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RESUMO

O Rituximabe foi o primeiro anticorpo monoclonal aprovado para tratamento oncoldgico,
tendo como alvo a proteina CD20, expressa em linfécitos B e ausente em plasmdcitos e
células-tronco hematopoiéticas. Ele ¢ amplamente utilizado no tratamento da leucemia
linfocitica cronica e dos linfomas ndo-Hodgkin (LNH), doencas que, juntas, representam um
ndmero significativo de casos oncoldgicos no Brasil. De acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), entre 2023 e 2025, estima-se que ocorram anualmente cerca de 11.450 novos
casos de leucemia e 12.040 de LNH, dentro de um total de aproximadamente 704 mil novos
diagnésticos de cancer por ano. Esses dados ressaltam a importancia das terapias baseadas em
anticorpos monoclonais (mAbs). Apesar do uso consolidado do Rituximabe, sua eficacia pode
ser aprimorada por meio da engenharia de anticorpos, incluindo a geracdo de fragmentos
variaveis de cadeia unica (scFv’s). Esses fragmentos sao menores, mais faceis de manipular
em laboratério e apresentam uma producdo mais econdmica. Além disso, podem ser
otimizados por evolugdo dirigida e selecionados via phage display para, posteriormente,
serem fusionados a Fragmentos Cristalizdveis (Fc). O fragmento resultante, denominado
fragmento varidvel fusionado ao fragmento cristalizdvel (Fv-Fc), permite avaliar tanto a
capacidade de reconhecimento e ligacdo ao antigeno quanto a ativagdo de fungdes efetoras
imunoldgicas. Tendo isso em vista, este estudo teve como objetivo avaliar de forma
comparativa a capacidade de ligacdo antigeno-especifica, expresso na superficie celular, de
dois fragmentos Fv-Fc derivados do Rituximabe: um com a sequéncia original e outro
contendo uma mutacdo projetada para aumentar sua afinidade pelo CD20. Os fragmentos
foram expressos em células CHO e purificados por cromatografia. As interacdes com o CD20
foram avaliadas por citometria de fluxo, utilizando diferentes concentracoes dos fragmentos
Fv-Fc nativo e mutante. Os Fv-Fc foram obtidos de maneira satisfatéria, e os resultados
indicaram que o fragmento Fv-Fc mutante apresentou uma capacidade significativamente
maior de interacdo com o CD20. Além disso, ndo foram observadas interacdes inespecificas
relevantes, conforme demonstrado pela baixa marcacdo de células CD20, mesmo nas
concentracdes mais altas de Fv-Fc testadas. Esses achados sugerem que a mutacao introduzida
nos scFv’s pode contribuir tanto para a especificidade do reconhecimento antigénico quanto

para um possivel aumento da afinidade da molécula mutante pelo alvo.

Palavras-chave: Rituximabe; Fv-Fc; engenharia de anticorpos; capacidade de ligacao



ABSTRACT

Rituximab was the first monoclonal antibody approved for oncological treatment, targeting
the CD20 protein, which is expressed on B lymphocytes but absent in plasma cells and
hematopoietic stem cells. It is widely used in the treatment of chronic lymphocytic leukemia
(CLL) and non-Hodgkin’s lymphomas (NHL), diseases that together account for a significant
number of cancer cases in Brazil. According to the National Cancer Institute (INCA), between
2023 and 2025, approximately 11,450 new cases of leukemia and 12,040 cases of NHL are
expected annually, within a total of approximately 704,000 new cancer diagnoses per year.
These data highlight the importance of monoclonal antibody (mAb)-based therapies. Despite
the established use of Rituximab, its efficacy can be enhanced through antibody engineering,
including the development of single-chain variable fragments (scFvs). These fragments are
smaller, easier to manipulate in the laboratory, and more cost-effective to produce.
Additionally, they can be optimized through directed evolution and selected via phage display,
subsequently being fused to crystallizable fragments (Fc). The resulting fragment, termed a
variable fragment fused to the crystallizable fragment (Fv-Fc), enables the assessment of both
antigen recognition and binding capacity as well as the activation of immune effector
functions. In this context, this study aimed to comparatively evaluate the antigen-specific
binding capacity of two Fv-Fc fragments derived from Rituximab, expressed on the cell
surface: one with the original sequence and another containing a mutation designed to
enhance its affinity for CD20. The fragments were expressed in CHO cells and purified by
chromatography. Their interactions with CD20 were assessed via flow cytometry using
different concentrations of both the native and mutant Fv-Fc fragments. The Fv-Fc fragments
were successfully obtained, and the results indicated that the mutant Fv-Fc fragment exhibited
significantly higher interaction capacity with CD20. Moreover, no relevant nonspecific
interactions were observed, as demonstrated by the low staining of CD20- cells, even at the
highest tested Fv-Fc concentrations. These findings suggest that the introduced mutation in
the scFvs may contribute both to antigen recognition specificity and to a potential increase in

the mutant molecule’s affinity for its target.

Keywords: Rituximab; Fv-Fc; Antibody Engineering; Binding Capacity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anticorpos: estrutura; funciao e importancia biologica

Os anticorpos sdo glicoproteinas pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas
(Ig) que sdo produzidas pelo sistema imunoldgico em resposta a estruturas ou substancias
entranhas ao organismo, denominadas de antigenos. Eles sdo capazes de reconhecer com
notdvel especificidade regides antigénicas especificas, os epitopos ou determinantes
antigénicos (ABBAS, 2022). Apds essa identificagdo, os anticorpos desempenham suas
funcoes efetoras pela interacdo com diferentes células e componentes do sistema imune,

ativando-os para eliminar os agentes nocivos.

A relagdo entre estrutura e fungdo dos anticorpos € resultado de uma organizacio
molecular altamente conservada e modular. Cada molécula de anticorpo exibe uma estrutura
quaternaria simétrica em formato de “Y”, composta por duas cadeias leves (LC, do inglés
Light Chain) e por duas cadeias pesadas (HC, do inglés Heavy Chain) idénticas entre si
(Figura 1). Cada heterodimero HC-LC € mantido conectado por ligacdes dissulfeto. Tanto as
cadeias leves, quanto as pesadas sdo formadas por dominios globulares com sequéncias de
cerca 110 aminoécidos de comprimento e que se dobram independentemente, denominados
dominios de imunoglobulina (CHIU et al., 2019). Esses dominios correspondem aos motivos
estruturais dos anticorpos e cada um deles € composto por duas camadas de folhas-$
pregueadas, que por sua vez sdo formadas por trés a cinco fitas polipeptidicas antiparalelas.
Essas camadas sdo mantidas unidas por uma ponte dissulfeto, e as fitas adjacentes em cada
folha-B sdo conectadas por pequenas algas. Isso garante aos anticorpos resisténcia

conformacional e flexibilidade funcional.
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Figura 1- Representagdo esquemadtica e estrutura cristalina de uma molécula de anticorpo (IgG)
secretada

Cadeia Sitio de ligagéo
a) pesada ao antigeno

Cadeia— ‘.-
leve Uc

Regiao
Fab

Sitio de
ligagao Regido
ao complemento/ Fc

receptor Fc

Cauda/& c
Ponte dissulfeto ----

Dominio 1gG

Fonte: ABBAS, 2022. A imagem (a) apresenta um diagrama esquemadtico de uma imunoglobulina da classe IgG
humana, destacando as cadeias leves (verde) e pesadas (vermelho), além das regides funcionais Fab e Fc. Ja a
imagem (b) exibe a estrutura tridimensional de uma IgG humana, representada por um diagrama de fitas obtido
por cristalografia de raios X. As cadeias pesadas estdo diferenciadas por cores (vermelho e azul), enquanto as
cadeias leves sdo mostradas em verde. Também sdo visiveis carboidratos (cinza) ligados as cadeias pesadas.

A existéncia de sequéncias N-terminais varidveis (V) entre as diferentes moléculas
de anticorpo é um aspecto estrutural associado a funcdo primdria de reconhecimento de
determinantes antigénicos especificos por cada molécula de imunoglobulina. O pareamento
entre as porgdes varidveis da cadeia leve (VL, do inglés Variable Light) e pesada (Vu, do
inglés Variable Heavy) formam o sitio de reconhecimento do antigeno ou fragmento varidvel
(Fv, do inglés Fragment Variable). Além disso, a maior parte dessa diversidade estd contida
em trés trechos curtos de aproximadamente 10 aminodcidos dessas regides, chamadas de
regides hipervaridveis ou regidoes dependentes de complementariedade (CDRs, do inglés
Complementariy-Determinning Regions). Elas correspondem as trés alcas protuberantes que
conectam as fitas polipeptidicas adjacentes das folhas B nas quais os dominios de Ig que
compdem Vu e VL se dobram, sendo intercaladas por regides de framework (FWR). Dessa
forma, tanto os dominios V da cadeia pesada, quanto da cadeia leve apresentam 3 CDRs

distintas cada: CDR1, CDR2 e CDR3, totalizando 6 CDRs por sitio de ligacdo ao antigeno
(Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura de um dominio de Imunoglobuliana

Fonte: Adaptado de CHIU et al., 2019. Estrutura do dominio varidvel da cadeia pesada (Vu): a imagem em fita (ciano e
vermelho) destaca o padrdo de dobramento caracteristico das imunoglobulinas (Vu do Fab 388, PDB ID: 5ila), com as
regides determinantes de complementaridade (CDRs) em vermelho.

Essa variabilidade € resultado de processos moleculares tnicos que ocorrem
durante o desenvolvimento dos linfécitos B, células especializadas na produgdo de anticorpos.
O primeiro desses processos € o rearranjo de segmentos génicos de variedade (V), de
diversidade (D) e de juncdo (J), conhecido como rearranjo V(D)J (TONEGAWA, 1983). Esse
mecanismo acontece nos Orgdos linfoides primarios, especificamente na medula &ssea,
enquanto os linfécitos B ainda estdo imaturos. O rearranjo dos genes que codificam as regides
varidveis das cadeias leve e pesada dos anticorpos resulta na expressao dos receptores de
células B (BCRs, do inglés B Cell Receptors) na superficie da membrana plasmatica. Apds a
ativacdo desses linfocitos por um antigeno especifico, um segundo mecanismo contribui para
a geracdo de ainda mais diversidade: a hipermutacdo somética. Esse processo ocorre nos
orgdos linfoides secundérios, como os linfonodos e o bago, e consiste na introducdo de
mutacdes pontuais nas regides varidveis dos genes dos anticorpos. A hipermutacdo somética
permite o refinamento da afinidade dos anticorpos pelos antigenos, resultando em uma

resposta imune mais eficaz. Como resultado, o repertério imune humano € altamente diverso e
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individualizado, como observado por BRINEY e colaboradores (BRINEY et al., 2019) que

estimaram a existéncia de sequéncias tnicas de fragmentos Fv da ordem de 10'® a 10'8,

As cadeias pesadas e leves dos anticorpos possuem sequéncias de aminodcidos
conservadas entre as diferentes moléculas, denominadas porcdes constantes. Enquanto os
dominios varidveis (Vu e VL) s@0o compostos por um unico dominio de imunoglobulina (Ig)
cada, as por¢des constantes diferem entre as cadeias leve e pesada em relacdo ao nimero de
dominios de Ig que as compdem. As cadeias leves possuem um tnico dominio constante (CL,
do inglés Constant Light). J4 as cadeias pesadas apresentam trés ou quatro dominios
constantes, dependendo do isétipo do anticorpo. Esses dominios sdo numerados de Cyl a Cu4,
a partir da extremidade aminoterminal em direcdo a carboxiterminal. As porcdes Cu2 a Cud
formam outro fragmento funcional, conhecido como fragmento cristalizavel (Fc). Esse
fragmento medeia interacdes com receptores celulares (FcR) e componentes do sistema
complemento (C1q), desencadeando mecanismos como citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC), fagocitose celular dependente de anticorpo (ADCP) e citotoxicidade
dependente de complemento (CDC). Além disso, sua interagdo com o receptor neonatal (FcRn)
prolonga a meia-vida dos anticorpos na circulacdo, contribuindo para sua estabilidade
(BALDWIN, 2019). A por¢do constante dos anticorpos também determina sua classificacdo
em cinco isotipos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, conforme ilustrado na Figura 3. Em humanos,
ha subclasses dos isotipos IgA (IgAl e IgA2) e IgG (IgGl, IgG2, 1gG3 e IgG4)
(SCHROEDER; CAVACINI, 2010).

Figura 3 — Principais classes de anticorpos

a) IgG b) IgA c) IgD

Fv
Fab
Cr G/
Fc

d) IgE

Porgiio varidvel da cadeia pesada
(Variable Heavy. Vi)

Porgiio variavel da cadeia leve
(Variabel Light, Vi)

Porgiio constante da cadeia
pesada (Constant Heavy, Cy)

f Porgio constante da cadeia leve
(Constant Light, Cp)
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Fonte: Elaborada pela autora. Representagdo esquematica das cinco principais classes de anticorpos encontrados
em seres humanos: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. No item a) também estdo destacados os fragmentos funcionais Fv,
Fc e Fab, ndo explorado no texto e que corresponde aos fragmentos Fv de cada cadeia de imunoglobulina
associados aos dominios Cr e Cyl.

Dessa forma, a complexa organizagdo estrutural dos anticorpos estd diretamente
relacionada a sua capacidade de reconhecer antigenos com alta especificidade e desencadear
respostas imunoldgicas efetoras. Essa dualidade entre reconhecimento e ativagdo do sistema
imune sustenta a ampla aplicabilidade dos anticorpos, ndo apenas na imunidade adaptativa,
mas também como ferramentas terap€uticas para o tratamento de doengas infecciosas,

autoimunes e neopldasicas.

1.2 Anticorpos monoclonais como estratégia terapéutica

O uso de anticorpos como ferramenta terapéutica remonta ao desenvolvimento da
soroterapia no final do século XIX, com destaque para o trabalho pioneiro de Emil von
Behring e Shibasaburo Kitasato. Eles demonstraram que o soro hiperimune de animais
previamente imunizados poderia ser eficaz no combate ao tétano e a difteria, estabelecendo as
bases para a imunoterapia passiva (PACKER, 2021). Posteriormente, as moléculas presentes
nesse soro responsdveis por conferir protecdo contra infeccdo foram isoladas e identificadas
como anticorpos. Uma das caracteristicas dessa terapia baseada em anticorpos € a presenca de
um conjunto heterogéneo de moléculas de imunoglobulinas. Isso se deve ao préprio
funcionamento do sistema imune durante a montagem de uma resposta mediado por
anticorpos, ou resposta imune humoral. Como proposto pela teoria da selecdo clonal de
Burnet, produzida em 1957, diferentes linfécitos B expressam receptores de membrana (BCRs)
especificos para epitopos distintos de um mesmo antigeno. Dessa forma, quando um agente
invasor entra em contato com o organismo, multiplos linfécitos B sdo ativados, cada um
reconhecendo um determinante antigénico especifico. Esses linfécitos proliferam-se e
diferenciam-se em plasmocitos secretores de anticorpos, que mantém a especificidade do
BCR original de suas respectivas células B ativadas. Como resultado, a resposta imunoldgica
natural gera uma mistura de anticorpos provenientes de diferentes clones, formando um
repertorio policlonal.

Tendo isso em vista, torna-se desafiador caracterizar e padronizar os anticorpos
policlonais (pAbs, Polyclonal Antibodies) para empregi-los como produto terapéutico

(CASTELLI; MCGONIGLE; HORNBY, 2019). Contudo, o avanco no entendimento da
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imunologia permitiu o desenvolvimento de tecnologias mais especificas e sofisticadas que
revolucionaram o tratamento de diversas doencas, como os anticorpos monoclonais (mAbs,
do inglés Monoclonal Antibodies), moléculas derivadas de clones de uma tnica célula B
ativada e, por isso, com seletividade para um unico determinante antigénico.

O marco inicial para a producido de mAbs foi o desenvolvimento da tecnologia do
hibridoma em 1975, por Georges Kohler e César Milstein (KOHLER, 1975). Essa técnica
baseia-se na fusdo de linfécitos B, isolados de animais imunizados com um antigeno de
interesse, com células de mieloma. Como resultado, sdo geradas células hibridas, os
hibridomas, que combinam a capacidade dos linfécitos B de produzir anticorpos especificos
com a imortalidade das células de mieloma, permitindo a gerac@o continua de mAbs.

A relevancia terapéutica dos anticorpos monoclonais estd diretamente ligada as
suas caracteristicas intrinsecas, como estabilidade estrutural, longa meia-vida na corrente
sanguinea e alta especificidade na ligacdo antigénica. Essas propriedades ndo apenas
permitem uma resposta imune direcionada, mas também reduzem efeitos colaterais e
toxicidades associadas a interacOes fora do alvo (off-target). Como consequéncia, 0s
hibridomas passaram a ser amplamente utilizados no campo da pesquisa e do
desenvolvimento biofarmacéutico. Sendo assim, a aprovagdo do primeiro anticorpo
monoclonal para uso humano, o Orthoclone OKT3 (muromonab-CD3), indicado para tratar
rejeicdo aguda de 6rgdos transplantados, foi realizada em 1986 pela agéncia regulatéria norte
americana Food and Drug Administration (FDA). Até o ano de 2023, mais de 150 terapias
baseadas em anticorpos monoclonais foram aprovadas pela FDA. Dentre elas, 42% sao

destinadas para indicacdes oncoldgicas (SHAPIRO, 2024).

1.3 Aplicacdo oncoldgica dos mAbs

O cancer é um grupo complexo de mais de 100 doencas caracterizadas por
alteracdes fenotipicas, metabdlicas e genéticas nas células afetadas. Essas mudangas conferem
as células malignas habilidades que contribuem para formacao e crescimento tumoral como: a
capacidade de sustentar sinais proliferativos, de resistir aos mecanismos de morte celular, de
induzir a formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e de evadir a vigilancia
imunologica (HANAHAN, 2022). Esses mecanismos tornam o cancer um dos maiores
desafios de satide publica global. De acordo com o GLOBCAN, produzido pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), em 2022 foram registrados 20 milhdes de

novos casos de cancer e cerca de 10 milhdes de mortes (BRAY et al., 2024)).
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Nesse contexto, torna-se essencial o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas para aplicacdo em oncologia que sejam capazes de contribuir para o controle da
doenga, atuando em conjunto com aquelas j4 amplamente empregadas, como a ressec¢iao
cirdrgica, a radioterapia e a quimioterapia. Entre essas novas estratégias, as imunoterapias tém
ganhado grande destaque por utilizarem o proprio sistema imunoldgico do paciente no
combate ao cancer. Dentre elas, as terapias baseadas nos mAbs se destacam pela alta
especificidade e eficicia no direcionamento de alvos tumorais. A primeira molécula de mAb
indicada para tratamento oncoldgico foi aprovada em 1997, o Rituximabe (Rituxan®,
Mabthera®) (ZAHAVI; WEINER, 2020). Ela alveja a proteina de membrana CD20
identificada pela primeira vez em células B cancerosas de pacientes acometidos com Linfoma
Nao-Hodgkin.

Os mAbs podem eliminar diretamente as células neopldsicas a partir do
reconhecimento antigénico pelas por¢des Fv e da interacdo com FcRs pela por¢do Fc, que
pode modular o mecanismo de acdo a ser deflagrado contra a massa celular tumoral. Ao se
ligar a proteina Clq a resposta de CDC € estimulada. Por sua vez, se os receptores do tipo
FcyRIIla/CD16, presentes principalmente na superficie de células Natural Killer (NK), sao
ativados € desencadeada o mecanismo de ADCC. Ja a reposta de ADCP ¢ elicitada pela
ligacdo ao FcyRIla expresso majoritariamente por macréfagos (JHAJJ et al., 2023).

A capacidade de proliferacdo, de migracdo e de invacao de outros tecidos podem
ser limitadas com o uso de mAbs. Um exemplo € o anticorpo Bevacizumabe (Avastin®)
capaz de se ligar ao fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF, do inglés Vascular
Endothelial Growth Factor), responsdvel por estimular a angiogénese quando associado ao
seu receptor (Avastin®(bevacizumabe), 2024). Bloquear a interac@o de fatores de crescimento
ao nivel do receptor € outra estratégia, como no caso do cetuximabe que se liga ao receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR, do inglés Epidermal Growth Factor Receptor)
expresso em células neopldsicas de pacientes com cancer célon retal metastitico e com
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco (ERBITUX ® (cetuximabe), 2020). A

Figura 4 sumariza esse e outros mecanismos de acao.



21

Figura 4 - Mecanismos de acdo de mAbs nao conjugados
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Fonte: adaptado de RODRIGUEZ-NAVA et al., 2023. Mecanismos efetores dos mAbs terapéuticos com
aplicacdo oncoldgica. (1) Bloqueio de vias de sinaliza¢do, como exercido por cetuximabe a nivel do receptor e
pelo bevacizumabe através da interacdo com VEGF. (2) Citotoxicidade celular dependente de anticorpos. (3)
Citotoxicidade dependente do complemento. (4) Fagocitose celular dependente de anticorpos. AKT: Proteina
quinase B; ERK: Quinase regulada por sinal extracelular; Clq: Componente lq do complemento;, MAC:
Complexo de ataque a membrana; FcyRIIl: Receptor Fc-gama III; FcyRI: Receptor Fc-gama 1.

Além disso, anticorpos conjugados a drogas (ADCs, Antibody-Drug Conjugates)
permitem o aumento da entrega direcionada de agentes antineopldsicos as células tumorais
por meio do reconhecimento antigénico mediado pelo anticorpo. Essa abordagem ¢
especialmente ttil em casos de recorréncia da doenga, como no uso do ado-trastuzumabe
emtansina (Kadcyla®) para tratar pacientes com cancer de mama HER2" metastitico ou
localmente avancado, que ja tenham recebido tratamento prévio com trastuzumabe associado
a quimioterapia com taxano (Kadcyla ® (trastuzumabe entansina), 2024)

Os mAbs podem atuar ativando novamente o sistema imunoldgico, mais
especificamente respostas T-dependentes contra o tumor. Isso acontece em detrimento da
ligacdo das moléculas de anticorpo a receptores inibitérios expressos na superficie dos
linfécitos T que sdo utilizados para frear as respostas imunes prolongadas, evitando dano ao
organismo ao final do combate a infec¢cdes. Por isso eles sdo chamados de inibidores de
checkpoints imunolédgicos e se ligam a proteinas como PD-1 (do inglés, Programmed Cell
Death Protein 1) e CTLA-4 (do inglés, Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4). Alguns
exemplos de mAbs anti-PD-1 e anti-CTLA-4, respectivamente, sdo o Pembrolizumabe

(Keytruda®) e Ipilimumab (Yervoy®).
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Apesar da expectativa de redugdo dos efeitos colaterais em células saudaveis ndao
relacionadas a doenga, o uso terapéutico dos mAbs pode desencadear diversas reacdes
adversas, incluindo efeitos imunomediados, ndo imunomediados e citotoxicos diretos
(BALDO, 2022). Os primeiros mAbs gerados por tecnologia de hibridoma tinham aplicagdo
terapéutica limitada devido a inducdo de anticorpos humanos anti-murinos. Atualmente,
mAbs com menor percentual de sequéncias ndo humanas j4 estdo disponiveis no mercado, no
entanto ainda é possivel observar respostas imunogénicas contra essas moléculas, como o
caso da resposta mediada por IgE contra residuos de galactose presentes nas regides Vy do
cetuximabe (CHUNG et al, 2008). Outros mecanismos sdo capazes de levar a
hipersensibilidade imune aguda apds infusdo dos mAbs, como as sindromes de liberaciao de
citocinas, ou de tempestade de citocinas, de lise do tumor e a doenca do soro (HANSEL et al.,
2010).

A taxa de eficiéncia do tratamento oncolégico com mAbs € influenciada pelos
mecanismos que as células neopldsicas utilizam para desenvolver resisténcia a essas
moléculas. Quando as células tumorais ndo respondem ao agente imunoterapico sem terem
sido previamente expostas a ele, a resisténcia é considerada primdria. Esse fendmeno foi
descrito por BRAIG e colaboradores (BRAIG et al., 2017), que associaram a presenca de
polimorfismos de nucleotideos tnicos na sequéncia do EGFR a resisténcia das células de
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco ao cetuximabe. Por outro lado, a resisténcia é
classificada como secunddria quando células tumorais inicialmente suscetiveis aos efeitos de
um mAb adquirem mutagdes que reduzem ou impedem sua acdo. Esse tipo de resisténcia foi
observado em culturas da linhagem celular de cancer de c6lon retal DiFi que, apds exposi¢cao
continua a um anti-EGFR, aumentaram a expressdo desse receptor, tornando-se resistentes ao
tratamento (KHELWATTY et al., 2015).

Dessa forma, embora as terapias baseadas em mAbs representem um avanco
significativo no tratamento do cancer, € essencial continuar explorando estratégias para
minimizar seus efeitos adversos e contornar os mecanismos de resisténcia, garantindo maior

eficacia e seguranca para os pacientes.

1.3.1 Rituximabe: terapia anti-CD20

O Rituximabe é um anticorpo monoclonal quimérico, composto por uma regiao

varidvel murina e uma por¢do Fc do tipo IgGl humana. Ele reconhece a proteina CD20,

expressa na membrana de linfocitos B durante estagios especificos do desenvolvimento dessas
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células, ndo sendo encontradas em células B maduras diferenciadas e células-tronco (CRAGG
et al., 2005). Dessa forma, as neoplasias hematolégicas mediadas por linfécitos B defeituosos
sdo algumas das indicagdes clinicas nas quais o Rituximabe € utilizado, dentre elas destacam-
se diferentes formas de LNH e a Leucemia Linfocitcica Cronica (MabThera® (rituximabe),
2022). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que, dentre os 704 mil novos
diagndsticos anuais de cancer para cada ano do periodo de 2023 a 2025, 12.040 serdo de LNH
e 11.540 serdo de Leucemia (INCA, 2023)

O CD20 tem sua estrutura formada por 4 hélices transmembranares, com suas
regides C e N-terminal localizadas na face interna da membrana plasmatica, formando duas
alcas extracelular conhecidas como al¢a maior e algca menor. Essa por¢do exposta na face
externa da membrana celular constitui os epitopos dos mAbs anti-CD20 (KUMAR et al.,
2020). Inicialmente, acreditava-se que o Rituximabe se ligava apenas ao epitopo cléssico
localizado na alca extracelular maior (!’°’ANPSE!’*) (BINDER et al., 2006) (DU et al., 2007).
No entanto, estudos estruturais recentes revelaram um segundo ponto de reconhecimento,

formado por regides das duas algas extracelulares (KUMAR et al., 2020) (Figura 5).

Figura 5 -Interagdo molecular entre moléculas de CD20 e fragmentos Fab derivados do
Rituximabe

cb20’

Intracelular

Fonte: Adaptado de ROUGE et al., 2020. A imagem corresponde a um diagrama de fitas da interagdo entre duas
moléculas de CD20 e dois fragmentos Fab do Rituximabe, obtida por crio-eletromicroscopia. Na por¢do (b),
destacada em um quadro vermelho, observa-se o epitopo cldssico do Rituximabe, localizado na alga extracelular
maior (ELC2, em verde), com os aminoacidos do Rituximabe e do CD20 envolvidos na interagdo evidenciados.
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Ja na porg¢ao (d), também em destaque, encontra-se o epitopo secundério do Rituximabe, composto por residuos
de ambas as algas do CD20: a ELC2 e a al¢a extracelular menor (ELC1, em vermelho). As cadeias pesadas dos
fragmentos Fab do Rituximabe estdo representadas em roxo, enquanto as cadeias leves aparecem em rosa.

Os anticorpos anti-CD20 sdo classificados em duas categorias distintas com base
na ativacao diferencial da citotoxicidade dependente do complemento (CDC) e na quantidade
de moléculas de mAb que se ligam as células B (KLEIN et al., 2013). Os anticorpos do tipo I,
como o Rituximabe, induzem uma resposta mais potente via CDC. De acordo com essa
afirmacdo, estdo os achados obtidos em um ensaio pré-clinico no qual os efeitos anti-tumorais
do Rituximabe foram abolidos em modelos murinos knockout para o componente do
complemento Clq e que tinham sido inoculados com células de linfoma (GAETANO et al.,
2003). Além disso, as células B podem se ligar ao dobro de anticorpos do tipo I em
comparacdo com os anticorpos do tipo II. Foi proposto que essa diferenca se baseia na
organizacdo das moléculas de CD20 como dimeros na membrana plasmdtica na forma barris
duplos, sendo observado por crio-eletromicroscopia a interacdo de dois fragmentos Fab do
Rituximabe com o dimero, enquanto apenas um Fab do anticorpo tipo II Obinutuzumabe era
capaz de se ligar ao alvo (ROUGE e et al., 2020).

Contudo, a ativagdao de CDC nao € o tinico mecanismo envolvido na deplecdo das
células tumor-especificas pelos mAb anti-CD20. Outros processos como deflagracio de
ADCC e de citotoxicidade direta por inducdo de vias morte celular também contribuem para
sua atividade antineoplasica. Um estudo in vitro com cultivo de células obtidas de pacientes
com linfoma difuso de grandes células B demonstrou que a atividade de ADCC mediada pelo
Rituximabe ocorre principalmente por sua interacdo com o FcyRlIlla de células NK, mas que
outras populacdes celulares CD16+ também eram capazes de interagir com esse mAb e
eliminar as células tumorais (VERMI et al., 2018). No entanto, quando comparado ao
Obinutuzumabe, o Rituximabe apresenta menor efici€éncia na indugao de apoptose direta. Essa
diferenga decorre principalmente da ativa¢do de vias de sinalizacdo intracelulares distintas,
incluindo o estimulo da via antiapoptotica BCL2 pelo Rituximabe, o que reduz sua
capacidade de causar morte celular direta (EDELMANN et al., 2021).

Apesar da eficdcia do Rituximabe na deplecdo de células B tumorais, a resisténcia
ao tratamento pode comprometer sua acdo terapéutica. Entre os mecanismos inatos de
resisténcia, destacam-se polimorfismos no receptor FcyRIlla das células NK, observados em
criangas e adolescentes com linfoma e leucemia de células B maduras (BURKHARDT et al.,
2016). A resisténcia adquirida a essa molécula também ja foi observada. Andlises in vitro

mostraram que linhagens CD20+ inicialmente sensiveis ao Rituximabe perderam a resposta
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ao tratamento apds exposicao a doses progressivamente maiores do anticorpo, fendmeno que
foi associado a reducdo da expressdo global de CD20 na membrana celular (CZUCZMAN et
al., 2008).

Em relacdo a afinidade, o Rituximabe possui uma constante de ligacdo ao CD20
na faixa de 5 nM (REFF et al., 1994). No entanto, estudos comparativos indicam que mAbs
anti-CD20 de nova geracdo apresentam interacdes mais fortes com o alvo. O AME-133v, por
exemplo, exibe uma afinidade de 13 a 20 vezes maior e uma avidez 5 a 7 vezes superior para
FcyRIlla, resultando em uma atividade de ADCC até 10 vezes superior a do Rituximabe.

Dessa forma, o Rituximabe é uma molécula amplamente estudada na
imunoterapia e se destaca como um modelo interessante para engenharia de proteinas. Seu
sucesso clinico, aliado ao conhecimento detalhado de sua estrutura e mecanismos de acao,
permite a otimizacdo de variantes com maior afinidade, avidez e eficdcia terapéutica.
Modificacdes em sua regido varidvel e na porcdo Fc t€m sido exploradas para aumentar a
poténcia da resposta imune, reduzir efeitos adversos e superar mecanismos de resisténcia,
tornando-o uma base promissora para o desenvolvimento de anticorpos terapéuticos

aprimorados.

1.4 Engenharia de proteinas: enfoque no desenvolvimento de novos mAbs

A engenharia de anticorpos € um campo multidisciplinar que utiliza
conhecimentos sobre a estrutura e a fun¢do dos dominios dessas moléculas para otimiza-las,
ampliando suas aplicagcdes em diagndstico e terapia. Diversas estratégias sao empregadas para
aumentar a eficdcia e a seguranca dos anticorpos, além de aprimorar suas caracteristicas
produtivas. Entre elas, destacam-se a humanizagdo de anticorpos, a modulacao da afinidade, a
modificag¢do das funcdes efetoras e a melhoria da estabilidade molecular (CHIU et al., 2019).
A modularidade intrinseca das moléculas de anticorpos permite a geracdo de diferentes
formatos de fragmentos, os quais sdo amplamente empregados no desenvolvimento de mAbs
aprimorados (CHEN; YUAN; JIANG, 2020).

A Figura 6 ilustra os diversos formatos de fragmentos de anticorpos que podem
ser produzidos. Dentre eles, destaca-se o fragmento varidvel de cadeia tunica (single-chain
fragmente variable, scFv), composto pelas regides Vu e VL conectadas por um linker
polipeptidico. Com aproximadamente 25 kDa, os scFvs sdo significativamente menores que
as imunoglobulinas completas. (RODRIGUEZ-NAVA et al., 2023) Além disso, por nio

possuirem a regiao Fc, estdo livres de glicosilagdes, o que facilita sua expressao em sistemas
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procariotos, reduzindo custos e simplificando a manipula¢do laboratorial. Apesar de sua
estrutura compacta, esses fragmentos mant€ém a capacidade de reconhecimento e ligacdo
especifica ao antigeno para o qual foram desenvolvidos. Essa caracteristica € particularmente
vantajosa para aplicacio em estratégias de engenharia de anticorpos voltadas para a
maturacdo da afinidade, como evolugdo dirigida e phage display. Um exemplo disso € o
trabalho de Bezerra (BEZERRA, 2019) que construiu uma biblioteca de scFvs derivados do
anticorpo Rituximabe para selecionar variantes com maior afinidade pelo CD20.

A versatilidade estrutural dos scFv’s permite que sejam ligados a outras moléculas,
como corantes fluorescentes e até mesmo outros fragmentos de anticorpos. No contexto
clinico, isso se torna relevante pois viabiliza a aplicacdo tanto diagndstica, quanto terapéutica
dos scFv’s. Além disso, outras caracteristicas, como a alta penetrabilidade tecidual e alta taxa
de depuracdo plasmatica, os torna ferramentas uteis para exames médicos por imagens (HAN
et al., 2016). Na terapia, os scFv’s atuam como constituintes estruturais de receptores
quiméricos de antigenos (CAR, do inglés Chimeric Antigen Receptor) expressos por células T
ou NK engenheiradas para aprimorar o reconhecimento antigénico e, consequentemente,
reativar a resposta citotoxica dessas células imunes contra neoplasias (DUAN et al., 2022).

Além disso, a fusdo dos scFv’s a por¢ao Fc dos diferentes isotipos e subclasses de
imunoglobulinas gera novas moléculas capazes de manter a especificidade da ligacdo
antigénica a0 mesmo tempo em que podem elicitar respostas imunes efetoras. Os fragmentos
resultantes sdo chamados de fragmentos varidveis fusionados ao fragmento cristalizdvel
(scFv-Fc ou FvFc) e podem possuir um ou mais scFv’s, influenciando na avidade e na
valéncia da molécula final. Em detrimento da sua estrutura, essa molécula passa a ser

relevante para a pesquisa e o desenvolvimento de novas terapias baseadas em mAbs (Figura 6)
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Figura 6 - Exemplos de fragmentos de anticorpos e potencias aplicacdo terapéuticas dessas
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Fonte: Elaborada pela autora. Estrutura completa de uma molécula de anticorpo da classe IgG e de diferentes
formatos de fragmentos de anticorpos, como Fab, F(ab),’, scFv e FvFc. No canto superior direito esta
representado um anticorpo biespcifico conhecido por BiTE (do inglés, Bispecific T-cell Engager), composto por
dois scFvs unidos por um linker polipeptidico. A terapias celular baseada em receptores quiméricos de antigenos
também estd destacada na porg¢do inferior a direita da imagem, uma vez que, fragmentos do tipo scFv podem ser
usados nessa tecnologia como os sitio de reconhecimento.

Estudos prévios conduzidos pelo grupo de pesquisa de Engenharia de Proteinas da
Fiocruz Cear4, incluindo o doutorado de BEZERRA (BEZERRA, 2024), utilizaram a técnica
de error-prone PCR (epPCR) para introduzir mutagdes aleatdrias na sequéncia de um scFv
derivado do Rituximabe com o objetivo de otimizar sua afinidade pelo antigeno. Os
fragmentos gerados passaram por rodadas sucessivas de selecdo via phage display, visando a
identificacdo de moléculas candidatas com maior afinidade de ligacao ao CD20 . No entanto,
apesar da selecdo bem-sucedida, a caracterizacdo funcional quanto a capacidade de interacao
ao alvo expresso na superficie celular dessa molécula no formato Fv-Fc ainda ndo havia sido
realizada de maneira mais extensa. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a capacidade de ligagdo ao alvo expresso na membrana celular desse scFv mutante,
reconstituido no formato Fv-Fc, comparando-o a versdo wild-type (WT). A identificagdo de
variantes com diferentes afinidades € essencial para compreender os impactos das mutacdes
no reconhecimento antigénico e poder fornecer insumos valiosos para o desenvolvimento de

anticorpos otimizados, com potencial para aplicagdes terapéuticas ou diagndsticas.
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2 OBJETIVOS

2.2 Objetivo geral

Avaliar de forma comparativa a capacidade de ligacdo ao antigeno-alvo, expresso
na superficie celular, de dois fragmentos de anticorpos (FvFc) derivados do rituximabe: um
correspondente a molécula de referéncia (WT) e outro contendo uma mutacdo em sua
sequéncia aminoacidica (Mut), visando um aumento de afinidade, que foi previamente
selecionado em trabalhos do Grupo de Engenharia de Proteinas e Soluc¢des para Saude

(GEPeSS) da Fiocruz Ceara.

2.2 Objetivos especificos

1. Expressar os fragmentos de anticorpos FvFc nativo e mutante em uma
plataforma eucariotica;

2. Purificar as proteinas recombinantes;

3. Avaliar a integridade e pureza dos fragmentos de anticorpos recombinantes
obtidos;

4. Confirmar a presenga dos fragmentos de anticorpos por ensaio de
imunodeteccao;

5. Investigar a capacidade de interagdo dos fragmentos Fv-Fc com o alvo CD20

presente na superficie celular.
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3 METODOLOGIA

As atividades desempenhadas no escopo deste projeto foram realizadas nos
laboratérios de pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz, Ceard (Fiocruz-CE) e, portanto, os
protocolos de qualidade e biosseguranca obedeceram as normas do Certificado de Qualidade e
Biosseguranca (CQB) vigente na instituicdo com nimero 526/20 expedido pela Comissao
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio). No CQB mencionado, as instalacdes que
compdes o ambiente laboratorial da Fiocruz-Ce estdo autorizadas a realizar atividades de
pesquisa em regime de conten¢do de microrganismos geneticamente modificados do Grupo 1

(Nivel de Biosseguranca: NB-1).

3.1 Transformacao de E.coli TOP 10 com os plasmideos contendo os genes que codificam

os fragmentos de anticorpos

Células quimiocompetentes de Escherichia coli TOP10 foram transformadas por
choque térmico com plasmideos contendo os genes codificadores dos FvFcs WT e Mut
(Figura 7). Para isso, foram preparadas misturas reacionais em microtubos de 1,5 mL,

contendo:

10 uL de MgCl (0,1 M);
5 uL de CaCl: (0,1 M);

* Volume de DNA suficiente para garantir 20 ng de plasmideo na reagao;

« Aguaq.s.p. 50 pL.

Em seguida, 50 uL de suspensdo celular de E. coli TOP10 quimiocompetente
foram adicionados a cada mistura reacional. O protocolo de choque térmico foi conduzido
com a incubacdo das células em gelo por 20 minutos, seguida de aquecimento a 42 °C por 45
segundos e retorno imediato ao gelo por mais 45 segundos. Apds esse processo, foram
adicionados 900 puL de meio SOC a cada tubo, e as culturas foram incubadas a 37 °C sob
agitacdo de 220 RPM em agitador orbital por 1 hora, permitindo a regeneracdo celular.

Ap6s a incubagdo, as células foram centrifugadas a 10.000 x g por 30 segundos, e
900 puL do sobrenadante foram descartados. Os pellets foram ressuspendidos no volume
remanescente do meio e semeados em placas de Petri contendo 10 mL de meio LB agar (LB
Broth Miller, Neogen®, 2% dagar m/v) suplementado com ampicilina (100 pg/mL). A
semeadura foi realizada com beads de silica para garantir uma distribuicdo uniforme das

células. As placas foram entdo incubadas a 37 © durante 16 horas em estufa bacteriol6gica.
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No dia seguinte, coldnias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio LB
suplementado com ampicilina (100 pg/mL) para a obtenc¢do dos pré-inéculos. Como controle
negativo, um tubo contendo apenas meio foi incubado apds a adi¢do de uma ponteira estéril.
As culturas foram mantidas por 16 horas, a 37 °C e sob rotacdo de 220 RPM em incubadora
orbital (Innova S44i, Eppendorf).

No terceiro dia, um volume do pré-inéculo correspondente a 1% (v/v) do volume
final (100 mL) foi transferido para um Erlenmeyer de 500 mL contendo meio LB com
ampicilina (100 pg/mL). A cultura foi incubada nas mesmas condigdes.

A extragdo e purificagdo dos plasmideos foram realizadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante, utilizando o kit PureYield™ Plasmid Midiprep System
(Promega). O DNA purificado foi entdo quantificado em Nanodrop® no modo “Double

Stranded DNA .

Figura 7 - Mapa do vetor molecular construido para expressao recombiante dos Fv-Fcs em
plataforma eucariotica
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CHMV promoter;

-
. iVH;
_(TmkEn
Finge
2
(CAP Binding =ite)_ ——iCH3:
nc promorer =
{lac cperatar: 3
(MiZrev)
SWAl poly(A] signal

H5Y TK poly[A&) =ignal

SWa0 promoter

Fonte: Elaborada pela autora. Vetor pcDNA3.4 contendo a sequéncia de cada par Vi e Vi dos scFvs WT e Mut,
além das sequéncias das regides da dobradiga, Cu2 e Cy3 de IgG1 humana que compdem os fragmentos FvFc

3.2 Expressao de proteinas em plataforma eucarioética

O sistema de expressao ExpiCHO™ da ThermoFisher foi utilizado para a
producdo dos fragmentos de anticorpos, seguindo as recomendacgdes do fabricante. A saber,

cultivos de 25 mL da linhagem celular ExpiCHO-S™ foram diluidos no dia da transfeccao até
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uma concentragao final de 6 x 10° células viaveis/mL. Para a transfeccdo, 25 pug dos vetores
contendo as sequéncias codificadoras dos FvFcs nativo e mutante foram diluidos
separadamente em meio apropriado, assim como o reagente ExpiFectamine™ CHO. Cada
vetor diluido foi incubado por 5 minutos e a temperatura ambiente (20 °C) com aliquotas
diluidas de ExpiFectamine™ CHO, formando complexos DNA-reagente. Esses complexos
foram cuidadosamente adicionados por gotejamento as suspensdes celulares, mantidas em
frascos de cultura ventilados de 125 mL sob agitacdo. Apds 18 horas, os reagentes
ExpiFectamine™ CHO Enhancer e ExpiCHO™ Feed foram igualmente adicionados as
culturas por gotejamento, garantindo a distribuicdo uniforme nas suspensdes celulares
agitadas. Todas as etapas de manipulagdo, incluindo diluicdes, transfeccdo e adicdo de
reagentes, foram realizadas de maneira estéril em fluxo laminar para prevenir contaminacdes.
As culturas celulares foram mantidas por 10 dias em uma incubadora orbital (Heracell VIOS
16 01 CO; incubator, ThermoFisher) a 37 °C, com atmosfera imida contendo 8% de CO- para
que os fragmentos de anticorpos fossem expressos.

ApOs esse periodo o sobrenadante da suspensdo celular foi clarificado mediante
realizacdo de etapas subsequente de centrifugagdo; sob rotacdo de 4000 xg, por 30 minutos € a

4 °C; e de filtracdo com membrana de poros de 0,45 um de diametro.

3.3 Purificacao das proteinas recombinantes

Os FvFcs nativo e mutante foram purificados por meio da realizacdo de duas
etapas cromatogrificas consecutivas em um cromatdgrafo semi-automatizado (AKTA Pure,
Cytiva®). Primeiramente, foi conduzida cromatografia de afinidade utilizando coluna de
proteina A (HiTrap Protein A HP de 1 mL, Cytiva®). Apoés a aplicacdo da amostra, a coluna
foi lavada com 15 volumes de coluna (VC) de tampao PBS (Fosfato de s6dio monobdsico
2,96 mM; Fosfato de sodio dibdsico 7,4 mM; NaCl 154 mM; pH 7,4) para remocao de
contaminantes. Em seguida, os fragmentos de anticorpos foram eluidos com 10 VC de tampao
glicina (0,1 M; pH 2,20), em fragdes de ImL coletadas em tubos de 2 mL previamente
preenchidos com 400 pL de tampao Tris (1M; pH 9,10) para neutralizagao.

Para seguir com a segunda etapa de purificacdo, primeiramente, foi necessario
concentrar as amostras em um volume de 500 puL através de dialofiltragdo (Amicon®). As
amostras contidas nesse volume final foram submetidas a técnica de cromatografia por
exclusao molecular (SEC, do inglés Size-Exclusion Chromatography), utilizando uma coluna

Superdex™ 200 Increase 10/300 GL (Cytiva®), na qual elas foram diretamente aplicadas. Em
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seguida, foi realiza lavagem da coluna com 1,5 VC de PBS, tampido final de eluicdo e
estocagem das amostras. Ao final da purificacdo foi realizada quantificagdo dos fragmentos
WT e Mut em Nanodrop® a 280 nm utilizando o modo de leitura para IgG1.

A andlise das proteinas presentes nas fracoes purificadas foi realizada retirando-se
aliquotas das amostras correspondentes aos picos cromatograficos. Essas aliquotas foram
preparadas para eletroforese em condigdes redutoras e desnaturantes em gel de poliacirlamida
a 12,5%. Ap6s a corrida, o gel foi corado com solucdo de Azul de Coomassie e descorado
com solucdo descorante (10% v/v de Acido acético; 30% v/v de etanol v/v), permitindo a

visualiza¢do das bandas.

3.4 Western blotting

A fim de confirmar que as bandas observadas no gel de poliacrilamida
correspondem as proteinas de interesse, foram realizados ensaios de western blotting. As
mesmas amostras utilizadas anteriormente foram preparadas e aplicadas em um gel de
poliacrilamida a 12,5%, sob condi¢des desnaturantes e redutoras, para uma nova corrida
eletroforética. Apds a separacdo proteica, os FvFcs foram transferidos para duas membranas
de nitrocelulose, previamente hidratadas com tampao de transferéncia (Tris 250 Mm; Glicina
1.92 M; SDS 1% m/v; metanol 20% v/v; pH 8,3) , por 17 minutos a 25 volts, em equipamento
de eletrotransferéncia de proteinas do tipo Semi-Dry Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
(Biorad®). As membranas foram bloqueadas overnight, a temperatura ambiente (23 °C), sob
agitacdo, com uma solucdo de 6% de leite desnatado diluido em PBS-Tween (0,05% v/v). Na
etapa de deteccdo, uma das membranas foi incubada com proteina L conjugada a peroxidase,
diluida v/v 1:5000 em PBS-Tween (0,05%) acrescido de 3% de leite desnatado. A outra
membrana foi incubada com anticorpo anti-Fc humano conjugado a peroxidase (Mouse anti-
Human IgG1 Fc Secondary Antibody, HRP, Invitrogen), diluido v/v 1:1500 na mesma solugao
de PBS-Tween e leite desnatado. Em seguida, as membranas foram submetidas a trés lavagens
de 10 minutos: duas em PBS-Tween (0,05%) e uma em PBS, para remover o excesso dos
reagentes. A revelacdo foi realizada aplicando o substrato da enzima (Pierce™ ECL Western
Blotting Substrate, ThermoFisher), seguida da visualizacdo das bandas em sistema de

fotodocumentacao e andlise de imagens (iBright Imaging Systems, Invitrogen).

3.5 Avaliacao da capacidade de interacao com o CD20 na superficie celular
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A técnica de citometria de fluxo foi empregada para avaliar a capacidade dos
fragmentos de anticorpos de reconhecer e interagir com seu alvo molecular, o CD20, expresso
na superficie celular. Para isso, foram utilizadas células das linhagens Raji, linhagem de

linfécitos B (CD20+), e Jurkat, linhagem linfoblastica de células T (CD20-).

3.5.1 Cultura celular

A principio, células criopreservadas foram descongeladas em banho maria a 37°C.
Cada aliquota de 1mL, composta de meio RPMI-1640 (Nova Biotecnologia) suplementado
com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Sigma Aldrich®) e com 10% dimetilsulf6xido (DMSO)
(Sigma Aldrich®), foi transferida para um tubo Falcon contendo 9 mL de meio RPMI-1640
completo (cCRPMI) (RPMI-1640 acrescido de 10% v/v de SBF). Em seguida, as células
seguiram para centrifugacao; 300 xg, 5 min, 20 °C, com o sobrenadante sendo posteriormente
desprezado. O pellet celular resultante foi ressuspendido em 9 mL cRPMI e o volume final foi
transferido com auxilio de uma pipeta sorolégica para uma garrafa de cultura de 75 cm?, que
foi incubada em estufa (HERACell Vios 160i, ThermoFisher Scientific®) a 37 °C e sob

atmosfera umida com 5% de COa».

A manutenc¢do do cultivo celular foi realizada a cada 2 ou 3 dias utilizando meio
cRPMI fresco. Para monitorar o crescimento e a viabilidade celular, aliquotas de 15 pL foram
retiradas do volume total de cultivo e diluidas em solug@o de Azul de Tripano a 0,4% (Gibco®)
na proporcao 1:1 (v/v). Apds a coloragdo, as células foram aplicadas em uma camara de
Neubauer para avaliagdo da confluéncia e viabilidade sob microscépio 6ptico.

ApOs a andlise, as células da garrafa de cultura foram centrifugadas a 300 xg, por
5 minutos e a 20 °C. Ao final dessa etapa, sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi

ressuspendido em cRPMI fresco, ajustando-se a concentracgao final para 0,3 % 10°¢ células/mL.

3.5.2 Marcacgao das células para citometria de fluxo

No dia da andlise por citometria, as células foram contadas novamente em uma
camara de Neubauer para determinar a viabilidade (>95%) e a densidade celular. Em seguida,
foram plaqueadas em uma placa de 96 pocos com fundo em "U", ajustando-se 4 x 10° células
por poco. A placa foi centrifugada a 400 xg por 5 minutos a 20 °C, e o meio de cultura foi

descartado. Apds a centrifugacdo, as células foram lavadas com 200 uL de tampao FACS
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(PBS 1X, 2 mM de EDTA, 1% v/v de SBF), seguidas de nova centrifugacdo nas mesmas
condic¢des. Ao final dessa etapa, o sobrenadante foi desprezado e as células remanescentes nos
pocos foram ressuspendidas em um volume adequado para garantir a presenca de 5 ng, 50 ng,
500 ng, 800 ng, 1000 ng e 2000 ng das proteinas produzidas e purificadas previamente e 300
ng do anticorpo comercial MabThera®, ou de tampdao FACS, ou ainda de diluicdo do
anticorpo secundério AlexaFluor® 488-conjugated mouse anti-human IgG1 (Invitrogen) em
tampao FACS (1:100 v/v). Isso resultou na configuracdo da condicdo teste, do controle
positivo, do controle negativo e do controle de ligacdo inespecifica do ensaio,
respectivamente. Todos esses componentes foram incubados a temperatura ambiente (20 °C)
por 30 minutos. Apds a incubacdo, as células foram lavadas novamente com 200 puL de
tampao FACS, e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, 60 uL do anticorpo
secundério AlexaFluor® 488-conjugated mouse anti-human IgG1 (Invitrogen), diluido em
tampao FACS na propor¢cdo de 1:100 v/v, foram adicionados a cada poco. A mistura foi
homogeneizada por pipetagem e incubada por mais 30 minutos a temperatura ambiente. Ao
final, duas lavagens adicionais foram realizadas e as células foram ressuspendidas em 300 pL
de tampao FACS. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo no equipamento
FACSCelesta™ (BD Biosciences) da plataforma de citometria da Fiocruz Ceard, configurado
para adquirir 10.000 eventos por amostra. Os dados obtidos foram analisados utilizando a 10

versdo do software FlowJo®.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Expressao e purificaciao dos fragmentos de anticorpos recombinantes

Ap6s a expressdo dos fragmentos de anticorpos e a realizacdo das etapas de
purificacdo, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de SDS-PAGE a 12,5%.
Inicialmente, foram aplicados no gel 12 pL das fracdes proteicas purificadas apds a
cromatografia de afinidade com proteina A. Em seguida, apds a realizacdo das etapas de
concentracdo das e de purificacdo adicional por cromatografia por exclusao molecular, foram
aplicados no gel volumes que continham 1 ug de cada proteina recombinante.

Foi possivel observar, a partir do perfil eletroforético gerado, bandas na altura de
55 KDa consideradas compativeis com o peso molecular da cadeia dos FvFcs reduzida
(Figura 8). Contudo, também foi identificada a presenca de contaminantes nas amostras apds
a realizacdo da primeira etapa cromatogréfica, evidenciando a necessidade das etapas
adicionais de purificacdo. Esse problema foi resolvido com a cromatografia de exclusao
molecular, que permitiu a obten¢do dos fragmentos de anticorpos com maior grau de pureza.
Como descrito por LIU e colaboradores (LIU et al., 2010) mesmo que a cromatografia por
afinidade com proteina A seja amplamente utilizada para purificacio de mAbs, devido a
interacdo especifica dessa proteina com a por¢cdo Fc dos anticorpos, ainda sdo necessdrias
etapas adicionais de purificacdo para remog¢do de contaminantes menores, como proteinas

celulares, e agregados de anticorpos.
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Figura 8 - Analise eletroforética em gel de SDS-PAGE 12,5% dos Fv-Fcs purificados por
cromatografia de afinidade e por SEC
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Fonte: Elaborada pela autora. MM: marcador de peso molecular True Color High Range Protein Marker (10-245
kDa) — Sinapse Biotecnologia. O tamanho esperado para a cadeia dos fragmentos FvFc é de 55 kDa.

O rendimento da produgdo das proteinas recombinantes foi calculado a partir da
quantifica¢do das aliquotas finais, correspondentes a aproximadamente trés fracdes de 500 uL.
cada. Os valores obtidos foram 13,1 mg/L para o fragmento WT e 15,47 mg/L para o
fragmento Mut. E importante ressaltar que esses valores estio subestimados em relagio a
producdo total de proteina pela expressdao recombinante, uma vez que nem todas as fracdes
contendo as moléculas de interesse na etapa inicial de purificacdo por afinidade foram
submetidas a gel-filtracdo. Além disso, perdas inerentes a cada etapa do processamento

downstream também impactaram o rendimento final.

4.2 Western Blotting

A verificacdo das membranas posterior a marcacdo com proteina L e com o
anticorpo secunddrio anti-Fc humano possibilitou confirmar que as proteinas purificadas
constituiam os FvFcs WT e Mut produzidos (Figura 9). Isso se da pois o anticorpo anti-Fc é
capaz de se ligar as porcdes Ch2 e Cu3 que compde os fragmentos FvFc. Por outro lado, a

proteina L se liga a cadeia leve kappa de anticorpos, levando a deteccdo das por¢gdes Vu VL
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dos scFvs covalentemente ligados as regides Fc de IgG1 humana desse formato de fragmento

de anticorpo.

Figura 9 - Imunodetec¢@o por western blotting dos FvFcs WT e e Mut

Fonte: Elaborada pela autora. O item A corresponde a membrana incubada com o anticorpo secunddrio anti-Fc
humano, enquanto o item B diz respeito a membrana incubada com proteina L. MM: marcador de peso
molecular True Color High Range Protein Marker (10-245 kDa) — Sinapse Biotecnologia. O tamanho esperado
para a cadeia dos fragmentos FvFc é de 55 kDa.

4.3 Avaliacao da capacidade de interacao com o CD20 na superficie celular

Os fragmentos de anticorpos no formato FvFc produzidos foram caracterizados
quanto a sua capacidade de ligacdo seletiva ao antigeno CD20 expresso na superficie celular
por meio de ensaios de marcacao simples, analisados por citometria de fluxo, como descrito
na metodologia. A estratégia de agrupamento (gatting) utilizada para isolar a populacdo de
células de interesse e visualizar a porcentagem de células marcadas € mostrada na Figura 10.
Esse processo foi aplicado tanto para analisar as células CD20+ (Raji), quanto as células

CD20- (Jurkat).
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Figura 10 - Estratégia de agrupamento utilizada para isolar as populacdes celulares de
interesse

a) Celulas Raji
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Fonte: Elaborada pela autora. A imagem representa a estratégia de agrupamento utilizada para isolar a populacao
de células de interesse. O processo ocorre da esquerda para a direita, tanto para as células da linhagem Raji
quanto Jurkat: nos primeiros quadros, as células individuais sdo selecionadas. Em seguida, o subconjunto celular
resultante é analisado com base na morfologia e no tamanho, permitindo a definicdo da populagéo final. Por fim,
os histogramas, referentes ao controle de ligacdo inespecifica (CLI), ilustram a intensidade de fluorescéncia
emitida pelo fluor6foro, mostrando uma quantidade de células marcadas inferior a 1%.

A marcacgado das células CD20+ com diferentes concentracdes dos fragmentos de
anticorpos revelou diferengas na capacidade de ligagdo ao alvo entre o FvFc WT e o FvFc
Mut (Gréficos 1 e 2). O fragmento Mut apresentou um aumento significativo na fluorescéncia
conforme a quantidade de proteina adicionada aumentava. Em contraste, a fluorescéncia
registrada ap6s a marcacdo das células Raji com o fragmento WT manteve-se em niveis mais
baixos e relativamente constantes ao longo das concentracdes testadas.

A partir de 500 ng do fragmento Mut, 99,5% da populacdo de interesse foi
marcada, enquanto a maior concentragdo do fragmento WT resultou em uma marcagdo de
88%. Contudo, nenhuma das duas moléculas marcou significativamente as células CD20"
(<2%), independentemente das massas de proteinas utilizadas (dados ndo mostrados). Isso
indica baixa existéncia de interacOes inespecificas com outras moléculas ou receptores

expressos na superficie celular.
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Gréfico 1- Relacdo entre a massa de FvFc WT e Mut utilizada na marcacdo e as leituras de
Mediana de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) obtidas para cada um desses valores
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Fonte: Elaborada pela autora. O grafico de barras indica a Mediana de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) das
populacdes marcadas com diferentes quantidades de ambos os fragmentos de anticorpos testados.

Grafico 2 - Comparagdo do deslocamento de Fluorescéncia gerada para cada quantidade de
massa de FvFc WT e Mut utilizada na marcagao das células CD20+

a) FvFc WT b) FvFc Mut
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Fonte: Elaborada pela autora. Conjunto de histogramas gerados para todos os tratamentos aplicados a linhagem
celular Raji (CD20+), quanto maior o deslocamento para a direita do CLI, maior a leitura de fluorescéncia
produzida pela marcacdo com os fragmentos de anticorpos. CLI: Controle de Ligagdo Inespecifica; CNM:
Controle Nao Marcado.

Para avaliar diferencas estatisticamente significativas na marcagdo entre as duas

moléculas, foi realizado um experimento em quadruplicata biolégica utilizando 1000 ng de
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cada fragmento de anticorpo (Gréfico 3). O teste t de Student ndo pareado indicou que a

molécula Mut produziu uma marcacdo significativamente maior em comparacao a WT.

Griafico 3 - Comparacao da Marcacao Celular pelos Fragmentos de Anticorpo FvFc WT e
FvFc Mut
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Fonte: Elaborada pela autora. Comparag¢éo da marcacio celular pelos fragmentos de anticorpo FvFc WT e FvFc
Mut. Mediana da Intensidade de Fluorescéncia (MFI) das células marcadas com 1000 ng dos fragmentos FvFc
WT e FvFc Mut, seguidos de deteccdo com anticorpo anti-Fc humano conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor-488.
Os valores de MFI apresentados correspondem a subtragdo do MFI do controle de ligacdo inespecifica. O teste t
de Student ndo pareado indicou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,001) entre os grupos, com maior
marcacdo observada para o FvFc Mut. Os dados representam média + desvio padrdo (SD), com n = 4 réplicas
bioldgicas.

Os ensaios de citometria indicam que a mutag¢do randomica inserida na sequéncia
do scFv do Rituximabe por eP-PCR ndo afetou negativamente a capacidade de
reconhecimento e ligagdo ao antigeno especifico; pelo contrdrio, beneficiou-a, conforme
evidenciado pela maior marcagdo das células Raji (CD20+) pelo Fv-Fc Mut em comparagao
ao fragmento nativo, potencialmente pelo aprimoramento da afinidade pelo CD20. Esse
achado reforca a influéncia das alteracdes na estrutura da regido varidvel sobre a capacidade
de interacdo com o alvo. Conforme evidenciado por Teixeira (TEIXEIRA et al. 2022), a
construgdo de bibliotecas de anticorpos a partir da triagem de sequéncias das regides de CDR

permitiu eliminar padrdes associados a instabilidade estrutural e perda de poténcia das

moléculas, como a presenca de sitios de isomerizacdo de aspartato, e a reatividade cruzada
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inespecifica, como residuos de glicina sequenciais. Com essa abordagem, os autores
conseguiram selecionar fragmentos de anticorpos com afinidade na faixa de picomolar (Kp
médio de 96 pM) que ndo apresentavam ligacdo a proteinas nio relacionadas.

Durante os processos de recombinacdo génica e de hipermutacdo somadtica, que
levam a maturagdo da afinidade das moléculas de anticorpo no organismo, as regides de CDR
ndo sdo as unicas que passam por modificacdes—mutacdes nas regides de framework (FWR)
também podem impactar a afinidade e a capacidade de neutralizagdo dos anticorpos. Estudos
demonstram que essas mutacOes desempenham um papel fundamental na estabilidade
estrutural e na flexibilidade conformacional dos anticorpos, influenciando diretamente na
interacio com o antigeno. Na pesquisa conduzida por Henderson e colaboradores
(HENDERSON et al. 2019) foi evidenciado que mutacdes nas FWRs podem modificar a
flexibilidade interdominios dos anticorpos, afetando a orientagdo relativa dos dominios
varidveis (Vu e VL) e a plasticidade do paritopo, sitio de reconhecimento antigénico nas
moléculas de imunoglobulina. No contexto dos anticorpos amplamente neutralizantes contra o
HIV-1, mutacdes na regido de "cotovelo" do fragmento Fab foram associadas a ajustes
estruturais que permitiram maior adaptacdo ao antigeno. Além disso, tais mutagdes podem
compensar efeitos desestabilizadores das mutagdes nas CDRs, garantindo que a afinidade
aumentada ndo comprometa a estabilidade da molécula

Apesar da indicacdo de melhoria na afinidade a partir do observado nos ensaios de
citometria de fluxo, é fundamental caracterizar quantitativamente esse parametro para a
interagc@o de cada par FvFc-CD20, permitindo validar de maneira mais precisa se 0 aumento
de MFI reflete, de fato, uma maior afinidade pelo CD20. Técnicas como Interferometria de
Biocamada e de Ressonancia Plasmoénica de superficie poderiam ser utilizadas para esse
objetivo, complementando os achados.

Outro aspecto importante, é a necessidade de avaliar a capacidade dos fragmentos
FvFc e Mut de elicitar as funcdes efetoras associadas ao mecanismo de a¢do do Rituximabe. A
afinidade de um anticorpo pelo seu alvo é um dos fatores determinantes para sua eficicia
terapéutica, sendo tradicionalmente otimizada para alcancar interagdes de alta estabilidade.
No entanto, a relacdo entre afinidade e funcionalidade depende do mecanismo de agdo do
anticorpo, e diferentes estratégias de modulacdo da afinidade podem ser necessdrias para
maximizar seu potencial terapéutico. No caso de anticorpos citotéxicos, como o Rituximabe,
uma afinidade elevada pode favorecer a ligacao sustentada ao alvo, garantindo a opsonizacao
eficiente das células marcadas e promovendo a ativagdo de mecanismos efetores mediados

por Fc, como a citotoxicidade celular dependente de anticorpos (ADCC) e a citotoxicidade
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mediada por complemento (CDC). No entanto, Mazor e colaboradores. (MAZOR et al. 2016)
demonstraram que, para determinados alvos, anticorpos com constantes de afinidade menores
podem apresentar atividade citotéxica superior. O estudo revelou que um anticorpo com um
Kp de 148 nM induziu uma resposta mais robusta de ADCC em comparacdo com variantes de
maior afinidade, sugerindo que a dissociacdo mais rdpida pode favorecer a reativacao
continua dos efetores imunoldgicos e o recrutamento eficiente de células imunes.

Além da citotoxicidade mediada por anticorpos, a modulagdo da afinidade
também tem papel critico na funcionalidade dos anticorpos agonistas, projetados para ativar
receptores imunoldgicos e amplificar respostas celulares. Estudos recentes (YU et al. 2023),
demonstraram que a reducdo da afinidade pode, paradoxalmente, aumentar a eficicia desses
anticorpos. O estudo avaliou variantes de afinidade de anticorpos direcionados a receptores
imunomoduladores, como CD40, 4-1BB e PD-1, e mostrou que anticorpos de afinidade
reduzida promovem maior agregacdo de receptores na membrana celular, resultando em
ativacdo mais eficiente das células-alvo. No modelo de CD40, por exemplo, variantes de
baixa afinidade induziram expansdo aprimorada de células T e aumento da resposta
antitumoral, desafiando a no¢do convencional de que maior afinidade é sempre desejavel para
anticorpos terapéuticos

Esses achados reforcam que a definicdo da afinidade ideal de um anticorpo deve
considerar nio apenas a estabilidade da interacdo antigeno-anticorpo, mas também a dinamica
da ativagdo bioldgica desejada. Por isso, correlacionar o impacto da mutacao na capacidade de
ligacdo ao alvo com a eficiéncia das respostas efetoras fornecerd informagdes valiosas para a

otimizagdo de anticorpos vidando o desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou o impacto de uma mutagdo inserida na sequéncia de um
scFv derivado do rituximabe, fusionado a por¢do Fc de um IgGl humana, em comparagdo
com a molécula de referéncia reconstituida no mesmo formato (FvFc). As proteinas
recombinantes foram expressas em uma plataforma eucaridtica e purificadas com protocolos
que resultaram em quantidades satisfatdrias e alto grau de pureza para realizacdo posterior dos
ensaios de citometria, conforme verificado por SDS-PAGE. A presenca dos fragmentos
recombinantes foi detectada em ensaios de western blotting, utilizando duas moléculas de
deteccao distintas, um anticorpo anti-Fc humano e proteina L. A anélise funcional revelou
diferencas significativas na capacidade de ligacdo ao alvo entre o fragmento mutante e o
nativo. Enquanto isso, as células CD20" ndo foram marcadas pelo Fv-Fc WT e Mut de
maneira expressiva. Esses resultados indicam que a mutagdo inserida na sequéncia do scFv
analisado no presente estudo contribuiu para o aumento na capacidade de reconhecimento e
de ligacdo ao antigeno alvo, expresso em sua conformacdo nativa na superficie celular. Esses
efeitos também sdo indicativos de possiveis aumentos na afinidade dos scFv’s pelo CD20.
Contudo, estudos sobre a cinética de interacao de cada par FvFc-CD20 e a determinagdo das
constantes de afinidade (Kp) contribuirdo para aprofundar a compreensao dos achados obtidos
nos ensaios de citometria de fluxo. Além disso, caracterizagdes adicionais sdo necessarias,
especialmente quanto a inducdo de mecanismos efetores tipicos do Rituximabe. Isso permitird
avaliar se a mutacdo melhora o reconhecimento antigénico e potencializa a ativagdo da

resposta imune simultaneamente.
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