBO Journal, v. 11, n. 11, p. 3887-3895,
nov. 1992.

JOHNSON, D. B. et al. Immune-receptor inibitorio inhibitors: long-term implications of
toxicity. Nature Reviews Clinical Oncology, v. 19, p. 1-14, 26 jan. 2022.

JONES, P. T. et al. Replacing the complementarity-determining regions in a human antibody
with those from a mouse. Nature, v. 321, n. 6069, p. 522—-525, maio 1986.

JUNE, C. H. et al. T-cell proliferation involving the CD28 pathway is associated with
cyclosporine-resistant interleukin 2 gene expression. Molecular and Cellular Biology, v. 7,
n. 12, p. 44724481, dez. 1987.

JUNKER, F. et al. A human receptor occupancy assay to measure anti-PD-1 binding in
patients with prior anti-PD-1. Cytometry, v. 99, n. 8, p. 832-843, 1 ago. 2021.

KHAN, S. H. et al. A versatile method to measure the binding to basic proteins by surface
plasmon resonance. Analytical biochemistry, v. 421, n. 2, p. 385-90, Autumn 2012.
KIMBALL, J. et al. The OKT3 antibody response study: a multicentre study of human anti-
mouse antibody (HAMA) production following OKT3 use in solid organ tranplantation.
Transplant Immunology, v. 3, n. 3, p. 212-221, set. 1995.

KOHLER, G.; MILSTEIN, C. Continuous cultures of fused cells secreting antibody of
predefined specificity. Nature, v. 256, n. 5517, p. 495497, ago. 1975.

LALLEMAND, C. et al. A Novel System for the Quantification of the ADCC Activity of
Therapeutic Antibodies. Journal of immunology research, v. 2017, p. 1-19, 1 jan. 2017.
LEACH, D. R.; KRUMMEL, M. F.; ALLISON, J. P. Enhancement of Antitumor Immunity
by CTLA-4 Blockade. Science, v. 271, n. 5256, p. 1734-1736, 22 mar. 1996.

LEE, G.; GE, B. Inhibition of in vitro tumor cell growth by RP215 monoclonal antibody and
antibodies raised against its anti-idiotype antibodies. Cancer Immunology,

Immunotherapy, vol. 59, n° 9, p. 1347-1356, set. 2010. https://doi.org/10.1007/s00262-



http://www.inca.gov.br/imprensa/inca-divulga-estudo-sobre-
https://doi.org/10.1007/s00262-

45

LEIRE EGIA-MENDIKUTE et al. A flow cytometry-based neutralization assay for
simultaneous evaluation of blocking antibodies against SARS-CoV-2 variants. Frontiers in
Immunology, v. 13, 24 nov. 2022.

LONBERG, N. Human antibodies from transgenic animals. Nature Biotechnology, v. 23,
n. 9, p. 1117-1125, set. 2005.

LOPEZ, E. et al. Simultaneous evaluation of antibodies that inhibit SARS-CoV-2 variants
via multiplex assay. JCI Insight, v. 6, n. 16, 23 ago. 2021.

LU, R.-M. et al. Development of Therapeutic Antibodies for the Treatment of Diseases.
Journal of Biomedical Science, v. 27, n. 1, p. 1-30, 2 jan. 2020.

MARIATHASAN, S. et al. TGFB attenuates tumour response to PD-L1 blockade by
contributing to exclusion of T cells. Nature, v. 554, n. 7693, p. 544-548, fev. 2018.
MATTES, M. J. et al. Induction of Apoptosis by Cross-Linking Antibodies Bound to Human
B-Lymphoma Cells: Expression of Annexin V Binding Sites on the Antibody Cap. Cancer
Biotherapy and Radiopharmaceuticals, v. 24, n. 2, p. 185-193, 2 maio 2009.
MAYNARD, J. A. et al. Surface plasmon resonance for high-throughput ligand screening of
membrane-bound proteins. Biotechnology Journal, v. 4, n. 11, p. 1542—-1558, nov. 2009.
MELLMAN, 1. et al. The cancer-immunity cycle: Indication, genotype, and
immunotype. Immunity, v. 56, n. 10, p. 2188-2205, 10 out. 2023.

MENG, Q. et al. Rapid, sensitive and cost-effective determination of immunecheckpoints
inhibitor activity using a magnetic bead-based binding assay. Journal of Immunological
Methods, v. 498, p. 113134, nov. 2021.

MESCHER, M. F. et al. Signals required for programming effector and memory
development by CD8+ T cells. Immunological Reviews, v. 211, n. 1, p. 81-92, jun. 2006.
MICHAUD, D. et al. Regulatory B cells in cancer. Immunological Reviews, v. 299, n. 1,
p. 74-92, 23 dez. 2020.

MIRLEKAR, B. et al. Balance between immunoregulatory B cells and plasma cells drives
pancreatic tumor immunity. Cell Reports Medicine, v. 3, n. 9, p. 100744, set. 2022.
MORRISON, S. L. et al. Chimeric human antibody molecules: mouse antigen-binding
domains with human constant region domains. Proceedings of the National Academy of

Sciences, v. 81, n. 21, p. 6851-6855, 1 nov. 1984.



46

MOSMANN, T. R. et al. Two types of murine helper T cell clone. I. Definition according to
profiles of lymphokine activities and secreted proteins. Journal of Immunology
(Baltimore, Md.: 1950), v. 136, n. 7, p. 2348-2357, 1 abr. 1986.

MUELLER, D. L.; JENKINS, M. K.; SCHWARTZ, R. H. Clonal Expansion Versus
Functional Clonal Inactivation: A Costimulatory Signalling Pathway Determines the
Outcome of T Cell Antigen Receptor Occupancy. Annual Review of Immunology, v. 7, n.

1, p. 445480, abr. 1989.

Nature Communications, v. 8, n. 1, 6 fev. 2017.

NCI. National Cancer Institute. Types of Cancer Treatment. Disponivel em:

https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types. Acesso em: 04 de abril de 2023.

NClIa. National Cancer Institute. Immunechec kpoints Inhibitors. Disponivel em:
https://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types/immunotherapy/receptor

inibitorio- inhibitors. Acesso em 04 de abril de 2023.

PHILIP, M. et al. Chromatin states define tumour-specific T cell dysfunction and

reprogramming. Nature, v. 545, n. 7655, p. 452-456, 1 maio 2017.

PSCHEIDT, V. M. et al. A flow cytometry-based assay to measure neutralizing antibodies

against SARS-CoV-2 virus. Cytometry Part A, v. 105, n. 6, p. 446457, 16 abr. 2024.

QURESHI, O. S. et al. Trans-Endocytosis of CD80 and CD86: A Molecular Basis for the

Cell-Extrinsic Function of CTLA-4. Science, v. 332, n. 6029, p. 600-603, 7 abr. 2011.

REFF, M. et al. Depletion of B cells in vivo by a chimeric mouse human monoclonal

antibody to CD20. Blood, v. 83, n. 2, p. 435-445, 15 jan. 1994.

SAKUISHI K. et al. Targeting Tim-3 and PD-1 pathways to reverse T cell exhaustion and

restore anti-tumor immunity. The Journal of Experimental Medicine, v. 207, n. 10, p.

2187-2194, 27 set. 2010.

SCHUMACHER, T. N.; THOMMEN, D. S. Tertiary lymphoid structures in cancer.

Science, v. 375, n. 6576, 7 jan. 2022.

SCOTT, A. M.; WOLCHOK, J. D.; OLD, L. J. Antibody therapy of cancer. Nature Reviews

Cancer, v. 12, n. 4, p. 278-287, 22 mar. 2012.

SELBY, M. J. et al. Anti-CTLA-4 Antibodies of IgG2a Isotype Enhance Antitumor Activity

through Reduction of Intratumoral Regulatory T Cells. Cancer Immunology Research, v.

1,n. 1, p. 32-42, 7 abr. 2013.


http://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types
http://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types/immunotherapy/checkpoint-
http://www.cancer.gov/about-cancer/treatment/types/immunotherapy/checkpoint-

47

SHARMA, P. et al. Immunecheckpoints therapy—current perspectives and future directions.
Cell, v. 186, n. 8, p. 1652—-1669, abr. 2023.

SHARPE, A. H.; FREEMAN, G. J. The B7-CD28 superfamily. Nature Reviews
Immunology, v. 2, n. 2, p. 116126, fev. 2002.

SHIMIZU, Y. et al. Roles of Adhesion Molecules in T-Cell Recognition: Fundamental
Similarities between Four Integrins on Resting Human T Cells (LFA-1, VLA-4, VLA-5,
VLA-6) in Expression, Binding, and Costimulation. Immunological Reviews, v. 114, n. 1,
p. 109-143, abr. 1990.

SIMPSON, T. R. et al. Fc-dependent depletion of tumor-infiltrating regulatory T cells co-
defines the efficacy of anti-CTLA-4 therapy against melanoma. The Journal of
Experimental Medicine, v. 210, n. 9, p. 1695-1710, 29 jul. 2013.

SMITH-GARVIN, J. E.; KORETZKY, G. A.; JORDAN, M. S. T Cell Activation. Annual
Review of Immunology, v. 27, n. 1, p. 591-619, abr. 2009.

STANIETSKY, N. et al. The interaction of TIGIT with PVR and PVRL2 inhibits human
NK cell cytotoxicity. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 106, n. 42, p.
17858-17863, 7 out. 2009.

STREIF, S.; BAEUMNER, A. J. Advances in Surrogate Neutralization Tests for High-
Throughput Screening and the Point-of-Care. Analytical Chemistry, v. 97, n. 10, p. 5407—
5423, 4 mar. 2025.

SZABO, S. J. et al. A Novel Transcription Factor, T-bet, Directs Th1 Lineage Commitment.
Cell, v. 100, n. 6, p. 655-669, mar. 2000.

TAN, C. W. et al. A SARS-CoV-2 surrogate virus neutralization test based on antibody-
mediated blockage of ACE2—spike protein—protein interaction. Nature Biotechnology, v.
38,n. 9, p. 1073-1078, 1 set. 2020.

TAN, W. C. C. et al. Overview of multiplex immunohistochemistry/immunofluorescence
techniques in the era of cancer immunotherapy. Cancer Communications, v. 40, n. 4, p.
135-153, abr. 2020.

TANG, Y.; ZENG, X.; LIANG, J. Surface Plasmon Resonance: An Introduction to a Surface
Spectroscopy Technique. Journal of Chemical Education, v. 87, n. 7, p. 742-746, jul.
2010.



48

TANG, Y.; ZENG, X.; LIANG, J. Surface plasmon resonance: An introduction to a surface
spectroscopy technique. Journal of Chemical Education, vol. 87, n® 7, p. 742-746, 2010.
https://doi.org/10.1021/ed100186y.

TAWBI, H. A. et al. Relatlimab and Nivolumab versus Nivolumab in Untreated Advanced
Melanoma. New England Journal of Medicine, v. 386, n. 1, p. 24-34, 6 jan. 2022.

TAY, C.; TANAKA, A.; SAKAGUCH]I, S. Tumor-infiltrating regulatory T cells as targets

of cancer immunotherapy. Cancer Cell, v. 41, n. 3, p. 450-465, 1 mar. 2023.

TAYLOR, P. A. et al. B7 Expression on T Cells Down-Regulates Immune Responses
through CTLA-4 Ligation via R-T Interactions. The Journal of Immunology, v. 172, n. 1,
p. 34-39, 1 jan. 2004.

THORSSON, V. et al. The Immune Landscape of Cancer. Immunity, v. 48, n. 4, p. 812-
830.e14, abr. 2018.

UNANUE, E. R. Antigen-presenting function of the macrophage. Annual Review of
Immunology, v. 2, p. 395428, 1984.

VAN ELSSEN, C. H. M. J. et al. Flow cytometry-based assay to evaluate human serum
MUCI1-Tn antibodies. Journal of Immunological Methods, v. 365, n. 1-2, p. 87-94, fev.
2011.

VERMES, 1. et al. A novel assay for apoptosis Flow cytometric detection of
phosphatidylserine expression on early apoptotic cells using fluorescein labelled Annexin
V. Journal of Immunological Methods, v. 184, n. 1, p. 39-51, jul. 1995.

WAGH, A. et al. Challenges and new frontiers in analytical characterization of antibody-
drug conjugates. mAbs, v. 10, n. 2, p. 222-243, 5 jan. 2018.

WALSH, G.; WALSH, E. Biopharmaceutical benchmarks 2022. Nature Biotechnology,
vol. 40, n° 12, p. 1722-1760, 1 dez. 2022. https://doi.org/10.1038/s41587-022-01582-x
WANG, H. et al. HIP1R targets PD-L1 to lysosomal degradation to alter T cell-mediated

cytotoxicity. Nature Chemical Biology, v. 15, n. 1, p. 42-50, 5 nov. 2019.

WATANABE, N. et al. BTLA is a lymphocyte inhibitory receptor with similarities to
CTLA-4 and PD-1. Nature Immunology, v. 4, n. 7, p. 670-679, 8 jun. 2003.

WEINER, G. J. Building better monoclonal antibody-based therapeutics. Nature Reviews
Cancer, v. 15, n. 6, p. 361-370, 22 maio 2015.

WEINER, L. M.; SURANA, R.; WANG, S. Monoclonal antibodies: versatile platforms for

cancer immunotherapy. Nature Reviews Immunology, v. 10, n. 5, p. 317-327, maio 2010.


https://doi.org/10.1021/ed100186y
https://doi.org/10.1038/s41587-022-01582-x

49

WEINER, Louis M.; SURANA, Rishi; WANG, Shangzi. Monoclonal antibodies: versatile
platforms for cancer immunotherapy. Nature Reviews Immunology, v. 10, n. 5, p. 317-
327, maio 2010.

WEIS-GARCIA, F.; CARNAHAN, R. H. Characterizing Antibodies. Cold Spring Harbor
protocols, vol. 2017, n° 11, 1 nov. 2017. https://doi.org/10.1101/pdb.top093823.

WHO. Cancer. Disponivel em: https://www.who.int/health-topics/cancer#tab=tab 1 Acesso
em: 04 de abril de 2023.

WORKMAN, CREG J.; VIGNALI, DARIO A. A. The CD4-related molecule, LAG-3
(CD223), regulates the expansion of activated T cells. European Journal of Immunology,

v. 33, n. 4, p. 970-979, abr. 2003.

WYKES, M. N.; LEWIN, S. R. Immunecheckpoints blockade in infectious diseases. Nature
Reviews Immunology, vol. 18, n° 2, p. 91-104, 1 fev. 2018.
https://doi.org/10.1038/nri.2017.112.

YAO, X. et al. A highly sensitive bead-based flow cytometric competitive binding assay to
detect SARS-CoV-2 neutralizing antibody activity. Frontiers in Immunology, v. 13, 30
nov. 2022.

YU, X. et al. The surface protein TIGIT suppresses T cell activation by promoting the
generation of mature immunoregulatory dendritic cells. Nature Immunology, v. 10, n. 1, p.

48-57, 16 nov. 2008.

ZHAO, Y. et al. Antigen-Presenting Cell-Intrinsic PD-1 Neutralizes PD-L1 in cis to
Attenuate PD-1 Signaling in T Cells. Cell Reports, v. 24, n. 2, p. 379-390.€6, jul. 2018.

ZHAOQO, Y. et al. PD-L1:CD80 Cis-Heterodimer Triggers the Co-stimulatory Receptor CD28
While Repressing the Inhibitory PD-1 and CTLA-4 Pathways. Immunity, v. 51, n. 6, p.
1059-1073.€9, dez. 2019.

ZHENG, W.; FLAVELL, R. A. The Transcription Factor GATA-3 Is Necessary and
Sufficient for Th2 Cytokine Gene Expression in CD4 T Cells. Cell, v. 89, n. 4, p. 587-596,
maio 1997.

ZHU, J. T Helper Cell Differentiation, Heterogeneity, and Plasticity. Cold Spring Harbor
Perspectives in Biology, v. 10, n. 10, p. a030338, 28 ago. 2017.

ZHU, J.; YAMANE, H.; PAUL, W. E. Differentiation of Effector CD4 T Cell Populations.
Annual Review of Immunology, v. 28, n. 1, p. 445-489, mar. 2010.


https://doi.org/10.1101/pdb.top093823
http://www.who.int/health-topics/cancer#tab%3Dtab_1

7.

ANEXO A - APROVACAO COMITE DE ETICA E PESQUISA

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO %’“""
ALEGRE - ISCMPA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

THulo da Pesquisa: Desenvalvimenio de imunoleripicos oncoldgicos saus lesles predilives de resposta
para o SUS

Pasquisador: ANTONID NODCHI KALIL

Ares Tematica: Projelos de pesquics que envelvam crganismes gensticamente madificadas (OGM),
células-lrance ambriondrias & erganismos gue represanbem alls riscs calaliva, incluinde
arganismos relacionados a eles, nos dmbiles de: exparimentacie, construgho, cullive,

manipulacio, ranspore, ransferéncia, importacdo, exportacio, armazenaments, Fberagia
na meis ambiente e descare;

Versdo: 5
CAAE: 52265121.0.0000.5335

Instituicho Propenente: ISCMPA
Patrocinader Principal: Maistério da Sadde

DaADDS DO PARECER

Nimero do Parecer: 6182 383

Apresentacie do Projete:
O clnesr consbiui a segunda principal causa de monalidade & morbidade no Brasid Enguanie os custos
direlos com ralamento oncolégico aproximam-se de 4 bilhes de reais anuais [segundo o INCA, 2018),
cuslns indiretos podem alcangar quatio veres esse valar. Bdo urgenlamante necessarias alarnalivas
inovaderas que levem, principalmente, 3 diminuicio da incdéntia de clncer, & a um awmenls da qualidade
de vida dos pacientes ji alelados. Alualmente, a lerapia oncoldgica passa par uma revelugde: o uso de
anlicorpes monoclonais desbiopuaadares da resposla imune bem resposlas inddilas & hislbhcas gua vio em
rédia de 20 a 40%, podendo alcangar mais de 50% quands drogas Imunolerdpcas 530

conjugadas, am pacienles de diversos lipos de lumor, incluinde clnceres melasldlicos Esses
medicamentos, que deram o Prémia Nobel em 2016 para Jim Allizon & Telsuo Honjo, nda estio haje
disponiveis pela SUS, devido principalmente 3o seu allo cusbe. O presenls projelo prelends desaralver
para o SUS essa larma de ralaments oncoldgics, preduzinda alternalivas nacionais para esses anboorpos
manackonais, bam como os lesles de precado necessarios para a olimizacio de seu wso 0 iratamanio do
chncer aluakmenls vem sofrends uma revolugdo, o qual novas eenologias es1io sendo ullizadas para gerar

anlicorpos capares de alivar o sislema imunologics.

Enderegn: Avstnids Cavaldo Aranha, 0" B0, sala 17, Cenre Adminimtive da Sama Casa, 2 andar.

Bakro: Cidade Baba CEP: 90 035-190
UF: R= Municipgls: PORTO ALEGRE
Talefone: [51)zF4-B571 Fag: [51)3214-8571 Emal  cipsfsaiacama iohe by

g O e I

50



S1

IRMANDADE DA SANTA CASA
DE MISERICORDIA DE PORTO ‘QREraAl -
ALEGRE - ISCMPA
Confnescio do Feeoer: B 152313

E comum hoje ainda que o lratamento do cnces

inclua cirungia, radiclerapia, & inlervengies medicamentosas. Mo entanlo, mais recenlemente, uma
abordagem inovadora, basesda na alivacho do silema imune para controlar o chnesr chagou s mercada
com o name abrangente de imunaterapia, Assim, dogas ou processes teenaligices sdo empregadas para
afivar ou modular calulas imuneligicas  farer com que elas reconhecam as dlerengas gue o lecde lumesal
apresenta comparado 45 cellas normais do corps. Denlro dessas lerapias, estso molboulas & células gue
aluam ne desblogueio do sislema munalbgics. Desbloguesdares imunokdgicos agem nas moléculas co-
eslimulaldaias ou co-dnibidoras elou em seus receplones localizedos nas membranas de

céludas do sislema imune envaolvidas na resposta ao tumeod, restabelecende a alividade de células
imunolbgicas efeloras que vao eiminar os lumaores.Os desblogueadaores imunolsgicos o qual estamos
repanando, sio denaminados de anlicormas monaclonais, O anticarps manodenal ant-CTLAS - iplumimab
(¥ ervoyl) desenvolvido & comercializado peta Bristal-Myers Squibb, foi o primeiro exemplo de lerapia
aprovada clinicamente com medo de aglo de modular o sislama imune para iratar cancer. O anticarpo
Ipilmumat foi agrovado pelo FOM em 2011 para tralamento de pacerles com melanama metastation. Hoje,
b urna série de anlicomas manocionais (mAbs) uilizados na modutacin da lolerdnga imune para o
ratamenio do cincer & esla drea de desanvolvimento Eecnoldgico mostra-se exdremaments aliva. & bgica
de tralar o sisbema imune para que esle, por sua vez, reconheca o células umorais & desencadeis
respostas adaptalivas de aliminacho, ranscendeu 3 leragia medicamentoss modema & tam polencial pan-
oroslgicn, ou seja, pode ser apbcado a lodos o Gipos de clnosr, possivelments como um pobencializadar
de outras lerapias e para prevengdo do cncer. Apds o surgimenio de ipilimumab, surgiram noves
anlicorpos monacionais como o anli-PO-1 (Mivolumab da Bristol-Myers Squib, Pembrolizumab da Merci). &
& ant-PD-L1 (BMS-B36550 da Bristol-Myers Squibb). Aluakmente hd difersntes anicorpes (farmaces, au
maléculas) produridas por diferenies empresas farmacéulicas para bloquear 8 mesma inleragdo, & ha
aproximagamente dois mil estudas clinices em andamento, em diferentes lipos de cinosr. Esla & uma
modlicacio de paradigma irreversivel no ralaments sncoldgon & esle projals de pesgquisa visa mcuir o
SUS nessa virada de jogo mundial da lerapia oncoldgica. Invesligaremes a populacio de pacientes
ancoldgicns do Rio Grande do Sul alendidos na Santa Casa de Mesericirda de Pofo Alegre, o mais anligo
hespital 8o astads, & gue atends o maior nimero de pacientes de clncer i Grande do Sul (& um dos
miaioies do Brasil). Desarvolveramos anlicorpes monacdonais humanas, pars imunaleragia

Enderegs: Avenda Oavaldo Aranha, n* B0, sala 17, Cenro Adminkimtvo da Banla Casa, I andar.

Bairo: Cidade Baa CEP: 90035190
UF: RS Municipes: PORTO ALEGRE
Talsfone: |[51)X314-B571 Fax: [51)3214-8571 Esmalt copsisanmaasa ioha by
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ancoligica, em esldgio pré-clinico, com prova de conceilo robusta. Desenvolveramos ainda altemalivas
nacionais para os lestes de biomarcadoras preditivos (j& validades iMemacionalments) de respasta. Em
uma parceria enlre o compo clinice da Sanla Casa de Porlo Alegre & pesquisadores da UFCSPA
reconhecides inlernaconalmenls, crisfemas wna esrulura de PAD espedcalizada am fomecer allernativas
nacionais de produles para

imunalerapia encoldgica, qua sejam compelilivas para seguir o uxe regulaldno, abé aleancar o mercado.

Confnescio do Perece: 102 383

Hipéiteas:
A hiphlese deste esbuda & a de gue og umares de pacientes do SUS 1&m caraclerisbess gendlicas o
imunalogicas que hoje ndo sfio delectadas. Ao serem delecladas, candidatam o padenle a wm ratamanta
olimizada, ra fronbeira do conhetiments & da tecnologia lerapdulica alual, que podem ser desanvoldidas na
Brasil.

Objetive da Pesquisa:
Objetive Primaria:

Desemnvalver HI'IHW monaclonais anli-CTLA4L-4, anli-PD-1 & anli-PD-L1, befm como seus lasias
preditivas, para o SUS, eriando wa base de dados de caracterizache mmunologca & melecular dos lemores
dis pacientes do Rio Grands do Sul.

Ojetive Secunddria:
1. Proporcionar ao SUS opoles de acesso a lralamenlos encoldgices com alla qualidade leenoldgca e de
favordvel custa-beneficia.

2. Obter, &0 nivel pré-clinico, anlicorpos humanos ou humanizados anli-FD-1, anli-P0-L1 & anli-CTLA-4,
para saguir desenvolvimeanla no Brasi.

3. Reuwnir & arganizar um grupo de cienlistas & pesquisadorss clinicos para desenvolver nowvas maldculas
imunalerdpicas, alinhadas a eslralégias de diagndslico inovadoras para o estudo & lralamenls do canoer.
4. Organizar um bance de dados caracterizande o perfil molecular & imunoldgies de lumares de pacienies
do Rio Grande do Sul alendidos pela SUS.

5. Proparcionar ao selor produlive naconal opedes para desenvolver moléculas & lecnaologias de origem
bickdgica em parceria com a SUS.

B. Formar recursos humanas & inleragbes enlre acadiémicas, médicos, pesquisadores empresndedares,
enfidades com capacidade proditiva & investidares piblice alou privads

Enderegs: Asonds Cavaldo Sranha, i B0, sala 17, Cantre Admin@imive da Sama Casa, I° and ar.

Bairrn: Cidade Baba CEP: 90 035-1340
UF: B2 Municipes: PORTO ALEGRE
Talefone: [51)3F14-B571 Faw: [51)3214-8571 E-mall  copsfsailacana whe by
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pesguisadores interessados em oferecer qualidade de vida & sobugdes a pacienles sem opgdes
terapéuticas.

7. Engajar & moskrar 4 comunidade ndo-cieniifica a imporli3ncia da pesquisa sobre o cincar & o que pode
gar desanvolvids nd Brasid.

Avaliacio dos Ristos @ Beneficios:
Riscos:

LOMTETEECED OO0 FIEOET O 1We Jas

O riscos de parlicipar nesta pesquisa estdo relacionades aos seus procedimenlos. Duranle ou apos a
calela de sangue, pode haver desconforla, dar, sangramento local, ou hematoma (mancha roxa) no local da
picada qua pode persistic por no masximo 15 dias sl que 3 mancha desapanecs complelamente. No caso da
colela dos fragmentos de umar, @sia serd realizada duranie a drungia, ndo geranda incomodos adicionais.
Todos as procedimentos serfo realizadas par profissionais reinados & habilitados. Para realizacio de
qualquer procediments vook & o8 pesquisadores que lerdo conlalo direto com wood, ulilizardoe todos dos
eguipamentos de pratecds individual necessdrios confarme profocolos de alendiments e de realizagao dos
baafes,

Benelicios:

0% banelicos da sua paicipagho na pesquisa serio de conbribuir na oriagho de uma base de informagio
keoldgica caractenzande o lumones da populacio do RS, constiluindo assim a possiblidade de desemvalver
nowvos & mais eficazes ralamentos contra o cnces. Além do desenvalvimanio de allemalivas nacionais de
produlas para o trataments do cincer, reduzindo os cuslos dos ralamentos para nosso pais,

Comentarios & Consideraches sobre a Pesquisa:
EMEMDA, 4

1. Alleracio: Incluslo dos neves integranles na equipe do projeto.

Jusiificaiva: Exsa indusdo & necessdria PEra Que 85585 NOVOSE |I'H-|‘.'grﬂ'||!-|!- ttl'lﬂ-gﬂ'rl & lar Aeessn HT!E]' -
sisgtema de dados inberno da Sanla Casa Migericardia de Porlo Alegre - para a inlegraciio dos bancos de
dadas dos pacienles partcipantes do estude.

= Lista dos nomes dos NOVOS INTEGRANTES da pesguisa:
Bermardo do Mascimento Piltan
Deize do Mascimenio de Freilas

Enderepn: Avenda Cawaldo Aranha, n* B0, sala 17, Cenro Adminsimtvo da Sama Casa, I™ and ar.

Bairo: Cidade Baba CEF: 90035190
UF: RS Miunicipes: PORTO ALEGRE
Talefone: [51)314-B571 Faw: (51)3214-8571 E-mal  cipsfsailaca oha v
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Confnescio do Perscer B 1802 83

Fabricio Silveira da Coata
José Eduarde Saccon Nunes
Laura Bampi

Luis Edusarde Nunes Caleira
Pedio Heniique Engstes

Padie Hantique Filgin Von Muhlen
Thairah de Carvalho Moraes

- Lista dos pomes de TODOS 0S INTEGRANTES da pesquisa:
Aatanis Nocahi Kall

Anne Wichine Acosta Garca
Bermardo do Mascments Pilthan
Carfos Eugdneo Santiage Escovar
Claudia Paiva Nunes

Cristina Beatriz Cazabuena Bonoring
Dweise do Masciments de Freitss
Diinara Jagueling Moura

Fabricio Silveira da Costa
Femanda Teraza Bow Frozza
Juniar Saff

José Eduarde Sacconi Nunes
Julia Crispim da Fonlousa

Karima Rodrigues Lima

Laira Bampi

Luis Eduarde Nunes Caldeira

Luiz Carles Rodrigues Junior
Pedio Haniique Engsber

Pedie Henique Filigin Ven Muhlen
Priseila Oliveira de Souza

Tanira Abessandra Siveita Aguirre
Thairah de Carvalho Moraes
Tiago Fazok

Entereps:  Avenida Oavaldo Branba, n" 80, sala 17, Cenino Adminiintve da Sama Casa, 2° andar.

Bakra: Cidads Baba CEP: 400351590
UF: R= Municipss: PORTO ALEGRE
Telelone: |51)3314-B571 Fax: [S1j3214-8571 E-malt  copdiaaim st o by
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Confinescio do Pesow: 5102 31

Docwmenios anexados nesta submissio

- carla_de_smenda_julhe_pronon_jul_23_versan_02_assirado. pdf

- 02_Declaracss_ge_conficialidade versao 02,

- 03_Declaracss_de_compromsss_para_ulilizacan_de_dades_de_maberial biolégico_versss 02

= m_l:ler:.la'am_de_uﬂam_de_ﬁdm_de_pmnhﬂna_&_m_d&_mbimmn_maa_nz.

Consideraches sobre os Termes de apresentacio obrigatoria:

Vide camps Conchisdes ou Pendéncias & Lista de nadeguacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Mo foram observades dbices élicos nos documentes da emenda.

Consideracbes Finais a critério do CEP:

Diante de expesto, o Comild de Elica em Pesquisa - CEP da Irandade Santa Casa de Misericandia de

Porta Alegre (ISCMPA), de acordo com as atribuiciies definidas na Resalugio CNS n* 465 e 2012,

manifesta-se pela aprovacio da emenda proposta para o projebe de pesguisa.

O presente projeto, seguiu nesta data para analise da COMEP e & tern o seu inicio autorizade apds a
aprovaclo pala Fesema.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixe relacionatos:

Tipo Documenia Arguiva Poslagem Autor Siluagha
Infarmabes Basicas| FE_IHFQHHMGGES_EEIEAS_NTE]’Z 19107 ra0z3 Aceln
diy Prajein 8 Ed pei | AE:3810
Culros: cara_de_emenda julho_pronon_jul 23 | 120072023 |ANTOMNED NOCCHI Aceln

warssd 02 assnsdo. pdl 1B:37:21 JKALIL
Cuiros O0d_Declaracass de uilizacan de dades| 120072023 |ANTONED NOCCHI Aceln
_de pronbuanos e uss de_publicas ve| OD3EIE  |KALIL
ety 02 ol
Cuiros 03_Declaracass_de compromsso para_ | 120072023 |ANTONED NOCCHI Aceln
ulilizacan_de_dados de maberial versa| 003003 |KALIL
| o 02 pf
Culros: 02 _Declaracss de conficalidade versa| 190072023 |ANTOMNED NOCCHI Aceln
o 02.pl O0:2750  JKALIL
Cuiros Dispensa_ TCLE.pdl 0SMNs20Z3 JANTOMNKD NOCCHI Aceln
I E— — - e T | —
TCLE / Termos de | TCLE_Projelo_PROMNON_Santa Casa | 220372023 |ANTOND NOCCHI Acesio
Assanlimanta | amanda_pdl 18:17:22 HALIL
Jusfificaliva de
AlsEncia
Projelo Delahads ! |Projelo PROMNON_Santa Casa com E | 200372023 |ANTOND NOCCHI Aceln
Brochura renda. gl 10:08:31  JKALIL

Endareps: Avensds Oswvaldo Sranha, 0" B0, sala 17, Cenre Adminkiniyo da Samia Casa, 27 andar,

Bairn: Cidade Babs CEP: g0 035-190
UF: B= Mumnkcipss: PORTD ALEGRE
Talafone: [51)xH4-8571 Fax: [51)3294-8571 Esmal cepfsaniataea iohe v
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Confnescia do Perscer: B 100381

56

e ™

Irvestagation Projelo_PROMON_Santa_Casa com E| 20/03/2023 [ANTOMIO NOCCHI | Aceilo

B _ menda pdl - 10:04:31  |raLiL

Folla de Roslo Folha_de_rosto pdl 0112021 [ANTOMIO MOCCHI | Acesio

n _ _ 15:13:55 |KaLIL

Oulras Formlarn_mscrican. pdl 0112021 [ANTOMIO NOCCHI | Acesto
151253 |KaLlL

Situagio do Parecer:

Aprevade

Mecessita Apreciscio da CONEP:

Sim

PORTO ALEGRE, 20 de Julho de 2023

Assinada par:

REMATA HETD PIRES

{Coordenadar(a))

Emderacs:  Avenida Davaldo Aranha, 0" B0, sala 17, Cenine Adminiietvo da Sama Casa, 2* andar.

Bakro: Cdate Baba

CEP: 00035-1940

UF: RS Municipes: PORTD ALEGRE
Faw: [51)3214-8571 Edmal  copisamacasa ioh v

Taledong: |[51)3F4-B571
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8.

ANEXO B — CURRICULO LATTES

Veridiane Maria Pscheidt

Endereco para acessar este CV: hittp:/flattes.onpq.br/3167698234580075
ID Lattes: 3167698234580075
Uitima atualizacao do curriculo em 30/04/2025

57

Bacharel em Farméboa pela UDniversidade Federal de CidnGas da Sanode de Parte Alegre -
UFCSPA, Aluakmnente & Suna de mestrado em BRodénoes no Laboratdne de Imunoterapes
dy mesma nstituicdo. Ten experéncia em Imuncloga virel, epidemiclegia de virus
respiratdrios, biologa maolecular, ctometna de fuxo & pesquisa & desanvolvimento
farmacotécnico. (Texto infermado peto autor)

Identificacdo

Vendiane Maria Pscheidt$>
Nome em citaco
bibliograficas

PSCHEIDT, \. M.;PSCHEIDT, VERIDIANE
MARIA; PSCHEIDT, VERIDIANE
M.;PSCHEIDT, VM

Lattes iD

o=
http://lattes.cnpq.br/3167698234580075

Pais de
Nacionalidade

Brasil

Formacgdo académica/titulacdo

2023

Mestrado em andamento em
BIOCIENCIAS.

FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE,
UFCSPA, Brasil.

Orientador: @ Cristina Beatriz Cazabuena
Benorino.,

Coorientador: Rodrigo Benedetts Gassen,

2023

Especializacdc em andamento  em
Biotecnologia. E(Ca Horaria: 360h),
Universidade Estadual do Rio Grande do
Sul, UERGS, Brasil.



2017 - 2022

Graduagao em Farmacia.

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE,
UFCSPA, Brasil.

Titulo: Desenvolvimento de dois testes
para mensurar anticorpos neutralizantes
contra o SARS-CoV-2 em plasma.
Orientador: Cristina Beatriz Cazabuena
Bonorino,

Bolsista dof{a): Consefo Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico,
CNPq, Brasil.

Formagdo Complementar

2024 - 2024

7th Advanced Course on Immunity &
Cancer Immunotherapy. (Carga horaria:
30h).

giefsdad de San Sebastian, UNISEBA,

2023 - 2023

Curso de verao: Prindpios em Vadinologia.
{Carga horaria: SDh%.B
nstituto Butantan, 1BU, Brasil.

2023 - 2023

Yale-Proxima Mentorship Program. (Carga
horaria: 26h).
Yale-Proxima, YP, Estados Unidos.

2022 - 2022

XIII Curso de Verao de Pesquisa em
Oncologia,. (Carga horaria: 27h).
Instituto Nacional de Cancer, Brasil.

2021 - 2021

m Biokogia, Caay ¢ Molecuiay (Carga
em Biologia © ular.
hora'riaa:hgh).
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
da Universidade de S3o Paulo, FMRP-USP,
Brasil.
2021 - 2021
XII1 cwrso de inverno em imunolcgia.
{Carga horaria: 35h).

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
da U?wersndade de Sao Paulo, FMRP-USP,

2021 - 2021
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Minicurso Bioinformatica Aplicada ao
Desenvolvimento de Vacnas. (Carga
horaria: 22h).

Facuidade de Medicina de Ribeirdao Preto
0 U?we'sadade de S3o Paulo, FMRP-USP,
rasil

2021 - 2021

Capacitacdo no Uso e Manejo de Animais
de Laboratdrio. (Carga horaria: 60h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2020 - 2020

Imunciogia de transplantes. (Carga
horérla 15h),

| de Qinicas de Porto Al ,
HggA, Brasil. —_

2020 - 2020

How to write a Review paper. (Carga
horaria: 2h).

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE,

UFCSPA, Brasil.

2020 - 2020
R nao ramadores: analisando

os do TCGA. a horaria: 2h).

FUNDACAO UN E FEDE DE
CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE,
UFCSPA, Brasil.

2020 - 2020

ranﬁNfVE%a horana RAL DE

CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE,
UFCSPA, Brasil.

Atuacao Profissional

FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE, UFCSPA, Brasal,
Vinculo institucional

2021 - 2022
g‘uncqb: : %tsta _Enc mgnm

naonal: 12 a
horaria: 20 - S

Outras
informacoes



Montagem de imuncensaio celular para a

triagem e avaliagdo de anticorpos

neutralizantes anti-S no soro de individuos

pos-infeccdo  por  SARS-CoV-2  ou
Vadnacao.

Vinculo institucional

2020 - 2020

Vinculo: Bolsista, En ramento
Fundonal: InluagSo Gentifica, Carga
hordria: 20

Outras

informagoes
Anafise da_expansao de linfécitos T CD8
na aplicagao da interleudna-21/Ig como
imuncterapico em camundongos
imuncssuprimidos e infectados com
Herpes Simplex Virus-1.

Vinculo institucional

2019 - 2019

Vinculo: Bolsista, Eni ramento
Fundonal: Imua;ao Gentifica, Carga
horaria: 20

Outras
info
V‘nrus influenza no Rio Grande do Sul -

rela flogenéticas, ~analise de
mutﬁ deteccao de coinfecgbes.

Centro Estadunl de Vigilancia em Saide, CEVS, 8rasil
Vinculo institucional

2017 - 2019

Vinculo: Bolsista, Enguadramento
Fundonal: Btagrana Carga horaria: 30

Outras
info

Setor de sangue, células, tecidos e outros
argaocs,

Haspital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA, Brasil,
Vinculo institucional



2019 - 2020

Vinculo: Bolsista, Enguadramento
Fundonal: Estagidria, Carga horaria: 20

Outras
informagdes

Unidade de Diagndstico Laboratorial
Especializado - Citometria de Fluxo.

Kley Hartz S/A Industria e Coméroia, KLE HERTZ, Brusé,
Vinculo institucional

2022 - 2024

Vinculo: Cefetista, Encgadramenbo
Funconal: Analista de s:xmsa v
Desenvolvimento, Carga horaria; 40

Outras

informagoes
Pesquisa o Desenvolvimento
Farmacotécnico

Vinculo institucional

2021 - 2022
Vinculo: Bolsista, Enguadramento
Fundonal: Estagio, Carga horaria: 30
Outras
informagdes
P&D Farmacotecnko

Quativ G Pesguisa @ Desemwvolvimento, QUATRO &, rasil.

Vinculo institucional

2022 - 2022
Vinculo: Estég: curricular,
Enquadramento dgonal:  Estagio

curricular, Carga hordria: 20

Projetos de pesquisa

61
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tOtdiontagan de imuﬁnagaooe_nsaiodeoetu:rﬁpara a
a e ava col
neu ntes anti-S no soro de indlvidrﬂg
pos- infeccdo por SARS-CoV-2 ou
vadnagao

Descricdo: O SARS-CoV-2 é o wirus
respiratorio  causador de sindrome
respiratonia aguda grave. Em margo de
2020 esse virus d;a havia se espalhado
pelo mundo e a deenca @ por ele,
a COVID-19 foi considerada pela
Organizacdo Mundial da Sadde como
pandémica. Com a continuidade da
pandemia, e a ausénda de tratamentos
espedficos, os anticorpos neutralizantes
tormam-se um importante alternativa para
o combate desse virus. A busca por
conhecimento sobre a  formacdo de
anticorpos  contra SARS-CoV-2, induindo
suas especificidades, tempo de formacao
e capacidade neutralizante tem sido
intensa durante teda a pandemia. Assim,
esse estudo tem como objetivo a
maontagem de um sistema para analise de
anticorpos  neutralizantes anti-S no soro
de pacientes previamente infectados ou
que receberam vacina contra SARSCoV-2.
Nesse trabalho, a proteina S serd utilizada
na a montagem de um
enzimaimunoensaic i _house para a
e quantificagdo de anticorpo
contra o SARS-CoV-2 no soro  de
individuos tiveram COVID-19 ou
vadnados. Também, a linhagem celular
HEK293 serd transfectada com o
plasmideo hACE2 (receptor da proteina do
virus via proteina S). A proteina S sera
marcada com horseradish peroxidase e
incubada com os anticorpos  dos
pacientes, combinagao  sera
3‘&@ S tikor o3 ngg{fidadé
mais anticorpos com a
neutralizantes existrern no soro, menos
ligacde no  ACE2, detectado pela
horseradish peroxidase. Esse projeto esta
inserido em um estudo maior do edital
CAPES - Desenvolvimento de terapias de
base imunoldgica para tratamento da
COVID-19 |, cujo um dos objetivos e a
investigacdo de anticorpos neutrafizantes..
Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos enwolvidos: Graduagaoe: (1) .

Integrantes: \eridiane Maria Pscheidt -
Integrante [ Ts Fazolo - Integrante /
Priscila Ofiveira de Souza - rante [
Luiz Rodrigues Junior - Coordenador.

2020 - 2022

Avaliagdo da forma recombinante IL-21/1g
no resgate de células T CD8+ em modelo
de imunossupressao induzida em modelo
de infeccdo viral

Descrigdo: A imunossupressdo € um
processo no qual o sistema imunologico
apresenta uma reduzida capacidade
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protetora contra agentes estranhos. Ela
de ocorrer ser induzda, como nos
nsplantes, congénitas, ou adquiridas,
! S S
norma e 3 m esse
imunossu o relacionado a reducd
das celulas T CD4+. A interleucina-21,
rroduzlda quase exclusivamente
infécitos t tem o potencia de
aumentar a andade profiferativa
efetora de lmfécttns T, B e células NK
Assim, esse estudo tem o abjetivo de criar
um modelo murino de deplecso parcial de
celulas T (D4+ através da admmnstragio
intravenosa de anti os anti-CD4 , na
fase de imunossu 0 0s animais serdo
infectados com Herpes Simplex virus-1. O
resgate dos finfécitos serd realizado por
mexo da admini 0 intravenosa
quimera IL-21/1Ig pu da, caractenzada
e quanbﬁcada. A hipotese é de que a IL-
21, com  maior blodtspmi)nhdade
intravenosa, recupere o ial de CD4-

help e consequentemen de

célglas T CDB+ antigeno esaeoﬂ%oasn
virus HSV..

Sltuagao Condluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos! Graduagao: (5) /
Doutorado: (1) . &)

Tnbegrants | Gusiave Hagen - Intaqrants /
n nte vo Hagen - In

luiz Ca Rodrigues  Junior -
Cocrdenador [ Rod Bnedetti Gassen -
Integrante | Glaucia Hezer - Integrante /
Gabrel Tardim Hildrio - Integrante |
Douglas Matheus Mulher - Integrante.

Nimero de produgbes C, T& A: 1

2020 - 2022

Desenvolvimento de um painel
imunofenctipico  para  avaliacdo da
regu de monacitos como preditor de
severidade em pacentes com 19

Descrigao: Os fatores que levam ao
agravamento dos pacien infectados
pelo  SARS-CoV-2 w ndo foram
completamente escla os. Especula-se
que uma resposta inflamatdria excessiva
se;a a principal causa de agravamento da
e de morte em pacientes com
COVI -19, wvisto que este perfil de
imune estd associade a0
aumento de niveis de dtocinas
circulantes, a ptﬁen de finf
profunda © infiltragdo  tecidual
consideravel de células monenucleares,
Imente no  epiélio pubmnar
M recentes reforcam essa hipotese
evidenciando que pacentes graves com
COVID-19 apresentaram uma
imune hiper-inflamatdria caracteni por
um ro conhecido como tempestade
de citocinas, mediada ﬁor mmponenhes
da imursdade inata que
e liberacdo exacerbada de cutocnas, mmo
IL-6, IL-7 e fator de necrose tumoral
(TN"), e guimiodinas, como CCL2, CO3 e
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CXCL10, na corente sanguinea. Os
manodtos, células sangmeas associadas
a imunidade mnata, mpenham  um
papel importante na regulagio da
resposta imune e na defesa do hospedeiro
contra organismos estranhos.  Essas
celufas 530 responsaveis pela
apnzsem?a’:o de antigeno para linfocitos,
fevando a iniciacao da resposta imune
humpral e celular. Alem disso, apresentam
fungbes como fagodtose e producdo de
citocinas efou fatores quimiotaticos, que
sdo mediadas através da ex de
moléculas na superficie celular. Essas
moléculas constituem o imunofendtipo
dos monocitos e podem ser avaliadas por
citometria de fluxo, técnica que consiste
em um dispesitivo de deteccdo optico-
3 que, permite analisar as
propriedades fisicas e quimicas de
particulas  microscopicas suspensas em
um meio liguide. Os principais marcadores
fenotipicos da linhagem monccitica sao as
5, (D64, CD33, (D14,
CD36, CD300, (D16 e HLA-DR expressas
na superfide da membrana celular
PostLye mente,  varios n_teca_nismx
contribuem para a hiperativacao
macrifagos dervados de  mondcitos
observados em pacientes com quadro
severo de COVID-19. A producdo tardia
de IFN tipo I leva a um aumento do efeito
citopatico, promovendo um aumento da
liberacio de  quimioatraentes de
monocitos pelas células  epiteliais
alveclares que promovem o recrutamento
de monocitos do sangue periferico para os
pylmoes. Estndos, mostraram  que o
numero de moncctos classicos em
pacientes _com COVID-19 diminuiu em
comparacao aos pacientes saudavels, e a
quantidade de mondcitos do  tipo
intermedidrio e ndo-ddssico aumentou.
Na analise gor citometria de fluxo,
monadtos (D14+4CD16+ apresentaram o
parametro FSC (forward-scatter),
reladonado  ao  didmetro  celular,
aumentado e o fendtipo foi compativel ao
de monocitos inflamatorios.
Mol icamenta  esses  mondcitos
ap m forma atipica e vacuolada,
caracteristicas usualmente ndo
encontradas em controles saudaveis. Em
resposta 3 invasdo de microorganismos e
a fberagdo citocinas inflamatorias na
corrente sanguinea, os mondcitos sao
estimulados a expressar em_ sua
membrana o fator de coagu 1M1
(CD142), molecula respon: pela
ativacado daEm cascata (e’:tmseca z
coagulacao. situagies de ausénca
l& tecidual, a indugao da coagulacao e
dependente do recrutamento  de
monodtos inflamatdrios  CD142+ por
celufas endotefiais. Na COVID-19, £
obse&dgo uma disfumidad% da
coagy , supostamente mediada por
monoctos, que esta

diretamente
reladonada a  um yrognastico
& presenca de lesdo tecidual

na sepse, faléncia de e morte..

Situacdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduacdo: (2) f
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Doutorado: (1) .

Integrantes: Veridiane Maria Pscheidt -
Integrante /| MARIELA GRANERO FARIAS -
Integrante / Amanda Dalbosco Machado -
Integrante / Ana Paula retti -
Inheganbe / Ricardo Machado er -
Coordenador / Mariana Pires Garca -

Integrante.

2020 - 2021

Epidemiologia Mclecular do Coronavirus
SARS-CoV-2 no Rio Grande do Sul ?
Relacoes  filogendmicas, analise de
mutagtes e deteccao de coinfecgbes

Descrigdo: No_final de 2019, um novo
coronavuus SARS-CoV-2, emergiu na
Ih hutgana e rapidamente se
apa ou por diversos pai
uma mfeo;éo respratg:ase%enomumda
COVID-19,1 qual foi declarada
g:ndemna pela Organizagac Mundial da
ude em 11 de margo de 2020.2 Até
entao, seis tipos de coronavirus capazes
de causar infeccdo respiratdria  em
humanos eram conhecidos: os
alphacoronavirus 229E e NLG63 e os
betacoronavirus HKU1 e 0C43,
responsaves por 15?30% das mfecqoes
respiratdrias _anuais; e os altamente
patogénicos ’SARS-CoV e MERS CoV, que
causaram  importantes
200222003 e em 2012, respechvamente
com altas taxas de mmtaludadeB No
Brasil, o primeiro caso de in por
SARS-CoV-2 foi confirmado no dia 26 de
fevereiro de 20204 e, no Rio Grande do
Sul (RS), em 10 de margo de 2020.5 Em
ambos os casos, os individuos haviam
vidgjado ao exterior e retornaram )a
dos. Em 20 de margo de 2020,
COVID 19 passou a ser cons»derada
doenca de transmissao comunitdria em
todo o territdrio brasileiro,6 sendo que, no
RS, 720 casos ja foram confirmados, com
18’ Gbitos (até 14 de abri de 2020).7
Individuos infectados pelo SARS-Co 2
podemn ser assintomaticos ou apresentar

sintomas que varam a
moderados (com  tosse, febte dor de
cabeca e aumentc da uencia

respiratoria), até sintomas graves e
quadro cntko com_ pneumonia e
adedevenulaqiomecamca890
agravamento dos sintomas esta associado
a alta producao de citocinas e a uma
resposta _inflamatdria  exacerbada  do
mdmduo 9 Até o momento, nao ha vadna
tratamento especif'oos para a
COVlD-19 € pouco sabe sobre a
doenga, e a manona dos estudos
gdemlobgmos e moleculares publicados
baseados em casos ocormidos em
como China e Italia, sendo
neoesino estudos com mpulagﬁes de
outros palss 10 No Rio Grande do Sul,
ainda nao ha estudos epldenmlogvcos
nem genomicos envolvendo SARS-CoV-2
Nesse contexto, conhecer os
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circulantes desse virus no estado podera
contribuir para o entendimento da
epidemiclogia do SARS-CoV-2. Além disso,
o estudo do viroma e do microbioma do
trato respiratdrio superior dos pacientes
farnecera informacgdes importantes acerca
dos organismos patogénicos associados
aos casos de sindrome respiratoria a?uda

rave durante a pandemia da COVID-19..

ituacao: Conduido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) [
Mestrado academico: (1) .

Integrantes: \eridiane Mara Pscheidt -
Integrante / Tatiana Schaffer Gregianini -
Integrante [/ Letidga Garay Martins -
Integrante / Ana Beatriz Gorini da Veiga -
IC:::ordenzedtgr Ana PaSeu’; Muterle V\gigé ;
ntegran riana as - Integran
Fermanda Carpeggiani - Integrante /[
Fabiana Quoos Mayer - Integrante.

Numero de productes C, T & A: 1

2020 - 2021

Avaliagdo da expressao de HLADR em
nm'ggqs como preditor do processo
inflamatorio infeccioso

Descricdo: A sepse afeta anualmente
milhes de padentes em todo o mundo.
Na sua fase inicial ccorre uma liberacao
sistémica de citocinas pro inflamatdnias
ontra _asf 5. gma resdepmeéehga
C a infecgdo. O excesso uGgao
destas citodnas esta associado com a
injuria celular, que leva a morte pela
disfuncio de multiplos orgdos. Os
monoatos tBm um  papel crucial na

defesa do

regu imune € na
hospm'om contra organismos estranhos
através da ressdo na superfide de
Qb ol Fatpoals Caih NeREREE
ue s30 responsaveis pela apresen
3e antigenos para os infocitos T e
?idﬂza;ﬁo : cf!gogscoascataA hﬂaq)atona'd'e
urante a in i exXpressao
HLADR de superficie em monocitos reflete
o estado de ativacdo destas celulas,
dando inico a resposta imune celular @
humoral, Mendcitos com diminuicao ou
falta da expressao de HLADR estio
fortemente inibidos na sua funcdo de
célula apresentadora de antigeno e
perdem a habilidade para produzir
mediadores  inflamatdrios na
para o_respectivo estimulo. Assim, a
expressao diminuida de HLADR em
monddtos correlaciona-se com um risco
de complicagbes _ infecciosas.
Recentemente a expressao de HLADR em
monocitos pede ser utdlizada também para
a estratificacdo e administracdo de GM-
CSF em ensaios clinicos. Este biomarcador
Quia a terapia e parece eficaz e efetivo na
uracao  da imunocompetencia
monodtica e reducdo da duragao da
ventilagdo mecanica e
UCI/hospitalares.Como a
imunossupressac nao apresenta sinais
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Projetos de extensdo

clinicos, ha a necessidade urgente de um
biomarcador que seja rapido, senswel e
5peoﬁco para a robustez
imune dos pacientes. Assim, a dn'nmmg
da expressao do HLADR em mondci
circulantes, medidas por citometria de
fluxo, consensualmente aceita como um
confiavel indicador da imunossupressao
em pacientes crticos e para A
maonitorizacao da terapia de
imunomedulagdo.  Estudos  recentes
mostram que a sepse é uma entidade
bimodal: a primeira fase & caracterizada
pela liberacio sistémica de dtodinas
proinflamatorias, tais como Fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-1, n-e
IL-12, INFgama & IL-6. O TNF-alfa é u
mediador central da regulacdo do sastema
imune e a IL-1 atua snnergvcanmte com o
TNF-alfa, estimulando liberacdo de
mediadores  tais oomo a IL-6, que
R:mcnpa na resposta mﬂanaaabéria do
spedam o pamgenese sepse,
nflamatdrias  s3o

nmnas para inicafizar um efetivo
processo inflamatério contra a infeccao
enquanto o excesso de producic esta
associada com a disfu éo de mohi
orgacs e mortalidade. Na segunda fase,
mediadores anti-inflamatdrios tais como
TGF-beta, IL-10, 1IL-13, Il4 e
pmstaglandna E2 ser fiberadeos
em um esforgo nuo para impedir a
inflamagdo. Em ientes com sepse
severa e ue septico, a mmgk
de IL-6, p zida pelos &
corre acionada com o pior p
Baixos niveis de IL6 no plasma
combinados com a baixa expressaoc de
HLADR e capacidade ica, sﬁo talvez
uma transgio de hiperatividade a
supressdo do sistema imune. Altos niveis
de IL-6 tém sido demonstrados como o
melhor preditor de mortaidade em
pacientes com sepse Assim, a IL6 um
marcador de progndsticc de grande
utilidade em ientes  com
zugere ue ohstem::gef Inbﬁrgp fm&n-
que e um o facil e rapido, pode
ser utdl no screening e monitoramento de
pacientes com sepse..
Situacao: Condluido; Natureza: isa.
Ahh:ogsemolwdos Graduagao (pf)squ

Integrantes: Veridiane Maria Pscheidt -
Integrante /| MARIELA GRANERQ FARIAS -
Coordenador / TURI VICENTE CAMARGO
MORKIS - Integrante / FABIANE SPAGNOL

PEDRAZZANI - Integrante [/ VICTORIA
CARVALHO ROSA - Integrante.
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2017 - 2018

Programa de Extensio Cuidando da
Farmacia Caseira



Descricdo: O Programa de Extensdo
Cuwdando da Farmacia Caseira tem por
objetivo promover o uso racional, guarda
e descarte adequado de medicamentos, e
o uso coreto e seguro de plantas
medicinais entre os usuarios e equipes de
Unidades de Saude (USs? da zona norte
de Porto Alegre e comunidade interna da
UFCSPA.  Através do  programa
realizadas  acGes educativas para os
usudrios, e acoes de formacao continuada
para as equipes das USs sobre os temas
abordados pelo programa. Nas ,USs
tambem s30 realizadas, para 05 usSUArios,
campanhas de  recolhimento  de
edicamentos  vencidos, além  de
orientacoes sobre a guarda de descarte
correto de medicamentos. Também estio
previstas acoes educativas, para os aluncs
de graduacao da UFCSPA, que contribuam
com a formacao de profissionais de saude
quanto ac manejo da farmaca caseira e
uso correto e seguro de plantas

Situag3o: Concluido; Natureza: Extensio
1| - Loncuido; reza:c i
Alunos envolvidos: Graduacdo: (8) .

}nmtegmgs: ’VeriNtiane_ Maria Pscheidt
n ine a
Coordenador [/ Kellen C. B. de S::%oza
Integrante [ nna da Silva Ribeiro
Integrante [/ Julia Maria Aibar Correia
Integrante / Marina Ody Rodrigues
Integrante.
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Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area:
Imunodogia / Subarea: Imunologia Celular.

Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area:
'I:rhn‘undogia / Subarea: Citometria de
X0,

Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area:
Microbiologia / Subdrea: Virologia.

Areas de atuacdo

1.

2.

3‘
Idiomas

Inglés

Prémios e titulos

Compreende Bem, Fala Razoavelmente,
Lé Bem, Escreve Razoavelmente.

2023



Produgbes

Melhor Apresentacdo Oral - Categoria
Iniciagdo Cientifica, XIV Simpésio de
Imunalogia.
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Prodocio bibliogrifica

Artigos completos publicados em periodicos

Oy piv

- Ovdemn Cronaligies v

FROHLICH, GUILHERME C. ; GREGIANINI, TATIANA S. ;
PINHEIRO, FELIPE G. ; NASCIMENTO, RODRIGO | CEZAR,
THIAGO M. ; PSCHEIDT, VERIDIANE M. . SELAYARAN,
TAINA ; MARTINS, LETICIA G. ; GOMES, MARCELO FERREIRA
DA COSTA ; SALVATO, RICHARD S. ; PEREIRA, ELISA C. ;
GUIMARAES'RIBEIRO, VICTOR ; SCALIONI, LETICIA DE PAULA
- SIQUEIRA, MARILDA M, ; RESENDE, PAOLA C. ; VEIGA, ANA
B. G. . Resurgence of human respiratory syncytial virus Ju'ing
COVID-19 pandemic in Southern Brazil. JOURNAL OF MEDICAL
VIROLOGY =, v. 96, p. £29551, 2024, Citaghes: wem o wowncs -
1| scopus?

¥ PSCHEIDT, VERIDIANE M.; DE SOUZA, PRISCILA
OLIVEIRA ; FAZOLO, TIAGO ; MODENAi JOSE LUIZ bROEth-
SIMEONI, 'CAMILA ; TEIXEIRA, DANIEL ; SILVA, NATALIA
BRUNETTI ; DOS SANTDS, KARINA BISPO : JUNIOR, LUIZ
RODRIGUES ; BONORINO, CRISTINA . A flow cytometry-based
assay to measure neutralizing antibodies against SARS-CoV -2
virus. CYTOMETRY PART Axs, v. Epub a, p. 1-12, 2024.

FAZOLO, TIAGO ; LIMA, KARINA ; FONTOURA, JULIAC. ;
DE SOUZA, PRISCILA OLIVEIRA ; HILARIO, GABRIEL ;
ZORZETTO, RENATA ; JUNIOR, LWUIZ RODRIGUES '
PSCHEIDT, VERIDIANE MARIA ; DE CASTILHOS FERREIRA
NETO, JAYME ; HAUBERT, ALISSON F. : GAMBIN, IZZA ;
OLIVEIRA, ALINE C. ; MELLO, RAISSA S. ; DE BASTOS BALBE E
GUTIERRES, MATHEUS ; GASSEN, RODRIGO BENEDETTI ;
COIMBRA, LAIS DURCO'; BORIN, ALEXANDRE B MAR&UES,
RAFAEL ELIAS ; R, IVAINE TAIS SAUTHIER ; ZAVAGLIA,
GABRIELA OLIVEIRA ; etal . Pediatric COVID-19 patients in
South Brazil show abundant viral mRNA and str specific
anti-viral responses, Nature Communicationsxm, v. 12, p. X,
2021. Citagoes: winor o~ 25 | SEQPUS 25



1.

1I

2.

3.

4.

GARCIA, MP : FARIAS, MG ; MACHADO, AD ; PSCHEIDT
VM ; BARBIERI, MP ; ALEGRETTI, AP : XAVIER, RM . PERFI[
LINFOCITARIO EM PA INTERNADOS COM COVID-19
DE GRAU SEVERO E NAD SEVERO. Hematology, Transfusion
and Cell Therapyxx, v. 43, p. S513, 2021,

W PSCHEIDT, VERIDIANE MARIA; GREGIANINI
TATIANA SCHAFFER ; MARTINS, LETICIA GARAY ; VEIGA, ANA
BEATRIZ GORINI DA . Epidemiology of human adenovirus
associated with i infection in southern Brazl
REVIEWS IN MEDICAL VIROLOGYm, v. 2020, p. €2189, 2020.
Citaghes: wms orsorwe - 37 | BOSPUS 34

Resumos publicados em anais de congressos

PSCHEIDT, V. M.; GREGIANINI, T. S. ; MARTINS, L. G. ;

VEIGA, A. B. G. . Anadlise epdemiologia do adenovirus
humano assodado a infeciao respiratoria no Rio Grande do
Sul. In: Congresso URCSPA: Conectando saude e socedade,
2019, Porto Alegre. Analise epidemioldgica do adenovirus
gu{nggclagassod a infeccao respiratdria no Rio Grande do
ul, )

Apresentacoes de Trabalho

PSCHEIDT, V. M.; SOUZA, P. O. ; FAZOLO, T. ; BONORINO, C.
. A FLOW CYTOMETRY-BASED ASSAY TO MEASURE
NG ANTIBODIES AGAINST SARS-COV-2 VIRUS.

NEUTRALIZI
2023. (Apresentacao de Trabalho/Simpdsio).

PSCHEIDT, V. M,; SOUZA, P. O. ; FAZOLO, T. ; BONORINO, C.
. Avaliacao’ de anticorpos neutralizantes contra SARS-CoV-2
utilizando  citometria de fluxo. 2023, (Apresentacdo de
Trabatho/Simposio).

PSCHEIDT, V. M.; HILARIO, G. T. M. ; FAZOLO, T. ;
RODRIGU§§ JUNIOR, L. C. . Imunoterapia e resposta imune
contra  wvirus: interleucina-21, 2020, (Apresentacao de
Trabalho/Comunicac3o).
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1.

Eventos

71

PSCHEIDT, V. M.; GREGIANINI, T. 5. ; MARTINS, L. G.
VEIGA, A. B. G. . Anallse epldemnolognca do ademv:rus
humano assodado a infeccao Egorahéna no Rio Grande do
Sul. 2019. (Apresmtagan deTra /Congresso).

PSCHEIDT, V. M.; GONCALVES, G. D. . Hemavigildncia do
Receptor de  Transfusdo. 2018. resentacdo  de
Trabatho/Outra). e

Outras producdes bibliograficas

FAZOLO ; LIMA, K. . P. O.
HIl.ARId G T. M. ; ZCRZEFOMIIM.ODRIGUESJ OR L.
PSCH!!DT V. M. : FERRE!RA NEIT.)E J. C. ; HAUBERT, A. F
B. BBEIN G:&EN R.B smfgn LTS &ZAVA ERAES b
FERNANDES, 1 VAda.A - H. Pouf_se aom% M.
etal . Stron an‘: viral responses in pediatric CO\’I §
patients in South Brazil 2021 (Prepint).

1.

3.

Particpacdo em eyenton, congressos, exposictes e feins

1 Smxoslo Nadonal de Imun ia ? UFCSPA.A FLOW
CYTOMETRY-BASED ASSAY TO MEAS BLOCKING CAPACITY
OF ANTIBODIES AGAINST PD-1AND PDL-1. 2024. (Simpasia).

7th International Symposium on Immunobiclogicals. A FLOW
CYTOMETRY-BASED ASSAY TO MEASURE NEUTRALIZING
ANTIBODIES AGAINST SARS-COV-2 VIRUS. 2023, (Simposio).

PROXIMA SYMPOSIUM 2023. 2023. (Simpésio).

XIV Simpdsio Sul de Imunolog‘aAvall 0 de anticorpos
neutralizantes contra SARS-CoV- utﬁz:%ado citometria de



7.

10.

11.

12.

fluxo. 2023. (Simpdsio).

XWII Annual Meeting of the Brazilian Sodiety of Immunology.
2023, (Congresso).

G6th European Congress of Immunclogy. Evaluation of
expression of HLA-DR in mon flow cytometry as an
in)gcatnf of inflammatary ani mfgvcbws disease, 2021.
(Congresso).

Congrnaso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia
Celular 2021. Perfil linfocitdrio em pacientes internados com
COVID-19 de grau severo e ndo severo. 2021, (Congresso).

II Congresso UFCSPA: conectando experiéncias em salde
global. “Epidemiologia do Adenovirus Humano assodado a
infeccdo respiratéria no Rio Grande do Sul. 2021, (Congresso).

V_International Symposium on Immunobiclogicals. 2021.
(Simposia).

XIII Curso de Inverno em Imunologia.Andlise da expansao de
linfocitos T CD8 na aplicacdo da interleucina-21/Ig como
imunoterdpico  em camundongos _imunossuprimidos e
infectados com o virus Herpes Simples Tipo 1. 2021. (Outra).

XVII Con of the Iberian Society of Cytometry - Virtual
Edition. Evaluation of ression of HLA-DR in monocytes by
flow cytometry as an i tor of inflammatory disease. 2021,
(Congresso).

Congresso Brasileiro de Virologia & XV Encontro de w da
Mercosul. Epidemiolegy of human adenovirus assod with
respiratory infection in southern Brazil. 2020. (Congresso).
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13.
PespOsta KTANE Conkia JiS: INSr e 21, 20, (EACOMTD).
14.
Escola Gaticha de Bioinformética, 2019, (Outra).
15.
Reunido do GT do Sangue RS. 2018. (Encontro).
16.
Curso de Boas Préticas no Ciclo do Sangue. 2017. {Encontro).
17.
I Jornada Académica da Farmacia. 2017. (Outra).
18.
11 Jornada da Liga do Sangue. 2017, (Outra).
19.

Treinamento de Hemovigildncia. 2017. (Outra).

Organizacio de eventes, congressos, expesicies ¢ feiras

1.
RIGO, G. ; pscunm' V. M. C. ; GARCIA, N. ;
u.b E ouvémA fnJomada Académica
Farmacia UFCSPA 2018."(Outro).
Inovacao

Projetos de pesquisa



