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RESUMO

A baixa especificidade dos quimioterdpicos oncolégicos convencionais e a recalcitrancia tipica
de células tumorais impdem frequentemente o uso de agentes citotdxicos potentes em dosagens
proximas ao méiximo tolerado, atingindo tecidos sadios e provocando efeitos colaterais
intensos. Na corrida por estratégias terapéuticas mais eficazes e seguras, os produtos
biotecnolégicos vém ganhando cada vez mais protagonismo, com destaque para os anticorpos
monoclonais (mAbs) e seus derivados. A plasticidade e a capacidade dessas proteinas de se
ligarem com alta afinidade a alvos especificos determinam sua utilidade na proposi¢do de novas
terapias, nao sé no contexto oncoldgico, mas também contra doencgas inflamatdrias e infeciosas.
Uma estratégia valiosa € o aproveitamento da especificidade do mAb para a entrega alvo-
dirigida de drogas potentes e inespecificas, de modo que sua liberacdo e atividade fiquem
restritas as células ou aos microambientes almejados. Os conjugados anticorpo-droga (ADCs)
sdo constituidos de unidades de pequenas moléculas citotoxicas ligadas covalentemente a um
mADb por meio de um conector quimico (linker). Os 3 elementos (mAb, linker e droga) cumprem
papéis cruciais na eficicia e seguranga de um ADC, sendo o método de conjugacdo utilizado
um parametro determinante para sua reprodutibilidade. Diferentes técnicas de engenharia de
proteinas permitem a obtencdo de ADCs quimicamente homogéneos e de alta especificidade.
Neste estudo, sequéncias do fragmento varidvel (Fv) de mAbs foram selecionadas via phage
display, e sequéncias mutantes do fragmento cristalizavel (Fc) foram gerados por mutagénese
sitio-dirigida, objetivando-se a proposi¢dao de um FvFc anti-CD19 (alvo de malignidades de
células B) contendo residuos de cisteina engenheirados para a conjugacdo sitio-especifica de
agente citotoxico através de linker tiol-reativo. Uma biblioteca de fagos foi desafiada contra
células que expressam a proteina CD19 em sua superficie, ao longo de multiplas rodadas. As
sequéncias mais enriquecidas foram obtidas por Sequenciamento de Nova Geracao (NGS),
sendo selecionadas para a proposicdo de 2 fragmentos anti-CD19 a serem produzidos e
caracterizados. Paralelamente, pontos para substituicdo por cisteinas na por¢ao Fc de IgGl1
humano foram obtidos da literatura e utilizados para geragdo, por PCR mutagénica, de duas
sequéncias génicas de Fc mutantes independentes (N421C e S239C). As mutagdes foram
confirmadas por sequenciamento de Sanger e serdo utilizadas para produgdo e caracterizacao

dos FvFcs quanto a adequabilidade para a conjugacao e atividade bioldgica.

Palavras-chave: conjugados anticorpo-droga; phage display; CD19; FvFc.



ABSTRACT

The low specificity of conventional oncologic chemotherapy and the typical tumor cell
recalcitrance often require the use of potent cytotoxic agents at dosages close to the maximum
tolerated, reaching healthy tissues and causing intense side effects. In the search for more
effective and safe therapeutic strategies, biotechnological products have become more and more
important, especially monoclonal antibodies (mAbs) and their derivatives. Plasticity and the
ability of these proteins to bind with high affinity to specific targets determine their usefulness
in proposing new therapies, not only in the cancer context, but also against inflammatory and
infectious diseases. A valuable strategy is to take advantage of the specificity of mAb for the
targeted delivery of unspecific and potent drugs, so that its release and activity are restricted to
the desired cells or microenvironments. Antibody-drug conjugates (ADCs) consist of small
cytotoxic molecules covalently linked to a mAb by means of a chemical connector (/linker). The
3 components (mAb, linker and drug) play crucial roles in the efficacy and safety of ADCs,
with the conjugation method being a determining parameter for their reproducibility. Different
protein engineering techniques allow for chemically homogeneous and highly specific ADCs.
In this study, sequences of the variable regions of mAbs were selected via phage display as well
as mutant sequences of the crystallizable fragment (Fc) were generated by site-directed
mutagenesis, aiming to propose an anti-CD19 (target of B cell malignancies) FvFc containing
cysteine residues engineered for site-specific conjugation of cytotoxic agent via thiol-reactive
linker. A phage library was challenged against cells expressing CD19 protein on their surface,
over multiple rounds of selection. The most enriched sequences were obtained by New
Generation Sequencing (NGS), being selected for the proposition of 2 anti-CD19 fragments to
be produced and characterized. In parallel, points for cysteine mutation in the human IgG1 Fc
portion were obtained from the literature and used for generation, by mutagenic PCR, of two
independent mutant Fc gene sequences (N421C and S239C). The mutations were confirmed by
Sanger sequencing and will be used for the production and characterization of FvFcs regarding

the suitability for conjugation and biological activity.

Keywords: antibody-drug conjugates; phage display; CD19; FvFc.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O termo cancer se refere a um amplo conjunto de doencas de fundo genético e/ou
epigenético, que apresentam como caracteristica em comum o crescimento desordenado de
células com potencial de invadir outros tecidos. (FEINBERG et al., 2006; RUZIK et al., 2022).
As alteragdes que levam uma célula sadia a transitar para a malignidade estdo associadas a
aquisicdo completa ou parcial de marcas caracteristicas que envolvem a sustentacdo da
sinalizagdo proliferativa; a inducdo de angiogé€nese; a irresponsividade a sinalizacdo de
supressdo de crescimento; a resisténcia a morte celular; o acionamento de mecanismos de
perpetuagdo replicativa (imortalidade); a evasdo ao sistema imune antitumoral; a promogao de
um ambiente tumoral pré-inflamatério; a reprogramacao do metabolismo energético; a ativacao
de mecanismos de invasdo de outros tecidos e metdstase; e a instabilidade gendmica com
aumento da frequéncia de mutacdes (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além delas, hoje se
sabe cada vez mais que a reprogramacdo epigenética; o acionamento de mecanismos de
plasticidade fenotipica; a senescéncia celular; e até o polimorfismo microbidtico estdo
associados aos eventos de transformacdo maligna (HANAHAN, 2022), o que evidencia a
complexidade atrelada a sua patogénese e ao advento de formas eficientes de prevencgado e de
tratamento.

As alteracdes que levam a instabilidade genética das células cancerosas
retroalimentam o aciumulo de mutacdes, permitindo a perda de sistemas de conten¢do que as
levariam a apoptose e intensificando a chance de evasdao de subpopulagdes celulares, em
resposta a pressao seletiva exercida por um determinado agente terapéutico. O acionamento de
vias de sinalizacao de sobrevivéncia alternativas a uma via inibida por uma droga, a despeito
do dano acumulado, € um exemplo disso e estd na base de grande parte dos eventos de
refratariedade e recorréncia de tumores. (GOTTESMAN, 2002). Assim, a recalcitrancia
caracteristica de células que adquirem malignidade impds historicamente a busca por drogas
cada vez mais potentes, voltadas a alvos insubstituiveis e que fossem capazes de limitar
ostensivamente o avango descontrolado de um inimigo interno irresponsivo aos mecanismos
fundamentais de controle (CHARI; WIDDISON, 2014).

Apesar das marcas caracteristicas — que inclusive nos levam a reunir seus diversos

tipos em um termo genérico Unico — as células cancerosas, sendo originadas do préprio tecido,
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guardam mais semelhancas do que diferencas com as células sadias, de modo que, encontrar
meios de eliminar aquelas sem, contudo, atingir estas, se estabelece como um grande desafio

da busca por terapias seguras.

1.2 Imunoterapia oncolégica

Aos agentes quimioterdpicos convencionais — associados ou ndo as outras
intervengdes cldssicas disponiveis do tratamento oncoldgico (cirurgia e radioterapia) — vém se
somando, cada vez mais, as abordagens biolégicas. Nesse contexto, as imunoterapias t€ém
ganhado protagonismo, em grande parte, por representarem um caminho para a busca por
seletividade, estimulando a ativacdo de mecanismos de combate proprios do paciente
(FALZONE; LIBRA, 2018). Na lideranca dessa tendéncia, estdo os anticorpos monoclonais
(mAbs — do inglés monoclonal antibodies). Os mAbs sdo moléculas de imunoglobulina
provenientes de um tnico clone de linfécito B; apresentam, portanto, afinidade especifica por
uma sequéncia unica (epitopo) de um determinado alvo molecular (antigeno).

A producdo de mAbs foi originalmente realizada a partir da metodologia de
hibridoma, desenvolvida em 1975 por Kohler e Milstein, a qual se vale da capacidade natural
do sistema imune de mamiferos de produzir diferentes linhagens clonais de linfécitos B
expressando, portanto, anticorpos capazes de se ligar a diferentes epitopos de um mesmo
antigeno (anticorpos policlonais), aliando isso a possibilidade de isolamento de linhagens
especificas dessas células e sua fusdo com células de mieloma imortalizadas, para a producao
de um determinado anticorpo selecionado (KOHLER; MILSTEIN, 1975). O método foi
essencial para a producdo de mAbs em larga escala; no entanto, como os clones de células B
sdo obtidos a partir de murinos, a posterior aplicacdo terapéutica desses mAbs em humanos
gerou, em muitos casos, efeitos indesejados associados tanto ao seu nio reconhecimento por
parte da maquinaria efetora do sistema imune do paciente — atrapalhando assim a eficdcia do
tratamento (CHAMES et al., 2009) — como também associados a imunogenicidade das por¢des
murinas desses biofdrmacos, podendo gerar respostas graves em alguns individuos.

Nesse contexto, visando a atenuacdo desses problemas, métodos moleculares de
engenharia genética passaram a integrar as técnicas de producdo de mAbs, que, atualmente,
além de quiméricos — ou seja, portadores de partes humanas (por¢do constante) e murinas
(por¢do varidvel) — podem ser modificados para apresentarem caracteristicas mais proximas das

dos anticorpos humanos (os anticorpos humanizados) ou, ainda, ser produzidos como
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totalmente humanos, a partir de animais geneticamente modificados (transformados com os
genes de imunoglobulinas humanas) ou por selecdo in vitro de sequéncias a partir de bibliotecas
de repertério de anticorpos humanos apresentados na superficie de bacteriéfagos (phage
display), o que vem proporcionando grandes avancos para o uso terapéutico dessas moléculas

(figura 1). (FOLTZ et al., 2013).

Figura 1 — Evolucdo dos anticorpos monoclonais terapéuticos

Murino Quimérico Humanizado Totalmente humano
(0% humano) (65% humano) (>90% humano) (100% humano)
> \ ‘\ Y
Sufixo geral  -omab -ximab -zumab -umab

Potencial de imunogenicidade

Fonte: FOLTZ (2013). A partir de novas estratégias baseadas em engenharia genética, novos
anticorpos terapéuticos com propriedades melhoradas puderam ser desenvolvidos (quiméricas,
humanizadas ou humanas, reduzindo o seu potencial de imunogenicidade).

Atualmente, ja sdo mais de 100 mAbs aprovados pelo FDA com indica¢do para
diversos tipos de cancer, doencas inflamatdrias e infecciosas (ANTIBODY SOCIETY, 2022).
Além de seu uso unico, abordagens que vém se desenvolvendo intensamente nos ultimos anos
se utilizam de construgdes baseadas em mAbs ou em seus fragmentos, como os biespecificos
(SHIM, 2020), os receptores quiméricos de células T e NK (células CAR-T e CAR-NK)
(POSNER et al., 2019; LU et al., 2020), e os imunoconjugados, os quais envolvem diferentes
estratégias de entrega alvo-dirigida de drogas, moléculas bioldgicas e sistemas

nanoencapsulados (KENNEDY; OLIVEIRA; SARMENTO, 2017).

1.3 Anticorpos conjugados a droga (ADCs)

Apesar dos grandes avangos jad conquistados e do futuro promissor das

imunoterapias e biofdrmacos em geral, as pequenas moléculas sintéticas, classicamente usadas
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na quimioterapia oncoldgica, continuam indispensdveis em muitos casos, dado o seu
incomparavel poder citotéxico. Embora preservem certa especificidade — pelo fato de atuarem
sobretudo em alvos moleculares cuja atividade estd associada a intensa proliferacdo celular
(microtibulos, DNA e maquinaria de replicacdo) — essas drogas atuam de maneira sistémica e,
sendo comumente lipofilicas, difundem-se facilmente por todo o corpo, atingindo células
malignas e sadias proliferativas, como as células hematopoiéticas e as células epiteliais de pele
e mucosas, e, eventualmente, prejudicando outros tecidos mesmo de proliferacdo lenta. Os
graves efeitos colaterais tipicos dessas drogas representam a grande desvantagem das
quimioterapias convencionais, sendo frequentemente muito estreita a diferencga entre sua dose
maxima tolerada e sua dose minima efetiva (janela terapéutica). (TSUCHIKAMA; AN, 2018).

Com a finalidade de somar as vantagens e limitar as desvantagens das duas
abordagens, a estratégia de unir a especificidade dos mAbs ao poder citotéxico das pequenas
moléculas fez surgir uma nova categoria terapéutica: os conjugados anticorpo-droga (ADCs,
do inglés antibody-drug conjugates). Os ADCs representam um tipo de quimioterapia alvo-
dirigida guiada por anticorpos, que visa a entrega seletiva de um agente citotoxico a um tecido
ou subgrupo de células-alvo que expressem diferencialmente em sua superficie o antigeno
reconhecido pelo anticorpo utilizado. Terapias alvo-dirigidas t€ém, em geral, como finalidade o
equilibrio 6timo entre a maxima atividade de um agente citot6xico e a minima ocorréncia de
efeitos colaterais; ou seja, a ampliacdo da janela terapéutica (ou do indice terapéutica que € a
razdo entra dose maxima tolerada e sua dose minima efetiva) (KATZUNG, 2012). Além da
maior seguranga proporcionada, a associa¢ao da droga a uma proteina engloba ainda o potencial
de aumentar o tempo de circula¢do da pequena molécula que, na forma livre, ficaria disponivel
apenas por algumas horas. (TSUCHIKAMA; AN, 2018; JOUBERT et al. 2020).

A baixa eficicia e problemas de seguranca dos primeiros ADCs levantaram
questionamentos acerca da viabilidade dessas construgdes, o que deu inicio a uma busca
aprofundada pela compreensdo dos multiplos fatores que influenciam em seu desempenho —
uma 4drea ainda em pleno desenvolvimento. Um dos primeiros aprendizados foi o de que as
diversas barreiras que o sistema conjugado precisa superar (distribuicdo, ligacdo ao antigeno,
internalizacao por via endossomal, liberagdo da droga e ligag@o ao alvo molecular final) limitam
muito a quantidade de droga que chega ao alvo intracelular final. Por conta disso, desde cedo,
a utilizacdo de drogas extremamente potentes (de ICsp na ordem picomolar) se tornou um pré-
requisito para aplicacdo em um ADC (TSUCHIKAMA; AN, 2018). Embora esse seja uma regra

hoje reavaliada a luz da otimizacdo de multiplos aspectos, grande parte dos ADCs propostos
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utilizam praticamente as mesmas classes de drogas. Os principais exemplos sdo os inibidores
de microtibulos do grupo das auristatinas (monometilauristainas E e F) ou do grupo dos
maytansinoides (emtansina DM1 e DM4), os alquilantes de DNA (caliqueamicinas e
pirrolobenzodiazepinas — PBDs), e os inibidores de topoisomerase I (derivados de
camptotecinas). (JOUBERT et al., 2020).

Um dos trés componentes bdsicos de qualquer ADC € o conector quimico que une
covalentemente a droga ao anticorpo (/inker). O linker tem a importante missdo de manter o
conjugado intacto ao longo da circulagdo e de permitir a libera¢do da droga dentro da célula. A
seguranca e as propriedades farmacocinéticas do ADC sdo extremamente influenciadas pelo
linker (TSUCHIKAMA; AN, 2018). Além de grupos especificos para a conjugacdo, tanto a
droga como ao mAb, os linkers apresentam geralmente grupos otimizadores de solubilidade e,
no caso dos chamados linkers clivéaveis, precisam dispor de algum mecanismo de liberag¢do da
droga em resposta a uma condicdo intracelular diferencial (a¢do enzimatica, potencial redutor,
pH lisossomal etc). Existem ainda os linkers nao-clivaveis; considerados mais seguros, eles

permitem a liberacdo da droga apenas apds a degradagdo proteica do complexo no lisossomo.

(JOUBERT et al., 2020).

Figura 2 — Elementos basicos dos ADCs
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Fonte: adaptado de MATSUDA; MENDELSOHN (2021).

Decorrentes do método de conjugacdo aplicado, alguns parametros cruciais dos

ADCs sao 1) a quantidade de unidades de droga carregadas por molécula de mAb
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(estequiometria); 2) os pontos de conjugacdo das moléculas de linker-droga no anticorpo; e 3)
o grau de heterogeneidade da populacdo de ADCs produzidas a partir de um determinado
método. A estequiometria ou razdo droga/anticorpo (DAR) é determinante para estabilidade e
para a eficdcia do conjugado. Se, por um lado, razdes altas t€m o potencial de levar mais drogas
para o alvo; em contrapartida, esses conjugados tendem a perder parte do carregamento
precocemente na circulacio e a formarem agregados, associados a hepatotoxicidade
(TSUCHIKAMA; AN, 2018). A posi¢ao e os residuos de aminodcidos da regido de conjugacao
no mAb podem influenciar na estabilidade dos componentes e nas propriedades
farmacocinéticas do conjugado, de modo que duas moléculas de mesma estequiometria podem
ter caracteristicas muito distintas entre si, a depender de seus pontos de conjugagdo (TUMEY
etal., 2017).

A aleatoriedade do método utilizado para a conjugacdo pode determinar a
heterogeneidade de uma populacdo de conjugados, comprometendo a reprodutibilidade de cada
producdo (AGARWAL; BERTOZZI, 2015). Convencionalmente sdo utilizados métodos de
conjugacao aleatéria envolvendo residuos de lisina ou de cisteina nativos da proteina e
acessiveis ao solvente. Existem, no entanto, em torno de 40 lisinas com essa caracteristica em
uma IgG1 humana — o que pode resultar em milhdes de conjugados distintos (WANG et al.,
2005) — e 8 cisteinas que estdo envolvidas nas pontes dissulfeto intercadeias — o que pode gerar
centenas de produtos diferentes e prejudicar a estabilidade estrutural do anticorpo (SUN et al.,
2005). Embora todos os ADCs atualmente aprovados sejam baseados em algum desses
métodos, as novas geracdoes de ADCs j4 incorporaram a necessidade da aplicacdo de métodos
que garantam a sitio-especificidade de conjugacdo, gerando produtos homogéneos e de

estequiometria definida (DEAN et al., 2021).



Figura 3 — Heterogeneidade do pool de ADCs decorrente do método de conjugacio
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Fonte: AGARWAL; BERTOZZI (2015). Distribuiggo tedrica das diferentes espécies de ADCs obtidos a
partir da conjugacdo a IgG1 por diferentes métodos. A: aleatoriamente em lisinas nativas da molécula de
anticorpo (residuos de lisina expostos ao solvente estdo representados em vermelho); B): sitio-
especificamente em residuos engenheirados. DAR: razdo droga/anticorpo. Regioisdmeros sdo espécies que

apresentam mesma DAR mas em combinagdes de sitios distintos.
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Um dos principais métodos utilizados envolve a substituicio de residuos nativos do

mADb por cisteinas destinadas especificamente para a conjugacdo, preservando-se, assim, as

cistinas que conectam as cadeias dos anticorpos (AGARWAL; BERTOZZI, 2015). Uma das

vantagens da utilizac@o de residuos de cisteina € a disponibilidade de grupos tiol-reativos em

pequenas moléculas que reagem rdpida e seletivamente com sulfidrilas acessiveis ao solvente e

em condi¢des compativeis com a manutencdo da integridade do anticorpo. Muitos linkers ja

bem caracterizados sdo construidos com base nesses grupos, sendo os de maleimida um dos

mais utilizados. (JOUBERT et al., 2020).

Figura 4 — Representacdo esquemadtica da conjugacdo via maleimida
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A selecdo de antigenos adequados — presentes diferencialmente na superficie das
células-alvo, no ambiente tumoral ou em células que possam ser completamente depletadas, e
que sofram internalizacdo a partir da ligacdo do anticorpo — também ¢ parte fundamental da
concepcdo de um ADC, definida pelo tipo de cancer enfrentado. As caracteristicas do mAb
também sao cruciais para o sucesso do sistema alvo-dirigido, de modo que a sua escolha e seus
pontos de otimizacdo compreendem aspectos essenciais para a sua adequabilidade. Afinidade,
imunogenicidade e estabilidade sdo alguns desses aspectos determinados pelo tipo, formato,
origem e modificagdes especificas do mAb aplicado (JOUBERT et al., 2020).

Atualmente existem mais de 80 ADCs sendo testados em diferentes fases clinicas
e 11 ja aprovados pelo FDA, tendo sido 7 deles aprovados entre o final de 2019 e 2021. Dos
aprovados, 6 sdo voltados para cinceres hematolégicos e 5 para canceres de tumor sélido. A
maior parte é baseada em IgG1 ou IgG4 humanos ou humanizados, com especificidade para 10

diferentes antigenos. (ANTIBODY SOCIETY, 2022).

Tabela 1 — Lista de ADCs aprovados pela FDA

ADC  ALVO ANTICORPO LINKER ~ DROGA  FABRICANTE “PROVADO
Adcetris®  CD30 12G1 Val-Cit MMAE ~ Seautle Genetics 2011
Quimérico (Seagen)
Kadcyla® Her2 Ie G.l SMCC DM1 Genentech 2013
Humanizado
Besponsa®  CD22 IeG4 AcBut  Caliqueamic Pfizer 2017
Humanizado ina
Mylotarg®  CD33 IgG4 AcBut  Caliqueamic Pfizer 2000; 2017
Humanizado ina
Polivy®  CD79b 1eGl Val-Cit  MMAE Genentech 2019
Humanizado
Padcev® Nectind IgGl Val-Cit MMAE Astellas Pharma 2019
Humano
IgGl DXd Topo I o
Enhertu® Her2 Humanizado Tetrapept Inibidor Daiichi Sankyo 2019
CL2A
IgG1 N SN-38 Topo .
Trodelvy®  Trop-2 Humanizado Hldi(;ilsa— I Tnibidor Immunomedics 2020
Blenrep® BCMA 1eG1 Maleimido y\i\iAE Glaxosmithkline 2020
Humanizado caproil
IgGl1 SG3249 .
™ -
Zynlonta CD19 Humanizado Val-Ala PBD Therapeutics 2021
Tivdak® CD142 1eG1 Val-Cit MMAE Genmab/Seagen 2021
Humano

Fonte: adaptado de DEAN et al. (2021). Todos os ADCs listados foram aprovados para indica¢des oncoldgicas
no cendrio clinico. AcBut: dcido 4-(4’-acetilfenoxi) butanoico; BCMA: antigeno de maturagéo de células B; DM1:
mertansine; DXd: deruxtecan (derivado de exatecano); Her2: receptor de fator de crescimento epidérmico humano
de tipo 2; MMAE: monometilauristatina E; MM AF: monometilauristatina F; PBD: pirrolobenzodiazepina; SMCC:
succinimidil 4-(N-maleimidometil) cicloexano-1-carboxilato; SN-38: 7-etil-10-hidroxicamptotecina; Tetrapept:
tetrapeptideo; Trop-2: antigeno de superficie de células trofoblasticas; Val-Cit: peptideo de valina e citrulina; Val-
Ala: peptideo de valina e alanina.
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1.4 Prospeccao e engenharia de anticorpos

Todos os anticorpos compartilham componentes estruturais bdsicos. As quatro
subunidades das imunoglobulinas — duas cadeias leves e duas cadeias pesadas — sdo conectadas
entre si por quatro pontes dissulfeto. A combinacao entre residuos de aminodcidos contidos nos
dominios varidveis das cadeias leve e pesada (fragmento varidvel), presentes em cada
extremidade da porcao Fab gera a regido de especificidade de ligacdo ao antigeno, na qual estao

contidas as regides de determinacdo de complementaridade (CDRs).

Figura 5 — Representacao esquematica de anticorpo IgG1 (~150 KDa)
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Fonte: elaborado pelo autor (2022). Cx1-3: dominios constantes 1, 2 e 3 da cadeia pesada; Cr: dominio constante
da cadeia leve; Vu: dominio variavel da cadeia pesada; Vi: dominio variavel da cadeia leve; e CDRs: regides de
determinag@o de complementaridade.

Também chamadas de regides hipervaridveis, as sequéncias génicas das CDRs nas
respectivas células B sdo determinadas pelos processos de recombinacdo dos segmentos V(D)J,
variabilidade dos repertérios de segmentos V, alteragdes de juncdo e hipermutagdo somatica —
mecanismos responsaveis pela geracdao da enorme variabilidade do repertdrio de anticorpos que
cada individuo pode produzir. Cada cadeia varidvel apresenta 3 CDRs, sendo, portanto, o
paratopo (regido do anticorpo que interage com epitopo) constituido pela combinagdo das 6

CDRs.
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Figura 6 — Recombinacdo V(D)J do gene da cadeia pesada de anticorpos
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Fonte: adaptado de RIGO (2018). Configuracdo germinativa do 16cus génico para a cadeia pesada. Segmentos do
DNA sdo removidos (excis@o) permitindo a aproximagdo com outros segmentos mais distantes (jungdo), gerando
um novo segmento génico. A excisao-jungdo de éxons permite a geracdo de anticorpos com elevada variabilidade.

Os segmentos génicos dos dominios constantes nao sofrem recombinacdo, mas
determinam as diferentes classes e subclasses de anticorpos, as quais apresentam caracteristicas
distintas, sendo definidas — em relacdo a cadeia pesada — por splicing alternativo de seu RNA
mensageiro com base no estigio de desenvolvimento, funcdo e localizagcdo do clone de célula
B que a produzira. Além de 4 subclasses de IgG — o tipo de imunoglobulina mais abundante no
sangue e envolvido nas respostas adaptativas secunddrias — existem outras 4 classes de
anticorpos (IgA, IgD, IgE e IgM), cada uma associada a um tipo diferente de cadeia pesada
constante da molécula. As IgMs estdao envolvidas nas respostas primdrias contra patogenos,
sendo, juntamente com as IgDs, receptores de linfécitos B, IgAs sdo responsaveis pela defesa
em mucosas, e IgEs estdo envolvidas em respostas antiparasitdrias e alergias. As cadeias leves
constantes humanas podem ser de 2 tipos (k e A), estando os seus respectivos genes localizados
em cromossomos diferentes aos da cadeia pesada. (ABBAS et al., 2015).

A modularidade estrutural proporcionada pela relativa independéncia funcional das
respectivas por¢des dos anticorpos facilita a aplicacdo de diferentes técnicas que permitem o
desenvolvimento de moléculas de alta performance e com caracteristicas customizadas para
aplicacdes diversas. A engenharia de anticorpos, por meio de ferramentas computacionais e
experimentais, pode ser utilizada para uma miriade de finalidades, tais como melhora do perfil
de imunogenicidade; otimiza¢do de caracteristicas farmacocinéticas, de solubilidade e de
estabilidade em formulacdes de armazenamento ou de aplicagdes industriais; reducdo da
propensdo de agregacdo; aumento dos niveis de expressdo em um determinado tipo de célula;

modulacdo da capacidade de respostas efetoras ou da capacidade de interagdo com outras
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células e mediadores imunoldgicos; inclusdo de sitios de conjugacdo; modulacdo da
especificidade e da afinidade a um ou mais alvos determinados; entre outras.

Nesse contexto, fragmentos independentes, derivados ou modificados de anticorpos
naturais de arcabougos diversos, costumam ser aplicados para as etapas de desenvolvimento,
selecdo e screening de variantes, podendo, em seguida, ser utilizados diretamente ou para
montagem de mAbs completos ou em formatos diversos. Para a obtencdo e selecdo de
anticorpos com afinidade melhorada ou especificidade para um dado antigeno, aplicam-se,
frequentemente, bibliotecas de Fab ou de fragmento varidvel de cadeia tnica (scFv, do inglés

Single-chain Fragment variable).

Figura 7 — Representacao esquematica dos fragmentos Fab (~50 KDa)

e scFv (~25 KDa)
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Fonte: elaborado pelo autor (2022). Cr: dominio constante da cadeia leve; Vu:
dominio variavel da cadeia pesada; Vi: dominio variavel da cadeia leve; scFv:
fragmento variavel de cadeia unica.

Ha diversas vantagens associadas ao uso do formato scFv, visto que se trata de uma
proteina que, além de conservar os residuos de aminodcidos envolvidos na ligacao do anticorpo
ao seu antigeno (MAYNARD; GEORGIOU, 2000), ¢ menor e menos complexa do que a
molécula completa do anticorpo, ja que se constitui apenas dos dominios varidveis das cadeias
leve e pesada conectadas por um pequeno linker peptidico flexivel, podendo, assim, servir tanto
a interesses estratégicos de ambito farmacocinético, quanto a simplificacio na obtenc¢do
heter6loga ou em técnicas de display em plataformas procariotas. O fragmento scFv pode ser
ainda combinado ao fragmento Fc, gerando o formato FvFc (fragmento varidvel fusionado ao

fragmento cristalizavel), no qual se conservam os dominios que determinam a capacidade de

ligacdo ao antigeno, assim como as regides responsdveis pelas funcgdes efetoras e
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farmacocinéticas associadas a por¢do constante do anticorpo. O fragmento recombinante FvFc
apresenta a vantagem de conter os dominios varidveis das cadeias leve e pesada fusionadas aos
dominios Cu2 e Cu3 estruturados como uma cadeia unica (SHIRRMANN et al., 2008;
HOLLIGER; HUDSON, 2005), com a mesma avidez e perfil farmacocinético similar em
relacdo a molécula completa (SILVA et al., 2009).

Figura 8 — Representacdo esquemadtica do fragmento FvFc (~100 kDa)
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Fonte: elaborado pelo autor (2022). FvFc: fragmento variavel fusionado ao
fragmento cristalizavel Cy1-2: dominios constantes 1 e 2 da cadeia pesada; Vu:
dominio variavel da cadeia pesada; Vi: dominio variavel da cadeia leve.

Uma das principais ferramentas da engenharia de anticorpos € a mutagénese sitio-
dirigida combinada ao desenho racional ou a estudos estruturais diversos. Essas abordagens
envolvem modificacdes de nucleotideos na sequéncia original do gene alvo, a partir de
informacdes de analises in silico, baseadas em simulacdes das condicdes in vivo e em estruturas
depositadas em bancos de dados, visando a obten¢do de proteinas com propriedades
diferenciadas (BANTA et al., 2013; KARPLUS; MCCAMMON, 2002). A prospecc¢ao de sitios
e dominios adequadas no anticorpo para a substitui¢ao de residuos visando a conjugacao sitio-
especifica de drogas é um campo de aplicacdo importante dessas ferramentas no contexto dos

ADCs. (AGARWAL; BERTOZZI, 2015).
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1.5 Phage display

Outro conjunto de estratégias fundamentais da drea de engenharia de anticorpos sdo
as técnicas de evolucdo in vitro (PACKER; LIU, 2005). Essa abordagem se baseia na geragao
de diversidade genética e na construcdo de bibliotecas de mutantes ou variantes clonais, que
sdo, em seguida, submetidas a um método de triagem e selecdo contra alvos ou condi¢des
determinadas. As bibliotecas podem ser geradas a partir da inducdo de mutagdes aleatérias ou
a partir da combinag¢do de sequéncias génicas de repertdrios naturais ou sintéticos de anticorpos,
fragmentos de anticorpos ou antigenos.

As unidades constituintes das bibliotecas sdo as sequéncias génicas e, dependendo
do tipo, essas bibliotecas podem atingir tamanhos da ordem de 10'> (ALMAGRO et al., 2019).
Diante disso, um grande desafio se estabelece em selecionar e recuperar unidades promissoras
com base em uma propriedade desejada que se manifesta na proteina (em nivel de fenétipo) —
e ndo na sequéncia génica (genoétipo) que a codifica. Oferecendo uma solucdo para esse desafio,
uma poderosa ferramenta se estabeleceu como uma das principais estratégias de descoberta e
desenvolvimento de mAbs e de mapeamento de epitopos: a técnica de phage display (BARBAS
etal.,2001).

Desenvolvida em 1985 por George Smith e colaboradores, phage display é uma
técnica de amplificacdo e selecao de bibliotecas génicas, que permite a manutenc¢io da conexao
fisica entre gen6tipo e fendtipo ao longo do processo, por meio da conjuncao entre a sequéncia
génica da versdo da proteina que se deseja testar e o gene de uma das proteinas que constituem
o capsideo de um virus filamentoso que infecta cepas de Escherichia coli (SMITH, 2019). Para
isso, atualmente, as respectivas bibliotecas contendo sequéncias génicas de diferentes variantes
da mesma proteina sdo clonadas em um vetor fagomidial que contém — em fase com sua regidao
de inser¢do — o gene de uma das proteinas de revestimento do bacteriéfago (ou fago).

M13, f1 e fd sdo os tipos de fagos comumente utilizados na técnica de phage
display. Eles ndo sdo liticos nem integram seu material genético no genoma da bactéria
hospedeira, formam virions constituidos de uma molécula de DNA circular de fita unica
envolvida por um capsideo que contém aproximadamente 3000 cOpias de uma proteina maior
de revestimento (pVIII) e 3 a 5 copias de cada uma de 4 diferentes proteinas menores (plll,
pVL pVII e pIX) presentes nas extremidades das particulas virais. Embora existam exemplos

de aplicacdo das proteinas pVI (GARBE; THIEL; MOOTZ, 2010), pVIL, pIV (LASET et. al,
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2011) e pVIII (FAGERLUND; MYRSET; KULSETH, 2008) para o display de peptideos

especificos; a mais utilizada é a plIll.

Figura 9 — Representacio esquemadtica de diferentes sistemas

de phage display
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Fonte: Adaptado de Bazan, Calkosinski, Gamian (2012).

A proteina pllI € constituida de 406 residuos de aminoécidos e estd envolvida na
capacidade de infec¢do de novas bactérias pelo fago. Para que possa introduzir sua fita de DNA
na célula hospedeira, o fago precisa interagir com o pilus de conjugacio bacteriano por meio
dessa proteina. Como isso, torna-se importante a manuten¢do de uma propor¢do da expressao
de plII em relacdo a expressao da proteina de fusao (pIll-proteina), de modo que as particulas
virais possam ser amplificadas ao longo de novos ciclos de infec¢do. Assim, sdo utilizados
fagos auxiliares, os quais contém todas as informac¢des necessdrias para a montagem de novas
particulas virais pela maquinaria da bactéria. Desse modo, a medida que novos fagos vao sendo
produzidos dentro da bactéria infectada pelo fago auxiliar, a disponibilidade do fagomideo e da
respectiva proteina de fusdo no citoplasma da mesma bactéria — transformada previamente com
uma das variantes da biblioteca — permite que o capsideo desses fagos seja montado contendo
tanto plll-proteina (gene presente no fagomideo) como pllIlI (gene presente no fago auxiliar
juntamente com o0s outros genes para montagem de novas particulas virais completas).
M13KO7 e VCSM13 sdo exemplos de fagos auxiliares utilizados em phage display.

Os fagos montados apresentando as respectivas proteinas da biblioteca (e contendo
seu gene) sdao liberados da bactéria por extrusdao e, assim, coletados do meio de cultura,
quantificados e submetidos a algum método de selecdo. Os métodos de selecdo ou biopanning
(“bio-garimpo”) variam conforme os objetivos almejados, sendo um campo de constante

surgimento de novas estratégia e adaptacdes. Conforme esquematizado na figura 10, a ideia
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geral do biopanning é permitir que a diversidade de proteinas presentes na biblioteca e expostas
na superficie dos fagos possa ser submetida a um determinado alvo e/ou a uma determinada
condi¢do, de modo que, apés uma etapa de lavagem, idealmente apenas os fagos-proteina
positivos para a propriedade buscada permanecam ligados, podendo, em seguida, ser
recuperados (eluidos) e amplificados (através da infec¢do de novas bactérias), iniciando, assim,
um novo ciclo. O nimero de rodadas de selecdo ideal a que uma biblioteca de fagos deve ser
submetida para o enriquecimento de sequéncias com a caracteristica almejada varia conforme
o tipo de biblioteca, o método e as condi¢des das etapas de sele¢do aplicadas. O nivel de
estringéncia ao longo da selecdo pode ser constante ou progressivo, o que envolve desde o
nimero de lavagens, a intensidade de um parametro do sistema de separacdo ou elui¢do

aplicado, até a densidade de ligantes disponiveis.

Figura 10 — Representag¢do esquemadtica do processo de phage display
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Fonte: HUANG, BISHOP-HURLEY COOPER (2012).

No contexto da prospeccdo de anticorpos, a aplicacdo de phage display envolve
sobretudo a busca por sequéncias com especificidade — e afinidade adequada — para um antigeno
determinado. Assim, bibliotecas de fragmentos de anticorpos (geralmente Fab ou scFv) sdo
desafiadas contra um antigeno alvo, o qual, tradicionalmente, € representado pelo peptideo de
um de seus dominios expostos e imobilizado em uma superficie (placa, matriz ou bead),
podendo ainda ser aplicadas células, particulas virais, metabdlitos, toxinas, entre outros. Um
método de biopanning chamado BRASIL (Biopanning and Rapid Analysis of Selective and

Interactive Ligands), desenvolvido por Giordano et al (2001), baseia-se no desafio de
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bibliotecas de fagos apresentando peptideos contra células tumorais para a descoberta de alvos
expressos diferencialmente na superficie dessas células em relacdo a células ndo tumorais.
Além de ser uma ferramenta de varredura para a busca de novos alvos exclusivos de
subpopulagdes de células tumorais especificas (GIORDANO et. al., 2001), o método BRASIL
pode ser aplicado para selecdo de anticorpos (DANTAS-BARBOSA et al 2009).

A aplicacdo das tecnologias de sequenciamento de nova geracdao (NGS) vem se
tornando cada vez mais indispensdvel para complementagdo das abordagens de phage display.
Enquanto a técnica de expressdo de bibliotecas em fagos trouxe uma solugdo para o desafio da
conexdo fisica entre gendtipo e fendtipo — permitindo a preservacdo da sequéncia de
nucleotideos atrelada a manifestacio da caracteristica bioldgica no mesmo sistema — os desafios
de acessar, identificar e processar, de maneira eficiente, a enorme quantidade de dados contida
nessas bibliotecas e pools selecionados vém sendo, por sua vez, enfrentados através do uso de
NGS, associado a plataformas computacionais de anélise.

Embora o tradicional sequenciamento por método de Sanger ainda seja fundamental
em muitas etapas do trabalho e util para avaliagdes especificas, ele requer a extracdo de
fagomideos de colonias isoladas de cada rodada, o que limita bastante o numero de sequéncias
que podem ser analisadas e torna o trabalho muito mais laborioso. A robustez do NGS torna
possivel o acesso integral as sequéncias obtidas, permitindo o aproveitamento e a
processamento dos dados de forma rdpida e otimizada, o que os torna disponiveis para andlises
in silico diversas, potencializando, assim, a sua conversao em informacgdo biolégica util para

tomadas de decisoes.

1.6 Importancia, desafios e vantagens da imunoterapia de malignidades de célula B

Leucemias e linfomas sdo malignidades hematoldgicas que atingem as células
hematopoiéticas e estio entre as principais causas de mortes por doengas no mundo, abrangendo
os tipos de cancer mais frequentes em criancas (SILVA et al., 2019). Dentre os diferentes tipos,
as leucemias e linfomas de células B estdo entre os mais predominantes (INCA, 2021), sendo,
ndo por acaso, um dos grupos para os quais diversos medicamentos bioldgicos ja estdo
disponiveis (BATLEVI et al., 2016).

Além dos mAbs ja bem consolidados na prética clinica (rituximabe, ofatumumabe
e obinutuzumab), as mais recentes aprovacoes de opgdes terapéuticas inovadoras, tais como o

biespecifico blinatumomab, os ADCs inotuzumab ozogamicina e loncastuximab tesirine e as
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terapias com células T engenheiradas com receptor antigénico quimérico (CAR) vém
revolucionando o campo de combate as malignidades de células B, aumentando drasticamente
as chances de cura dos pacientes (GREVE et al., 2021; HORVAT et al, 2018).

Encontrar alvos exclusivos de células tumorais contra os quais seja possivel
direcionar agentes citotoxicos potentes com seguranga para as células sadias ndo é um processo
simples. As chances de ocorréncia simultanea desses antigenos, mesmo em baixos niveis, em
tecidos cruciais podem determinar rapidamente a morte de pacientes submetidos ao tratamento.
No caso dos canceres de células B, frequentemente existe a possibilidade vantajosa de deplecdo
tempordria dos pools completos tanto de células tumorais quanto de células sadias, contanto
que sejam preservadas as células tronco hematopoiéticas que as originam na medula éssea. Por
conta disso, marcadores especificos de células B, tais como CD20 e CD19, sdo utilizados como
alvo na maior parte dessas terapias, embora sejam expressos, na maioria das vezes, tanto nas
células tumorais e, sempre, nas células sadias de diferentes estdgios de desenvolvimento desses
linfécitos (MARTYNISZYN et al 2017).

A proteina CD19 € um marcador exclusivo de células B envolvido na modulagao
do limiar de ativacao dessas células. Ela € expressa em muitos tipos de linfomas e leucemias,
tendo um perfil de expressdo mais amplo do que o de outros marcadores de células B, como a
proteina CD20, e, assim como essa, nao ocorrendo nas células tronco hematopoiéticas (WANG;
WEI; LIU, 2012). A maioria dos canceres de células B expressam CD19 em niveis iguais ou
superiores ao de células B sadias. 80% das leucemias linfoides agudas, 88% dos linfomas de
células B e 100% das leucemias desse tipo de célula apresentam altos niveis de expressao da
proteina, sendo, para além do contexto oncolégico, um alvo relevante para deplecdo de células
B envolvidas na patogénese de doengas autoimunes (TEDDER, 2009).

Apesar do intenso avanco da drea de imunoterdpicos nos ultimos anos, a
disponibilidade publica dessas terapias, assim como a de outros biofarmacos, € dificultada no
Brasil em virtude da ampla dependéncia da importagcdo desses produtos, o que é agravado pelo
seu alto custo. Anualmente, de forma recorrente, apesar de representarem, em termos de
quantidade, um pequeno percentual do total de medicamentos comprados pelo Governo
Brasileiro para o SUS, os biofarmacos sdo responsdveis por uma grande parcela dos gastos
totais com medicamentos (RODRIGUES, 2020; CAMBRICOLI, 2016).

Recentemente pesquisas na drea de terapias com células CAR T t€m avangado no
Brasil (PICANCO-CASTRO et al., 2020; LANGHI JUNIOR et al., 2021), mas poucos estudos

de grupos nacionais voltados para o desenvolvimento da area de ADCs podem ser encontrados
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na literatura. Em um estudo de mapeamento tecnolégico envolvendo a busca de registros de
patentes em diferentes bases de dados associadas ao termo anticorpos conjugados verificou-se
que, até 2019, no INPI, 11 patentes relacionadas ao tema foram depositadas no Brasil, sendo,
no entanto, apenas 1 de titularidade de uma entidade nacional, depositada em 2010 e associada
a um método diagndstico para detec¢do precoce de anticorpos em pacientes com Dengue
(MARQUES et al., 2020). De acordo com o MarketStudyReport, o mercado mundial de ADCs
foi avaliado em US$ 4,3 bilhdes em 2020 com estimativa de valer US$ 18,3 bilhdes até 2027
(GLOBE NEWSWIRE, 2021). O Brasil € visto como um potencial grande mercado consumidor
para algumas das principais empresa e industrias atuantes no setor de desenvolvimento de
ADCs, sendo 10 dos 11 registros do INPI de titularidade de empresas internacionais, incluindo
4 norte-americanas, além de 1 suiga, 1 alema, 1 inglesa e 1 coreana (MARQUES et al., 2020).

Nesse contexto, a escassez de estudos e iniciativas de desenvolvimento de ADCs
no Brasil, ndo obstante o potencial dessa abordagem terapéutica e as recentes aprovacoes
impulsionando essa drea de pesquisa, corrobora a relevancia de uma investigacdo que vise a
concepcdo de um formato eficiente e reprodutivel de conjugado.

Diante desses desafios, alinhado com a urgente necessidade de desenvolvimento de
medicamentos biolégicos nacionais, o grupo de Engenharia de Proteinas Terapéuticas da
Fiocruz Ceard vem abordando diferentes estratégias baseadas em engenharia de anticorpos e
seus fragmentos para a caracterizacdo e proposi¢do de biossimilares e novas moléculas com
propriedades melhoradas.

A bem caracterizada aplicabilidade da proteina CD19 como alvo terapéutico de
leucemias e linfomas de células B em diferentes abordagens bioldgicas — incluindo um dos mais
recentes ADCs aprovados pelo FDA (loncastuximab tesirine) (ANTIBODY SOCIETY, 2022)
— fortalece a plausibilidade de uma proposta de constru¢do de um ADC anti-CD19 e homogéneo

que possa ser produzido nacionalmente.

1.7 Hipoéteses e estratégia

O caminho para a concep¢do de um ADC eficiente envolve a otimizagdo de
multiplos aspectos, sendo cada um dos 3 constituintes do sistema (anticorpo, linker e droga) —
assim como a complementaridade entre eles — determinante para o seu sucesso. Neste trabalho,

foram dados os passos iniciais desse caminho, particularmente associados a preparagdo do
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constituinte responsavel por guiar e proporcionar especificidade e homogeneidade ao sistema
— 0 anticorpo.

Desse modo, a partir de uma biblioteca de Fab (naive para o alvo CD19), construida
e cedida pelo grupo de Imunologia Molecular da UnB (DANTAS-BARBOSA; BRfGIDO;
MARANHAO, 2005), visou-se, via phage display, A selecio de sequéncias anti-CD19
promissoras. Partiu-se da hip6tese de que a exposicao serial da biblioteca de fagos-Fab a células
expressando o antigeno CD19 (método BRASIL) enriqueceria sequéncias nucleotidicas
especificas com potencial de gerar scFvs de perfil cinético e afinidade ao ligante adequados
para serem aplicados em diferentes abordagens direcionadas a esse alvo, especialmente para a
constru¢ao de um ADC no formato FvFc anti-CD19.

Paralelamente, a partir da sequéncia génica nativa da porcao Fc integrada na regido
transcrita do vetor pCOMIRESA600, desenvolvido e cedido pelo grupo de Imunologia
Molecular da UnB (QUILICI et al., 2013), visou-se, via mutagénese sitio dirigida, a geragcao de
duas sequéncias Fc mutantes — respectivamente, N421C e S239C. Partiu-se da hipétese de que
tais mutagdes de cisteina obtidas a partir de estudos estruturais descritos na literatura (TUMEY
etal.,2017; SUSSMAN et al., 2018) poderiam ser geradas através de primers mutagénicos via
PCR e teriam o potencial de serem adequadas para a conjugagao sitio-especifica de drogas via
linker tiol-reativo, de modo a serem aplicadas na constru¢do de um ADC no formato FvFc tiol-

engenheirado, homogéneo, de estequiometria 2:1 (Droga:FvFc).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Obter sequéncias génicas de fragmentos de anticorpo humano com potencial para
serem aplicadas na constru¢do de um FvFc anti-CD19 conjugado de forma sitio-especifica a

droga.

2.2 Objetivos especificos

e Transformar células bacterianas com biblioteca génica de Fab clonada em
fagomideo;

e Desafiar fagos (plll-Fab) contra o antigeno CD19 em etapas sequenciais de
selecao;

e Determinar as sequéncias Vy e VL selecionadas por NGS;

e Filtrar sequéncias enriquecidas candidatas para a proposicao de scFvs;

e Substituir a sequéncia génica de 2 residuos nativos em Fc pela sequéncia génica

de cisteina em pontos especificos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Transformacao bacteriana com a biblioteca de fagos-Fab

Uma biblioteca recombinante de variantes da porcao Fab humana foi cedida pelo
grupo de pesquisa de Imunologia Molecular da UnB para ser utilizada, neste estudo, como base
para a selecdo de sequéncias com especificidade e, potencialmente, alta afinidade ao antigeno
CD19. A biblioteca havia sido construida a partir do RNA total de linfécitos do sangue
periférico de 11 pacientes de osteosarcoma, sendo representadas as cadeias L, y € k do repertorio
de anticorpos desses individuos (DANTAS-BARBOSA et al., 2005). As diferentes sequéncias
génicas obtidas das regides com a capacidade de ligacio ao antigeno — dominios varidveis das
cadeias pesada e leve (Vu e VL) — junto as sequéncias génicas dos respectivos dominios
constantes, Cul e Ck, foram entdo clonados no vetor pComb3XSS em fase com a sequéncia
génica da proteina plIl (g3p), que compde o capsideo do fago M13, conforme a construcao

representada na Figura 11.

Figura 11 — Vetor pComb3XSS-Fab
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Fonte: adaptado de LEVISSON et al. (2014). Regides de inserto em verde
contendo as sequéncias génicas de VL-Ck e VH-CHI. Em vermelho, gene da
proteina plII (g3p) do capsideo do virus M13 em fase com a sequéncia de CH1
para expressdo de proteina de fusdo.
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Neste trabalho, células de E. coli XL-1 Blue foram previamente submetidas a um
protocolo para aquisi¢do de eletrocompeténcia e, em seguida, transformadas com a biblioteca

de Fab-pllI (clonada no vetor pComb3XSS).

3.1.1 Obtencdo de células de E. coli XL-1 Blue eletrocompetentes para transformagao

A partir da inoculacao de colonia isolada, previamente obtida em placa de Petri por
esgotamento, cultivaram-se células de E. coli XL-1 Blue em 5 mL de meio SB suplementado
com 10 pL de tetraciclina (5 mg/mL). Ap6s crescimento por 16 h a 37 °C, os 5 mL de cultura
foram inoculados em 500 mL do mesmo meio SB suplementado com 5 mL de glicose 20%,
incubado a 37 °C sob agitacido de 220 RPM. Atingida a D.O.¢00 de 0,4, a cultura foi incubada
em gelo por 20 min e, em seguida, centrifugada a 4000 x g por 15 min a 4 °C (em tubos
previamente incubados em gelo). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets
ressuspendidos em 50 mL de glicerol 10% gelado e centrifugados sob as mesmas condi¢gdes. O
processo de lavagem com glicerol 10% foi repetido 4x. O pellet obtido na tltima centrifugagcao
foi ressupendido em 1 mL de glicerol 10% gelado. Ap6s confirmacdo de D.O.g00 entre 200 e
250, a suspensdo de células foi aliquotada em tubos de 1,5 mL (100 uL de células cada), em

gelo; e as aliquotas foram imediatamente armazenadas a -80 °C.

3.1.2 Transformagao das células de E. coli XL-1 Blue eletrocompetentes

Para a transformacao das células de E. coli XL-1 Blue, foram utilizados 10 tubos de
0,5 mL, aos quais foram individualmente adicionados 1 pL (50 ng) de DNA (biblioteca) e 100
puL de cultura de células eletrocompetentes. Em gelo, o contetido de cada tubo foi passado para
10 cubetas de 0,1 cm e submetido a eletroporagao, utilizando eletroporador Lonza® (programa
para 4 de transformacdo de bactérias). Imediatamente apds o choque, para a etapa de
regeneragao, o conteudo de cada cubeta foi recuperada com 3 x 1 mL de meio SOC, e o total
de 30 mL foi transferido para um frasco de 250 mL e incubado por 1,5 h, a 37 °C sob rotacao
de 200 RPM. Apos a etapa de regeneracdo, uma aliquota de 200 uL foi retirada para titulagao,
e 20 mL de meio SB pré-aquecido e suplementado com 10 pL de carbenicilina (100 mg/mL),
100 pL de tetraciclina (5 mg/mL) e glicose 2% foram adicionados a cultura regenerada. Apos
incubagdo por 1 h, a 37 °C e sob rotagdo de 200 RPM, a cultura foi suplementada com 15 pL

adicionais de carbenicilina (100 mg/mL) e novamente incubada por 1 h sob as mesmas
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condig¢des anteriores. Nesse ponto, a cultura estd pronta para a adi¢ao do fago auxiliar VCSM13
correspondente ao genoma do fago M13, que possibilita o inicio da etapa de expressdo da

biblioteca de Fab apresentada no capsideo dos fagos (metodologia de phage display).

3.2 Phage display

3.2.1 Producgao dos fagos

Aos 50 mL de cultura previamente transformada com a biblioteca de Fab foram
adicionados 2 mL (10'?> UFP/mL) de suspensdo de fago auxiliar VCMS13 e 148 mL de meio
SB suplementado com 75 pL de carbenicilina, 300 uL de tetraciclina e glicose 2%. Os 200 mL
foram transferidos para um frasco de 1 L, ao qual, apds incubac@o por 1,5 h a 37 °C sob agitacdo
de 300 RPM, foram adicionados 140 pL de canamicina (50 mg/mL). Apds incubacido por 1 h,
mais 140 uL de canamicina foram adicionados e a cultura foi, entdo, incubada por 16 h sob as

mesmas condi¢des anteriores para a obten¢do da rodada inicial de fagos (RO).

3.2.2 Precipitacdo dos fagos e ciclos de infeccao de células de E. coli XL-1 Blue

Ao término da incubacdo de 16 h, 4 mL da cultura foram coletados para serem
submetidos a protocolo de extracio de DNA plasmidial por kit comercial (Wizard plus SV
Minipreps DNA Purification System Promega®), cujo produto foi armazenado como DNA da
rodada 0 (RO). O restante da cultura foi centrifugado a 3000 x g por 15 min a 4°C; sendo, em
seguida, o sobrenadante transferido para uma garrafa de 500 mL e a ela adicionados 8 g de
PEG-8000 e 6 g de NaCl. Apds dissolucdo dos reagentes adicionados (300 RPM por 5 min a
37°C), a suspensao foi incubada em gelo por 30 min e, na sequéncia, centrifugada a 15000 x g
por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 2 mL de TBS-
BSA 1% e novamente centrifugado (18000 x g por 5 min a 4°C). Da udltima centrifugacdo, o
novo sobrenadante contendo os fagos produzidos na rodada inicial (R0) foi, entdo, armazenado
a 4°C e, na sequéncia, titulado (input de R1) e submetido a primeira etapa de sele¢do contra a
proteina CD19 (metodologia de biopanning).

A cada nova rodada de producdo de fagos, o mesmo protocolo se repetiu. O pool

de fagos de entrada (input) para infectar uma nova cultura de E. coli era proveniente do pool de
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fagos de saida (output) obtido da rodada prévia, de modo que o input de R1 foi o output coletado

de RO.
3.2.3 Titulacdo dos fagos para estimagdo de inputs e outputs

A quantidade de fagos que entravam e saiam de cada etapa de selecdo foi estimada
através da contagem de unidades formadoras de coldnias (UFCs) que cresciam em placas
inoculadas com diluicdes seriadas de culturas bacterianas infectadas com aliquotas dos fagos
obtidas em cada rodada. Conforme esquematizado na figura 12, para titulacdo de input de uma
rodada qualquer, 10 uL dos fagos precipitados na etapa prévia eram transferidos para 10 mL de
meio SB (gerando-se uma diluicdo inicial de 10%). Do tubo contendo a primeira dilui¢do, 10
uL eram transferidos para um novo tubo contendo 10 mL de meio SB (dilui¢do de 10°) e, a
partir deste, 20 uL de cada tubo eram transferidos de forma seriada para um novo tubo contendo
180uL de meio SB; gerando-se, assim, dilui¢cdes de 107, 10%, 10° e 1071°. 2 uL das maiores
diluigdes de fagos (108, 10 e 10°'%) eram entdo utilizadas para infectar 198 pL de cultura de
E. coli XL-1 Blue em fase log de crescimento, dos quais 100 uL eram plaqueados em meio SB-

dgar e incubados em estufa bacteriol6gica a 37°C por 16 h.

Figura 12 — Representacdo esquemadtica da diluicdo seriada para

titulagdo de input

Input

Fagos precipitados
Input

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Para titulacdo de output de uma rodada qualquer, 20 uL dos fagos coletados — de
RO ou ap6s uma etapa de selecdo (a partir de R1) — eram transferidos para 180 uL de meio SB

(gerando-se uma diluigo inicial de 10!), a partir da qual eram produzidas, de forma seriada,
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mais 2 dilui¢des (102 e 107). 2 uL de cada diluicdo eram utilizados para infectar 198 uL de
cultura de E. coli XL-1 Blue em fase log de crescimento, dos quais 100 uL eram plaqueados em

meio SB-dgar e incubados em estufa bacteriolgica a 37°C por 16 h.

Figura 13 — Representacdo esquemadtica da
diluicdo seriada para titulacio de output
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Fonte: elaborada pelo autor (2022).

As médias de UFCs contadas das placas foram corrigidas pelos respectivos fatores
de dilui¢do e pelos volumes reais de fagos aplicados ou coletados de cada etapa e, em seguida,

utilizadas para estabelecer a razao input/output de cada rodada de selecao.

3.3 Biopanning

A biblioteca de fagos-Fab foi submetida ao método de selecao adaptado descrito
por Giordano et al. (2001), denominado “bio-garimpo” e anélise rdpida de ligantes interativos
e seletivos (BRASIL, do inglés biopanning and rapid analysis of selective interactive ligands),
que se baseia na incubag¢do da biblioteca com uma suspensado de células que expressam em sua
superficie o antigeno-alvo e na centrifugacdo diferencial desse sistema na presenca de um

solvente organico (Giordano et al., 2021).

3.3.1 Citometria de fluxo das linhagens de células humanas k562

As células humanas utilizadas — K562WT (linhagem selvagem — obtida a partir de
células de leucemia mieloide humana) e K562CD19" (linhagem K562WT modificada

geneticamente para expressar a proteina CD19 em sua superficie) — foram doadas pelo INCA.
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Essas células crescem em suspensdo e foram cultivadas em estufa a 37 °C e 5% de CO; em
meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 0,45% de glicose, 1 mM de piruvato de sddio,
0,15% de bicarbonato de sédio, 10% de soro fetal bovino e 1% dos antibidticos estreptomicina
e penicilina.

Como etapa prévia importante para validacdo da estratégia de biopanning aplicada
neste estudo, as linhagens K562 foram avaliadas através de citometria de fluxo, com o intuito
de se atestar a presenca da molécula de CD19 na membrana das células utilizadas como
portadoras do antigeno-alvo, bem como de se evidenciar a auséncia de tal alvo nas células da
linhagem selvagem, utilizada como controle de ligacdo inespecifica. Apds estimacdo da
concentracdo de células em cultivo através do método de contagem por amostragem em camara
de Neubauer, estabeleceu-se a quantidade de aproximadamente 1 x 10° células K562 (linhagem
WT, e linhagem CD19") para serem, ap6s lavagem com PBS para remocao do meio, incubadas
com um anticorpo comercial anti-CD19 marcado com o fluorocromo ficoeritrina (PE), o qual
emite fluorescéncia a 578 nm, ao ser excitado pelo laser a 488 nm. Em seguida, os pellets foram
lavados com PBS para remocgdo das proteinas que nao se ligaram, ressuspendidos em tampao
FACS e aplicados no citometro BD FACSVERSE™. Todos os resultados foram analisados

através do software FlowJo.

3.3.2 Desafio e selecdo de fagos-Fab anti-CD19

Em cada rodada de selecdo pelo método BRASIL, inicialmente, uma cultura de
aproximadamente 1 x 10° células KS62WT era lavada 1x com meio RPMI, centrifugada e
ressuspendida em 1 mL do mesmo meio suplementado com BSA 1%. A essa cultura, em
duplicatas, eram entdo adicionados 100 uL da suspensdo de fagos coletados de uma rodada
prévia. Apés incubacdo por 1 h em gelo, o sistema era entdo transferido para um tubo contendo
200 pL de uma mistura de dibutilftalato e cicloexano (9:1), em duplicatas, e centrifugado a
10000 x g por 10 minutos a 4 °C. A fase aquosa (superior) do sistema era entdo coletada e
adicionada a um novo tubo contendo 1 mL de aproximadamente 1 x 10° células K562CD19*
em meio RPMI suplementado de BSA 1% (células também submetidas a lavagem prévia com
0 mesmo meio nao suplementado). Apds incubacdo em gelo por 1,5 h, o sistema era entdo
transferido para um tubo contendo 200 uL. da mistura de dibutilftalato e cicloexano (9:1), em
duplicatas, e centrifugado a 10000 x g por 10 minutos a4 °C. Dessa vez, a fase organica presente

na parte inferior do tubo era entdo coletada. Para isso, os tubos eram mergulhados em nitrogénio
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liquido e, em seguida, cortados com lamina abaixo do limite da fase orginica. As bases dos
tubos cortados eram entdo incubadas por 15 min com 2 mL de cultura de E. coli XL-1 Blue em
fase log de crescimento. Apds a incubacdo, uma aliquota de 200 pL da cultura era removida
para titulagdo de output e o restante da cultura era transferido para um tubo de 50 mL contendo
6 mL de meio SB suplementado com 1,6 uL de carbenicilina (100 mg/mL), 18 uL de
tetraciclina (Smg/mL) e glicose 2%, e incubada por 1 h a 37°C sob agitacdo de 300 RPM para

seguir para um novo ciclo de producio de fagos e selegdo.

Figura 14 — Representagdo esquemdtica do método BRASIL
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Fonte: adaptado de Giordano et al. (2021).

A cultura era reforcada com mais 2,4 uLL de carbenicilina e incubada sob as mesmas
condi¢des. Apds 1 h de incubacdo, 1 mL de fago auxiliar e 91 mL de SB pré-aquecido e
suplementado (46 puL de carbenicilina, 184 uL de tetraciclina e glicose 2%) eram adicionados,
e a cultura era incubada por 1,5 h sob as mesmas condi¢des. 140 uLL de canamicina (50 mg/mL)
eram entdo adicionados, e a cultura era incubada por 16 h. No dia seguinte, 4 mL da cultura
eram coletados para serem submetidos a protocolo de extracdo de DNA plasmidial por kit
comercial, e o produto purificado era armazenado como DNA da respectiva rodada prévia. 4

rodadas de selecdo foram realizadas (R1, R2, R3 e R4).

3.4 Obtencao das sequéncias Vi e Vi selecionadas

3.4.1 PCRs de amplificacdo das sequéncias e inclusdo dos adaptadores para o NGS
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Os produtos de purificagcdo de DNA plasmidial obtidos das etapas RO, R1, R2 e R3
foram submetidos a uma série de PCRs para padronizagdo da amplificacdo das sequéncias dos
dominios Vu e VL dos Fabs selecionados e para inclusao dos adaptadores necessarios para a
etapa seguinte de sequenciamento de nova geragdo. Nesse contexto, diferentes condicdes de
termociclagem e diferentes enzimas foram testadas. Os melhores desempenhos foram obtidos
pela aplicacdo de poucos ciclos e com uso da enzima de alta fidelidade Transstart® FastPfu
DNA polimerase (Transgen Biotech). Reac¢des de 25 ul foram preparadas com 0,5 pL de cada
primer (10 uM); 5 puL de tampao (5x) da enzima; 2 puLL de dNTPs (10 mM); 5 uL de solugao
estimulante; 0,5 pL de enzima (2,5 U/uL); 4,5 L de dgua; e 7 uL. de DNA. Com termociclagem
de 2 min iniciais a 98 °C, seguidos de 30 ciclos (1 min a 98 °C; 30 s a52 °C; I mina 72 °C) e
extensdo final de 5 min a 72 °C. Abaixo sdo mostradas as sequéncias (com os adaptadores) dos

primers utilizados.

Tabela 2 — Primers para amplificacdo das sequéncias Vu e VL selecionadas

VH (F) TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCTGCCCAACCAGCCATGGCC

VH (R) GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGATGGGCCCTTGGTGGAGGC

VL (F) TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAGAGACAGGGGCCCAGGCGGCCGAGCTC

VL (R) GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAGACAGATGGTGCAGCCACAGT
Fonte: elaborado pelo autor (2022). F: primer forward; R: primer reverse.

3.4.2 Eletroforese em gel de agarose

Para as corridas eletroforéticas de separacdo e avaliacio de DNA, prepararam-se
géis de agarose de 0,8%, 1% e 2% em tampao TAE (tris-acetato-EDTA pH 8). As corridas
foram realizadas com tensdo de 50 V. Conforme o volume final desejado, as amostras eram
preparadas pela adicio de tampio de amostra 5x (Loading Dye + GelRed™) aos produtos de
PCR e de purificagcdo de DNA. Em cada corrida, utilizaram-se 7 pl de solu¢do de marcadores

de pesos moleculares de 0,1 e 1 Kb (DNA /adder Promega®).

3.4.3 Purificacdo das bandas dos géis de agarose

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada a partir da excisdao das bandas
correspondentes aos tamanhos de fragmentos esperados nos géis de agarose. Apds testagem de
diferentes condi¢des, o protocolo de purificacdo foi padronizado. As bandas excisadas eram

protegidas em envelope de filme de parafina e imediatamente armazenadas a -80 °C por pelo
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menos 3 h. As bandas congeladas eram entdo esmagadas dentro do envelope e transferidas para
um sistema de filtracao por centrifugacdo (15000 x g por 10 min a 4 °C). Ao conteddo filtrado
eram entdo adicionados 10% (volume) de acetato de s6dio 3 M (pH 5,6), 2 volumes de etanol
absoluto e solucdo de glicogénio (para uma concentragdo final de 150 pg/mL). As amostras
eram incubadas a 4 °C por 2 h e, em seguida, centrifugadas a 20000 x g por 30 min a 4°C. O
sobrenadante era cuidadosamente removido e descartado, € o tubo era novamente submetido a
centrifugacdo para remocdo do sobrenadante residual. Apds secagem, o DNA era precipitado
pela adic@o de 500 puL de etanol 70%, seguido de centrifugacdo a 12000 x g por 2 min a 4 °C.
Ap06s remogiao cuidadosa e descarte do sobrenadante, o pellet era ressuspendido em 4gua, e a

solugdo quantificada e armazenada a -20 °C.

3.4.4 Quantificacdo de DNA

Os produtos de PCR e de purificagio de DNA foram quantificados por
espectrofotometria a 260 nm em aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Fischer Scientific®) e/ou
por fluorimetria através de kit comercial em sistema Qubit (Thermo Fischer Scientific®),

conforme especifica¢des do fabricante.

3.4.5 Anadlise por sequenciamento de Sanger

Antes de submeter as amostras ao NGS, 10 uL. do DNA plasmidial (na concentracdo
final de 60 ng/uL) extraido de cada etapa (RO, R1, R2 e R3) foram preparados e enviadas para
a unidade da Fiocruz de Pernambuco, onde, por método de Sanger e pelo uso de primers que
anelavam ou nas porcdes constantes ou no vetor pComb3XSS, foram sequenciadas. A
qualidade do sequenciamento e os resultados foram analisados através do software Bioedit, em
que alinhamentos globais entre as sequéncias selecionadas e o arcabougo caracteristico da

porcao Fab foram realizados pela ferramenta Clustal W.

3.5 Sequenciamento de nova geracio

As sequéncias Vu e Vi amplificadas das rodadas RO, R1, R2 e R3 — purificadas e ja
contendo em suas extremidades os adaptadores (p5 e p7) necessarios para o sequenciamento

por sintese, apds a amplificacdo em ponte (plataforma MiSeq Illumina®) — foram entdo
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submetidas a etapa de inclusio dos indexes duplos que permitem o rastreamento das amostras
para andlise do sequenciamento a partir das duas extremidades de cada fragmento (paired-end
sequencing).

As amostras foram novamente quantificadas por fluorimetria e indexadas (kit
Nextera XT Index Illumina®), seguindo-se as recomendacdes adaptadas do protocolo de
sequenciamento dos genes do RNA ribossomal 16S (16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation). Para cada amostra, uma mistura reacional de 50 uL foi preparada com 5 uL de
produto de PCR purificado, 5 uL de cada primer (1 e 2), 25 uLL de mix da DNA polimerase
KAPA Hifi e 10 pL de 4gua. A termociclagem foi iniciada com 3 min a 95 °C, seguidos de 25
ciclos (20 s a95°C, 30 s a 55 °C e 30 s a 72 °C) e extensdo final de 5 min a 72°C. Apés reacdo
de indexacdo, as amostras foram purificadas através de kit comercial AMPure XP (Thermo
Fischer Scientific®), conforme as recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram

quantificados por fluorimetria e avaliados por eletroforese em gel de agarose.

Tabela 3 — Tamanho aproximado amplicons

Fragmento Tamanho + adaptadores + indexes
Vu 420 pb 488 pb 504 pb
Vi 354 pb 422 pb 438 pb

Fonte: elaborado pelo autor (2022). pb: pares de bases.

Em consonancia com o protocolo /6§ e utilizando-se o kit MiSeq v3 reagent
(Illumina®), a biblioteca de sequenciamento foi preparada e normalizada. 5 uL. de cada amostra
indexada foram diluidos para 40 nM em tampao tris (10 mM pH 8,5). Em seguida, apds uma
nova dilui¢do, para 4 nM, as amostras referentes a Vy de todas as rodadas foram reunidas em
unico tubo, e as amostras referentes a Vi, reunidas em outro tubo. O contetido dos 2 tubos foi
quantificado por fluorimetria em duplicatas e, considerando-se o fato de os 2 tipos de
fragmentos terem tamanhos diferentes (tabela), buscou-se uma propor¢ao equimolar entre os
pools de Vu e VL. Os dois pools foram reunidos e o volume necessdrio para a obtencdo de uma
concentracdo final de 8 pM (do pool de Vu e VL na biblioteca de sequenciamento) foi coletado
e incubado com solucdo de hidréxido de sédio 0,2 M (por 5 min a temperatura ambiente) para
desnaturacdo. Em seguida, o volume adequado de produto de desnaturacdo foi ajustado com
tampao de hibridizacdo (HT1) para a concentracdo e volume finais almejados, considerando-
se, ainda, o volume da biblioteca de controle de sequenciamento (phiX) fornecida no kit. O

phiX foi desnaturado de forma semelhante as amostras e ajustada com tampao HT1 para uma
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concentracdo final também de 8 pM. Optou-se pela aplicacdo de 15% do volume total da
biblioteca de sequenciamento com o controle phiX. Antes de ser transferida para o cartucho de
reagentes (kit v3) e colocada no aparelho (MiSeq), a biblioteca (volume final de 600 uL) foi

incubada por 2 min, a 96 °C e, em seguida, por 5 min, em gelo.

3.6 Analise e selecao de sequéncias promissoras

Para andlise e direcionamento dos dados gerados do NGS, os arquivos em formato
FASTQ obtidos a partir do BaseSpace Sequence Hub (Illumina®) foram submetidos a
plataforma AutomaTed Tool for Immunoglobulin Analysis (ATTILA), desenvolvida pelo
Laboratoério de Informédtica da UnB (Silva, 2016). Pela plataforma ATTILA, € possivel avaliar
e filtrar in silico sequéncias das regides varidveis de anticorpos produzidas por phage display
e, assim, inferir sequéncias e combinac¢des promissoras para a geracdo de novos anticorpos.
Inicialmente o algoritmo une cada par de reads obtido da mesma sequéncia (paired-end);
elimina ruidos e sequéncias de baixa qualidade; traduz as sequéncias nucleotidicas para as
sequéncias aminoacidicas; busca marcas candnicas do arcabouco das regides varidveis dos
anticorpos; compara conjuntos de dados (rodadas de selecdo versus a biblioteca de partida) para
avaliacdo do enriquecimento de sequéncias; e classifica as linhagens germinativas das
sequéncias com base no banco de dados IgBlast. A plataforma fornece, portanto, as sequéncias
Vi e Vi de alto enriquecimento e de linhagem germinativa definida, ordenadas pela razio entre
sua frequéncia relativa, na rodada final, e sua frequéncia relativa na biblioteca inicial (fold

change).

3.7 Obtencao de sequéncias Fc mutantes

A sequéncia génica nativa da por¢do Fc utilizada € proveniente do cDNA do gene
de IgG1l humano e encontrava-se integrada na regido transcrita do vetor pCOMIRESA600,
desenvolvido pelo grupo de Imunologia Molecular da UnB (QUILICI et al 2013). A sequéncia
da por¢ao Fc (dominios Ch2 e Cu3) nesse vetor é flanqueada pelos sitios de restricdo das
enzimas Xhol e EcoRI; assim, a sequéncia foi subclonada em vetor pGEM®-T Easy
(Promega®), que foi, por sua vez, em seguida, usado como molde nas respectivas PCRs

mutagénicas.



48

Figura 15 — Vetores de trabalho
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Fonte: adaptado de QUILICI e al. (2013).

3.7.1 Subclonagem da sequéncia génica do Fc em vetor pGEM®-T Easy (Promega®)

Para a subclonagem, inicialmente 24 ng de plasmideo pCOMIRESA600 foram
usados como molde em uma PCR para amplificacdo da sequéncia génica do Fc, usando primers
especificos para a sequéncia e contendo os sitios de restricao das enzimas Xhol e EcoRI, de
modo a gerar produtos flanqueados por esses sitios. A PCR foi realizada com a DNA polimerase
de alta fidelidade Phusion™ (Thermo Fischer Scientific®) em reacdo de 50 uL (1 uL de cada
primer 10 puM; 25 pL de mix com 1 pL de enzima 2 U/pL; 1,5 pL de DMSO; 20,5 pL de dgua;
e 1 uL de DNA 24 ng/ul) e aplicando-se, na termociclagem, 3 min iniciais a 98 °C, seguidos
de 35 ciclos (30 s 298 °C; 30 s a 60 °C; 1 min a 72°C) e extensao final de 5 min. O produto de
PCR foi avaliado por eletroforese em gel de agarose, purificado com kit Wizard® SV Gel and
PCR Clean-up System (Promega®), conforme instrugdes do fabricante, e quantificado por
espectrofotometria. Em seguida, 200 ng do produto de PCR purificado foram submetidos a uma
reacdo de adenilacdo para gerar complementaridade do produto com o overhang 3’-T do
pGEM®-T Easy e, assim, permitir a inser¢ao da sequéncia no vetor. Para a adenilagdo, foi
utilizada a DNA polimerase GoTaq® (Promega®) em uma reacio de 10 pL (5 pL de DNA 40
ng/uL; 2 uL do tampao 5x da enzima; 2 pL de dATP 1mM; 0,25 puL da enzima 5 U/uL; e 0,75
pL de 4gua), a mistura foi incubada por 20 min a 72 °C.

Conforme calculado para uma reagdo de ligacdo de 10 pL e propor¢do molar de 7:1
(inserto:vetor) — utilizando-se a enzima T4 DNA ligase (Promega®) — foi incubado por 16 h a

4 °C o seguinte sistema reacional: 2 pL (82 ng) do produto adenilado (inserto); 1 uL. (50 ng) de



49

pGEM®-T Easy (vetor); 5 uL de tampao (2x) da enzima, 1 pL de enzima (1 U) e 1 pL de 4gua.
No dia seguinte, a enzima foi inativada a 65°C por 15 min, e 5 pL do produto de ligacdo foram

utilizados para transformar por choque térmico células de E. coli TOP10 quimiocompetentes.

3.7.2 Obtencdo de células de E. coli TOP10 quimiocompetentes para transformagdo

Para aquisi¢do de células quimiocompetentes: a partir da inoculagdo de coldnia
isolada previamente obtida em placa de Petri por esgotamento, cultivaram-se as células de E.
coli TOP10 em 5 mL de meio LB na auséncia de antibidticos. Apds crescimento por 16 h a 37
°C, 1 mL de cultura foi inoculado em 50 mL de meio LB, incubado a 37 °C sob agitacdo de
200 RPM, até atingir-se a densidade 6tica a 600 nm (D.O.600) de 0,4 - 0,6. Apo6s atingir a D.O.
pretendida, a cultura foi centrifugada por 5 minutos a 5000 x g, descartando-se o sobrenadante
e ressuspendendo-se as cé€lulas cuidadosamente em 40 mL de MgCl> (0,1 M). Em seguida,
realizou-se nova centrifugag¢do a 3000 x g por 10 minutos a 4 °C, descartando-se o sobrenadante
e ressuspendendo-se o pellet em 2 mL de CaCl, (0,1 M). As células foram entdo incubadas por
20 minutos em gelo, e, na sequéncia, foi adicionado a elas 1 mL de glicerol 50%. As amostras
foram divididas em aliquotas de 100 puL. em tubos de 1,5 mL previamente mantidos em gelo,

seguindo para armazenamento a -80 °C.

3.7.3 Transformagado das células de E. coli TOP10 quimiocompetentes

Para a transformacgdo das células por choque térmico, uma aliquota de E. coli
TOPI10 quimiocompetente foi descongelada em banho de gelo, e a 50 pL de cultura foi
adicionado um mix preparado com 5 pL do produto de ligacao, 5 uL de CaCl> (0,1 M), 10 pL
de MgClz (0,1 M) e 30 pL de agua. O sistema permaneceu por 30 minutos em gelo, seguidos
de 1 minuto em banho seco a 42 °C e 2 minutos em gelo, novamente, para que o choque térmico
fosse efetuado. Na sequéncia, adicionaram-se as células 900 pL. de meio SOC para etapa de
regeneracdo, na qual a cultura foi submetida a agitacdo de 200 RPM, a 37 °C por 1 h. Apds o
periodo de incubacdo, a cultura foi centrifugada a 10000 x g por 3 minutos, 950 pL do
sobrenadante foram descartados, e o pellet obtido foi ressuspendido nos 50 pL de meio
restantes, sendo, em seguida, inoculados em placa de Petri — preparada com 10 mL de meio
LB-4gar seletivo (ampicilina 100 pg/mL) suplementado com IPTG (75 uM) e X-Gal (300 uM)

— posteriormente incubada por 16 h a 37 °C em estufa bacteriolégica.
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3.7.4 PCR de colonias

Das colonias isoladas de colorag@o branca crescidas na placa — indicativo parcial
de efetividade da clonagem, dada a auséncia de produto azulado resultante da reacdo catalisada
pela enzima B-galactosidase, cujo gene € interrompido pela entrada do inserto — 10 foram
selecionadas e submetidas a PCR de coldnias para a obtengao de mais indicios de confirmagao
da clonagem. O procedimento foi feito a partir da coleta por raspagem, através da ponta de uma
ponteira estéril, de parte de cada coldnia selecionada, a qual foi, em seguida, submersa em tubo
de 0,2 mL contendo 1 pL de cada primer especifico para o inserto e 24 uL. de mix de PCR
(Genscript Tag DNA polimerase, tampao da enzima, dNTP’s e 4gua livre de DNAse). A
termociclagem foi realizada com 2 min iniciais a 98 °C, seguidos de 30 ciclos (30 s a 95 °C; 30
s a 58 °C; 1 min a 72°C) e extensdo final de 5 min. O produto de PCR foi avaliado por
eletroforese em gel de agarose, e a parte que restou na placa de 3 coldnias selecionadas, dentre
as positivas pela PCR, foi, separadamente, inoculada em 5 mL de meio LB adicionado de
ampicilina (100 ug/mL) e incubada por 16 h, a 37 °C, sob agitacdo de 200 RPM. Na sequéncia,
as 3 culturas bacterianas obtidas foram submetidas ao protocolo de extracdo e purificacao de
seu DNA plasmidial (pGEM-Fc) através do Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification

Systems (Promega®), conforme estabelecido pelo fabricante.

3.7.5 PCRs mutagénicas
As duas sequéncias de Fc mutantes produzidas em nivel génico neste trabalho —
respectivamente, N421C e S239C — foram geradas por mutagénese sitio-dirigida (MSD) a partir

de PCR com uso de primers mutagénicos especificados na Tabela 4.

Tabela 4 — Primers mutagénicos

Fc_N421C Fc_S239C
F AGGGGTGCGTCTTCTCATGCTCCGTG GGACCGTGCGTCTTCCTCTTCCCCCCAAA
ATGCA ACCCAA
R AGACGCACCCCTGCTGCCACCTGCTC GAAGACGCACGGTCCCCCCAGGAGTTCA
TTG GGTGC

Fonte: elaborado pelo autor (2022). F: primer forward; R: primer reverse. Regido de complementaridade entre os
primers F e R (destacada em amarelo); c6don de cisteina mutante (em vermelho).
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Para permitir a substitui¢do de cédons pontuais na sequéncia génica do Fc, os
primers foram desenhados contendo duas regides fundamentais: uma regido que permite a
complementaridade entre o par de primers correspondente a cada mutante (regido destacada em
amarelo na tabela) e outra regido ndo complementar capaz de se anelar ao DNA usado como
molde na PCR. A regido de anelamento ao molde (sem destaque na tabela), sendo maior que a
regido de complementaridade entre os primers, apresenta temperatura de melting (T,,) superior
em aproximadamente 10 graus, o que permite que os primers se anelem primeiro ao molde e
nio entre si (LIU; NAISMITH, 2008). A trinca de nucleotideos mutante deve estar
necessariamente presente na regido de complementaridade entre os dois primers mutagénicos,
0 que garante a substituicao desse cédon pontual em todas as moléculas de vetor amplificado
(produto da PCR). Para eliminar as moléculas de vetor (obtido por extragdo plasmidial) usado
como molde — n3o contendo, portanto, a substituicdo almejada — o produto foi submetido a
reacdo de digestdo com a enzima de restricdo Dpnl (NEB). Essa enzima catalisa a clivagem de

sitios contendo adeninas metiladas, uma marca pds-replicativa do DNA bacteriano.

Figura 16 — Apresentacdo esquematica da técnica de MSD aplicada
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Fonte: adaptada de GONZALEZ; FILLAT (2018).

As duas PCRs mutagénicas foram realizadas com a enzima de alta fidelidade
Transstart® FastPfu DNA polimerase (Transgen Biotech) em reac¢des de 50 puL (1 pL de
pGEM-Fc 25 ng/uL; 2,5 pL de cada primer 10 pM; 10 pL de tampao 5x da enzima; 4 pL de
dNTPs 10 mM; 5 pL de solugdo estimulante; 1 pL de enzima 2,5 U/uL; e 24 pL de agua) e

aplicando-se, na termociclagem: 2 min iniciais a 98 °C, seguidos de 15 ciclos (20 s a 98 °C; 30



52

sa55°C;2,5min a 72 °C) e extensao final de S min a 72 °C. Os produtos das PCRs mutagénicas
foram avaliados por eletroforese em gel de agarose (para constatacido de banda correspondente
a um amplicon de ~ 3,7 kb) e purificados através de kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega®). Os produtos purificados foram concentrados para 10 pL e, em seguida,
incubados por 30 min a 37 °C com a enzima Dpnl (NEB) em duas reagdes de 20 uL (10 puL de
DNA; 2 pL de tampao cutsmart 10 x; 1 pL de enzima 20 U/uL; e 7 uL. de dgua). A enzima foi
inativada a 80 °C por 20 min, e os produtos digeridos foram quantificados por
espectrofotometria.

10 ng de cada produto de PCR mutagénica, purificado e digerido, foram utilizados
para transformar por choque térmico células de E. coli TOP10 quimiocompetentes, conforme
protocolo ja descrito. 3 colonias referentes a cada um dos dois mutantes (N421C e S239C)
foram cultivadas em 5 mL de meio LB seletivo e submetidas a extracdo de DNA plasmidial por
kit comercial. Os 6 produtos purificados (N1, N2, N3, S1, S2 e S3) foram quantificados por
espectrofotometria e armazenados a -20 °C. Aliquotas de 600 ng de cada produto foram

enviadas para sequenciamento (método de Sanger) na unidade da Fiocruz-Pe.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da diversidade da biblioteca inicial ap6s a transformacao bacteriana

A biblioteca recombinante de variantes génicas da por¢do Fab de imunoglobulina
humana utilizada — construida por grupo de pesquisa colaborador — tem diversidade estimada
de 1,45 x 10® (DANTAS-BARBOSA; BRIGIDO; MARANHAO, 2005). Apés ser utilizada,
neste estudo, para transformacao das células XL-1 Blue, a quantidade de coldnias obtidas foi
titulada e estimada em 2,48 x 10%, indicando uma boa cobertura da biblioteca utilizada.

O tamanho da biblioteca inicial € um fator fundamental para a selecdo exitosa de
variantes especificas e de alta afinidade a um epitopo aleatério (BARBAS et al., 2001); afinal,
quanto maior € o pool de variantes, maior € a chance de que entre elas haja sequéncias capazes
de se ligar ao alvo abordado. O tamanho estimado pelo método de titulacio — a partir da
contagem de UFCs — ndo indica necessariamente a quantidade de variantes efetivas que serdo
expressas em niveis adequadas e/ou que serdo estruturalmente funcionais, o que corrobora a
importancia da busca pela médxima diversidade possivel da biblioteca de partida. (ALMAGRO
etal.,2019).

Dado que a interacdo com o epitopo € determinada por 6 CDRs, tendo cada uma
delas, em média, a extensdo de 10 residuos de aminodcidos — os quais podem variar em 20 tipos
— o tamanho tedrico maximo de diversidade de uma biblioteca de variantes de anticorpos
humanos seria de 20°° (ALMAGRO et al., 2019). Apesar de os mecanismos naturais de geracio
de diversidade (recombinacdo dos segmentos gé€nicos V(D)J; alteracdes de juncdo e
hipermutacdo somadtica) terem uma base absolutamente estocdstica, a otimizacao da producao
de anticorpos mais efetivos contra antigenos mais frequentes, ao longo da evolugdo do sistema
imune, foi, em parte, possibilitada pelo surgimento de mecanismos enviesados de geracio de
diversidade, provavelmente, em prol de epitopos mais provdveis ou mais representativos de
ameaca. Isso é evidenciado pela maior frequéncia relativa de determinados tipos de mutacdes e
em pontos especificos dos paratopos (hot spots) (SCHRAMM; DOUEK, 2018).

Obviamente, além do fato de a diversidade nas 6 diferentes CDRs ndo impactar
igualmente para a qualidade da interagdo — sendo a diversidade na CDRH3 substancialmente
mais importante do que a diversidade em outras CDRs — fatores praticos restringem o tamanho
méximo das bibliotecas de phage display para em torno de 10'° - 10!, A eficiéncia de

transformagdo bacteriana é um desses fatores. Mesmo utilizando-se a estratégia de realizar
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eletroporacdes multiplas, ainda assim, o volume vidvel de cultura para se expandir a0 maximo
a biblioteca é um outro fator limitante (ALMAGRO et al., 2019).

Tendo sido mantida a ordem de grandeza da biblioteca original, inferiu-se, através
do namero de clones, uma boa representatividade das variantes da biblioteca de Fabs utilizada.
Dado que, em um ser humano, a quantidade média de diferentes clones de linfocitos B
circulantes que expressam um anticorpo tnico é de aproximadamente 10° (SCHRAMM;
DOUEK, 2018), estimou-se que a diversidade da biblioteca utilizada € adequada para a selecao

de anticorpos contra virtualmente qualquer antigeno.

4.2 Avaliacao da expressao do antigeno nas linhagens K562 por citometria de fluxo

A confirmacdo da auséncia da molécula de CD19 na membrana das células
K562WT bem como a constatacdo de sua expressdo na membrana das células transformadas
para essa finalidade (linhagem geneticamente modificada K562CD19") foram obtidas através
de citometria de fluxo, estabelecendo-se como um importante requisito de validacdo da
estratégia de selecdo de sequéncias com especificidade para o alvo CD19.

Na citometria de fluxo, células em suspensdo em tampao salino sdo individualmente
canalizadas através de uma corrente fluida que € interceptada por um feixe de luz, geralmente
proveniente de um laser. Quando o feixe atinge uma célula, ele se dispersa em vérias direcoes,
o que € determinado por diversas caracteristicas intrinsecas de cada célula (tamanho, estrutura
interna, morfologia e densidade 6tica), podendo também ser detectada a fluorescéncia emitida
por marcadores aplicados em tratamentos prévios, classificando-se, assim, cada célula como
um evento (BROWN; WITTWER, 2000). As células individuais sdo entdo agrupadas
diferencialmente dentro das populacdes analisadas. Uma populag@o ndo portadora do antigeno
¢ utilizada como referencial (controle negativo) a partir do qual as outras populacdes sdo
comparadas por andlise grafica da dispersdo entre elas. A deteccdao do desvio frontal do feixe
que atinge a célula esta relacionada ao tamanho da particula, o que se dé por dispersdo linear
(FSC, forward scatter), enquanto a deteccdo de desvios ortogonais estd associada a
granulosidade da célula, o que € influenciado por sua complexidade, sendo determinada pela
dispersdo lateral (SSC, side scatter) (SHAPIRO, 1995).

Pela figura 17-A, verifica-se que as células KS62WT tratadas com um anticorpo
anti-CD19 marcado com o fluorocromo PE ndo apresentaram a fluorescéncia correspondente
para além do limite estabelecido previamente a partir de células ndo tratadas (referencial

demarcado pela barra vertical do grafico, representativo do sinal mdximo emitido por essas
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células sem a presenca do fluorocromo PE), o que indica que ndo houve ligagdo do anticorpo
na membrana das células analisadas.

Na figura 17-B, verifica-se a deteccdo de fluorescéncia de 31,6% das células
K562CD19* analisadas (total de 10000 eventos), o que indica a expressao da proteina CD19 na
membrana dessas células. O fato de haver uma parte da populac@o ndo emitindo sinal da ligacao
do anticorpo marcado na molécula de CD19 (eventos contidos no quarto quadrante) pode
representar uma perda ou uma reducdo da expressdo da proteina por parte dessas células
recombinantes ao longo dos subcultivos. Essas células foram transformadas por vetor lentiviral,
sendo possivel o silenciamento de transgenes por modificacdes epigenéticas em parte da
populacio transformada (GUTIERREZ-GUERRERO; COSSET; VERHOEYEN, 2020). E
possivel especular ainda a chance de internalizacao do anticorpo quando este se liga ao seu alvo

na superficie da célula em parte dos eventos (LIM et al., 2011).

Figura 17 — Anadlise da expressdo de CD19 na membrana das células K562
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Fonte: elaborado pelo autor através do software FlowJo (2022). (A) KS62WT marcado: tratada com
anti-CD19 marcado com PE; K562WT nido marcado: ndo tratada com nenhum anticorpo. (B)
K562CD19" marcado: tratada com anti-CD19 marcado com PE; K562CD19* ndo marcado: nao
tratada com nenhum anticorpo.

4.3 Expressao dos fagos-Fab

Conforme a constru¢do do cassete de expressao da biblioteca — clonada previamente
no vetor pComb3XSS (DANTAS-BARBOSA; BRIGIDO; MARANHAO, 2005) — a regido
transcrita conduz a traducdo da proteina plII do capsideo do virus M13 fusionada aos dominios
VuCul, enquanto os dominios VLC sdo expressos fora da proteina de fusdo, tendendo a se unir
por meio de ponte dissulfeto (formada entre as cadeias Cul e Cx) no ambiente periplasmatico,
gerando, assim, o fragmento Fab do lado N-terminal da proteina de fusdo (plll-Fab). A
utiliza¢do de uma cepa de E. coli portadora do plasmideo de conjugacdo F’ e da mutagao supE44
(tal como a cepa XL-1 Blue), permite a infec¢io dessas células com particulas virais derivadas

do fago M13 (fago auxiliar VCSM13) e concomitante expressio da proteina de fusao.
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Figura 18 — Estratégia de producdo de fagos-Fab
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Fonte: elaborado pelo autor (2022). F': plasmideo conjugativo para expressdo de pilus sexual; SupE44:
mutagdo que suprime o cédon ambar (Amber) de parada. Sequéncias de peptideos sinais OmpA e PelB,

associados ao envio da protefna de fusdo e de V.Cx para o periplasma.

Embora a regido transcrita esteja sob o controle do promotor lacZ (induzivel por
IPTG), (conforme esquematizado na figura 18), a expressdo basal (ndo induzida) da proteina
de fusdo (plIl-Fab) € suficiente para os ciclos de producdo de fagos e infeccdo de novas
bactérias. A supressao do codon ambar de parada na cepa XL-1 Blue (mutacdo supE44) permite
a expressdo da proteina de fusdo, jd que a bactéria expressa um RNAt de glutamina com
anticédon ambar. A presenca de plasmideo conjugativo na cepa também € essencial para a
producdo de fagos e para a continuidade do processo de phage display, uma vez que o fago
M13 precisa se ligar ao pilus sexual (codificado no plasmideo F’) da bactéria para infecta-la.
Nesse contexto, a propor¢do adequada de plll e pllI-Fab no capsideo dos fagos produzidos
também € um parametro importante para permitir novos ciclos de infeccao, ja que a interagdao
das particulas virais com o pilus se d4 por meio da proteina plll, que precisa, portanto, apesentar

seus pontos de interagdo disponiveis.
4.4 Avaliacao de titulos (phage display) e da eficiéncia de selecio (BRASIL)
Por meio de diluicdes seriadas em meio seletivo (conforme descrito no item 3.2.3),

a producio de fagos de cada rodada foi evidenciada e quantificada pelo crescimento de colonias

de bactérias infectadas com as respectivas suspensoes de saida obtidas de cada etapa. Da mesma
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forma, foram obtidas as titulagcdes das suspensdes que entraram em cada nova rodada, de modo
que a razao entre os titulos de entrada e de saida (E/S) foram utilizados para o acompanhamento
da ocorréncia de sele¢do ao longo das rodadas de biopanning. A tabela 5 traz os titulos e razdes

E/S referentes as 4 rodadas de BRASIL realizadas.

Tabela 5 — Titulos de fagos

Rodada Entrada (input) Saida (output) Razao E/S (I/0)
R1 9,40 x 10! 8,90 x 10° 1,05 x 10°
R2 1,36 x 10" 7,96 x 10° 1,70 x 10°
R3 2,32 x 10" 2,91 x 10° 1,10 x 10°
R4 1,06 x 10'2 6,64 x 10° 3,40 x 10°

Fonte: elaborado pelo autor (2022).

Conforme esperado, os pools de fagos que saiam de cada rodada foram sempre
inferiores aos pools de fagos de entrada, o que pode ser atribuido tanto a saturacdo de sitios de
ligacdo disponiveis nas células para interacdo, como a remocdo das variantes nao especificas
pelo processo de selecao. Em conformidade com a literatura, o nimero de fagos de saida tende
a ficar entre valores de 10° a 10® enquanto o niimero de fagos de entrada, em torno de 102
(BARBAS et al., 2001).

A razdo E/S representa o nimero de fagos excluidos em relacdo a cada fago
selecionado em cada rodada. Através dela, monitora-se a continuidade ou arrefecimento da
ocorréncia de selecdo, servindo como um pardmetro para determinagdo da quantidade adequada
de rodadas de biopanning. A razdo E/S tende a ndo sofrer alteracdes nos primeiros ciclos, ja
que neles a diversidade da biblioteca ainda é muito ampla, permitindo que entre os fagos-Fab
inicialmente selecionados haja uma considerdvel quantidade de variantes inespecificas. A
medida que novas rodadas ocorrem, o numero de variantes inespecificas tende a reduzir, o que
¢ acompanhado pela reducdo da diversidade da biblioteca. Dessa forma, proporcionalmente,
cada vez menos fagos sdo excluidos para cada um que € selecionado, o que faz a razao cair em
comparacdo a rodada prévia. Dada a complexidade antigénica da superficie das células, essa
queda pode estar associada a variagdes da quantidade de fagos-Fab que interagem de maneira
inespecifica em cada rodada, mas pode também ser devida a selecdo de variantes especificas
contra o alvo. Se a razdo E/S se estabiliza ou volta a crescer, infere-se que pouco estd sendo
selecionado, de modo que a continuidade das rodadas de selecdo pode implicar ou num pequeno

incremento de sequéncias enriquecidas ou até na perda de sequéncias promissoras. Como pode
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ser observado na tabela 5, a razdo E/S de R3 cai em 3 ordens de grandeza em relagdo a R2, e a
razdo da rodada seguinte (R4) aumenta em relacdo a R3. Diante desses valores, assumiu-se que
a maxima selecdo ocorreu em R3, deixando de ser significativa em R4. Assim, foram levadas
para as etapas de amplificagc@o e sequenciamento os pools de saida obtidos nas rodadas RO, R1,
R2 e R3.

O método BRASIL para varredura, separacdo e selecdo de variantes da biblioteca
de fagos-Fab apresenta como caracteristica diferencial — em relacdo a maioria dos outros
métodos de biopanning — o fato de ser baseado no desafio da biblioteca contra células
expressando em sua superficie o antigeno alvo. A utilizacdo de células em vez de peptideos
sintéticos ou proteinas purificadas — os quais podem ndo representar a estrutura nativa ou as
regides epitopicas mais adequadas para reproduzirem a interacdo in vivo de anticorpos com
antigenos de membrana — pode representar uma vantagem do método. No entanto, a
complexidade e heterogeneidade das células sdo fatores que precisam ser cuidadosamente
considerados para a conducdo dos experimentos e para a inferéncia do sucesso de selecdo
especifica contra o alvo almejado. Para minimizar as chances de selecdo de sequéncias com
especificidade para antigenos ndo-alvo presentes na superficie das células, é fundamental a
incubagdo prévia da biblioteca de cada rodada com células que ndo expressam o alvo, de modo
a remover tais fagos-Fab do pool a ser desafiado contra as células que apresentam o alvo.

As duas linhagens K562 utilizadas trouxeram a vantagem de se distinguirem apenas
em relacdo a presenca do alvo CD19, ja que a linhagem K562CD19" foi gerada a partir da
transformagao da linhagem K562WT com o gene desse antigeno. Na avaliacdo por citometria
de fluxo (item 4.2), embora tenha-se detectado a presenca do antigeno-alvo apenas em uma
fracao das células K562CD19* testadas, a confirmacdo da auséncia do antigeno na linhagem
K562WT embasou a atribui¢do de adequabilidade da aplicac@o dessas linhagens para as rodadas
de selecdo, uma vez constatada a expressao diferencial entre elas.

Baseado na sedimentacio diferencial entre células e particulas livres hidrossoldveis
(como os fagos-Fab nao interativos) através da centrifugacdo de um sistema contendo uma fase
de solvente organico hidrofébico (dibutilftalato e cicloexano), o método BRASIL tem,
provavelmente, como principal vantagem sua simplicidade operacional. Assume-se que do pool
de cada rodada incubado inicialmente com as células KS62WT os fagos-Fab ligados a
diversidade de antigenos presentes nessas células ficaram, apds a centrifuga¢do do sistema,
retidos na fase orgénica inferior, enquanto na fase aquosa permaneceram as variantes que nao

interagiram, incluindo-se, portanto, as sequéncias buscadas. Dessa forma, apenas o pool da fase
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aquosa foi entdo recuperado, incubado com as células K562CD19* e submetido ao mesmo
processo de centrifugacdo em sistema bifdsico. Desse sistema, apds congelamento imediato
com nitrogénio liquido e recuperagdo apenas da fase orgénica, os fagos-Fab interativos com
essas células apresentam um grande potencial de serem seletivos para o alvo CD19, uma vez
que, assume-se, a maior parte das variantes especificas para outros antigenos presentes nessas
células foi removida na centrifugacdo prévia, assim como as variantes nao especificas para o
alvo CD19 ou para qualquer outro antigeno presente ficaram retidas na fase aquosa.

Apesar dos indicios de selecdo na rodada 3 e da hipdtese da ocorréncia de
enriquecimento de sequéncias especificas contra o alvo CD19 através do método de selegao
aplicado, ¢ importante mencionar que a confirmacao de tais correlagdes poderd ser plenamente
obtida apenas ap0s a caracterizacdo bioldgica das moléculas a serem construidas a partir das

sequéncias prospectadas neste trabalho.

4.5 Avaliacao da amplificacao das sequéncias de Vu e de VL

Conforme descrito nos itens 3.3.2 e 3.4.1, o DNA plasmidial extraido das culturas
de bactérias infectadas com os outputs das etapas RO, R1, R2 e R3 foram utilizados como molde
para amplificacdo das respectivas sequéncias dos dominios Vu e VL contidas nesses 4 pools de
fagos-Fab. Além do resgate dessas sequéncias, essa etapa também envolveu a introducao dos
adaptadores necessdrios para o sequenciamento ao qual elas seriam submetidas em seguida.

A partir do gel de avaliagdo eletroforética das PCRs (Figura 19), assumiu-se a
ocorréncia da amplificagdo das sequéncias de ambos os dominios do fragmento de anticorpo
em todos as rodadas analisadas. As sequéncias nucleotidicas de Vu e VL com os adaptadores
tém, respectivamente, aproximadamente 488 pb e 422 pb. As bandas destacadas pelo retangulo
em vermelho apresentaram peso aparente aproximado aos dos amplicons esperados, sendo, em

seguida, excisadas do gel e purificadas.
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Figura 19 — Gel de agarose 1% para a PCRs de amplificacdo das sequéncias Vu e VL
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Fonte: elaborado pelo autor (2022). Gel de agarose 1%. MM: marcadores de peso molecular
(IKb DNA Ladder Promega®); RO a R3: DNA extraido das rodadas RO, R1, R2 e R3. Bandas
correspondentes aos amplicons das respectivas sequéncias Vy e Vi, destacadas em vermelho.

Embora nio tenha sido possivel visualizar uma das bandas referenciais da solucio
de marcadores de peso molecular utilizada (banda de 250 pb), inferiram-se as amplificacdes
com base nas outras bandas e também em suas intensidades. Variacdes na altura entre as bandas
sdo atribuidas a possiveis irregularidades durante a eletroforese e provavelmente ao fato de a
solucdo do intercalante — utilizado para corar as moléculas de DNA — ter sido aplicada
diretamente nas amostras, o que pode contribuir com incrementos na massa de amplicons
contendo maior concentracdo de DNA. Adicionalmente, antes de serem submetidas ao NGS,
todas as amostras utilizadas como molde dessas PCRs foram sequenciadas por método de
Sanger e confirmadas quanto a presenga de regides candnicas do arcabouco da por¢ao Fab de
anticorpos humanos.

As reacdes de amplificacdo dessas sequéncias sdo dificultadas pelo fato de a
diversidade de moléculas de DNA presentes nos pools de cada rodada representar um sistema
complexo de substratos, que pode comprometer ou desviar o trabalho enzimdtico, gerar
amplicons inespecificos e enviesar o anelamento dos primers em prol/detrimento de sequéncias

determinadas. Baixos niveis de amplificacdo, por sua vez, limitam ainda mais os rendimentos
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de DNA obtidos pela purificacdo das bandas excisadas de gel. Diante desses desafios, diferentes
parametros de PCR e de purificacdo de DNA a partir de bandas excisadas foram testados para
a obtengdo dos melhores resultados. A utilizacdo de uma enzima de alta fidelidade e a aplicagao
de poucos ciclos de reagdo, sobretudo para reduzir a introdugdo de viés atrelado a PCR na
subsequente andlise de NGS, sdo alguns requisitos importantes. Dentre os ajustes no protocolo
de purificagdo de DNA a partir de gel, observou-se melhora nos rendimentos apds a introdugdo
da etapa prévia de incubagdo das bandas excisadas a -80 °C e pela adicdo de glicogénio na
solugdo de precipitacdo, dada a sua funcdo carreadora das moléculas de DNA. Na figura 20,
demonstra-se, como exemplo, a andlise eletroforética da purificacdo a partir das bandas

excisadas do gel (Figura 19 anterior) correspondentes as amostras das rodadas RO e R3.

Figura 20 — Gel de Agarose 2% para avaliacdo da

purificacio das bandas excisadas do gel
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Fonte: elaborado pelo autor (2022). Gel de agarose 2%. MM:
marcadores de peso molecular (100pb DNA Ladder Invitrogen™);
RO e R3: DNA purificado das bandas excisadas de gel
correspondentes as rodadas RO e R3.

4.6 Avaliacao da qualidade do NGS

As 8 amostras de DNA correspondentes ao pool de sequéncias dos dominios Vu e
VL. das rodadas RO, R1, R2 e R3 —ja contendo os adaptadores p5 e p7 — foram entdo indexadas,

preparadas e sequenciadas em plataforma MiSeq Illumina® (conforme descrito no item 3.5).
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Apesar de a aplicacdo do sequenciamento de nova geracdo ja ter se tornado,
atualmente, quase indispensdvel em complementacdo as abordagens de prospeccdo de
anticorpos via phage display (BARRETO et al., 2019), as plataformas de NGS ainda nao
oferecem protocolos especificos customizados para essa aplicacdo. Desse modo, os parametros
para preparacao das bibliotecas de sequenciamento aplicados acabam sendo adaptados, em cada
caso, com base em similaridades com protocolos disponiveis e a partir de ajustes empiricos,
conforme as caracteristicas das amostras e os objetivos de cada investigacdo. Neste estudo,
baseou-se no protocolo utilizado para o sequenciamento do gene do RNA ribossomal de
procariotos 16S (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation). O gene 16S € estruturado
em 9 regides varidveis (V1-V9), de diferentes extensoes, intercaladas por regides constantes.
Através da plataforma MiSeq, o protocolo 16S se baseia no sequenciamento das regides V3 e
V4, de modo que, na adaptagdo deste protocolo, os amplicons das regides Vu e VL dos pools
de fagomideos correspondem a essas regides do gene 16S.

A utilizacdo de indexes duplos assegura a rastreabilidade das duas reads de cada
sequéncia pertencente a cada amostra presente na biblioteca multiplex e minimiza a chance de
equivocos de andlise decorrentes do fendmeno de salto de index (index hopping), em que o
index de uma determinada amostra acaba sendo atribuido a uma amostra de origem distinta ou
aum adaptador livre (contaminante na biblioteca). Pela combinacdo tnica entre indexes duplos,
tais erros sdo eliminados como ruido nos dados finais (FAROUNI et al., 2020).

O kit utilizado para o sequenciamento (MiSeq v3) tem capacidade de gerar 25
milhdes de reads, através de 600 ciclos — ou seja, 300 ciclos de reacdo de sintese a partir de
cada extremidade de cada sequéncia (paired-end sequencing) — sendo a utilizacao 6tima de seu
potencial dependente da qualidade e da concentracdo final da biblioteca de sequenciamento. O
equilibrio entre o aproveitamento maximo e a qualidade do sequenciamento € bastante
influenciado pela densidade de cluster, o que, por sua vez, é determinado pela pureza e pela
concentracdo da biblioteca. Cada cluster é o resultado da amplificagdo em ponte a partir de cada
sequéncia (molde) que cai em uma determinada regido da flow cell (plataforma reacional).
Dessa forma, para uma distribuicdo adequada dos fragmentos e de modo a minimizar a
ocorréncia de sobreposi¢coes, € necessario evitar concentragdes excessivas e/ou contaminagoes
por primers, adaptadores e indexes. A densidade de cluster impacta na acurdcia de captagcao
dos sinais ao longo da sintese, sendo, por isso, um parametro fundamental de monitoramento

da qualidade do sequenciamento.
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Com base no protocolo 16S, optou-se por uma concentragio final da biblioteca
(proporcdo equimolar de Vg e Vi) de 8 pM, contendo 15% do volume final de controle (PhiX
8 pM). A densidade de cluster obtida foi de 670 K/mm?, embora abaixo da faixa recomendada
para o aproveitamento 6timo do kit v3 (1200 a 1400 K/mm?), todos as métricas de qualidade
do sequenciamento foram bem avaliados. O parametro indicativo de pureza de sinal de cada
cluster (Clusters passing filter) foi de 95,9% e o parametro de acuricia de sinal captado por

base adicionada (Q score) foi maior do que Q30, o qual representa uma acuricia de 99,9%.

4.7 Analise dos dados do NGS

Diante da robustez de dados que o sequenciamento de nova geracdo € capaz de
fornecer, torna-se inevitdvel a necessidade de utilizacdo de ferramentas computacionais para o
processamento e a extracdo das informacdes relevantes que concernem ao escopo bioldgico sob
investigacao. No contexto da prospec¢do de sequéncias potencialmente adequadas para gerarem
anticorpos funcionais contra um alvo determinado, muitas das informacdes presentes no
conjunto obtido a partir do método de evolucdo in vitro sdo potencialmente correlaciondveis
com padrdes j4 estabelecidos das respectivas proteinas em sistema bioldgico. Através da
plataforma ATTILA (conforme descrito no item 3.6), interrogaram-se os fatores fundamentais
do conjunto de dados, de modo a extrair as sequéncias mais promissoras para seguirem para as
etapas subsequentes de avaliacdes complementares, constru¢do e expressdo de scFvs e
caracterizacao bioldgica.

Com base na andlise comparativa entre as rodadas R3 e RO (biblioteca inicial),
foram selecionadas 2 Vus e 1 Vi, dentre as 10 sequéncias com maior enriquecimento (fold
change) fornecidas pelo programa. Na tabela 6, sio demonstrados os respectivos valores de
foldchange bem como linhagem germinativa com porcentagem de identidade de cada uma. As

sequéncias foram omitidas dado que serdo objeto de registro de patente pelo grupo de pesquisa.

Tabela 6 — Caracteristicas das sequéncias selecionadas

Sequéncia Foldchange Linhagem Identidade
selecionada germinativa
Vu-1 92.8806 IGHV3-74*01 84,48%
Vu-2 49.020 IGHV4-34*01 95,65%

VL 183.5717 IGKV3-20*01 90,74%
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Fonte: elaborada pelo autor (2022).

A correlag@o positiva entre o valor de foldchange e a selecdo de sequéncias com
especificidade para o alvo contra o qual elas foram desafiadas via phage display ¢ amplamente
descrita na literatura (HU et al., 2015) e se estabelece como o critério mais relevante para inferir
a eficiéncia do processo de selecdo e, consequentemente, para a escolha das sequéncias mais
promissoras. De maneira similar ao que ocorre no processo de selecao natural de anticorpos
especificos contra um alvo determinado, os fagos-Fab com especificidade para os epitopos a
elas apresentados irdo se ligar e, em sendo segregados daqueles que ndo puderam se ligar de
maneira efetiva, vao adquirindo a oportunidade de se multiplicarem e de permanecerem a cada
novo ciclo, aumentando, assim, sua frequéncia em relaco ao inicio. Se eles persistem ao longo
dos ciclos, a despeito do fato de a populacdo de fagos remanescentes ser, potencialmente, cada
vez mais constituida de variantes com capacidade de se ligarem com maior afinidade aos
epitopos disponiveis, isso indica que os selecionados por esse critério t€m maior probabilidade
de chegarem com maior frequéncia na rodada final.

Por outro lado, Fagos-Fab de grande frequéncia final podem ter esse desfecho
influenciado pelo fato de j4 partirem de uma grande frequéncia inicial, o que pode ndo
necessariamente estar associado a um processo de selecdo eficiente, dado que, em ndo havendo
sucesso no sistema de biopanning aplicado, sequéncias de maior frequéncia podem ser
favorecidas e gerar resultados elusivos. Assim, a andlise proporcional de enriquecimento de
sequéncias fornecida pelo valor de foldchange tende a ser um parametro confidvel para a
tomada de decisdes.

Ainda assim, peculiaridades do método BRASIL precisam ser ponderadas. O fato
de se utilizar de células com complexidade epitdpica — e que podem apresentar variabilidade
populacional quanto a densidade de expressdo de suas proteinas de membrana — pode suscitar
questionamentos quanto a eficiéncia de selecio especifica contra o alvo almejado. Apesar de as
respostas mais conclusivas acerca dos questionamentos e das hipéteses levantadas se
estabelecerem, sobretudo, como perspectivas de andlises futuras através da caracterizacdo
bioldgica das moléculas a serem produzidas a partir das sequéncias selecionadas, algumas
caracteristicas dessas sequéncias podem trazer informacdes significativas e indicativas de sua
provavel adequabilidade.

A escolha de duas sequéncias de Vy e apenas uma de Vi para a geracdo de dois
scFvs a serem construidos a partir da combinagdo entre esses dominios (Vul-linker- Vi e Vu2-

linker- V1) € baseada no conhecimento ja bem consolidado de que o dominio mais determinante
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para a interacdo do anticorpo com antigeno € o dominio varidvel da cadeia pesada e, mais
especificamente, sendo os residuos de aminoacidos da CDR3 desta cadeia os principais
envolvidos nessas interacdes (MAHON et al., 2013). As demais CDRs de Vi — assim como as
CDRs de VL —sdo atribuidas, principalmente, funcdes auxiliares para a interacao, contribuindo
com ajustes de ligacdo e aproximacdo entre o paratopo e epitopo, mas com menores
consequéncias para afinidade entre eles. Algumas caracteristicas dessas regides parecem estar
diretamente associadas a essa separacao de papéis, o que envolve tanto o perfil de residuos de
aminodcidos mais comuns em cada uma delas, bem como suas extensodes tipicas. Uma tendéncia
comum também verificada nas sequéncias deste trabalho (dados ndo mostrados) e de outros
trabalhos se refere a baixa variabilidade entre as diferentes sequéncias VL selecionadas. Isso
corrobora a hipétese de que essas sequéncias contribuem de forma menos decisiva para a
interacao especifica com o antigeno, assim como com a viabilidade potencial da escolha de uma
Unica sequéncia VL (a de maior foldchange) para as duas construcdes de scFvs a serem testadas.

Dada a importancia da CDRH3 no estabelecimento dos pontos de contato mais
diretos com os antigenos — contendo, assim, os principais residuos que formam o paratopo no
anticorpo (MAHON et al., 2013) — uma andlise interessante que pode revelar indicios acerca
de caracteristicas de interagdo com epitopos distintos acessiveis do antigeno € a avaliacdo
comparativa do perfil de aminoicidos e da extensdo das CDRH3 das sequéncias mais
enriquecidas contra esse alvo. Embora a complementaridade entre as caracteristicas dos
residuos de aminodacidos entre cada par epitopo/paratopo varie em cada caso, uma tendéncia
para uma composi¢do de cardter mais hidrofébico vem sendo relatada em relacdo aos residuos
dessa interface. Residuos de triptofano e tirosina costumam ser recorrentes em CDRH3 de
diferentes anticorpos, sendo intercalados por residuos menores como de glicina e de serina
(DONDELINGER et al., 2018). Essa tendéncia foi verificada em pelo menos uma das
sequéncias selecionadas neste trabalho. Por outro lado, RAMARAJ et al (2012) sugerem que
perfis menos comuns podem também estar relacionados a interagdes mais especificas entre os
pares ligantes.

A biblioteca original, embora gerada a partir do repertério de pacientes de
osteosarcoma (DANTAS-BARBOSA; BRfGIDO; MARANHAO, 2005), € naive para o alvo
CD19. O fato de as 3 sequéncias de maior foldchange selecionadas terem alta identidade com
as sequéncias de linhagens germinativas de linfocitos B (Tabela 6) — ou seja, sendo provenientes
de células que ndo haviam sido expostas a um antigeno — estd provavelmente associado ao fato

de a proteina CD19 ser um antigeno préprio, expresso nas células normais, € 0 amadurecimento
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de antigenos dessa natureza é impedido pelos mecanismos de selecdo negativa do sistema
imune humano. Sendo de linhagens germinativas e, portanto, ndo tendo seus anticorpos
amadurecidos, implica em CDRs mais curtas, o que ndo necessariamente significa baixo
potencial de desempenho bioldgico, a exemplo de um dos mAbs mais bem-sucedidos do
mercado: o adalimumab (WEINBLATT, M. E. ef al. 2003).

Outras andlises a partir da plataforma ATTILA poderdo fornecer insights
importantes acerca do desempenho do método de evolugdo in vitro aplicado. A avaliacdo
comparativa dos nimeros de reads apds cada etapa de filtragem do algoritmo em cada uma das
rodadas, bem como o nimero de sequéncias Unicas resultantes de cada uma delas, permitirdo
avaliar a ocorréncia de variacdo na diversidade, no contexto em que a esperada redugdo do
numero de sequéncias ao longo das rodadas significaria um indicio de selecdo de sequéncias
especificas para o alvo utilizado.

Além disso, outras sequéncias promissoras, apesar de ndo listadas entre as de maior
foldchange, por apresentarem um perfil de enriquecimento nio elencado entre os requisitos de
selecdo dos algoritmos utilizados pela plataforma, podem ainda ser prospectadas dos dados
através da avaliacdo de aspectos variados e, assim, levadas adiante para serem mais
profundamente investigadas. Por exemplo, uma sequéncia com frequéncia inicial muito baixa,
mas intensamente enriquecida na rodada final, embora ndo apareca na lista, tem grande
potencial de se tratar de uma sequéncia com grande afinidade para o alvo. Essas e outras
avaliacdes complementares estdo em fase de planejamento dado que as andlises apresentadas
neste trabalho sdo etapas de um amplo projeto que envolve a selecdo de sequéncias — por
diferentes estratégias — para a geraciao de um conjunto de scFvs anti-CD19 a serem avaliados e
aplicados em diferentes abordagens pelo nosso grupo de pesquisa. Além da proposi¢ao de um
FvFc anti-CD19 conjugado a droga, o projeto abrange a constru¢do de um receptor quimérico
de antigeno para terapia celular com células T (CAR-T Cells) e um anticorpo biespecifico anti-

CD19/anti-CD3.

4.8 Producao das sequéncias Fc mutantes

Apdés as PCRs mutagénicas da sequéncia nucleotidica do fragmento Fc, seus
produtos foram checados por eletroforese em gel de agarose 0,8% (Figura 21). Na imagem,
verifica-se a ocorréncia da amplificacdo pela presenca das bandas mais intensas atribuidas ao

plasmideo pGEM-Fc (~ 3,8 kb). Embora os produtos de PCR esperados sejam do mesmo
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tamanho dos moldes utilizados, dado que o objetivo da PCR era de substituir residuos pontuais
da sequéncia Fc inserida no vetor, buscou-se, nessa etapa, verificar inicialmente a ocorréncia
de amplificacdo a partir das condi¢des de PCR mutagénica aplicadas (25 ng de DNA molde, 15
ciclos com temperatura de anelamento dos primers mutagénicos de 55 °C por 30 s e tempo de
extensdo de 2,5 min) e seguir para as proximas etapas. Atribui-se a variacao de alturas entre as

bandas aos mesmos motivos ja discutidos no item 4.5.

Figura 21 — Gel de agarose 0,8% para andlise das PCRs mutagénicas

S239 N421

4 Kb —

3 Kb—

Fonte: elaborado pelo autor (2022). Gel de agarose 0,8%.
MM: marcadores de peso molecular (1 kb DNA Ladder
Invitrogen™); S239 e N421: amplicons do vetor pGEM-
Fc (~3,7 kb) submetidos a PCR mutagénica.

A elaboracdo do par de primers de cada reacdo é uma etapa crucial para o sucesso
do método de PCR mutagénica utilizado neste trabalho. A exigéncia de que eles apresentem
regido complementar entre si na extremidade 5' (a mesma onde os c6dons mutantes estdo
localizados) (conforme descrito no tépico 3.7.5) suscita o risco de que dimeros formados entre
0s primers possam ocorrer em maior frequéncia do que o anelamento de suas extremidades 3'
ao DNA molde. Para que isso ndo ocorra, é fundamental que o tamanho da regido contida na
extremidade 3' (regido dos primers em que eles ndo sdo complementares entre si) seja maior
que a regido complementar, de modo que o anelamento da regido 3' ao DNA molde possa

ocorrer a uma temperatura suficientemente mais alta do que a temperatura em que 0s primers
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formam dimeros com maior frequéncia. No entanto, primers muito extensos apresentam maior
chance de formarem estruturas secunddrias prejudiciais para a eficiéncia da PCR. O uso de uma
polimerase de alta fidelidade também € muito importante para evitar que outras mutacoes
possam ser incluidas pela enzima ao longo da sintese de amplicons extensos. O DNA molde,
diferenciando-se apenas pela mutacdo inserida em relacdo ao produto amplificado, poderia
acabar sendo levado para as fases seguintes de transformacao e clonagem. No entanto, pelo fato
de ter sido obtido a partir de extra¢do plasmidial apds clonagem em bactéria, o pPGEM-Fc molde
diferencia-se dos pGEM-Fc produzidos também pela ocorréncia de metil-adeninas nas
sequéncias GATC encontradas no DNA replicado em bactéria. Assim, a utilizacdo da enzima
Dpnl, capaz de clivar o DNA contendo tais modificacdes, permite a eliminagdo do DNA molde.

Os respectivos produtos das PCRs mutagénicas foram tratados com Dpnl e usados
para transformar células de E. coli Top10. 3 coldnias de cada um dos 2 mutantes crescidas em
meio seletivo tiveram seu DNA plasmidial extraido, purificado e enviado para sequenciamento.
As duas sequéncias Fc mutantes simples (uma contendo a mutagdo N421C e a outra contendo
a mutacdo S239C) foram confirmadas nas 6 amostras enviadas para o sequenciamento de DNA
por método de Sanger. Trechos do alinhamento entre as sequéncias génicas mutantes e a

sequéncia nativa, assim como do eletroferograma, sao mostrados nas figuras 22 e 23.

Figura 22 — Alinhamento global entre as sequéncias Fc mutantes e a sequéncia Fc nativa
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Fonte: elaborado pelo autor (2022). Alinhamento realizado através do software Bioedit via Clustal W.
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Figura 23 — Trecho dos eletroferogramas dos sequenciamentos de Sanger
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‘CC GGGGGGACCGTGCGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGAS

e

Fonte: elaborado pelo autor (2022). Setas apontam os nucleotideos mutantes. Graficos gerados pelo software
Bioedit.

Usando o primer reverso como referéncia no exemplo apresentado, a substitui¢cao
do cédon (GTT) referente a asparagina 421 — situada no dominio CH3 do fragmento Fc — pelo
cédon (GCA) de cisteina foi confirmada nas 3 amostras pelo alinhamento das respectivas
sequéncias com a sequéncia de nucleotideos do dominio CH3 nativo. Igualmente, confirmou-
se a substitui¢cdo do codon (TCA) referente a serina 239 — situada no dominio CH2 do mesmo
fragmento — pelo cddon de cisteina (TGC), usando dessa vez o primer forward como referéncia
no exemplo apresentado. Os trechos dos eletroferogramas de uma amostra de cada mutante
exemplificam a qualidade do sequenciamento.

A determinacdo e caracterizagdo de residuos para a substituicdo por cisteinas na
proteina € um importante campo de investigacao associado a busca por ADCs homogéneos e
reprodutiveis (TUMEY et al., 2017; SUSSMAN et al., 2018). A sulfidrila da cadeia lateral
desse aminodcido (na forma reduzida) é um poderoso nucledfilo capaz de reagir de forma
seletiva com diversos grupos disponiveis utilizados em /inkers comerciais € moléculas para
marcacdo de proteinas, sendo haloacetamida, maleimida e espécies contendo sulfidrilas
oxidadas os pares de eletréfilos mais utilizados para essas reacdes (SUN et al., 2005;
BERNARDES et al, 2018).

Embora convencionalmente uma das estratégias mais aplicadas para a conjugacao
de drogas em anticorpos seja realizada a partir da reducdo seletiva das cisteinas nativas
envolvidas nas pontes dissulfeto intercadeias, de modo a tornéd-las disponiveis para a reacdes

de conjugacdo, o produto gerado desse processo € constituido de um pool heterogéneo de
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espécies com diferentes razdes droga/anticorpo (DAR), além de isOmeros de posi¢cdao
(regioisOmeros), ou seja, espécies que apresentam a mesma DAR entre si, mas com sitios de
conjugacdo diferentes. Isso leva a variabilidade de propriedades entre essas espécies em relagdo
a diversos parametros fundamentais, como perfil farmacocinético, toxicidade, tendéncia a
agregacdo, liberagdo da droga, podendo interferir inclusive na qualidade de interacdo do
anticorpo com o antigeno.

Além de nunca ocorrerem na forma reduzida quando acessiveis ao solvente, a
frequéncia de residuos de cisteina tende a ser menor do que a média de outros aminodcidos na
maior parte das proteinas, inclusive nas imunoglobulinas. (AGARWAL; BERTOZZI, 2015).
Assim, o engenheiramento de cisteinas acessiveis ao solvente introduzidas exclusivamente para
essa funcdo se tornou uma das principais estratégias para a geracdo de ADCs conjugados de
forma sitio-especifica e, portanto, homogéneos e de DAR definida (JUNUTULA et al., 2008,
JEFFREY et al., 2013). Entretanto, diversas consequéncias decorrentes dos sitios especificos
utilizados para substituicdo por cisteinas em anticorpos ja vém ha tempos sendo relatadas na
literatura. Em estudos ainda da década 1990, Shone (1993) obteve moléculas de IgG rigidas a
partir da inclusdo de cisteinas extras nos dominios CHI1, as quais formaram ponte dissulfeto
adicional entre as cadeias pesadas da molécula. No contexto dos ADC, sitios inadequados
podem comprometer ndo s6 a capacidade de conjugacdo, mas o préprio controle
estequiométrico almejado (LYONS, 1990), a estabilidade do linker e a eficdcia do sistema
conjugado (SHEN et al., 2012).

A maior parte dos riscos da inclusdo de novas cisteinas estd associada ao fato de
que esses residuos na forma reduzida podem acabar interagindo entre si ou com sufidrilas de
outras moléculas (como cisteinas livres e glutationa), formando pontes dissulfeto intra e
intermoleculares; ou seja, gerando oligdmeros ou ficando indisponiveis para a reacdo de
conjugacdo (STIMMEL et al., 2000). Uma outra possibilidade ainda mais problematica € a de
essas novas cisteinas formarem pontes dissulfeto cruzadas intramoleculares alternativas com
residuos de cisteina nativos da proteina, envolvidos, por exemplo, nas pontes dissulfeto
intracadeia que caracterizam os dominios Ig, prejudicando, assim, sua estrutura. Em ambos os
casos, a cisteina adicionada vai ficar indisponivel para o seu propdsito, podendo ainda
inviabilizar o anticorpo por problemas estruturais. Portanto, a escolha racional do ponto para
inclusdo de cisteinas se torna um desafio, j4 que esta ndo deve interferir nas propriedades
estruturais e funcionais do anticorpo, devendo, além disso, ser compativel com as caracteristicas

quimicas do linker e da droga utilizados.
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Apesar de iniciativas importantes para a proposicdo de métodos computacionais
(VOYNOV, 2010) e experimentais, envolvendo inclusive phage display (JUNUTULA, 2008)
para o screening de cisteinas engenheiradas promissoras, ndo existem critérios absolutos ou
método especifico e confidvel de predi¢do dos melhores pontos para a inclusdo de cisteinas em
um anticorpo para a conjugacdo, o que depende de muitos fatores. No entanto, algumas
premissas podem ser elencadas: primeiramente € preciso que o residuo seja, em certa medida,
acessivel ao solvente, ou seja, esteja exposto na superficie do anticorpo. A acessibilidade, ao
passo que aumenta a probabilidade de ocorréncia da reacdo, permitindo a conjugagdo, também
pode levar a reagdes indesejadas, ocasionando agregacdo; por isso, niveis parciais de
acessibilidade tendem a produzir melhores resultados (VOYNOV et al., 2010).

Acessibilidade e a propensdo a agregacdo podem ser determinados
computacionalmente por diferentes métodos, como a FSA (acessibilidade fracional ao solvente)
(JUNUTULA et al., 2008) e SASA (4rea de superficie acessivel ao solvente) (SPASSOV;
YAN, 2008). O residuo nativo que vai ser substituido deve ter propriedades relativamente
similares a cisteina ou que sua substitui¢do cause 0 minimo impacto na regido em que ele estd
localizado; entdo a tendéncia € substituir serinas, alaninas ou valinas (JUNUTULA, 2008). A
proximidade em relacdo a outras cisteinas engenheiradas ou nativas também precisa ser
ponderada. E fundamental escolher regides que nio comprometam sequéncias funcionalmente
importantes, sobretudo, em relacdo aos residuos envolvidos na ligacdo ao antigeno, mas
também em outros pontos associados a atividades efetoras e que podem influenciar no perfil
farmacocinético do anticorpo. E preciso pensar também, desde o inicio, na estratégia de
purificacdo a ser aplicada apds a expressdo, sitios de ligagdo para as proteinas A e G estdo
contidos na por¢ado Fc e, normalmente, precisam ser preservados. E por fim, pode ser de grande
valia ancorar a decisdo com base na influéncia das propriedades do microambiente da regiao de
conjugacdo tanto em relagdo a propensdo a agregacdo de conjugados, devido a interacdes
hidrofébicas, como também a perda precoce do linker-droga na circulacao.

A alquilagdo de cisteinas com linkers de maleimida (reagdo de adi¢do de Michael)
(figura 24) € uma reacgdo seletiva, rdpida e que ocorre em condi¢des brandas compativeis com
a manutenc¢do da integridade da proteina. Nao a toa, os linkers baseados nesse grupo estdo entre
os mais utilizados para a conjugacdo via cisteinas (AGARWAL; BERTOZZI, 2015). Apesar da
estabilidade do produto gerado por essa reacao, varios estudos ja demonstraram a ocorréncia de
perda precoce de linker-droga na circulagdo, tanto causando toxicidade sist€émica como

comprometendo a eficacia do ADC. Ja bem descrita na literatura, atribui-se essa instabilidade
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a ocorréncia de uma reagdo de troca da ligagdo da maleimida com o anticorpo por outros grupos
tiol de moléculas presentes na circulagdo, através de um processo denominado eliminagdo de

retro-Michael (SHEN et al., 2012).

Figura 24 - Reacdo de adi¢do de Michael e de hidrdlise do anel de succinimida
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Fonte: SUSSMAN et al. (2018). Reacao de adi¢do de Michael que ocorre entre o grupo maleimida presente no
linker e a sulfidrila da cadeia lateral do residuo de cisteina do mAb. 1: reacdo inversa (eliminag¢do de retro-
Michael); 2: etapa nao obrigatéria de hidrélise do anel de succinimida presente no grupo maleimida.

Na reacdo de retro-Michael (reacdo 1 na figura 24), o linker se desconjuga do
anticorpo liberando-se junto com a droga na circulag@o. Esse problema foi abordado por SHEN
et al. (2012) e por TUMEY et al. (2014), demonstrando-se que as propriedades da regido em
que a cisteina € incluida influenciam na perda de linker-droga e fornecendo-se evidéncias
experimentais de que a ocorréncia da hidrdlise do anel de succinimida (parte da estrutura da
maleimida) (etapa 2 na figura 24), ap6s o processo de conjugacio seria capaz de bloquear a
reacdo que levaria a perda precoce do linker-droga, melhorando o perfil farmacocinético e de
seguranca do ADC. Em estudo subsequente, a partir da obtengdo de ADCs muito estdveis
mesmo sem a ocorréncia da hidrélise do anel de sucinimida, sugeriu-se que a abertura do anel
por si s6 provavelmente ndo seria a causa direta ou tnica para impedir a ocorréncia da reacao
de desconjugagdo, mas sim as caracteristicas do ambiente local em torno do sitio de alquilagdo
da cisteina pela maleimida estariam, sobretudo, por tras do bloqueio da reagdo de retro-Michael
(TUMEY et al., 2017).

No mesmo estudo, Tumey et al. (2017) partiram de andlises estruturais in silico
para prospecc¢do de sitios potencialmente adequados para a introdugdo de cisteinas na por¢ao
constante da molécula de IgG1 humana. A modelagem molecular da por¢ao Fc foi realizada a
partir de dados de cristalografia disponiveis publicamente (PDB cddigo 3DO3,
10.2210/pdb3do3/pdb) e através da simulacdo da substitui¢do individual de todos os residuos
nativos por cisteinas por meio de algoritmos pré-definidos das plataformas Side Chain With
Rotamer Library (SCWRL) e Discovery Studio (BIOVIA) (Krivov; Shapovalov; Dunbrack,
2009), além da determinacdo da acessibilidade das cadeias laterais de todos os residuos ao
solvente (SPASSOV; YAN, 2008). Os mesmos protocolos foram aplicados a multiplas

estruturas publicas e ndo publicadas (de propriedade intelectual protegida) das cadeias
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constantes do fragmento Fab (CH1 e Ck). As mutacdes resultantes com os melhores parametros
foram ainda filtradas quanto a preservacdo de regides funcionais cruciais presentes na por¢ao
constante da molécula de IgG1: regides de reconhecimento para os receptores FcRn (importante
para o perfil farmacocinetico) e FcyR (importante para a citotoxicidade celular dependente de
anticorpo — ADCC); sitios de interacdo da proteina A e G; e regides potencialmente
comprometedoras para o suporte das CDRs. 11 sitios de mutagdo individual foram selecionados
e introduzidos, individualmente, na molécula de IgG1 do mAb comercial trastuzumab (anti-
HER?2) (figura 25). Os 11 mutantes simples foram expressos em células de mamifero,
submetidos a protocolo padronizado de conjugacdo com o mesmo [inker-droga
(maleimidocaproil-valina-citrulina-PABC_PF-06380101) e caracterizados para diversos
parametros (DAR; hidrofobicidade; citotoxicidade in vitro em duas linhagens HER2* e uma
linhagem de controle; estabilidade térmica; clivagem do linker por mecanismo enzimético
especifico; estabilidade no plasma; propensdo a desconjugacdo por glutationa; perfil

farmacocinético in vivo; e tempo de retencdo ao receptor FcRn). (TUMEY, 2017).

Figura 25 — Mutacdes avaliados no trabalho envolvendo a N421C
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Fonte: TUMEY et al. (2017).

O N421C foi um dos mutantes que obtiveram resultados satisfatérios nos
parametros avaliados previamente no trabalho, sobretudo quanto a estabilidade plasmatica e na
presenca de glutationa, sendo ainda um entre os dois mutantes com maiores taxas de tendéncia
a hidrdlise do anel de succinimida, o que € vastamente relatado na literatura como um parametro
proporcionador de estabilidade de ADCs conjugados por reagao de maleimida (TUMEY et al.,
2014; SHEN et al., 2012). Por conta disso, a sequéncia do mutante N421C foi ainda uma das

analisadas, no mesmo trabalho, quanto as caracteristicas locais do ambiente em torno do sitio
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de conjugacdo, através da modelagem molecular do anel de succinimida e uma cadeia alquila
ligada a cisteina 421. Sugeriu-se que a proximidade de um residuo de arginina (R416) ancorado
por um residuo de aspartato (D413) seria responsavel por promover a ativacao de uma molécula
de dgua, que, por sua vez, hidrolisaria a ligacdo imida do anel. A hipétese foi corroborada pela
ocorréncia da mesma caracteristica em outro mutante de perfil similar e pela subsequente
geragdo e avaliacdo dos mesmos, contendo, dessa vez, a mutacdo adicional do residuo bdsico
de arginina por um residuo neutro de glutamina (R416Q), o que levou a reducdo da taxa de
hidrélise do anel de 88% para 27%. (TUMEY et al., 2017).

Em outro estudo, com a mesma finalidade de prospectar pontos promissores para a
substituicdo por cisteina e conjugacdo via reacdo de maleimida, Sussman et al. (2018)
produziram e avaliaram uma série ADCs contendo cisteinas engenheiradas em diferentes
pontos especificamente localizados nas proximidades da regido da dobradica (dominio CH2),
com base em niveis varidveis de acessibilidade ao solvente e potencial eletrostatico. As
mutacdes foram incialmente modeladas a partir da estrutura de um IgG completo e dos dados
cristalograficos da por¢ao Fc ligada a FcyR disponiveis em banco de dados (niimero de acesso
1HZH e 1E4K), céalculos de potencial eletrostatico e de nivel de acessibilidade ao solvente
foram efetuados através das plataformas APBS e GETARREA. As mutacdes foram
introduzidas na molécula de IgG humanizada h1F6 (anti-CD70), que foram submetidas a
conjugacdo com 2 tipos de linker-droga: maleimido-caproil-MMAF (linker ndo clivével e
droga inibidora de microtibulo) e duas outras combinagdes de linker de maleimida clivavel por
enzima combinada com duas outras drogas altamente hidrofébicas que alquilam o DNA. Os
ADCs foram avaliados quanto a diversos parametros (DAR, sitio-especificidade de conjugacao,
nivel de agregacdo, hidrofobicidade, estabilidade do linker-droga ex vivo, hidrélise da
maleimida ex vivo, ligacdo ao antigeno, citotoxicidade in vitro e atividade biologica in vivo).

Os autores se concentraram na regido de dobradica baseados no fato de se tratar de
uma regido de alta disponibilidade ao solvente e na propria experiéncia bem-sucedida prévia de
utilizacdo das cisteinas nativas desse dominio para a conjugacgao de drogas, visando, dessa vez,
no entanto, o ndo envolvimento das cisteinas responsaveis pela conexao entre as cadeias. Para
reduzir os riscos inerentes a0s mesmos aspectos que motivaram a escolha da regido, os critérios
estabelecidos para a selecao dos sitios de modificacdo envolveram estarem localizados dentro
de uma distdncia minima de 20 A de cisteinas endégenas envolvidas em pontes dissulfeto

intracadeias, estarem a pelo menos 10 A de distancia de uma cisteina nativa ou de seu par
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simétrico presente na outra cadeia pesada mutante; ndo estarem envolvidos em estruturas
secunddrias de estabilizacio da proteina; e terem cadeias laterais orientadas para o solvente.

De 15 mutantes prospectados das andlises in silico a partir dos critérios
estabelecidos, apenas 4 resultaram em niveis adequados de expressdo e tendéncia a agregacao,
sendo sitio-especificamente conjugados e gerando ADCs homogéneos e bem-sucedidos quanto
a praticamente todos os parametros testados. No entanto, o mutante S239C se sobressaiu em
relac@o aos outros, apresentando o maior poder de inibicdo de crescimento de tumor, de maneira
similar ao ADC ndo mutante (usado como controle e conjugado através das cisteinas nativas da
regido de dobradica) carregando, no entanto, o dobro de droga por anticorpo (DAR = 4) em
relacdao ao ADC mutante (DAR =2). Além disso, o mutante S239C apresentou as menores taxas
de desconjugacgdo (10% em 7 dias) de maleimida em relacdo aos outros mutantes e ao controle
(40% em 7 dias) e menores perfis de agregacdo, mesmo quando conjugado as drogas mais
hidrofébicas — relatadas entre as mais promissoras para ADCs de novo geracdo. (SUSSMAN
et al. 2018).

Com base nesses dados, como parte da proposta de geracdo de um ADC anti-CD19
no formato FvFc homogéneo e conjugado a droga comercial (MMAF) através de linker de
maleimida (Mc), as mutacdes N421C e S239C foram selecionadas e serdo aplicadas como prova
de conceito para o formato FvFc em etapas futuras.

Em préximas etapas, as duas sequéncias mutantes serdo subclonadas no mesmo
vetor de origem, pCOMIRESA600, usando as enzimas Xhol, EcoRI e T4 DNA ligase. Os
plasmideos denominados respectivamente pCO-N421C e pCO-S239C, ambos ainda contendo
a sequeéncia scFv original do vetor pPCOMIRESA600, receberdo, apos avaliacdo dos scFvs anti-
CD19 a serem testados, a sequéncia do scFv selecionada — com codon usage para expressao em
células de mamifero — de modo a gerar os FvFcs anti-CD19, os quais serdo submetidos a testes

de conjugacdo e caracterizacdo bioldgica.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O caminho para a concep¢do de um ADC eficiente envolve a otimizacdo de
multiplos aspectos, sendo cada um dos 3 constituintes do sistema (anticorpo, linker e droga) —
assim como a complementaridade entre eles — determinante para o seu sucesso. Neste trabalho,
foram dados os passos iniciais desse caminho, particularmente associados a preparacdo do
constituinte responsavel por guiar e proporcionar especificidade e homogeneidade ao sistema
— o anticorpo. Desse modo, nesta etapa, através da metodologia proposta, obtiveram-se
sequéncias génicas de fragmentos de anticorpo humano com potencial para serem aplicadas na
constru¢do de um FvFc anti-CD19 conjugado de forma sitio-especifica a droga. As sequéncias
varidveis escolhidas com base no enriquecimento (avaliado por NGS) através de multiplas
rodadas de selecdo via phage display contra o antigeno CD19 serdo utilizadas para a constru¢ao
de 2 scFvs, os quais serdo avaliados quanto ao desempenho cinético e de afinidade a proteina
CD19. Ao passo que as sequéncias génicas Fc mutantes geradas serdo utilizadas para a
expressao no formato FvFc em células de mamiferos e caracterizadas quanto a capacidade de
conjugacao sitio-especifica, como prova de conceito dos pontos de substituicdo de cisteinas

para o formato FvFc.
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