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RESUMO

Rituximabe ¢ um anticorpo monoclonal terapéutico usado no tratamento de doencas em que a
deplegdo de células B pode ser benéfica, como linfoma nao-Hodgkin e artrite reumatoide. E
um biofarmaco que, atualmente, o Sistema Unico de Saude precisa importar, ji que nio ha
produg¢do nacional deste anticorpo. Os mecanismos de ag¢do do Rituximabe estdo
intrinsicamente ligados a sua capacidade de interagir com o antigeno CD20, uma proteina de
membrana presente em células B maduras. Portanto, estratégias de engenharia de proteinas,
como evolucdo dirigida, podem ser usadas visando alterar a regido de ligagdo ao antigeno
deste anticorpo e aumentar sua afinidade. Fragmentos como scFv (single-chain fragment
variable) podem ser usados, ja que sdo moléculas pequenas € menos complexas, mas retém os
aminoacidos que compdem a porcao varidvel dos anticorpos. Neste trabalho, uma biblioteca
do gene scFv do Rituximabe foi construida, com o objetivo de maturar a afinidade deste
anticorpo ao antigeno CD20. A variabilidade da biblioteca foi obtida através de error-prone
PCR (epPCR), em que os componentes da PCR sdo alterados de forma a inserir mutagdes
aleatoriamente na sequéncia de DNA. As sequéncias aleatoriamente mutadas foram clonadas
em vetor pHEN2, transformadas em E. coli para construir a biblioteca de scFv e apresentadas
na superficie de fagos apds coinfeccdo com fago auxiliar (VCSMI13). As particulas virais
expressando scFv na superficie foram submetidas a etapas de selecdo, baseadas na interagdo
dos mutantes com um peptideo sintético, correspondente ao epitopo do anticorpo nativo. A
biblioteca construida, de 1,4 x 10° variantes, foi analisada por sequenciamento de DNA. A
biblioteca mostrou uma taxa de mutagao na sequéncia de DNA de 726 pb de 0,56% (£0.24) e
taxa de mutacao de 1,07% (+0,76) a nivel de proteinas (242 aa). A selecdo foi feita contra a
alca extracelular maior do CD20 (peptideo sintético biotinilado). Duas etapas de sele¢dao
foram executadas com condi¢des crescentes de adstringéncia (lavagens sucessivas para
remover fagos de baixa ou nenhuma interacdo). Os fagos resultantes foram submetidos a PCR
com primers especificos ao scFv e foram analisados por sequenciamento. E esperado que
mutagdes pontuais observadas possam exercer um papel fundamental na maturacdo da
afinidade. Se o efeito dessas mutagdes forem confirmados, ¢ possivel melhorar o efeito
terapéutico do Rituximabe e esses mutantes podem ser explorador como biofarmacos em

diferentes formatos, como moléculas bispecificas e receptores quiméricos de antigeno (CAR).

Palavras-chave: Evolucao dirigida. Phage display. Fragmentos de anticorpos.



ABSTRACT

Rituximab is a therapeutic monoclonal antibody used in the treatment of diseases in which the
depletion of B cells might be beneficial, such as Non-Hodgkin Lymphoma and rheumatoid
arthritis. It is a biopharmaceutical that, currently, the Brazilian’s public health system nedds to
import, since there is no national production of this antibody. The mechanisms of action of
Rituximab are intrinsically linked to its capacity to interact with CD20 antigen, a membrane
protein present on the surface of mature B cells. Therefore, protein engineering strategies,
such as directed evolution, may be used towards altering the antigen binding region of this
antibody, improving its affinity. Fragments such as scFv (single-chain fragment variable) can
be used because they are small and less complex molecules, but retain the amino acids that
comprise the variable portion of antibodies. In this work, a library of Rituximab’s scFv gene
was constructed, aiming to mature the affinity of this antibody to the CD20 antigen. The
variability of the library was obtained through error-prone PCR (epPCR), in which the
components of the standard PCR are altered in order to insert random mutations in the DNA
sequence. The sequences randomly mutated were cloned into pHEN2 vector, transformed into
E. coli to construct the scFv and presented on the phage surface after coinfection with helper
phage (VCSM13). The viral particles expressing scFv on the surface were submitted to
rounds of selections, based on the interaction of the mutants to a synthetic peptide,
corresponding to the native antibody’s epitope. The library has a size of 1.4 x 10’ clones and
was analyzed by DNA sequencing. The library showed a mutation rate in the DNA sequence
of 726 bp of 0.56% (£0.24) and a mutation rate of 1.07% (+0.76) at protein level (242 aa).
The selection was performed against the largest extracellular loop of CD20 (biotinylated
synthetic peptide). Two rounds of selection were executed in crescent astringent conditions
(successive washes to remove low- and non-binding phages). The resulting phages were
submitted to PCR with scFv-specific primers and were analyzed by sequencing. It is expected
that the observed point mutations might exert an important role on affinity maturation. If
these effects are confirmed, it is possible to increase the therapeutic effect of Rituximab, and
these mutatnts might be exploited as biopharmaceuticals in different formats, such as

bispecific molecules and chimeric antigen receptors (CAR).

Keywords: Directed Evolution. Phage Display. Antibody fragments
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1 INTRODUCAO

Doengas complexas como o cancer sdo tratadas utilizando diferentes estratégias baseadas
em medicamentos biologicos ou biofairmacos. Nesse contexto, o desenvolvimento de
estratégias biotecnoldgicas para obter novas moléculas com potencial anticancer tem crescido

anualmente.

1.1 Uso de biofarmacos no tratamento do cancer

Nas ultimas décadas, apesar de varios avangos em termos de vigilancia, integracdo de
dados epidemiolédgicos que direcionam estratégias de saude publica e tecnologias para o
tratamento contra o cancer (cirurgias, radioterapias, terapias endocrinas e quimioterapias), o
cancer ainda tem impacto relevante na saide publica e na taxa de mortes. Em paises
desenvolvidos, este grupo de doencas estd entre as principais causas de oObitos, diferente de
paises mais pobres, em que doengas infecciosas sdo mais expressivas (WHO, 2018). No
Brasil, neoplasias s3o a segunda maior causa de morte entre criangas, adolescentes e jovens
adultos (INCA, 2017), causando impacto negativo para o sistema publico de saude.

O INCA estima, para o biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer
por ano (INCA, 2017). Dessa forma, o mapeamento eficiente de estratégias para a prevengao,
diagnostico e tratamento destas malignidades deve ser prioridade na pauta de discussdo de
solugdes para a saude publica brasileira. Apenas com assisténcia oncoldgica, em 2015, o
Brasil gastou cerca de R$ 3,5 bilhdes. Mundialmente, houve 14,1 milhdes de casos novos de
cancer e um total de 8,2 milhdes de dbitos, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude.
S6 em 2030, estima-se que a carga global serd de 21,4 milhdes de casos novos e 13,2 milhdes
de 6bitos (WHO, 2018).

Os biofarmacos, medicamentos bioldgicos ou produtos biolodgicos sdo explorados para
o tratamento de doengas complexas, como os canceres. Segundo a ANVISA, produtos
bioldgicos sao medicamentos que contém uma molécula com atividade bioldgica conhecida,
registrado, e que podem ser classificados em (ANVISA, 2010):

I — vacinas;

IT — soros hiperimunes;

IIT — hemoderivados;

IV — biomedicamentos classificados em:
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a) medicamentos obtidos a partir de fluidos biologicos ou tecidos de origem

animal; e

b) medicamentos obtidos por procedimentos biotecnoldgicos.

V — anticorpos monoclonais;

VI — medicamentos contendo microorganismos vivos, atenuados ou mortos.

Desde 1986, quando o primeiro anticorpo monoclonal (muronomabe) foi aprovado,

at¢ maio de 2017, cerca de 74 produtos baseados em mAbs foram aprovados para

comercializacdo por 6rgdos dos Estados Unidos da América, Japdo ou Unido Europeia

(anticorpos conjugados, anticorpos biespecificos, Fab, Fc conjugados com proteinas e

moléculas biossimilares) e 11 foram retirados do mercado por razdes variadas. Esta aprovacao

¢ crescente a cada ano, como pode ser deduzido a partir da Figura 1. O nimero de moléculas

em desenvolvimento também ¢ maior em comparagdo com décadas passadas, especialmente

quando se observa o alto niimero de moléculas em estdgio clinico, que chega a 719

globalmente (STROHL, 2018) gracas a valida¢ao de novos alvos, otimizacao da estrutura das

moléculas, associagao com toxinas ¢ o uso da bioinformatica.

Figura 1 — Evolugdo da quantidade de moléculas terapéuticas aprovadas por ano pelo FDA
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Fonte: STROHL, 2018. O niimero de medicamentos bioldgicos ainda ¢ inferior ao de moléculas sintéticas.

A quantidade de anticorpos monoclonais e seus derivados ¢ anualmente crescente e tendem ser a maior porgéo

do total de medicamentos biologicos aprovados.
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Os mAbs tém sido aplicados em combinacdo com outros firmacos e sdo importantes
aliados no combate a neoplasias, o que justifica sua expressiva contribui¢do para um crescente
mercado de biofarmacos. Apenas com mAbs, estima-se uma movimentagdo de US$ 125
bilhdes em 2020, caso a taxa de crescimento de vendas seja mantida (BPTC, 2014).

Outro fator que torna os medicamentos bioldgicos atrativos do ponto de vista econdmico ¢
a menor taxa de falhas durante o processo de desenvolvimento de fA&rmacos. Comparado com
moléculas pequenas (sintéticas), que possuem taxa de aprovagao para fase clinica de 13%, os
biofarmacos (incluindo os mAbs) tém taxa de aprovagdo de 32%, de acordo com um estudo
que analisou 4000 farmacos de 50 empresas diferentes, por uma década (DIMASI et al.,
2010).

No Brasil, os biofdrmacos também tém impacto muito expressivo na economia. De acordo
com o Conselho Federal de Farmacia (CAMBRICOLLI, 2015), R$ 12,9 bilhdes foram
destinados a compra de medicamentos pelo SUS em 2014 representando 13,9% do orgamento
total para todo o custeio do SUS. Desse total, cerca de R$ 5,5bi (43%) foram destinados a
compra de biofarmacos, apesar de equivalerem a apenas 5% do total de medicamentos
comprados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2014). Isto demonstra a grande dependéncia
tecnologica que o Brasil tem, que onera o SUS e, consequentemente, as contas publicas, ja
que a maioria dos principios ativos para aplicagdo em saude publica precisa ser importado.
Dos dez medicamentos mais vendidos no mundo em 2016, oito sdo biofarmacos e precisam
ser importados pois o Brasil ndo produz, apesar de possuir capacidade (STROHL, 2018). Tais
gastos com saude publica destaca a importancia de desenvolver plataformas tecnologicas de
origem nacional capazes de suprir a demanda destes medicamentos, desonerando os gastos do
SUS. Dentre os maiores gastos, aqueles com medicamentos (em especial medicamentos
bioldgicos com destaque para os anticorpos terapéuticos que representam a maior fatia)
podem ser diminuidos pela substituicdo da importacdo por anticorpos desenvolvidos com
tecnologia propria. E imprescindivel, portanto, o desenvolvimento de versdes nacionais destas
moléculas. Além da justificativa orcamentéria, estas estratégias estdo diretamente ligadas com
o aprimoramento de tecnologias de tratamento contra o cancer, como serd discutido

posteriormente.

1.2 Estrutura e funcio de anticorpos monoclonais terapéuticos

Anticorpos monoclonais representam uma classe importante de moléculas com

atividade terapéutica contra varias doencas - incluindo o cancer - por causa de caracteristicas
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de afinidade e especificidade, desempenhando mecanismos de agdo efetivos. O alto valor
agregado destas moléculas estd intimamente associado a aspectos importantes de sua estrutura
e fungdo, que implicam em um aumento na complexidade para produzi-las e testa-las.

Apesar de haver outras classes de imunoglobulinas (IgM, IgD, IgA e IgE —
distinguidas pela regido constante C-terminal), as do tipo IgG tornaram-se muito Uteis nos
estudos de caracteristicas estruturais gerais dessas moléculas e sdo as mais utilizadas para
aplicacdes terapéuticas.

Do ponto de vista bioquimico, os anticorpos sdo glicoproteinas circulantes produzidas
por vertebrados através do sistema imune, conferindo uma alta especificidade a uma
diversidade ampla de antigenos. Podem ser encontrados na superficie de membrana de
linfécitos B ou secretados por plasmdcitos (linfocitos B ativados apos estimulagdo) e sua
exploracdo terapéutica teve inicio em 1890, com uso de soro de animais imunizados (ABBAS,
2010). Desde entdo, suas funcdes e aplicacdes baseadas em diversos mecanismos vém sido

estudadas (FIGURA 2).
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Figura 2 — Visdo geral dos principais mecanismos efetores das imunoglobulinas do

tipo IgG (anticorpos) pelo sistema imune de vertebrados.
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Fonte: (SPASEVSKA, 2014). A estrutura, formada pelas regido variavel e constante, desencadeia respostas
celulares incluindo inducdo de apoptose, ativagdo do complemento, citotoxicidade celular mediada por
anticorpo, fagocitose, opsonizagdo (marcagdo para o sistema imune), neutralizagdo e internalizagdo de

receptores.

As moléculas de anticorpos oriundas de clones diferentes de linfocitos B
compartilham componentes estruturais basicos que conferem propriedades fisico-quimicas e
fungdes efetoras semelhantes. A variabilidade entre os clones de linfocitos B e,
consequentemente, na molécula de anticorpo, se d4 na regido de ligacdo ao antigeno, em que
ha uma alta variabilidade da estrutura primaria (sequéncia de aminoacidos) (ABBAS, 2010).
A molécula de anticorpo ¢ composta por duas cadeias leves (Cr) idénticas e duas cadeias
pesadas (Cy) idénticas. Os 110 aminoacidos das regides aminoterminais de cada uma das
cadeias (extremidades), tanto leves (VL) quanto pesadas (Vg), sdo altamente varidveis e

participam do reconhecimento do seu respectivo antigeno. Ja as cadeias carboxiterminais, sdo
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constantes e sdo as responsaveis pelas fungdes efetoras (HARRIS et al., 1999). Estes

componentes basicos estdo demonstrados na figura 3.

Figura 3 — Representagdo estrutural de uma imunoglobulina IgG
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Glicosilagao
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Fonte: Adaptado de PDB (nimero de acesso: 11GY). Estrutura basica de uma IgG, destacando-se, em azul e
laranja, as cadeias pesadas e, em vermelho e verde, as cadeias leves. O fragmento de ligagdo ao antigeno (FADb)
corresponde a regido de interagdo com o antigeno e o fragmento cristalizavel (Fc) a regido de interacdo com as

molécula e células imunes necessarias para o desencadeamento das respostas efetoras.

1.3 Terapias baseadas em anticorpos

Naturalmente, o sistema imune gera uma grande diversidade de células capazes de
reconhecer uma ampla variedade de antigenos. Diferentes clones de células B podem produzir
anticorpos que se ligam a epitopos diferentes de um mesmo antigeno e sdo chamados
policlonais. As por¢des variaveis dos anticorpos policlonais sdo levemente diferentes e cada
clone se liga a um epitopo diferente de um mesmo antigeno, apesar da alta especificidade.
Clones individuais de células B podem ser isolados, cultivados e, entdo utilizados para
produzir anticorpos que se liguem a um mesmo epitopo, chamados de anticorpos
monoclonais. Esta metodologia, chamada tecnologia do hibridoma, vem sendo explorada
desde 1975 (KOHLER; MILSTEIN, 1975) e ganhou grande espago na inddstria farmacéutica,
permitindo a producdo em larga escala de mAbs. Porém, os clones de células B eram obtidos
de animais murinos e produziam mAbs que, quando aplicados como terapia em humanos,
apresentaram problemas de incompatibilidade (imunogenicidade), induzindo efeitos colaterais

intensos. Diferencas nas por¢des Fab e Fc induziam o sistema imunologico do paciente a
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produzir respostas indesejadas, eliminando rapidamente as moléculas do corpo, ou,
simplesmente, estes mAbs ndo interagiam com as células e moléculas do sistema imune
humano, ndo sendo eficazes para o uso terapéutico (CHAMES et al., 2009).

Com a finalidade de diminuir os problemas de imunogenicidade e baixa eficiéncia de
ligacdo com as células e moléculas do sistema imune, estratégias de biologia molecular
comecaram a ser utilizadas para superar estas incompatibilidades, visando obter moléculas
mais proximas dos anticorpos de origem humana, apesar de serem desenvolvidos em
roedores. Esta evolu¢do, chamada de humanizagao de anticorpos, proporcionou a obten¢ado de
sequéncias quiméricas, humanizadas ou at¢ mesmo inteiramente humanas (FIGURA 4),
gerando os primeiros farmacos em 1994 (abciximab), 1997 (daclizumab) e 2002

(adalimumab), respectivamente (FOLTZ et al., 2013).

Figura 4 — Evolugdo do uso de anticorpos monoclonais terapéuticos.
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Fonte: FOLTZ, 2013. Com o advento de novas técnicas de biologia molecular e, assim, novas metodologias
para desenvolver anticorpos terapéuticos (como phage display e uso de ratos transgénicos), a engenharia de
anticorpos tem sido capaz de produzir moléculas quiméricas, humanizadas ou humanas, reduzindo o seu

potencial de imunogenicidade.

No caso de moléculas quiméricas, cerca de 65-70% da estrutura ¢ de origem humana. Os
30% restantes sdo de origem murina, varidveis, que foram obtidas por imunizacdo de
roedores. Em anticorpos humanizados, esta relagdo diminui para 85-90% humana e 10-15%
de origem murina (CHAMES et al., 2009).

Os ganhos de tolerancia, aliados as caracteristicas de alta afinidade e especificidade
melhoraram problemas de seguranca e eficicia em testes clinicos, tornando os mAbs uma
classe de produtos terapéuticos com alto valor agregado, com grande interesse por parte da

industria farmacéutica (ECKER et al., 2015).
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1.4 O alvo terapéutico CD20 e o Linfoma Nao-Hodgkin

Os mAb sdo amplamente utilizados no tratamento de neoplasias, uma classe de doencas
caracterizada pelo crescimento desordenado de células anormais, com potencial invasivo,
contemplando mais de 100 diferentes tipos de cancer. O Rituximabe (MabThera®/Rituxan®)
foi o primeiro mAb aprovado para tratamento na area da oncologia, sendo também utilizado
contra doengas autominues (MabThera® Bula). Desde sua aprovagdo nos EUA em 1997,
tornou-se o medicamento bioldgico mais vendido em oncologia clinica, utilizado em
combinagdo com outras terapias-padrdo — quimioterapicos e radioterapia (MCLAUGHLIN et
al., 1998; HUHN et al., 2001; COIFFIER et al., 2002; BYRD et al., 2003; GHIELMINI et al.,
2004; MARCUS et al., 2005) —, principalmente por aumentar o numero de respostas
completas ao tratamento, remissdo a longo prazo e taxas de cura (COIFFIER et al., 2002;
HABERMANN et al., 2006).

O Rituximabe ¢ um anticorpo quimérico (FIGURA 5), possuindo uma por¢ao de origem
murina (regido variavel) e uma por¢do de origem humana (regido constante), garantindo as

fungoes efetoras envolvidas em seu mecanismo de agao (SMITH, 2003).

Figura 5 — Representagdo estrutural quimérica do Rituximabe.

Rituximabe
/ Variavel
% g\sy murina
W
Constante
humana
T Fc(IgG1)
humana

Fonte: SMITH, 2003. A por¢do murina variavel, em destaque na porgao superior, é responsavel pela ligacdo

especifica com o ligante do Rituximabe, a proteina de membrana CD20.

O alvo do Rituximabe ¢ a proteina de membrana CD20, presente em células B maduras.
Dessa forma, estas moléculas sdo capazes de induzir apoptose devido a sua ligacdo com seu
respectivo antigeno (MALONEY et al., 1997), bem como inibi¢do de crescimento celular,
toxicidade celular dependente de anticorpo e lise celular mediada por complemento (REFF et
al., 1994), como demonstrado na figura 7. A proteina de membrana CD20 (35 KDa) ¢
formada por quatro dominios e esta presente na superficie de linfocitos B e em uma diminuta

parcela de linfocitos T (HABERMANN et al., 2006). O mondmero desta proteina possui
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quatro porg¢des transmembranas, formando dois loops (FIGURA 6) e em um destes loops esta

o epitopo do Rituximabe.

Figura 6 — Representagdo da proteina CD20 em célula B
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Fonte: (SEYFIZADEH et al., 2016). A proteina CD20 ¢ expressa na membrana de células B maduras, o que

a torna um bom alvo terapéutico contra estas células. O loop maior ¢ o epitopo do Rituximabe.

Esta proteina ndo ¢ expressa em fases iniciais ou finais de maturagao, em outras células do
corpo e nem em células-tronco, tornando-se um bom alvo terapéutico, ja que estd altamente
expressa em células cancerosas (STASHENKO et al., 1980). Acredita-se que sua fun¢do
celular esteja associada ao transporte de ions como célcio (BUBIEN et al., 1993) e na

ativacao de sinais intracelulares (WALSHE et al., 2008).
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Figura 7 — Esquema dos principais mecanismos de acdao do Rituximabe
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Fonte: (MOTTA et al., 2010). Apesar de ndo ter mecanismo in vivo completamente entendido, os principais
mecanismos que induzem a morte celular de células B que expressam o CD20 incluem Citotoxicidade Celular

Dependente de Anticorpo (ADCC), Citotoxicidade Dependente de Complemento (CDC) e indugéo da apoptose.

Também associado ao tratamento com Rituximabe, estudos demonstram a inibi¢ao de
algumas proteinas (p38, NFkB, ERK1/2 e proteinas da via Akt) que culminam na
superexpressdo de PTEN e RKIP, resultando na sensibilizacdo a tratamentos convencionais
como quimioterapia com farmacos sintéticos e radioterapia (JAZIREHI et al., 2004). Estes
mecanismos estdo intrinsicamente associados a capacidade do Rituximabe de se ligar ao
CD20. Portando, estratégias que induzam a morte celular de célula CD20" sdo uteis no
controle de malignidades diretamente relacionadas a anomalias em linfocitos B.

O linfoma ndo-Hodgkin (LNH) ¢ uma doenca maligna que afeta o tecido linfatico, sendo o
linfoma ndo-Hodgkin difuso de grandes células B o mais comum, afetando estas células do
sistema imune. Para o biénio 2018-2019, h4d uma estimativa de 5370 novos casos para homens
e 4810 casos para mulheres, tornando o LNH a 11° neoplasia mais frequente entre os
canceres, excetuando-se cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2017).

Apesar de ser um importante alvo, tanto o Rituximabe quanto outros mAbs anti-CD20
apresentam resisténcia por parte de alguns pacientes. No caso do Rituximabe, apenas 30-50%
dos pacientes respondem adequadamente ao tratamento e até 60% dos que responderam,

deixam de responder em caso de reaparecimento da doenga (MULLER et al., 2007). Neste
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contexto, estratégias que possibilitam uma melhor resposta terapéutica e a superacdo dos

mecanismos de resisténcia do LNH via tratamentos anti-CD20 s3o desejadas.

1.5 Engenharia de anticorpos como aliada em terapias contra o cincer

Tanto a por¢do varidvel quanto a por¢do constante podem ser manipuladas a fim de
melhorar os mecanismos de acdo de mAb. As alteragdes, via engenharia de proteinas por
desenho racional ou evolucdo dirigida, podem ser aplicadas na por¢do constante para
melhorar o recrutamento de células e moléculas do sistema imune e modular a meia vida em
circulagdo das moléculas de anticorpo, como recentemente revisado (FONSECA et al., 2018).
A versatilidade estrutural dos anticorpos também possibilita que diferentes fragmentos
possam ser manipulados in vitro. A porgdo variavel pode ser engenheirada para modular a
capacidade de ligagdo ao antigeno, melhorando a afinidade dos mAb visando melhoria em
alguns dos seus mecanismos terapéuticos, induzindo mais apoptose por exemplo
(AHMADZADEH et al., 2014). Diferentes formatos baseados na molécula de anticorpo

(FIGURA 8) podem ser utilizados como alvos para a engenharia de proteinas.

Figura 8 — Representacdo dos fragmentos de anticorpos mais frequentemente utilizados

em engenharia de anticorpos
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Fonte: (HOLLIGER; HUDSON, 2005). A estrutura completa da IgG pode ser fragmentada em porgdes
peptidicas menores, de cadeia unica. A menor estrutura demonstrada que possui ambas as cadeias Vy e V| €
denominada scFv (single-chain fragment variable). As duas cadeias sdo unidas por um linker, que é uma
pequena sequéncia de aminoacidos de cadeia lateral simples (i.e., glicina e serina), de forma a manter sua
capacidade de ligacdo ao antigeno. A divisdo da sua estrutura em partes menores torna possivel, também, o
desenvolvimento de anticorpos bispecificos, em que as duas regides variaveis podem ter suas Vy e Vi diferentes

entre si, formando moléculas que interagem com dois antigenos diferentes (SPASEVSKA, 2014).
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A utilizagdo desses fragmentos, em especial o scFv, permite que sistemas de expressdo
mais baratos e de simples manuseio, como o sistema bacteriano, seja utilizado sem
comprometer sua afinidade e especificidade. Este fragmento também pode ser engenheirado
por técnicas como phage display e, a partir de uma molécula melhorada, pode-se utiliza-la
para construir anticorpos completos, conjuga-las a moléculas téxicas ou fusionar a outras
proteinas. Os fragmentos também sdo utilizados para diagndstico por imagem, radioterapia e
entrega de farmacos, por conta da sua alta penetrabilidade e baixa meia-vida (HOLLIGER;

HUDSON, 2005).

1.6 Evolucio dirigida e selecio por phage display: aprimoramento da terapia de LNH

utilizando fragmentos scFv

Manipulagdes por engenharia de proteina que melhorem a capacidade do Rituximabe de
se ligar ao CD20 podem melhorar o mecanismo de a¢ao desse biofdrmaco. Esta caracteristica
podem ser manipulada utilizando apenas a sequéncia da regido variavel do anticorpo, como ¢
o caso do scFv, por técnicas de produgdo de bibliotecas oriundas de mutagdes por error-prone
PCR ou mutagao sitio-dirigida (BREKKE; SANDLIE, 2003). O Rituximabe ¢ um bom alvo
para essas modificagdes, principalmente quando se compara sua constante de dissociacdao
(Kq), estimada em 5,2 x 10° (REFF e al, 1994), enquanto outros anticorpos, como
Adalimumabe, Infliximabe e Etanercept tém constantes de 3,04 x 10'“, 2,73 x 10" e 1,18 x
10", respectivamente (KAYMAKCALAN et al., 2009). Assim, o potencial para melhorar a
afinidade do Rituximabe ¢ significativo, quando comparado a estes outros anticorpos
monoclonais. Altera¢des visando o aumento desta afinidade podem refletir em melhoras em
alguns dos seus mecanismos terapéuticos.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) pode ser modificada para introduzir mutagdes
pontuais randomicas em genes clonados (FIGURA 9). Essas mutacdes podem ser inseridas
em regides estruturalmente e funcionalmente importantes, capazes de gerar alteragdes
maléficas ou benéficas que podem ser selecionadas. Esta estratégia, acoplada a um eficiente
método de screening, ¢ util quando ndo se conhece totalmente posi¢des na sequéncia de

aminodcidos de proteinas que causem alteracdes significativas (CADWELL; JOYCE, 1992).
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Figura 9 — Representacao da epPCR
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Fonte: (BARTEL et al., 2011). Modificando componentes da reagdo comum de PCR, as fitas produzidas

podem apresentar mutagdes pontuais em locais aleatorios, gerando grande diversidade.

A epPCR gera uma grande quantidade de sequéncias no decorrer dos ciclos de
amplificacdo, e a quantidade de mutagdes adicionadas acaba gerando uma grande diversidade
de clones, alterando a reacdo padrao com o uso de uma DNA polimerase de baixa fidelidade,
alta concentragdo de dTTP e dCTP em relagdo a dGTP e dATP, uso de manganés e alteragao
no numero de ciclos padrdo da PCR (CADWELL; JOYCE, 1992). Essas alteragdes sao
capazes de gerar baixas (<0,1%), médias (1%) ou altas (>4,5%) taxas de mutacdo. Porém,
taxas muito baixas acabam nao gerando tanta diversidade e taxas muito altas acabam gerando
mutagdes deletérias. Portanto, o ideal, de acordo com o que se observa na maioria dos
trabalhos publicados, ¢ utilizar condigdes que gerem taxas médias de mutagdo para um
determinado numero de ciclos, geralmente 25 a 30 JUAREZ-GONZALEZ et al., 2005).

Os variantes gerados pela técnica de epPCR podem ser selecionados pela técnica de
phage display (FIGURA 10), capaz de produzir e selecionar bibliotecas de até 10" variantes
diferentes por diversas etapas de selecdo. A tecnologia foi inicialmente descrita para
aplicagdes com mAb na década de 90 e faz o uso de bacteriofagos em sistema in vitro,
substituindo o uso de animais e outras tecnologias, como a do hibridoma. O scFv pode ser
expresso na superficie dos fagos e para isso, a sequéncia inteira ¢ clonada em um vetor de
expressdo para phage display (fagomideo), fusionada a regido referente a por¢cdo N-terminal
da proteina pIIl. A proteina pIll é expressa na extremidade do fago, junto com a proteina de
interesse (scFv) (MCCAFFERTY et al., 1990) e € responsavel pela infectividade da particula

viral.
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Figura 10 — Representagdo esquematica da técnica de phage display.
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Fonte: elaborado pelo autor. A biblioteca génica (que pode ser oriunda de epPCR ou do DNA de células
B humanas) contendo as sequéncias Vy e Vi, ¢ clonada em um fagomideo. Posteriormente, as sequéncias sdo
expressas na superficie de um fago (geralmente, M13) apés adi¢do de um helper phage e os fagos produzidos
sdo incubados com o ligante/alvo terapéutico. Apos sucessivas lavagens (biopanning), os fagos com os peptideos
que apresentarem maior afinidade sdo selecionados. A sequéncia de nucleotideos referente a este fago esta

empacotada na estrutura do fago e pode ser entdo expressa em sistema bacteriano.

A expressdo de um peptideo ou uma proteina (scFv, por exemplo) é possivel gracas a
um helper phage, que contém todos os genes que codificam as proteinas do capsideo, de
forma a construir um fago completo. Porém, por ter sua origem de replicacdo modificada, o
helper phage nao ¢ empacotado no fago, mas sim o fagomideo contendo a sequéncia clonada
neste vetor (THIE et al., 2009).

A biblioteca de mutantes pode ser construida, inclusive, a partir de genes inteiramente
humanos. Esta foi a abordagem utilizada para desenvolver o primeiro anticorpo monoclonal
terapéutico totalmente humano a ser aprovado para comercializagdo, Humira, que ocupa a
primeira posi¢do entre os medicamentos biologicos mais vendidos no Brasil (LORENZ,
2002). Os mutantes scFv:plll podem ser selecionados por afinidade imobilizando seu ligante
em superficies sélidas como nitrocelulose, particulas magnéticas, matrizes cromatograficas,
tubos de plastico ou placas de 96 pocos e, apds sucessivas lavagens, sdo eluidos com tripsina
ou por mudancas bruscas no pH. Posteriormente, a técnica de ELISA pode identificar fagos

individuais e determinar, comparativamente, mutantes com maior afinidade, que sdo, entdo,
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sequenciados e expressos para analises bioquimicas e citotoxicas posteriores. Ao final de todo
0 processo, a sequéncia do anticorpo pode ser reconvertida para uma molécula completa,
contendo as porgdes constantes (SCHIRRMANN ez al., 2011).

Tem-se discutido e revisado (CRAGG, 2011) que os anticorpos anti-CD20 possuem um
mecanismo de a¢do unico. De acordo com Cragg e Glennie (CRAGG; GLENNIE, 2004), a
posicdo do epitopo e, consequentemente, a forma com que os mAb anti-CD20 se ligam ao
CD20 podem afetar mecanismos efetores. Anticorpos do tipo I, como o Rituximabe e
ofatumumabe, se ligam em regides consideradas mais fechadas desta proteina de membrana,
favorecendo a aglomeragdo de CD20 em balsas lipidicas e a indu¢do de mecanismos efetores,
como CDC. Ja os anticorpos do tipo II, como obinutuzumabe, ligam-se em por¢des externas
do CD20, fazendo com que interagdes bivalentes entre o anticorpo e outras moléculas de um
mesmo tetramero de CD20 sejam favorecidas, induzindo mais apoptose do que os do tipo I

(FIGURA 11).

Figura 11 — Anticorpos anti-CD20 do tipo I e tipo II.
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Fonte: CRAGG (2011). Dependendo do epitopo (regido) em que os anticorpos anti-CD20 se ligam, ha

o favorecimento de mecanismos efetores, como CDC, ou indugdo de apoptose.
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O entendimento desse mecanismo sugere que, mais do que a afinidade, o epitopo ¢ um
grande influenciador no aumento da atividade de indug@o de apoptose do Rituximabe. Porém,
o aumento da afinidade pode afetar mecanismos efetores do Rituximabe, que sdo os principais
do ponto de vista terapéutico, como ADCC e CDC.

Ao aumentar a afinidade do Rituximabe ao alvo CD20, utilizando a evolugao dirigida
como ferramenta, espera-se uma melhora na resposta terapéutica, principalmente em
pacientes resistentes ao anticorpo. Além disso, moléculas scFv com maior afinidade podem
ser utilizadas para criar novas terapias baseadas em fragmentos de anticorpos, ou ainda a
obtencdo de um biobetter do Rituximabe, o que pode tornar o Brasil independente da
importacdo desse biofarmaco para tratamento de doengas ligadas a células B. Outras
construgdes baseadas em scFv com afinidade maturada, além do anticorpo completo, também
podem ser exploradas visando o tratamento e LNH, como ¢ o caso de moléculas bispecificas e

receptores quiméricos de antigeno (CAR).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Construir uma biblioteca, por evolug¢do dirigida, da regido de ligacdo ao alvo do
Rituximabe e selecionar, via phage display, variantes scFv com afinidade a proteina CD20

superior ao nativo.

2.2 Objetivos especificos

* Clonar o gene do scFv do Rituximabe em vetor para phage display;

* Amplificar o gene scFv por epPCR;

* Obter uma biblioteca génica desta sequéncia em bactérias E. coli (TG1);

* Expressar a biblioteca scFv na superficie de fagos M13 (fagos-scFv);

* Submeter os fagos-scFv oriundos da biblioteca construida a etapas de selecdo
(biopanning);

* Sequenciar o DNA das variantes selecionadas;

* Discutir as contribui¢des estruturais e bioquimicas atribuidas aos mutantes selecionados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Amplificacio do gene scFv por epPCR

O gene sintético do scFv do Rituximabe foi obtido comercialmente da empresa Genone
em vetor de clonagem conforme a figura 12. A sequéncia foi baseada em dados do Protein
Data Bank (PDB: 20SL), contendo a por¢do varidvel Vi unida a por¢ao variavel leve Vi por

um /inker flexivel composto de 15 aminoacidos.

Figura 12 — Mapa do vetor de clonagem obtido comercialmente da empresa Genone,

contendo o gene scFv.
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Fonte: Encarte fornecido pela empresa Genone. Vetor comercial, com gene scFv. O vetor possui, ainda,
sequéncia referente ao gene de resisténcia ao antibidtico ampicilina ou carbenicilina, bem como sitios de
restrigdo para enzimas Nhel e BamHI flanqueando o gene do scFv, além de origem de replicagdo baseada no

vetor pUC.

O gene possui 741pb. Estrutura primaria (sequéncia de aminodcidos):
QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGN
GDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDWYFNV
WGAGTTVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSQIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVS
YIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQ
QWTSNPPTFGGGTKLEIK. Em negrito, sequéncia /inker conectando Vy, anterior ao linker,



34

e VL (formato Vy-linker-Vy). Total de aminoacidos: 242. Peso molecular: 25.392,1. Ponto
1soelétrico teodrico: 9,06.

O gene scFv foi, inicialmente, clonado em vetor pET28a, resistente a canamicina para
facilitar a posterior subclonagem da biblioteca epPCR em pHEN?2, resistente a carbenicilina.
O uso de antibioticos diferentes evita que resquicios do vetor de origem (PUC-scFv) sejam
transformados na biblioteca, junto com vetores pHEN, ja que estes dois possuem resisténcia
ao mesmo antibidtico. O vetor comercial PUC-scFv e o vetor pET28a foram transformados
em bactérias E. coli DH5a competentes por choque térmico. As bactérias competentes (50uL)
foram descongeladas em gelo e adicionadas de I1puL de vetor (pET28a ou PUC-scFv),
correspondendo a aproximadamente 50ng de DNA. Os tubos foram incubados em gelo por
30min, submetidos a choque térmico a 42°C por 1min, seguido de repouso em gelo por mais
2min. Aos tubos, foram adicionados 950uL. de meio de cultivo Luria-Bertani (LB) liquido
estéril. Os tubos foram incubados a 37°C sob agitagdo (200RPM do aparelho) por 1 hora,
centrifugados a 10.000 xg por 6min, tiveram o sobrenadante removido (~950uL) e os 50uL
restantes foram ressuspendidos e plaqueados em meio LB-4gar contendo respectivo
antibiotico de resisténcia (canamicina 40pug/mL ou carbenicilina 100pg/mL). As placas foram
incubadas overnight a 37°C e as colonias isoladas foram utilizadas para purificacio de DNA
plasmidial utilizando kit de extragcdo (Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System —
Promega) e etapas de clonagem.

O gene scFv foi removido do vetor PUC-scFv através de digestdo com enzimas Nhel e
BamHI e clonado em vetor pET28a utilizando reacdo T4 ligase, apos digestao do vetor com as
mesmas enzimas. A clonagem foi confirmada por PCR de coldnias, utilizando primers T7 e
digestdo de DNA plasmidial, avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. As reacdes
enzimaticas estdo detalhadas no apéndice A.

O vetor resultante pET28a-scFv foi usado como molde para epPCR. Para a reagao,
primers denominados pHENF e pHENR foram utilizados para gerar sequéncias contendo sitio

de restri¢do para Notl e Ncol, conforme figura 13.
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Figura 13 — Fluxograma da metodologia utilizada para clonar o gene scFv em vetor

pHEN2.

Ncol \

Notl
PCR
pHEN2

—————— Digestao
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Purificagio Purificagdo
Digestao
Purificagdo

Fosfatase
Ligagao —

Fonte: Elaborado pelo autor. O gene scFv foi amplificado utilizando primers com sitios de restrigdo
para Ncol e Notl. O produto de PCR foi digerido com estas enzimas, bem como o vetor de expressdo para phage
display pHEN2, que foi tratado com fosfatase alcalina antes de ser submetido & reagdo com 74 ligase para

formar o vetor pHEN2-scFv.

A reagio (epPCR) foi feita em volume 50uL, conforme a literatura (JUAREZ-
GONZALEZ et al., 2005):

Primers Forward e Reverse: 0,4uM

Tampdo GoTaq 5X: SuL

dATP e dGTP: 0,2mM

dCTP e dTTP: ImM

MgCl,: 7mM

MnCl,: 0,3mM

GoTaq DNA Polymerase: 10U

DNA: Ing pET28a-scFv

Qsp 50uL de H,O

Como conclusdo de experimentos anteriores (dados ndo mostrados), escolheu-se a
concentragdo de MnCl, 0,3mM por gerar taxas de mutacdo préximas das descritas na
literatura. Entretanto, valores ligeiramente menores (0,25mM) ou maiores (0,5mM) de MnCl,
podem ser utilizados caso taxas de mutacdo menores ou maiores, respectivamente, sejam

desejadas.
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A reacdo foi submetida a termociclagem por 25 ciclos de 94°C por 1min, 55°C por
Imin e 72°C por 3min. A reagdo (5uL) foi analisada em UV por eletroforese em gel de
agarose 1%, confirmando a amplificacdo do gene scFv. O resto da reagdo foi entdo purificado

utilizando kit de purificacdo de produto de PCR.

3.2 Clonagem da biblioteca epPCR scFv em vetor para phage display

Cerca de lug de produto de epPCR e 1ug de vetor pHEN2 foram digeridos com
enzimas Ncol e Notl, com cada reagdo em volume 50uL, por 3h a 37°C e inativados a 65°C
por 15min. A reagdo com vetor foi posteriormente digerida com enzima fosfatase alcalina,
adicionando-se os componentes a digestdo, em volume final 60puL. Esta etapa visou evitar a
recircularizacdo do vetor pHEN2 sem o gene scFv através da remoc¢do de grupos fosfato das
extremidades do vetor, o que faria com que a biblioteca contivesse muitas bactérias sem
variantes scFv. Apds incubagdo por 3h a 37°C e inativacdo 65°C por 15min, o vetor foi
submetido a eletroforese e a banda referente ao vetor linearizado foi removida com lamina.
Tanto a banda recortada quanto o produto de epPCR foram submetidos a purificagdo com kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Para aumentar o rendimento de material para
montagem da reacdo com T4 ligase, as etapas sugeridas pelo fabricante do kit de purificacao
foram ligeiramente modificadas, conforme apéndice B.

O produto de epPCR e pHEN?2 purificados foram quantificados por fluorimetria em
Qubit Fluorometric Quantitation System, seguindo orientacdes do fabricante. Para a reagdo
com T4 ligase, 50ng de vetor pHEN2 e 150ng de produto de epPCR foram utilizados, em
reag¢do detalhada conforme apéndice A, incubada overnight a 4°C, temperatura ambiente por
2h e inativada por 15min a 65°C.

A reacdo (20uL) foi adicionada de 80uL de agua ultrapura e este volume final
(100uL) foi purificado com kit e concentrado em SpeedVac até um volume de 10uL. Duas
reagoes foram igualmente montadas, totalizando 20pL. Os 20uL foram transformados em
bactérias E. coli (TGI1) eletrocompetentes, utilizando eletroporador LONZA® (programa 4),
totalizando 10 transformag¢des com 2uL cada. Cada transformacao foi regenerada em 1mL de
meio SOC por 1h a 37°C, sob agitacdo (200RPM). Os 20mL totais (10mL oriundos da ligacao
1 e 10mL oriundos da ligacdo 2) foram divididos em duas placas 15x15cm com LB-dgar
suplementado com 1% de glicose de carbenicilina 100pg/mL, aplicando-se 2mL, apds
centrifugacdo e remocao de 18mL de sobrenadante. Foi feita uma dilui¢do seriada de cada

uma das duas ligagdes transformadas para estimar o tamanho da biblioteca construida.
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Em cada uma das duas placas, 1,5mL de LB (glicerol 15%) foram utilizados para
raspar as colonias. Este raspado contendo todas as colonias (biblioteca) foi utilizado para
produgdo de fagos scFv-plIl.

3.3 Producio de fagos scFv-pllI

A biblioteca ¢ composta por bactérias, cada uma contendo o fagomideo pHEN2

(FIGURA 14) com o gene scFv aleatoriamente mutado, clonado.

FIGURA 14 — Mapa do vetor pHEN2
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Fonte: (GRIFFITHS et al., 1994). O vetor pHEN2 tem resisténcia a ampicilina e contém uma das
proteinas do fago M13, a plll. Para expressar o scFv fusionado a esta proteina, uma cepa bacteriana que nio
reconhece o cddon amber como stop codon deve ser utilizada. Caso contrario, a bactéria produzira o scFv e ndo
expressara a proteina plll. As outras proteinas do capsideo viral sdo expressas pela adi¢do (coinfecgdo) de um

fago auxiliar na cultura.

Esta biblioteca foi utilizada para produzir os fagos contendo os mutantes oriundos da
epPCR na superficie (ligado a proteina plll). Para montagem do fago M13, um helper phage,
um fago auxiliar, foi utilizado. Este fago contém todas as proteinas, incluindo a pllI nativa,
que encapsulam o vetor pHEN2-scFv de cada uma das bactérias.

Para isso, 100uL da biblioteca foram utilizados para inocular 200mL de LB
suplementado com ampicilina 100pg/mL (antibidtico de resisténcia do pHEN2) e glicose 1%.
As células foram cultivadas a 37°C sob rotacdo (200RPM do equipamento) até atingir
densidade 6tica em 600nm igual a 0,4. Destes 200mL, 150mL foram incubados por mais 2h,

centrifugados 10.000 xg por 10min, teve o sobrenadante removido e o precipitado,
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ressuspendido em 10mL de LB (glicerol 15%) e aliquotado em -80°C (estoque secundario da
biblioteca).

Os outros 50mL foram divididos em dois tubos (25mL cada) e infectados com 60uL
de fagos auxiliares VCSM13 a 2 x 10'' UFC/mL. Este valor foi calculado considerando uma
proporc¢ao 1:20 (bactéria:fago auxiliar), considerando que, em D.O.s00nm = 0,4, a quantidade
de bactérias ¢ igual a 8 x 10°® por mL de cultura. Apds adigdo do fago auxiliar VCSM13, os
tubos foram incubados a 37°C em banho-maria, sem agitacdo, por 40min. Os tubos foram
centrifugados a 3.000g por 10min a 4°C, tiveram o sobrenadante descartado e foram
ressuspendidos em 100mL de LB suplementado com 0,1% de glicose, ampicilina 100pug/mL e
canamicina 40pug/mL. A cultura foi cultivada overnight a 30°C, a 200RPM do equipamento.

No dia seguinte, a cultura foi centrifugada a 3.300 xg por 30min a 4°C em dois tubos
de 50mL. O precipitado foi desprezado e o sobrenadante foi dividido em dois outros tubos
(apenas ~35mL em cada tubo). A cada um destes dois tubos, 8mL de solu¢do PEG/NaCl
(20% PEG 6000, 2,5M NaCl) foram adicionados ao sobrenadante e os tubos foram fortemente
agitados e, posteriormente, incubados em gelo por 2h. Apods incubagdo, os tubos foram
centrifugados a 3.000 xg por 30min e o sobrenadante foi descartado e o pellet foi secado em
papel toalha. Foram adicionados 1,5mL de tampao PBS pH 7,4 em cada um dos dois tubos, os
precipitados foram ressuspendidos e novamente centrifugados a 11.600g por 10min. O
sobrenadante foi entdo aliquotado em tubos de 1,5mL e armazenados em -20°C para posterior

etapa de selecdo de fagos.

3.4 Selecio de fagos por biopanning

Para etapa de selecdo (biopanning), os fagos oriundos da etapa anterior foram
inicialmente titulados para determinar sua concentracdo. Bactérias da cepa TG1 foram
crescidas até D.O.goonm = 0,4 a 37°C, a 200RPM e 10mL desta cultura foram adicionados em
dois tubos. A um dos tubos, 10uL da solugdo de fagos referentes a biblioteca foram
adicionados e 10uL de PBS pH 7,4 foram adicionados ao outro tubo, como controle negativo.
Os dois tubos foram incubados em banho-maria, 37°C, por 40min. Apods, foram plaqueados
50uL da cultura infectada e do branco diluidos (fatores de diluigdo: 107, 10° ¢ 10%) em placas
contendo meio LB suplementadas com ampicilina 100ug/mL. As placas foram incubadas
overnight em estufa a 37°C e contadas no dia seguinte.

Apo6s contagem, os fagos foram submetidos a selecdo. Os tubos utilizados na selecao

foram incubados por 30min com solucdo PBS suplementada de leite 2% (MPBS 2%). Esta
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etapa de bloqueio evita interacdes inespecificas entre os fagos e o plastico do tubo,
favorecendo a solubilizagdo das particulas virais e consequente interagdo com o peptideo
sintético utilizado na sele¢do. A um destes tubos, foram adicionados 300uL de fagos scFv (em
concentragio 1,7 x 10" UFC/mL) e 50pL de solugio contendo esferas magnéticas
funcionalizadas com estreptavidina (PROMEGA) previamente lavadas trés vezes com 1mL
PBS e ressuspendidas em 50uL. de MPBS 2%. As esferas foram lavadas com ajuda de suporte
magnético, que permite imobilizagdo reversivel das esferas e retirada do sobrenadante. O tubo
foi incubado por 30min sob rotagdo (inversdo) em temperatura ambiente. Apds incubagdo, o
tubo foi posicionado em suporte magnético para que as esferas fossem sedimentadas e o
sobrenadante, contendo os fagos, removido. Esta etapa inicial visou a remog¢do de quaisquer
fagos scFv que pudessem interagir inespecificamente com as esferas magnéticas de
estreptavidina, garantindo, entdo, selecdo de fagos especificos ao CD20.

O sobrenadante retirado foi incubado com 5SuL de peptideo sintético (loop-CD20)
biotinilado a 1mg/mL por 30min sob rota¢do, em temperatura ambiente, seguido de repouso
por 15min em temperatura ambiente. Apds incubagdo, 100uL de esferas magnéticas de
estreptavidina, previamente lavadas conforme descrito anteriormente, foram adicionados e o
tubo contendo a solugdo foi incubado por 10min sob rotagdo. Apds incubagdo, o tubo foi
colocado em suporte magnético e o sobrenadante foi removido com uma micropipeta. As
esferas foram entdo lavadas trés vezes por inversdo e remog¢do do sobrenadante com PBS
adicionado de tween-20 (0,1%) e mais quatro vezes apenas com PBS, totalizando sete
lavagens. Apds as lavagens, a solugdo contendo as esferas magnéticas foi transferida para um
novo tubo e adicionada de ImL de tampao glicina (0,2M de glicina-HCI, pH 2,2) e incubado
por 10min sob rotagdo. As esferas magnéticas foram sedimentadas e o sobrenadante, contendo
fagos eluidos, foi transferido para um tubo estéril e neutralizado com 200uL de tampdo Tris-
HCI 1M, pH 8,5.

Os fagos eluidos foram titulados, conforme descrito anteriormente, por infeccdo de
bactérias TG1. As placas utilizadas foram suplementadas com glicose 1% e ampicilina
100pg/mL, ja que os fagos produzidos possuem o fagomideo pHEN2-scFv.

As colodnias resultantes da infeccdo com os fagos eluidos da rodada 1 foram coletadas
e submetidas a0 mesmo processo de crescimento até D.O. = 0,4; infec¢do com fago auxiliar;
precipitacdo e titulagdo dos fagos. Os fagos precipitados da rodada 1, apds titulagdo, serviram
de input para a rodada seguinte. Para a rodada 2, tubos foram bloqueados com MPBS 2% por
30min e adicionados de S0uL de fagos precipitados da rodada 7, 445uL. de MPBS 2% e 5uL

do peptideo a Img/mL. Apds incubacdo por 30min por inversdo € 15min em temperatura
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ambiente, 100puL de esferas magnéticas previamente lavadas foram adicionados e incubados
por 10min por inversdo. As beads foram lavadas dez vezes com PBS-T 0,1% e trés vezes com
PBS, totalizando treze lavagens. Apds as lavagens, os fagos foram eluidos e infectados em
TG1, conforme descritos anteriormente.

As colonias resultantes da infeccdo com o eluido da rodada 2 foram infectadas com
fago auxiliar, gerando fagos para a rodada 3 (inpuf). A terceira rodada foi feito conforme a
rodada 2, mas com dez lavagens com PBS-T 0,1% e cinco com PBS, totalizando quinze
lavagens. Os fagos eluidos foram usados para infectar TG1 e as bactérias oriundas da infec¢ao
foram coletadas e estocadas em -80°C.

E importante destacar que no inicio de cada rodada, uma grande quantidade de fagos é
utilizada para sele¢do contra o peptideo sintético biotinilado. Apos a sele¢do, uma quantidade
menor de fagos ¢ eluida, correspondendo aos fagos que resistiram as lavagens de cada rodada.
Portanto, para que a proximo rodada pudesse acontecer, o eluido da rodada anterior (output)
foi previamente amplificado e precipitado, podendo ser utilizado como input para a rodada

posterior.

3.5 Sequenciamento de DNA de variantes scFv

Ap6s transformagao do vetor pHEN2-scFv oriundo da epPCR, 12 coldnias tiveram seu
DNA plasmidial extraido para sequenciamento por método de Sanger, via plataforma de
sequenciamento da Fiocruz-PE. A andlise do sequenciamento foi utilizada para confirmar o
correto grau de inducdo de mutagdo da condi¢ao epPCR.

O sequenciamento de DNA também foi utilizado para acompanhar o enriquecimento
de sequéncias scFv apds cada etapa de selecdao. Para isso, foram realizadas PCR utilizando
como molde os precipitados doa rodada 0 (direto da biblioteca), 1 e 2, bem como os eluidos
dos rodadas 1, 2 e 3. Reagdo para 25uL:

Tampao 5X GoTaq: SuL

dNTP mix (10mM): 0,5uL

Primer pHENF (10uM): 0,5uL

Primer pHENR (10uM): 0,5uL

GoTaq Polymerase (5U/uL): 0,12l

H,O: gsp 25uLL

Os fagos foram utilizados como DNA molde. Para isso, os fagos precipitados das

rodadas 0, 1 e 2 foram diluidos cem vezes, ja que sua concentracdo ¢ maior do que os fagos
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eluidos. Posteriormente, tanto os fagos precipitados e os eluidos das rodadas 1, 2 e 3 foram
incubados a 100°C por 5Smin. Foram utilizados 15uL dos eluidos das rodadas 1, 2 e 3 como
molde em cada reacdo, 2ulL dos fagos precipitados das rodadas 0 e 1, e Sul. de fagos
precipitados da rodada 2.

Tabela 1 — Identificacdo da correspondéncia de cada fago utilizado para amplificacao

do gene scFv

Origem do fago Etapa correspondente Quantidade utilizada
Precipitacao da rodada0 Biblioteca 2uL
Eluido da rodada 1 Pos-rodada 1 15uL
Precipitacdo da rodada 1 Pos-rodada 1 2uL
Eluido da rodada 2 Pos-rodada 2 15uL
Precipitado da rodada 2 Pos-rodada 2 2uL
Eluido da rodada 3 Pos-rodada 3 15uL

Fonte: elaborado pelo autor. A concentra¢do de fagos precipitados ¢ alta, pois sucede a uma etapa de
amplificagdo. A concentragdo de fagos eluidos é menor, ja que sucede a uma etapa (rodada) com lavagens. Os
fagos precipitados correspondem ao input de cada rodada, e os fagos eluidos correspondem ao output de cada

rodada.

3.6 Identificacio de sequéncias scFv apos biopanning

Os fagos eluidos de cada rodada (ER1, ER2 e ER3) foram utilizados para infectar TG1
conforme descrito anteriormente. Apos infec¢do, colonias individuais foram coletadas para
posterior andlise por sequenciamento de DNA.

Os fagos da biblioteca (rodada) e os precipitados apoés rodadas 1 e 2 (RO, R1 e R2),
além dos fagos eluidos das rodadas 1, 2 e 3 (ER1, ER2, ER3) foram utilizados como molde
em PCR, visando detectar a presenca do gene scFv, conforme descrito no item anterior. As
bandas referentes ao gene scFv, na altura de aproximadamente 750 pb, foram excisadas,
purificadas com kit ReliaPrep™ DNA Cleanup and Concentration System e clonadas em
vetor pPGEM T-Easy®, conforme recomendagdes do fabricante. Apos transformacao, colonias
brancas foram testadas por PCR de col6nia com primers especificos para o gene scFv. As
colonias positivas tiveram seu DNA plasmidial purificado e foram submetidas a

sequenciamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amplificacio do gene scFv por epPCR

O gene scFv foi inicialmente clonado em vetor pET28a para facilitar a subclonagem
em pHEN2. Como os dois vetores possuem resisténcia a diferentes antibioticos, utilizar o
vetor pET28a-scFv como molde para epPCR evita que o DNA molde esteja presente na
biblioteca, garantindo que apenas pHEN2-scFv sejam transformados.

Conforme mostrado (FIGURA 15), PCR de colbonias utilizando primers T7
comprovam a clonagem do gene scFv em pET28a. Também ¢ mostrado o teste de digestao,

em que o fragmento referente ao gene scFv ¢ liberado.

Figura 15 — Géis de agarose (1%) com amostras de PCR de coldnia e teste de digestao.

A B

Fonte: elaborado pelo autor. A esquerda (A), nove coldnias positivas para o gene scFv. A direita (B),
trés colonias foram testadas, tendo seu DNA plasmidial extraido e submetido a digestdo com enzimas de

restricdo. A presenga do fragmento na altura de 750bp confirma a clonagem do gene scFv no vetor pET28a.

O gene scFv amplificado por epPCR utilizando pET28a-scFv como molde (FIGURA
16) foi utilizado para clonagem em vetor pHEN2. Na reacdo, foram desbalanceados os
nucleotideos dGTP e dATP para concentragdo de 0,2mM e dCTP e dTTP para concentracao
ImM, além do cofator MgCl, 7mM e MnCl, 0,3mM. O manganés, assim como o magnésio,
auxilia na atividade enzimadtica da GoTaq, com a diferenga que, por causa do seu tamanho
menor, permite que nucleotideos ndo paredveis sejam adicionados na fita amplificada,
favorecendo mutagdes. Além disso, como uma condi¢ao de baixa fidelidade tem propensdo de
adicionar dGTP ¢ dATP, estes nucleotideos foram adicionados em menor concentragao,
visando minimizar propensdo de mutacdes apenas para adeninas e guaninas. Estes
desbalancos na reagdo padrdo, portanto, visam a adi¢cdo de mutagdes com o minimo de viés

possivel, proporcionando uma variabilidade adequada para a sele¢do. Para confirmacdo da
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amplificagdo, Sul da reagdo foram utilizados para detec¢do de banda Unica na altura de

750pb.

Figura 16 — Foto de gel de eletroforese contendo duplicata de epPCR

750 pb

Fonte: elaborado pelo autor. Na raia 1, controle negativo. Raias 2 e 3, bandas referentes ao gene scFv

amplificado por epPCR. As bandas estdo abaixo da altura de 750pb.

Essa diferenca de migracdo pode ser associada ao corante de DNA utilizado,
Diamond™ Nucleic Acid Dye, que pode afetar o padrdo de migracdo do DNA. Porém, o
sequenciamento de colonias aleatorias da biblioteca produzida confirmou a presenga dos
726pb do gene scFv. O restante da reagdo (45uL) foi purificado, digerido e utilizado para

clonagem em vetor para phage display e montagem da biblioteca scFv.

4.2 Clonagem da biblioteca epPCR scFv em vetor para phage display

A reacdo de ligacdo da T4 ligase foi transformada (2uL por transformacdo) em
bactérias E. coli (TG1). Nesta etapa, ¢ crucial que as bactérias possuam uma alta competéncia
de transformacdo. A clonagem do gene scFv em vetor pHEN2 permite que os produtos de
epPCR amplificados sejam contemplados na biblioteca. Portanto, uma alta eficiéncia de
clonagem e alta competéncia garante que um grande volume de produtos de epPCR sejam
inseridos em bactérias, aumentando a diversidade da biblioteca. Quanto maior a biblioteca,
maior a diversidade e, consequentemente, maior a probabilidade de haver variantes scFv de

alta afinidade ao antigeno.
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A contagem de colonias, considerando os fatores de dilui¢do aplicados, permite inferir
que o tamanho total da biblioteca construida a partir do plaqueamento em placas de tamanho

15x15cm ¢ de 1,4x10° células (FIGURA 17).

Figura 17 — Coldnias da biblioteca scFv

Fonte: elaborado pelo autor. Duas placas, cada uma contendo 7 x 10* células, foram construidas,

totalizando uma biblioteca de 1,4x10° células.

A biblioteca visa a maturag¢do da afinidade por evolucdo dirigida de um fragmento de
anticorpo. Diferente de bibliotecas visando sele¢do de moléculas com alta afinidade a partir
de uma diversidade de anticorpos que se ligam a diferentes epitopos, a biblioteca proposta
neste trabalho tem origem a partir de um fragmento uUnico, de um mesmo anticorpo
(Rituximabe). Dessa forma, comparado a bibliotecas de peptideos que podem chegar até 10"
UFC em tamanho, correspondendo a uma ampla diversidade, trabalhos na literatura mostram
que, para matura¢io da afinidade, bibliotecas na faixa de 10° UFC sdo suficientes para obter
varios mutantes de alta afinidade, com ganhos de até cem vezes em relacdo a afinidade da
molécula nativa JUAREZ-GONZALEZ et al., 2005; LEVIN; WEISS, 2006).

Andlise de PCR de coldnias aleatoriamente selecionadas (FIGURA 18) indicaram que

todas as dez colonias continham o gene scFv.
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Figura 18 — Foto do gel de agarose de PCR de coldnias da biblioteca construida

750 pb—

Fonte: elaborado pelo autor. MM: marcador molecular, C+: controle positivo (vetor comercial com gene
scFv), C-: controle negativo, C1 a 10: colonias da biblioteca. utilizando primers que se anelam no vetor pHEN2.
As colonias foram amplificadas com primers que se anelam ao gene scFv. As dez colonias foram sequenciadas,

conforme item 2.4.5, confirmando a presenca do gene scFv.

O controle positivo e as coldnias testadas foram amplificadas com primers que anelam
no vetor pHEN2. As dez coldnias aleatoriamente selecionadas para caracterizagdo da
biblioteca construida foram sequenciadas, utilizando os mesmos primers, por metodologia de

Sanger, conforme descrito no item 3.5, confirmando a presen¢a do gene scFv.

4.3 Producio de fagos scFv-pllI

A infec¢do do fago auxiliar confere resisténcia a canamicina, € o cultivo com este fago
auxiliar, como ja& mencionado, garante a expressdo, por parte da bactéria E. coli (TG1), das
proteinas que compdem o virus completo. Como a bactéria também possui o vetor pHEN2-
scFv, cada bactéria, além de expressar as proteinas do virus, vao expressar também a proteina
pIIl fusionada ao scFv, que também formara a capsula viral. Cada bactéria possui uma
variante scFv diferente, oriunda da clonagem do produto de epPCR. Portanto, fagos contendo
diferentes variantes scFv na estrutura (fusionado a proteina plll) sdo produzidos. Proteinas
plIII ndo-fusionadas também compdem a estrutura do fago M 13, expressas pelo fago auxiliar,

mas em maior propor¢ao do que proteinas plll-scFv. Vale ressaltar que a proteina pllI-scFv sé
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¢ expressa em fusdo pois a cepa TG1 ndo reconhece o codon AMBER como stop codon.
Adicionalmente, esta cepa contém pillus sexual, que permite a infec¢@o pelo virus.

Os fagos produzidos a partir da biblioteca scFv tiveram concentra¢io de 1,7 x 10"
UFC/mL. Os valores sdo superiores a concentracdes minimas recomendadas para
experimentos de biopanning, na ordem de 10° UFC/mL (NEW ENGLAN BIOLABS). Como
a biblioteca construida possui tamanho de 1,4 x 10° UFC, ¢ esperado que fagos na ordem de
10" UFC/mL contemplem todos as variantes da biblioteca ¢ os de maior afinidade podem,

entdo, ser selecionados por biopanning.
4.4 Selecao de fagos por biopanning

Para a primeiro rodada, foram produzidos fagos a partir da biblioteca construida e
estes fagos, entdo, sdo submetidos a etapa de biopanning contra o peptideo sintético (tabela
2).

Tabela 2 — Dados do peptideo sintético utilizado para biopanning

Sequéncia | Biotina-NIYNCEPANPSEKNSPSTQYCYSIQ
Peso molecular | 3.075,48 Da
Pureza | 95,6%

Concentracdo | Img/mL em PBS pH 7,4

Fonte: elaborado pelo autor. Informacdes disponibilizadas pela empresa Biomatik, responsavel pela

sintese do peptideo.

A quantidade de fagos utilizada (300uL a 1,7 x 10" UFC/mL), denominada input, por
ser muito maior do que o tamanho total da biblioteca (1,4 x 10° UFC), teoricamente
contempla todos os mutantes oriundos das bactérias transformadas. Apds a primeira rodada de
selecdo, foi estimada uma quantidade menor de fagos selecionados, determinados a partir de
dilui¢io seriada, de 7 x 10°, determinada oufput. Essa drastica diminui¢do possivelmente se
deve ao fato de que a maioria dos mutantes produzidos (e, consequentemente, dos fagos
produzidos) sdo de baixa afinidade, proteinas defeituosas, truncadas ou simplesmente ndo
funcionais, sendo, entdo, lavadas. Na tabela 3, pode-se observar a ordem de grandeza dos

valores de titulo de entrada (inpuf) e saida (output) de cada rodada.



Tabela 3 — Titulos de input e output de cada rodada contra peptideo sintético

Rodada de sele¢do Input Output
1 5x10" 7x10°
2 2,9x10" 4x10°
3 2,5x10" 11,6x10°
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Fonte: elaborado pelo autor. A diminuicdo de fagos resultantes apds cada etapa de selegdo
possivelmente se deve ao fato de que fagos de baixa ou nenhuma afinidade foram lavados. Apds cada eluigdo, os
fagos eluidos foram infectados em TG1 para produgdo de bactérias contendo estes fagos. Posteriormente, estes

fagos foram amplificados para servirem como input para a etapa seguinte.

4.5 Sequenciamento de DNA da biblioteca construida

O sequenciamento foi utilizado para determinar a taxa de mutacdes contidas na
biblioteca scFv construida. Conforme pode-se observar (FIGURA 19), mutacdes foram
inseridas ao longo de toda a sequéncia scFv. Como estes mutantes foram aleatoriamente
selecionados, as sequéncias ndo necessariamente representam proteinas funcionais, mas
podem ser utilizadas como base para determinar se a condi¢do de epPCR utilizada gera taxas

de mutagdo condizentes com a otimizacao realizada para reagao.
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Figura 19 — Analise das mutagdes na sequéncia de DNA do gene scFv
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elaborado pelo autor. Foram utilizados 11 variantes aleatoriamente selecionados da biblioteca
amostras foram sequenciadas a partir dos vetores pHEN-scFv utilizando primers que se anelam

vetor e que contemplam o sitio multiplo de clonagem do gene scFv. Apenas 440 nucleotideos

estdo destacados, pois o objetivo deste sequenciamento foi de determinar a taxa de mutagdo da condigdo de

epPCR utilizada.

As sequéncias foram analisadas em software Bioedit e revelaram uma taxa de mutagao

de 0,55% (+0,24), com uma média de 4 (+1,79) mutagdes nos 726 pares de base que

compdem a

sequéncia scFv. A condi¢do utilizada foi previamente proposta (CADWELL;

JOYCE, 1992) visando igualar as taxas de transversdo e transicdo (FIGURA 20), garantindo

uma condicao mutagénica com o minimo de viés possivel.
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Figura 20 — Transig¢des e transversoes
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Fonte: STEVEN, 2014. A troca de um nucleotideo por outro (substitui¢do) pode ser de dois tipos. Na
transversdo, nucleotideos com bases nitrogenadas de dois anéis sdo trocadas por bases de um anel carbdnico, ou

vice e versa. Na transi¢@o, a troca ¢ entre bases com mesmo numero de anel carbonico na estrutura.
As condigdes de transicdo e transversao obtidas foram similares as condi¢des descritas

em alguns trabalhos pioneiros na area (CADWELL; JOYCE, 1992; GRAM et al., 1992). A

figura 21 resume as mutagdes encontradas.

Figura 21 — Resumo da analise das mutacdes em sequéncias scFv

Nucleotideos na sequéncia nativa
Amostra Mutacdes | % mutacdes A T C G
2 2 0,28 G C - -
3 6 0,83 TT,T AAA - -
4 2 0,28 G - - T
5 6 0,83 G, T AA AT -
6 6 0,83 T AAA AT -
7 4 0,55 G C A A
8 1 0,14 C - - -
9 4 0,55 G C T, Gap -
10 3 0,41 T - T T
11 6 0,83 G,G,G G,C - T
12 5 0,69 G A A A A

Fonte: Elaborado pelo autor. A amostra 1 foi excluida da andlise devido a baixa qualidade do

sequenciamento, totalizando 11 amostras analisadas. O alinhamento foi feito em software Bioedit e a sequéncia
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nativa foi obtida através de banco de dados (ID: 20SL), correspondendo a por¢do scFv do Rituximabe. As

colunas indicam por quais nucleotideos os nucleotideos A, T, C e G foram substituidos.

Os nimeros de transi¢do e transversao foram de 20 e 24, respectivamente, em um total
de 45 mutacdes. Uma das mutacdes levou a formagdo de um gap na janela de leitura.
Conforme mostrado (FIGURA 22), o nucleotideo mais mutado foi a adenina e o menos

mutado, guanina.

Figura 22 — Frequéncia, em nimeros absolutos, de substitui¢des.

Frequéncia absoluta de mutacoes

A= X ToX c-X G- X
Nucleotideos mutados

Fonte: elaborado pelo autor. O nucleotideo adenina sofreu o maior nimero de mutagdes, enquanto

guaninas foram mutadas em menor propor¢do. Porém, o numero de transversdes e transi¢des foi similar.

A maioria das mutagdes induziu a troca para adeninas e apenas uma pequena

quantidade para citosinas (FIGURA 23).

Figura 23 — Frequéncia, em nimeros absolutos de nucleotideos substituidos

o

o

Frequéncia absoluta de mutacées

X=A X=>T X—=C X-G
Nucleotideos adicionados

Fonte: Elaborado pelo autor. Apesar de adeninas e timinas terem sido mutadas em maior

quantidade, a maioria das mutag¢des gerou a substitui¢do em adeninas e timinas.
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As frequéncias de mutagdes encontradas na condi¢do proposta se assemelham as

obtidas em estudos de otimizacao, sugerindo ser suficiente para propositos de randomizagao e

geracdo de diversidade para maturagdo da afinidade de peptideos (CADWELL; JOYCE,

1992)

Também utilizando o software Bioedit, a analise das sequéncias traduzidas (a nivel de

proteinas) foi feita, afim de verificar se houve indu¢do de mutagdo em regides especificas da

estrutura primaria do scFv. Conforme mostrado (FIGURA 24), basicamente toda a estrutura

primaria do scFv sofreu pelo menos uma mutag¢ao, incluindo as regidoes CDR, que apresentam

a maior variabilidade nos anticorpos e sdo as principais responsaveis pela interagdo, afinidade

e especificidade ao antigeno. Espera-se que mutagdes nessa regido produzam maior

variabilidade em relagdo a valores de afinidade, e mutagdes em outras regides, chamadas

framework, tenham contribui¢do secunddria na afinidade.

Figura 24 — Analise das mutacdes na estrutura primdaria do scFv
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Fonte: Elaborado pelo autor. As sequéncias analisadas foram aleatoriamente selecionadas da biblioteca
construida e ndo correspondem necessariamente a scFv funcionais. Observa-se que, dos vinte aminodcidos
possiveis, apenas glutamato, leucina, arginina, serina, triptofano e tirosina ndo foram inseridos. A glicina
substituiu 0 maior numero de aminoacidos (quatro). Asparagina substituiu trés. Alanina, cisteina e metionina
substituiram dois. Outros aminoacidos substituiram apenas um. Possivelmente, outras sequéncias podem ter
outros aminoacidos substituidos, ja que o total de mutagdes analisadas ndo foi alto (vinte e quatro). Algumas

mutagdes foram silenciosas e apenas uma resultou em stop codon.

Trabalhos mostram que, para moléculas scFv, o nimero médio de mutagdes no DNA
que mais gera sequéncias funcionais € 3 em 726pb (DRUMMOND et al., 2005), esperando-se
gerar >34.000 sequéncias unicas e funcionais em uma unica biblioteca, que serdao selecionadas
por biopanning. Taxas mais altas, mesmo que gerem maior variabilidade, podem gerar
mutantes ndo funcionais ou de baixa estabilidade, e taxas muito baixas geram pouca
diversidade. A taxa de mutacdo determinada neste trabalho se assemelha a outros em que
moléculas scFv tiveram a afinidade maturada em até cem vezes (JUAREZ-GONZALEZ et
al., 2005; LIU et al., 2012).

4.6 Sequenciamento de DNA das variantes scFv apos rodadas de selecio

Ap6s trés etapas de sele¢do, dez bactérias resultantes de cada etapa de selecdo tiveram
seu DNA plasmidial submetido a sequenciamento. Inicialmente, nenhuma sequéncia scFv foi
detectada e todas as bactérias selecionadas possuiam vetor pHEN2 vazio. Assim, para
verificar se as etapas de selegdo estavam gerando fagos-scFv funcionais, fagos de cada uma
das etapas foram utilizados como molde para PCR, afim de detectar o gene scFv. Conforme a
figura 25, pode-se observar que os fagos referentes a inputs amplificaram para o gene scFv,
enquanto os eluidos, ndo. Os fagos eluidos (outpuf) estdo em baixissima quantidade
comparado aos fagos precipitados (input), o que pode explicar a auséncia de amplificacdao de

sinal quando aqueles sdo usados como molde para PCR.
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Figura 25 — Gel de eletroforese da PCR com fagos-scFv

750 pb

Fonte: elaborado pelo autor. C+: pHEN2-scFv; C-: pHEN2; RO, R1 e R2: fagos precipitados das rodadas 0, 1 e
2; ER1, ER2 e ER3: fagos eluidos das rodadas 1, 2 e 3.

A fraca banda scFv apo6s a rodada 2 sugere uma menor quantidade de fagos-scFv
sendo selecionados, o que poderia explicar a auséncia de vetores contendo gene scFv apos a
terceira etapa de selecdo. Além da diminui¢do de sequéncias scFv devido a sele¢do (o que ¢
esperado), o nimero de fagos contendo pHEN2 vazio pode ser amplificado, o que explicaria
haver uma baixa quantidade de vetores vazios na biblioteca, mas um aumento consideravel
destes ap0s trés etapas de selecao.

Esses fagos inespecificos (vazios) podem ser diminuidos de duas formas. Uma delas,
pelo uso de uma quantidade maior de fagos auxiliares durante as etapas de amplificagdo. Um
numero baixo de fagos auxiliares subutiliza a biblioteca, fazendo com que apenas uma parcela
das bactérias contendo mutantes scFv os respectivos fagos produzidos. Uma outra estratégia
seria a execucdo das etapas de selecdo de forma ininterrupta. Neste trabalho, cada etapa de
selecdo foi pausada apds a infeccdo de bactérias com os fagos eluidos, estocando-se as
bactérias referentes a estes fagos selecionados, para que entdo, posteriormente, fossem
produzidos fagos para a proxima etapa. Segundo Barbas (BARBAS III ef a/, 2001), moléculas
de scFv expressas na superficie de fagos t€ém pouca estabilidade estrutural, sugerindo-se
executar as etapas de selecdo (biopanning) de forma ininterrupta, afim de evitar quaisquer
perdas de fagos-scFv ligantes, que podem se desestabilizar antes de serem selecionados.

Até o momento desta dissertagcdo, apenas dois dos trés rodadas de selecdo executados
tiveram seus fagos precipitados. Portanto, com o objetivo de determinar as sequéncias que
foram submetidas as rodadas 1 e 2, as bandas foram excisadas com ajuda de lamina e
clonadas em vetor pGEM para posterior sequenciamento, bem como a banda referente a RO
(fagos precipitados da biblioteca, sem nenhuma selecdo). Uma comparacdo de sequéncias
scFv entre as primeiras e ultimas etapas pode ajudar na interpretacdo da contribuicdo de

mutagdes pontuais para aumento de afinidade entre fagos-scFv e o peptideo sintético.
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Ap0s clonagem em vetor pPGEM T-Easy®, também foi feita PCR para confirmagao da
presenca do gene scFv, utilizando primers scFv (FIGURA 26).

Figura 26 — Géis de PCR de colonias pGEM-scFv
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Fonte: elaborado pelo autor. A: coldnias da rodada 0 e rodada 1; B: colonias da rodada 2.

4.7 Contribuicao de mutac¢oes pontuais para a afinidade do scFv ao peptideo loop-CD20

A anélise do sequenciamento das duas etapas de selecdo e da rodada O (biblioteca)
sugere o enriquencimento de sequéncia com determinadas mutacdes pontuais. De todas as
vinte e nove sequéncias analisadas (dez RO, dez R1 e nove R2), dezesseis dos vinte
aminodcidos essenciais possiveis foram aleatoriamente inseridos nas sequéncias. Conforme
pode-se observar na tabela 4, o nimero de sequéncias nativas foi maior apos a rodada 1, o que
pode ser explicado pois na rodada 0 muitas sequéncias podem ser deletérias e sdo diminuidas

conforme acontece a selegao.



55

Tabela 4 — Frequéncia de mutagdes por sequéncia

Rodada 0 Numero de Rodada 1 Numero de Rodada 2 Numero de
(variante) mutacoes (variante) mutacoes (variante) mutacoes
1 3 1 0 1 3
2 2 2 2 2 3
3 3 3 3 3 4
4 3 4 2 4 6
5 3 5 2 5 0
6 0 6 0 6 0
7 0 7 0 7 0
8 3 8 0 8 2
9 2 9 3 9 4
10 4 10 4 - -

Fonte: elaborado pelo autor.

Na andlise acima foram desconsiderados gaps de sequéncias que acarretariam em uma
mudanga na janela de leitura. A opcao de desconsiderar esses gaps foi determinada devido ao
fato de que as sequéncias analisadas foram amplificadas a partir de fagos-scFv utilizando uma
enzima propensa a adicdo destes gaps (GoTaq). Porém, a analise dessas sequéncias visou
apenas a observacdo do gene scFv mutado, como forma de acompanhamento da selegdo, e
ndo serdo consideradas para experimentos futuros de caracterizagdo bioquimica. Das nove
sequéncias analisadas da rodada 2, cinco apresentaram estes gaps e quatro ndo. Portanto,
como as sequéncias a partir desta rodada tem potencial para posterior analise bioquimica,
apenas aquelas sem gaps ou stop cédons foram analisadas.

Das quatro sequéncias analisadas, duas sdo iguais, resultando em trés sequéncias
diferentes. A posi¢do exata dos aminodcidos ndo sera detalhada por questdes de propriedade
intelectual. Duas das quatro sequéncias (MUT1 e MUT2) apresentaram trés mutagdes, uma
delas (MUT3) quatro mutagdes e uma delas (MUT4) seis mutagdes.

Interessantemente, MUT4 apresentou duas das trés mutagdes de MUTI/MUT2, trés
das quatro mutacdes de MUT3 e uma mutagdo exclusiva. Essa incorporacdo de mutagdes
observada no MUT4 pode ser um indicativo de que essas mutacdes individualmente sdo
benéficas e, juntas, também podem contribuir para o aumento da afinidade de interagdo entre

o scFv e o peptideo sintético.
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Cinco mutacdes de MUT4 foram em regides de framework e uma em CDR. A CDR ¢
a regido do scFv que mais possui aminoacidos que contribuem para a especificidade e
afinidade da molécula. Portanto, essa mutagdo pode afetar diretamente a interacdo entre
residuos do paratopo e do epitopo. Das mutagdes observadas, uma levou a troca de uma
metionina para isoleucina (ambos hidrofobicos), uma de 4cido glutdmico para glicina (um de
cadeia lateral acida para um aminoacido de cadeia lateral pequena, que pode conferir uma
maior grau de liberdade), uma de serina para glicina (cadeia lateral nucleofilica para cadeia
lateral pequena), uma de alanina para valina (cadeia pequena e flexivel para aminoacido
hidrofébico), uma de isoleucina para asparagina (hidrofobico para um polar ndo carregado
com grupo amida), uma de tirosina para histidina (cadeia aromadtica, que ocupa grande espaco,
para um basico) e uma treonina para prolina (aminoécido nucleofilico para um hidrofobico).

As mutagdes em regido de framework podem estar envolvidas na interface entre Vi e
VL (principalmente aminodcidos hidrofobicos), com interagdes com o epitopo ou como
suporte estrutural para que as CDR possam interagir com o antigeno (neste caso, uma maior
flexibilidade pode favorecer esta conformac¢do) (CULANG et al., 2013). Portanto, melhoras
na conformacao e orientagdo das CDRs podem ser obtidos através de alteragdes nos residuos
dessas regides. Apesar disso, outras analises estruturais detalhadas precisam ser feitas para
confirmar essas interagdes, através de bioinformatica estrutural.

Ainda que duas etapas de sele¢do tenham levado a identificacdo de mutagdes em
maior frequéncia, o que ¢ uma sugestdo de aumento de afinidade entre o scFv e o peptideo
sintético, outras etapas de selecdo serdo feitas com o intuito de observar se alguma destas
mutagdes serdo mais enriquecidas ao longos da selegdo.

Observou-se também a presenca de duas mutagdes iguais das dezesseis mutagdes
observadas na rodada 0 (que ¢ a rodada que deveria conter o maior numero de variabilidade),
indicando que o numero de fagos produzidos para sele¢cdo por biopanning nio tenha
representado toda a diversidade da biblioteca. Neste caso, pode-se repetir a selecdo
aumentando a quantidade de fagos auxiliares, aumentando, assim, o numero de bactérias
infectadas da biblioteca.

Das mutagdes observadas, apenas uma delas, presente em duas das quatro sequéncias
elencadas como potenciais scFv de alta afinidade, foi em regido CDR, e as outras em regido
framework. Para comprovar a contribuicdo dessas mutagdes para ganhos de afinidade, ainda
sdo necessarios testes para quantificacdo de afinidade. Para isso, o uso de técnicas
quantitativas como Ressonancia Plasmonica de Superficie (RPS) se faz necessario. Esta

técnica se baseia na observagdo da interacdo entre proteinas e seus respectivos ligantes através
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do desvio da luz entre os estados ligado e ndo-ligado. Assim, devido a capacidade de
diferenciar entre moléculas ligadas e nao ligadas, ¢ possivel determinar as constantes de
associacdo (K,) e dissociacdo (K,) das moléculas alvo, sendo esta ultima util para determinar

o potencial da molécula como indutora de mecanismos efetores, como CDC e ADCC.

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A biblioteca construida a partir da reacdo de epPCR possui tamanho adequado para
selecdo por phage display visando maturagao da afinidade. Apos andlise de input e output de
fagos utilizados no biopanning, pode-se observar uma diminui¢do na quantidade de fagos,
referente a lavagem de moléculas ndo-ligantes ao antigeno loop-CD20. As mutagdes
analisadas por sequenciamento possuem uma taxa condizente com aqueles reportados em
outros trabalhos em que diferentes moléculas scFv foram desenvolvidas através da maturagao
da afinidade. Apds duas etapas de selecdo, trés sequéncias de scFv distintas foram analisadas
e observou-se um aumento na frequéncia de sete mutagdes, com um dos mutantes contendo
seis destas. Analises estruturais por bioinformadtica e caracterizagdo bioquimica e biologica
por ELISA, citometria e ressondncia plasmonica poderdo confirmar a contribuicdo dessas
mutagdes para um aumento da afinidade.

Moléculas scFv sdo bastante versateis, podendo ser utilizadas para a construgdo de
anticorpos completos ou outras moléculas visando aplicagdes terapéuticas. Para anticorpos
completos, ganhos de afinidade podem ser benéficos do ponto de vista terapéutico. Para
bispecificos ¢ CARs, o direcionamento de mecanismos efetores através de um scFv de alta
afinidade pode potencializar a resposta ao alvo com relagdo ao scFv nativo do Rituximabe.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagao de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento 001.
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APENDICE A - REACOES ENZIMATICAS

1. DIGESTAO DE pET28a E PUC-scFv
10U de Nhel
10U de BamHI
2uLL de Tampao Multicore 10X
2uL de solucao albumina 10X

~1pug de amostra de DNA (pUC-scFv ou pET28a)
2. REACAO COM T4 LIGASE
a. Para ligacdo pET28a e scFv foi utilizada a formula:

ng vetor X tamanho do inserto (kb)X razio (inserto: vetor)

ng inserto = tamanhodo vetor (kb)

Foram utilizados 100ng de vetor em propor¢do 5:1 (inserto:vetor). Portanto, a
reacdo (20uL) foi composta de:
Vetor pET28a digerido = ~100ng
Inserto scFv digerido = ~110ng
Tampao 74 ligase 10X = 2uL
T4 ligase = 1uL
b. Para a ligagdo pHEN2 e epPCR, foi utilizado, para uma reagdo de 20uL:
Vetor pHEN2 digerido = 50ng
Inserto epPCR digerido = 150ng
Tampao 74 Ligase 10X =2uLL
T4 ligase = 1uL
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APENDICE B - PROTOCOLO MODIFICADO DE PURIFICACAO DE DNA

10.
11.

12.
13.

14.

UTILIZANDO KIT

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up Start-Up — Promega

. Recortar as bandas referentes ao vetor linearizado e adiciona-las em tubos de

1,5mL. Em caso de solugdes, utilizar pelo menos 100uL de solucdo (adicionar

agua ultrapura caso tenha menos de 100puL)

. Adicionar 2pL de Solucao de Ligacdo para cada Img de fragmento de gel ou para

cada 1pL de solugdo de produto de PCR. Misturar em vortex e incubar a 50-65°C
até o gel dissolver completamente

Inserir a minicoluna SV em um tubo de coleta

Transferir a mistura do gel dissolvido para o arranjo da minicoluna. Incubar em
temperatura ambiente por 1min

Centrifugar a 8.000 xg por 1min

Adicionar o liquido eluido novamente na coluna e centrifugar novamente
conforme passo 5

Descartar o eluido

Adicionar 700uL da Solu¢do de Lavagem. Centrifugar a 9.000 xg por Imin.
Descartar o eluido e reinserir a coluna no tubo de coleta

Repetir o passo anterior, porém utilizando 500uL da Solu¢do de Lavagem
Centrifugar por 9.000 xg por Smin

Centrifugar novamente a 9.000 xg por 1 minuto com a tampa da microcentrifuga
aberta. Deixar o arranjo de coluna em temperatura ambiente para evaporacao de
etanol residual

Cuidadosamente, transferir a minicoluna para um microtubo estéril de 1,5mL
Realizar duas elui¢des de 25uL de dgua ultrapura cada, centrifugando a 16.000 xg
por 1min em cada eluicdo. OBS: utilizar 4gua pré-aquecida a 65°C e, na primeira
eluigdo, deixar a 4gua incubando com a coluna em temperatura ambiente por 1min
antes de centrifugar.

Quantificar o DNA e armazenar em -20°C



