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RESUMO

A imunoterapia tem emergido como uma estratégia inovadora no setor biotecnoldgico para o
tratamento de pacientes com canceres em estagio avangado. A Leucemia Linfocitica Aguda ¢
uma das formas mais agressivas de cancer hematoldgico, e a Terapia Celular Adotiva baseada
em CAR (Receptor Quimérico de Antigeno) tem se destacado como uma abordagem
promissora para alcancar a remissao dessa neoplasia. Dentre as variantes de CAR, estudos
baseados no anticorpo m971, que reconhece a proteina CD22 presente em células B, tém
ganhado relevancia. A estrutura do CAR inclui diversos dominios, entre eles o fragmento
variavel de cadeia unica (scFv), que ¢é responsavel pelo reconhecimento do antigeno. Esse
fragmento ¢ composto pelos dominios Vu e VL de um anticorpo, conectados por um linker. O
comprimento do linker influencia diretamente a flexibilidade, funcionalidade, afinidade de
ligacdo e estabilidade do anticorpo. Diante desse contexto, o objetivo desse trabalho foi
produzir scFvs com /inkers curto e longo, derivados do anticorpo m971, utilizando um sistema
bacteriano para sua expressao e purificagdo, além de avaliar sua ligagdo com o CD22. Foram
investigadas a estabilidade conformacional e o estado de oligomerizagdao dos scFvs, além da
cinética de interagdo com o antigeno. Para isso, foram padronizados protocolos de expressdao
em Escherichia coli e purificagdo dos scFvs. A estabilidade conformacional ¢ o estado de
oligomerizagao foram avaliados por diferentes abordagens biofisicas. A ligacao dos scFvs com
CD22 foi analisada por citometria de fluxo, utilizando células B da linhagem Raji, e por ensaios
de interferometria de biocamada para quantificagdo da cinética de interagdo. Os resultados
indicaram que o scFv com /inker longo apresentou maior rendimento na purificagdo do que o
scFv com /linker curto. A analise da estabilidade conformacional revelou diferencgas nos perfis
estruturais dos scFvs. A cromatografia de exclusdo por tamanho demonstrou que ambos os
scFvs formam monomeros, sendo observada a geracao secundaria de dimeros para o scFv com
linker curto. Além disso, a presenga da proteina SUMO na regido N-terminal dos scFvs afetou
a ligagdo com o antigeno, tornando necessaria sua remog¢ao antes dos ensaios. Ambos os scFvs
se ligaram ao CD22; entretanto, o scFv com [linker curto exibiu maior capacidade de ligagdo
em concentragdes mais baixas. As constantes de afinidade obtidas confirmaram que o scFv com
linker curto possui ligacdo mais forte com o CD22, corroborando os resultados da citometria
de fluxo. Essas evidéncias contribuem para uma melhor compreensdo das propriedades
estruturais e funcionais desses scFvs, contribuindo com bases cientificas robustas para

proposi¢ao de melhores scFvs ou outros tipos de fragmentos ligantes.

Palavras-chave: afinidade; estabilidade; ligacao; oligomerizagao.



ABSTRACT

Immunotherapy has emerged as an innovative strategy in the biotechnology sector for treating
patients with advanced-stage cancers. Acute Lymphocytic Leukemia is one of the most
aggressive forms of hematological cancer, and Adoptive Cell Therapy based on CAR (Chimeric
Antigen Receptor) has stood out as a promising approach to achieving remission of this
neoplasm. Among the CAR variants, studies based on the m971 antibody, which recognizes the
CD22 protein present in B cells, have gained relevance. The CAR structure includes several
domains such as the single-chain variable fragment (scFv), which is responsible for antigen
recognition. This fragment is composed of the Vi and VL domains of an antibody, connected
by a linker. The linker length directly influences the flexibility, functionality, binding affinity,
and stability of the antibody. In this context, the objective of this study was to produce scFvs
with short- and long-linkers, derived from the m971 antibody, using a bacterial system for their
expression and purification, as well as to evaluate their binding to CD22. The conformational
stability and oligomerization state of the scFvs were investigated, along with the kinetics of
interaction with the antigen. To achieve this, protocols for scFv expression in Escherichia coli
and purification were standardized. The conformational stability and oligomerization state were
assessed through different biophysical approaches. The binding of scFvs to CD22 was analyzed
by flow cytometry using Raji B cell lines and biolayer interferometry assays to quantify
interaction kinetics. The results indicated that the scFv with a long-linker had a higher
purification yield than the scFv with a short-linker. Conformational stability analysis revealed
differences in the structural profiles of the scFvs. Size-exclusion chromatography demonstrated
that both scFvs form monomers, with secondary dimer formation observed for the scFv with a
short-linker. Besides, the presence of the SUMO protein at the N-terminal region of the scFvs
affected antigen binding, requiring its removal before the assays. Both scFvs bound to CD22;
however, the scFv with a short-linker exhibited greater binding capacity at lower concentrations.
The obtained affinity constants confirmed that the scFv with a short-linker has a stronger
binding to CD22, corroborating the flow cytometry results. These findings contribute to a better
understanding of the structural and functional properties of these scFvs, providing robust
scientific foundations for the development of improved scFvs or other types of binding

fragments.

Keywords: affinity; stability; interaction; oligomerization.
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1 INTRODUCAO

O cancer representa um desafio de saude global, sendo uma das principais causas de 6bito,
que impede o aumento da expectativa de vida em ambito mundial. O controle do cancer ¢
atualmente compreendido como um continuum de agdes que se inicia na gestao das exposigdes
aos fatores de risco, avanga para a detec¢do precoce da doenga e engloba os cuidados paliativos.
Estes ultimos incluem diagnoéstico, tratamento, acompanhamento ao longo do periodo de
sobrevivéncia e atencao no final da vida para aqueles que nao alcangam a cura ou controle da
doenca. Para assegurar o cuidado abrangente em todas essas fases, ¢ essencial um planejamento
meticuloso, a organizagdo eficiente dos servicos de satde e a monitorizagao constante das agdes
de controle (INCA, 2023; World Health Organization (WHO), 2022).

As estimativas de ocorréncia dos diversos tipos de cancer sdo cruciais no planejamento das
medidas de controle e oferecem uma oportunidade de reflexdo sobre a situacdo em nivel
nacional e estadual em relagdo aos fatores de risco. Ao longo do tempo, essa analise permite
compreender os elementos que deram origem aos casos atuais e destaca as desigualdades das
diferentes regides geograficas do pais no que diz respeito a distribui¢do dos tipos de cancer e
ao acesso aos tratamentos (INCA, 2023).

Para atender ao continuum de a¢des no sentido de enfrentar uma doencga tdo complexa como
o cancer, sdo utilizadas diferentes abordagens no tratamento, como terapia celular e anticorpos.
No setor biotecnologico e farmacéutico, essas estratégias fazem uso de medicamentos
bioldgicos ou biofarmacos. Nesse cenario, o progresso no desenvolvimento de abordagens
biotecnoldgicas para a obtencdo de novas moléculas com potencial de combate ao cancer tem

experimentado um crescimento anual constante.

1.1 Leucemia Linfocitica Aguda e formas de tratamento

A leucemia linfocitica aguda (LLA) afeta as células sanguineas, especialmente os globulos
brancos (leucocitos) e seus precursores hematopoiéticos. Sao caracterizadas principalmente
pelo acamulo de células neoplasicas na medula dssea, que apresentam mutagdo genética e nao
atingem maturidade funcional. Essas células anormais proliferam rapidamente e acabam
substituindo as células sanguineas saudaveis na medula dssea.

O tipo de leucemia difere conforme o tipo de célula sanguinea que passa a ser cancerosa,
assim como a velocidade de multiplicagdo celular, que pode ser rapida (aguda) ou lenta

(cronica). Existem mais de 12 tipos, sendo os quatro principais a leucemia mieloide aguda



(LMA), leucemia mieloide cronica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA) e leucemia
linfocitica cronica (LLC). A incidéncia geralmente aumenta com a idade, embora possa ocorrer
em qualquer fase da vida, com predominancia de subtipos conforme a faixa etria: as LLA sdo
mais frequentes em criangas menores de 15 anos, enquanto LLC e LMA s3o mais prevalentes
em pessoas mais idosas (Emadi; Law, 2022; INCA, 2023).

O cancer ocupa a posi¢do de segunda causa mais frequente de 6bito entre criangas de 1 a
14 anos nos Estados Unidos, sendo a leucemia o cancer infantil mais comum, representando
28% dos casos (Siegel et al., 2023). De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), a
estimativa no Brasil para o triénio de 2023 a 2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos
de cancer, sendo a leucemia o 10° tipo de cancer mais frequente, sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma. A estimativa de novos casos de leucemia no Brasil para cada um dos anos
de 2023 a 2025 ¢ de 11.540 casos, representando um risco estimado de 5,33 casos por 100 mil
habitantes, sendo 6.250 em homens e 5.290 em mulheres (INCA, 2023).

A LLA ¢ o cancer pedidtrico mais comum, que também afeta adultos de todas as idades
(Emadi; Law, 2022). As estimativas da American Cancer Society para LLA nos Estados Unidos
no ano de 2023 (incluindo criangas ¢ adultos) indicam cerca de 6.540 novos casos de LLA ¢
1.390 mortes por LLA. A probabilidade de desenvolver LLA ¢ mais elevada em criangas com
menos de 5 anos, diminuindo gradualmente até a faixa dos 20 anos e, posteriormente,
aumentando lentamente apds os 50 anos. Embora a maioria dos casos de LLA ocorra em
criangas, a maioria das fatalidades associadas a essa condi¢do (aproximadamente 4 em cada 5)
ocorre em adultos (American Cancer Society, 2024).

A LLA ¢ o tipo mais frequente de cancer em criancgas, representando cerca de 75% das
leucemias em pacientes com menos de 15 anos, e ¢ a segunda causa mais comum de mortalidade
em criangas dessa mesma faixa etdria (Emadi; Law, 2022). No contexto brasileiro, a LLA ocupa
a 8 posicado entre os tipos de cancer com maior indice de mortalidade, sendo também o céncer
mais comum na popula¢do com até 20 anos de idade (DataSUS, 2021).

A principal abordagem para o tratamento da LLA envolve a combinagdo de agentes
quimioterapicos convencionais, como daunorrubicina, vincristina e prednisolona (Berry et al.,
2017), juntamente com um medicamento bioldgico, a enzima L-asparaginase (L-ASNase).
Transplante de células-tronco hematopoéticas (TCTH), também conhecido como transplante de
medula 6ssea, ¢ uma opcao para casos de LLA de alto risco ou recorrente, € envolve a
substitui¢do das células da medula 6ssea do paciente por células-tronco saudaveis de um doador
compativel. H4 ainda abordagens emergentes de imunoterapia, a qual envolve o uso de

medicamentos que estimulam o sistema imunologico a atacar as células leucémicas. Os



exemplos dessa abordagem s3o os conjugados anticorpo-droga, Bispecific T-cell engagers
(BiTEs), células T geneticamente modificadas para expressar um receptor quimérico de
antigeno (CAR-T cells, do inglés Chimeric Antigen Receptor T cells), € inibidores de checkpoint
imunologico (ICPIs), que oferecem esperanca para melhorar os resultados em pacientes com
LLA (Blum; Martins; Liibbert, 2017). Essas abordagens de imunoterapia surgem como
alternativas promissoras a quimioterapia convencional, que frequentemente causa efeitos
colaterais devido a sua falta de especificidade, destruindo tanto células cancerosas quanto
saudaveis ao redor do tumor. Assim, empresas farmacéuticas buscam desenvolver terapias mais
direcionadas, capazes de preservar as células saudaveis e focar exclusivamente nas células

cancerosas (Elgundi et al., 2017).

1.2 A utilizacio de produtos biologicos no setor da saude

Os agentes terapéuticos biologicos, ou produtos bioldgicos, englobam uma diversidade de
substancias produzidas por células ou organismos vivos, utilizando uma variedade de processos
bioldgicos, incluindo expressdo genética controlada, tecnologias de anticorpos e tecnologias de
DNA recombinante (Sandow et al., 2015). Esses medicamentos de base bioldgica sdo usados
para tratar diversas enfermidades e constituem cerca de um quarto do mercado farmacéutico
global. Sua utilizagdo no tratamento do cancer tem levado a avancgos significativos na terapia
oncoldgica e na assisténcia ao paciente. Os medicamentos biossimilares, que sdo semelhantes
aos medicamentos bioldgicos de referéncia, tém o potencial de ampliar o acesso e fornecer
opgOes mais acessiveis para o tratamento do cancer, a medida que expiram as patentes de alguns
produtos bioldgicos amplamente utilizados (Joshi et al., 2022).

Na industria farmacéutica, o termo "biofdrmacos" € utilizado para descrever medicamentos
produzidos por meio de tecnologia biotecnoldgica. Esse termo esta intimamente associado a
proteinas que sdo manipuladas por técnicas de DNA recombinante, incluindo anticorpos
monoclonais. Essas biomoléculas podem ser obtidas por meio do cultivo celular ou de
microrganismos geneticamente modificados. Os biofarmacos sdao medicamentos de moléculas
grandes que sdo centenas de vezes maiores que os produtos farmacéuticos convencionais ou
medicamentos de moléculas pequenas.

Os biofarmacos podem ser categorizados em diferentes geracdes, e as principais diferencas
entre essas geragdes estdo relacionadas as propriedades terapéuticas e a complexidade das
proteinas produzidas. A primeira gera¢do consiste em proteinas cuja sequéncia de aminoéacidos

¢ idéntica a da proteina nativa. Essa geracdo visa repor ou aumentar os niveis de proteinas
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heter6logas no organismo, como ¢ o caso das terapias de reposicao enzimatica. Os biofdrmacos
de segunda geracdo sdo proteinas cuja sequéncia pode ser modificada. Nesse caso, o foco ¢
aprimorar as propriedades terapéuticas, como a redu¢do da imunogenicidade e o aumento da
afinidade entre o ligante e a proteina. Na terceira geracdo, sao desenvolvidas proteinas
multifuncionais ou conjugadas com outras moléculas, no intuito de combinar agdo terapéutica
com outras funcionalidades, como entrega direcionada de medicamentos. Um exemplo sdo os
anticorpos monoclonais conjugados com agentes quimioterapicos para terapia direcionada. A
quarta geracdo compreende proteinas ainda mais complexas com multiplas funcionalidades,
com o objetivo de aprimorar a eficacia terapéutica e minimizar os efeitos colaterais. Cada
geracdo representa avangos na engenharia de proteinas e na manipulagdo de moléculas
bioldgicas para melhorar a eficacia e a especificidade dos tratamentos (Reis et al., 2009).

Os anticorpos monoclonais (mAbs) recebem essa nomenclatura devido serem sintetizados
por uma populacdo de células B idénticas (um clone) em cultivo celular. Essas moléculas sao
homogéneas (reconhecem o mesmo epitopo) e representam uma classe de biofarmacos cuja
demanda global tem crescido continuamente desde o langamento do primeiro anticorpo
monoclonal, Muromonabe, em 1986.

Até dezembro de 2024, o desenvolvimento comercial de anticorpos terapéuticos resultou
em mais de 200 anticorpos aprovados e um pipeline de quase 1.400 candidatos em avaliagdo
clinica para o tratamento de diversas doengas (Crescioli et al., 2025). Estes produtos incluem
anticorpos conjugados, anticorpos bispecificos e multiespecificos, fragdes Fab, conjugados com
proteinas Fc e moléculas biossimilares.

Os mAbs tém sido utilizados em conjunto com outros medicamentos e desempenham um
papel fundamental na luta contra neoplasias, o que explica sua significativa contribuicao para
o mercado em constante crescimento de biofarmacos. Somente com os mAbs, foi avaliado o
tamanho do mercado global em US$ 231,48 bilhdes em 2023 e deve apresentar uma taxa
composta de crescimento anual (CAGR) de quase 13,2% de 2024 a 2032, com previsao de gerar
receita de cerca de US$ 706,52 bilhdes até 2032 (Zion Market Research, 2024).

Em 2020 e 2021, a participacdo dos biofarmacos nas vendas globais de medicamentos de
prescricdo cresceu significativamente, impulsionada pela comercializacdo de vacinas
biotecnoldgicas desenvolvidas para combater a pandemia de COVID-19 (Vargas, 2024). Em
2021, o mercado farmacéutico brasileiro faturou R$ 88 bilhdes (US$ 14,9 bilhdes), sendo o
oitavo maior do mundo e o principal da América Latina, com laboratorios publicos como
Fiocruz, Instituto Butantan, Funed e Hemobras se destacando na comercializacdo de

medicamentos biologicos (Vargas, 2024). Diante desse cenario, o governo federal tem lancado
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estratégias para enfrentar os desafios de satde e reduzir a dependéncia de importagdo. O
Complexo Economico-Industrial da Saude (CEIS) avangou em 2024 com um numero recorde
de projetos para fortalecer o SUS, incluindo o desenvolvimento e produgao de vacinas, soros,
insumos farmacéuticos ativos (IFAs), terapias avangadas, oncoldgicos, imunossupressores €
medicamentos para doencas negligenciadas (Ministério da Saude, 2025). Até 2026, estdo
previstos R$ 57,4 bilhdes em investimentos publicos e privados, sendo R$ 8,9 bilhdes do Novo
Programa de Aceleracdo do Crescimento (PAC), o maior aporte publico ja realizado para
modernizar infraestrutura e impulsionar parcerias em saude (Ministério da Saude, 2025). O
Programa para Ampliacdo e Modernizacdo de Infraestrutura do Complexo Econdmico-
Industrial da Saade (PDCEIS) ¢ um dos principais programas para viabilizar a inovacdo ¢ a

capacidade produtiva do setor.

1.3 Estrutura de anticorpos e func¢io nas imunoterapias

Os anticorpos, também denominados como imunoglobulina (Ig), sdo proteinas produzidas
por vertebrados em resposta a exposi¢do a estruturas estranhas, denominadas antigenos. Os
anticorpos sao altamente diversos e especificos, reconhecendo uma ampla variedade de
estruturas moleculares. Essas proteinas também atuam como mediadores essenciais da
imunidade humoral adaptativa, protegendo contra diferentes classes de microrganismos
extracelulares. Os anticorpos podem existir na forma ligada a membrana, como receptores de
antigenos em linfocitos B, ou na forma secretada por plasmocitos, circulando no sangue, tecidos
e mucosas (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

Com relagdo a estrutura, a molécula de anticorpo possui uma configuracao central simétrica,
a qual é composta de duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas idénticas (Figura 1).
Existem dois tipos de cadeia leve: kappa (k) e lambda (L), e cinco tipos de cadeia pesada: p, d,
Y, o € & que definem os isotipos IgM, IgD, IgG, IgA e IgE, determinando as funcdes e

localizagdes dos anticorpos no organismo (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).
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Figura 1 — Esquema de uma imunoglobulina G (IgG) secretada.

Cadeia Sitio de ligagao
pesada ao antigeno
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Fonte: (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019). Os sitios de liga¢ao antigénica sdo formados pela justaposi¢do das regides
variaveis Vi e Vu. As regides constantes da cadeia pesada terminam na regido Fc, que medeia as fung¢des efetoras

do anticorpo.

As cadeias leve e pesada apresentam regides varidveis (V) altamente polimorficas na por¢ao
aminoterminal, onde ocorrem as regides determinantes de complementaridade (CDRs),
responsaveis pelo reconhecimento e pela especificidade da ligacdo ao antigeno. Ja as regides
carboxiterminais constantes (C) das cadeias pesadas nao participam da ligagdo ao antigeno, mas
interagem com moléculas efetoras e células do sistema imune, mediando fun¢des como ativagao
do complemento. Nas cadeias pesadas, a regido V ¢ formada por um dominio Ig, enquanto a
regido C ¢ composta por trés ou quatro dominios Ig. Cada cadeia leve contém um dominio Ig
na regido C e outro na regido V. O sitio de ligagdo ao antigeno ¢ formado pela justaposicao dos
dominios Vi (varidvel leve) e Vu (varidvel pesada), compondo o paratopo, que interage
diretamente com o antigeno (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

O dominio de liga¢do ao antigeno (Fab) ¢ composto pelos dominios Vi, Cr, Vi e Cnul.
Mesmo quando separados do restante da estrutura (do Fragmento Cristalizavel, Fc), esses
dominios mantém a capacidade de ligagdo ao antigeno. As diferencas na sequéncia e
variabilidade no reconhecimento de antigenos entre diferentes anticorpos sao localizadas em

trés pequenos trechos na regido Vy da cadeia pesada (H1, H2, H3) e em trés trechos na regiao
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VL da cadeia leve (L1, L2, L3). Esses trechos sdo as CDRs e sdo referidos como regides

hipervariaveis (Figura 2).

Figura 2 — Associagao entre um antigeno € um anticorpo.

CDRs

Fonte: (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019). Associagdo entre um antigeno e um anticorpo: Representacdo esquematica

das CDRs em azul escuro, formando uma area de ligag@o ao antigeno em azul claro.

Os parametros de avidez e afinidade ajudam a descrever aspectos das interagdes entre
anticorpos e antigenos. A avidez se refere a forga total de ligacao entre um antigeno multivalente
(que possui multiplos epitopos) e um anticorpo multivalente (considerando todos os sitios de
ligacdo simultaneamente). A avidez ¢ geralmente maior do que a afinidade de qualquer sitio de
ligagdo individual, pois leva em conta todas as interagdes combinadas entre os epitopos do
antigeno e os sitios do anticorpo. Jé a afinidade, ¢ referente a for¢a individual de ligagdo entre
um Unico sitio combinatdrio (paratopo) do anticorpo € um epitopo especifico do antigeno. A
afinidade ¢ proporcional a complementaridade estrutural e quimica entre o sitio de ligagdo e o
epitopo. E frequentemente representada pela constante de dissociacio K4, em unidades de
concentracdo molar (M), e usada para indicar a afinidade de uma proteina por um ligante. Um
K4 menor indica uma interagdo de afinidade mais forte, pois uma menor concentracdo de
antigeno e anticorpo ¢ necessaria para formar o complexo (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019;
Nelson; Cox, 2014). Assim, quanto mais forte a interagdo proteina-ligante, menor serd o Ka.

Os anticorpos, especialmente os monoclonais, os mAbs, constituem uma classe crucial
de moléculas terapéuticas para o tratamento de diversas doencas, como cancer, doencgas

autoimunes e inflamatérias. S3o exemplos de medicamentos aprovados o Trastuzumab,
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indicado para tratamento de cancer de mama, e o Rituximab, utilizado no tratamento de linfoma
ndo-Hodgkin (Hafeez; Gan; Scott, 2018; Weiner; Surana; Wang, 2010). A eficacia dessas
imunoglobulinas esta relacionada as caracteristicas notaveis de afinidade e especificidade, que
permitem o direcionamento preciso a alvos moleculares. Essas moléculas desempenham
mecanismos de agdo efetivos, como bloqueio de vias de sinalizagdo celular, inducdo de
apoptose e ativacao da resposta imune.

Os mAbs possuem complexidades estrutural e funcional, que elevam os desafios na
producao e nos testes associados a esses anticorpos (Frenzel; Schirrmann; Hust, 2016). Entre
as principais aplicagdes no tratamento do cancer estdo: neutralizacdo de células tumorais,
estimulo ao sistema imunoldgico, uso em terapias de anticorpo-conjugado (ADC) e modulacao
de respostas inflamatorias, tornando-os ferramentas indispensaveis na imunoterapia moderna
(Beck et al., 2017; Chames et al., 2009; Sharma; Allison, 2015).

Os mAbs derivados de células B murinas enfrentam desafios significativos relacionados
a imunogenicidade quando utilizados em humanos (Chames et al., 2009). A imunogenicidade
desses mAbs frequentemente resulta na ativacao de respostas imunes indesejadas, conhecidas
como resposta HAMA (Human Anti-Mouse Antibody). Essa resposta ¢ mediada por anticorpos
humanos que reconhecem as por¢des murinas como exdgenas, levando a rapida eliminagao das
moléculas do organismo, efeitos colaterais adversos, e, em alguns casos, falhas terapéuticas.
Além disso, os mAbs murinos apresentam baixa compatibilidade com os receptores Fc
humanos, dificultando a ativagdo eficiente de mecanismos efetores da resposta imune. Para
contornar esses desafios, avancos na engenharia de anticorpos permitiram o desenvolvimento
de mAbs quiméricos, que combinam dominios vardveis murinos € dominios constantes
humanos, e mAbs humanizados, em que apenas pequenas por¢des murinas sao preservadas
(Kaplon; Reichert, 2019; Strohl, 2018; Weiner; Surana; Wang, 2010). Outros avangos
permitiram o aprimoramento da regido Fc dos mAbs, ampliando a eficacia terapéutica.
Alteragdes nas glicosilagdes ou mutagdes pontuais tém otimizado a afinidade pelos receptores
Fc humanos e potencializado mecanismos como a citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos (ADCC) e a fagocitose mediada por anticorpos (Foltz; Karow;
Wasserman, 2013; Jefferis, 2009). Tais inovagdes consolidaram os mAbs como ferramentas

terapéuticas essenciais no tratamento de doengas autoimunes, cancer e infecgdes cronicas.
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1.3.1 Engenharia de fragmentos de anticorpos

Inicialmente, o foco da engenharia de anticorpos estava na manipulacao das regides
variaveis para humanizar e desenvolver anticorpos com afinidade, ou para gerar diferentes tipos
de fragmentos de anticorpos, como scFvs, diabodies, PEGylated Fabs, TandAbs (Strohl, 2018).
As pesquisas avangaram consideravelmente com os estudos sobre anticorpos monoclonais,
destacando a importancia e funcionalidade dos fragmentos de anticorpos. Ficou evidente que
ndo ¢ necessario utilizar a molécula inteira para desempenhar uma fungao especifica (Kennedy
et al., 2018; Saeed et al., 2017). Esse avanco permitiu a exploracdo de inimeros fragmentos

distintos, adaptados para atender a propoésitos especificos (Figura 3).

Figura 3 — Representacdo esquematica de diferentes formatos de fragmentos de anticorpos.

S & o & @

VhH domain V-NAR domain V. domain
(~15 kDa) (~15 kDa) (~15 kDa) Fab scFv
(~55 kDa) (~28 kDa)
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5 i~153) Bis-scFv Diabody
(bispecific) (bispecific)
(~55 kDa) (~50 kDa)

35 Fab, Triabody
(bispecific) / (trivalent)
(=110 kDa) . (~75 kDa)
Fab, Minibody Tetrabody
(trispecific) (bivalent) (tetravalent)
Camel Ig IgNAR IgG (~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)

Fonte: (Holliger; Hudson, 2005). Esses fragmentos sao construidos por técnicas de engenharia de anticorpos para
aplicagdes terapéuticas aprimoradas. Em vermelho, tem-se dominio VhH de camelideo; em roxo, dominio V-NAR
de tubardo; em verde escuro, Vy de dominio tinico e, em verde claro, V. de dominio (inico; em azul, dominios C;

em laranja, Vi e Vi de IgG “classica”.

Na figura 3, sdo mostrados alguns fragmentos obtidos por meio de técnicas de
engenharia de anticorpos, como o scFv (do inglés, single-chain fragment variable). A estrutura
desse fragmento engloba exclusivamente os dominios variaveis tanto da cadeia pesada (Vu)
quanto da cadeia leve (VL), conectados por um pequeno linker peptidico altamente flexivel,
geralmente composto por glicina e serina (Figura 4). Esses dominios ¢ que sdo responsaveis
por reconhecer um epitopo expresso em um antigeno de forma bastante especifica, ja que

apresentam as CDRs.
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Figura 4 — Esquema ilustrativo da estrutura de um scFv, destacando sua composi¢do com o0s
dominios Vu e VL, e evidenciando a conexao dos dominios variaveis de um anticorpo por meio

de uma cadeia polipeptidica flexivel conhecida como /inker.

r Linker

% ¥y —

Anticorpo
completo

scFv

Fonte: a autora.

Nos fragmentos scFv, a dimensao reduzida (~ 25 kDa) em comparacdo com anticorpos
completos (150 kDa) resulta em uma reducdo na meia-vida dessas moléculas. Isso ocorre
porque esses fragmentos sdo facilmente eliminados pelos rins, que tém a capacidade de
metabolizar compostos de até 55 kDa (Holliger; Hudson, 2005). Além disso, essas moléculas
geralmente carecem da por¢ao Fc, o qual se conecta ao receptor neonatal (FcRn) responsavel
pela extensdo da meia-vida das IgGs (Fonseca et al., 2018).

A selecao do formato depende da finalidade de uso. Os scFvs destacam-se na capacidade
de alcancar alvos, devido a sua elevada penetrdncia nos tecidos, emergindo como uma
alternativa terapéutica vidvel para tumores solidos (Holliger; Hudson, 2005; Lugovskoy, 2017).
Além disso, a maioria dos fragmentos de anticorpos pode ser expressa em sistemas bacterianos,
beneficiando-se de suas caracteristicas, como tamanho reduzido, menor complexidade em
comparagdo com as IgGs e auséncia de glicosilagdo, o que se apresenta como uma opgao para
reduzir os custos na producao de moléculas terapéuticas.

Nos scFvs, o tamanho do /inker que liga os dominios Vi € VL pode ser significativa para
o processo de producdo dessas moléculas e, até mesmo, a eficacia do tratamento (Shen ef al.,
2008; Singh et al., 2021). Esse tamanho pode alterar de 10 a 25 residuos de aminoécidos, os
quais geralmente possuem caracteristicas hidrofilicas. A presenga de aminoacidos hidrofilicos
na cadeia polipeptidica flexivel pode aumentar a solubilidade do scFv durante a expressdo

heter6loga (Shen et al., 2008).
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Sao relatados dois tipos usuais com /inkers, sendo um composto somente por residuos
de glicina e serina, chamado (G4S)3, e outro composto por residuos de glicina, serina e outros
aminoacidos, como lisina, glutamato, prolina e treonina, chamado Whitlow Linker (Huston et

al., 1988; Whitlow et al., 1993).

1.3.2 Anticorpo m971 e antigeno CD22

O mAb humano m971, direcionado ao CD22, foi identificado inicialmente por meio da
metodologia de phage display utilizando uma biblioteca de Fab humanos naive (Xiao et al.,
2009). A producao do m971, a fim de investigagdes experimentais, ocorre principalmente em
células eucaridticas de mamifero, as quais permitem modificacdes poOs-traducionais e
dobramento adequado, garantindo a funcionalidade do anticorpo (Chen et al., 2023; Erefo-
Orbea et al., 2021; Singh et al., 2021). A engenharia de anticorpos possibilitou aprimoramentos
no m971, como sua constru¢ao na forma scFv, que apresenta produgao facilitada em sistemas
procariotos, maior difusdo tecidual e flexibilidade para aplicacdes em engenharia molecular,
incluindo terapias CAR-T (Ahmad et al., 2012). Estruturalmente, a orientagdo do scFv de m971
¢ Vu-VL.

Existem outros candidatos terapéuticos direcionados a CD22 que ndo sdo de origem
totalmente humana, como epratuzumab, inotuzumab ozogamicina e a imunotoxina BL22 (Xiao
et al., 2009; Xu et al, 2023). O m971 tem sido amplamente estudado para aplicagdes
terapéuticas, especialmente em terapias CAR-T anti-CD22, com foco em leucemias de células
B, como a LLA (Ereno-Orbea et al., 2021; Singh et al., 2021; Xu et al., 2023). Esse anticorpo
reconhece um epitopo distinto das imunotoxinas HA22 e BL22, também utilizadas em CAR-T
anti-CD22. Enquanto HA22 e BL22 se ligam ao dominio 3 do CD22, m971 se liga aos dominios
extracelulares proximais d5—-d7, sem envolvimento de glicanos, e apresenta avidez
relativamente baixa (Xu et al., 2023). O mAb epratuzumabe, por sua vez, reconhece dominios
mais distais da membrana (Erefio-Orbea et al., 2021). Essa especificidade torna o m971
promissor para CAR-T anti-CD22 e CARs biespecificos anti-CD19/CD22.

O CD22 ¢ uma glicoproteina transmembrana expressa em células B, frequentemente
mantida em estdgios mais tardios do desenvolvimento de células B, estando presente em
tumores CD19-negativos. Atua como regulador da ativagdo do receptor de células B e pertence
a familia Siglec, reconhecendo glicanos terminados em acido a-2,6-sidlico. Seu dominio

extracelular (ECD) ¢ composto por sete dominios semelhantes a imunoglobulina (d1-d7) e
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inclui 12 glicanos ligados a N (Fry et al., 2018), como apresentados na figura 5. A interacdo do
CD22 com acido sialico leva a fosforilagdo dos motivos inibitorios baseados em tirosina ¢ ao
recrutamento da tirosina-proteina fosfatase SHP-1, reduzindo a resposta das células B (Erefio-
Orbea et al., 2021).

Enquanto o Fab de epratuzumabe se liga ao glicano no CD22 (N231 em d2, Figura 5),
0 m971 ndo interage com o glicano N634 em d7, sugerindo que sua ligacao ¢ independente
dessa modificagdo. Isso pode prolongar seus efeitos anti-leucémicos, conforme discutido por
Erefio-Orbea et al. (2021), pois evita a interferéncia de glicosiltransferases, que podem alterar
a glicosilagdo dos antigenos-alvo, afetando o reconhecimento, a afinidade e a imunogenicidade
dos anticorpos. Assim, o desenvolvimento de CAR-T anti-CD22 baseados no m971 representa

uma alternativa promissora para tratar canceres de células B.

Figura 5 — Ilustragdo esquematica de CD22 ancorado a superficie celular por meio do anticorpo

terapéutico epratuzumab.

Epratuzumab

Fonte: (Erefio-Orbea et al., 2021). O dominio extracelular do CD22 ¢ formado por sete dominios. Essa

glicoproteina transmembrana apresenta 12 glicanos ligados a N (representados por esferas azuis) no dominio

extracelular.

A analise da estrutura cristalografica do CD22 humano em complexagdo com o Fab de
m971 revelou que o0 m971 se conecta ao dominio mais proximo da membrana, ou seja, ao
dominio d7. Além disso, as trés regides determinantes de complementaridade de cadeia pesada
(HCDRs 1, 2 e 3) e as regides determinantes de complementaridade de cadeia leve (LCDRs 1

e 2) da por¢ao Fab do m971 interagem com epitopos localizados na hélice Cp e nas algas C—E
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e E-F do dominio extracelular d7 da molécula CD22, conforme mostrado na Figura 6 (Erefio-

Orbea et al., 2021). Essas observagdes reforcam o potencial para aplicacdes terapéuticas,

Figura 6 — Estrutura tridimensional dos dominios d6 e d7 de CD22 em complexo com Fab de

m971, a esquerda, e delineamento da interface de interagdo com CD22, a direita.

A) CD22

£529-C517

Fonte: (Erefio-Orbea ef al., 2021). Em A) cristal da estrutura de CD2246-47 em complexo com Fab m971. Os

dominios d6 (amarelo) e d7 (trigo) apresentam uma dobra Ig do tipo C2. A N-acetilglucosamina ligada a N634 em
d7 é exibida como bastdes azuis. As ligagdes dissulfeto internas nos dominios Ig (C529—C517 em d6; C616—C659
em d7) também sdo representadas como bastdes. O Fab m971 reconhece um epitopo em d7, envolvendo a fita fC
e os loops C—E e E-F. As cadeias pesada (ciano escuro) e leve (ciano) de m971 séo representadas como cartoons.
Em B) Algas CDR de m971 interagem com o dominio d7 de CD22 (cor marrom). As al¢as de CDR das cadeias
pesadas variaveis HCDR1, HCDR2 e HCDR3 interagem com a cadeia B C (cor azul-petréleo). LCDR1 e LCDR2

(cor ciano) interagem com as algas C—E e E-F de d7.

1.3.3 Terapia com células CAR-T

Uma abordagem em répido crescimento na imunoterapia para tratar cadnceres hematoldgicos
envolve o uso de linfocitos T maduros modificados ex vivo, os quais sdo programados para
expressar receptores quiméricos de antigenos (CARs) direcionados a antigenos especificos em
células cancerigenas. O CAR projetado tem a capacidade de redirecionar as células T,

conhecidas como células T receptoras quiméricas de antigenos, ou CAR-T, para atacar e destruir
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seletivamente as células cancerigenas que expressam o antigeno, sem depender
significativamente do complexo de histocompatibilidade (Erefio-Orbea et al., 2021).

Os elementos essenciais de um CAR compreendem o dominio extracelular de ligacdao ao
antigeno, geralmente um scFv, uma regido transmembrana e de dobradica, chamada de hinge
ou regido espagadora, que ancora o receptor a superficie celular e projeta o fragmento variavel
de cadeia Unica para o dominio extracelular, além de motivos de sinaliza¢do intracelular
provenientes do receptor de células T (como CD3§, CD28, 4-1BB ou OX40) que sao acionados
ap6s o engajamento com o antigeno (Figura 7). Dessa forma, os CARs sdo concebidos para
converter eventos de reconhecimento de antigenos em sequéncias de sinalizagdo que
desencadeiam fungdes efetoras das células T, como a liberagao de fatores citotoxicos e citocinas

pro-inflamatorias (Ereno-Orbea ef al., 2021).

Figura 7 — Ilustragdo esquematica geral das porgdes estruturais de um médulo CAR
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Fonte: Adaptado de (Jayaraman et al., 2020).

Em casos de leucemias e linfomas associados a células B, o CD19 destaca-se como
um alvo promissor para terapias baseadas em células CAR-T. Isso se deve a sua expressao
restrita a linhagem de células B, o que reduz os efeitos citotoxicos globais fora do alvo. Embora

a regressao completa do tumor seja alcancada em uma parcela significativa de pacientes, a
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terapia com células CAR-T anti-CD19 enfrentou resisténcia em alguns casos devido a perda de
expressao do antigeno. Nesse contexto, o receptor CD22 emerge como um alvo alternativo para
terapias com células CAR-T em neoplasias de células B. Células CAR-T direcionadas ao CD22
demonstraram efeitos antineoplasicos robustos em ensaio clinico de fase 1 envolvendo
pacientes que ndo responderam a remissao no protocolo de CAR-T anti-CD19 (Erefio-Orbea et
al.,2021; Fry et al., 2018).

A pesquisa sobre terapia celular CAR-T direcionada ao CD22 comegou com scFvs
derivados das imunotoxinas recombinantes HA22 e BL22 (Xu et al., 2023). No entanto, células
CAR-T contendo o scFv de HA22 ndo demonstraram maior atividade citotoxica em
compara¢do com aquelas usando o scFv de BL22. Isso pode ser atribuido ao fato de que o scFv
de HA22 nao gera um sinal de ativagao suficientemente forte, mesmo na presenga de estimulo
antigénico adequado (Long; Haso; Orentas, 2013). Como alternativa promissora ao HA22, o
anticorpo anti-CD22 totalmente humano m971 vem ganhando destaque.

O aumento da afinidade do scFv m971 ndo melhorou a atividade das células CAR-T in vitro
e in vivo contra células leucémicas com baixa expressao de CD22 (Ramakrishna ef al., 2019).
No entanto, células CAR-T de segunda gerac¢do contendo o scFv m971 demonstraram maior
atividade antitumoral em comparagdo com aquelas que utilizavam os scFvs BL22 ou derivados
de HA22 (Haso et al., 2013; Long et al., 2015). Isso pode estar relacionado a internalizagao
mediada por HA22, que reduz a densidade de CD22 na superficie das células tumorais, um
efeito ndo observado com o anticorpo m971 (Du et al., 2008; Xiao et al., 2009).

Em estudo conduzido pelo National Cancer Institute (NCI), EUA, utilizando CAR-T anti-
CD22 em pacientes com LLA, foram testadas duas construgdes de CAR. A primeira construgao
foi composta pelo scFv derivado de m971, cujas cadeias Vy e VL foram conectadas por um
linker com cinco aminoacidos (GGGGS), ou seja, por um linker curto. O scFv desse CAR foi
unido ao hinge e a regido transmembrana formados por CD8a, que, por sua vez, foram
conectados aos dominios de sinalizagdo intracelular CD36 e 4-1BB. A segunda constru¢do foi
composta da mesma maneira, sendo diferenciada apenas no /linker, que nesse caso possuia 20
aminoacidos ((GGGGS)4), ou seja, mais longo. Os resultados da pesquisa demonstraram uma
atividade mais promissora no CAR que incorporava o scFv mais curto, ja que exibiu uma
sinalizagdo celular antileucémica autonoma mais aprimorada que o scFv com /inker longo
(Singh et al., 2021). O encurtamento do /inker que conecta Vi € VL no scFv pode impactar
assim a eficacia do CAR-T anti-CD22. Singh e colaboradores (2021) observaram, desse modo,
que linkers curtos favorecem a formac¢do da sinapse imune e o agrupamento espontaneo de

CARs sem necessidade de estimulo antigénico, promovendo ativagdo tonica e melhorando a
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funcionalidade das células CAR-T.

O ensaio clinico piloto de células CAR-T anti-CD22 com scFv m971 com linker longo
direcionados a pacientes pedidtricos com LLA refratdria ou resistente a quimioterapia
(identificador ClinicalTrials.org NCT02650414) esta em fase de recrutamento de pacientes. Ja
o estudo clinico voltado para adultos (identificador ClinicalTrials.org NCT02588456) foi
encerrado por falta de eficdcia. Ambos os estudos sao de responsabilidade da Universidade da
Pensilvania.

No trabalho de Queiroz, 2024, foram investigadas as diferengas estruturais entre scFv e
CD22, usando simulagdes de Dindmica Molecular para estudar a interacdo entre eles,
especialmente em modelos de membrana lipidica. Os resultados geraram um protocolo que
permite avaliar a interagdo scFv/CD22 e propor mutacdes para modular a avidez, o que pode
ser efetivo para aplicagdo em CAR, para terapias mais eficientes em CAR-T.

Portanto, ¢ essencial avaliar a capacidade de anticorpos de se ligarem aos antigenos
especificos. Entender como ocorre a interagdo scFv/CD22 possibilita propor modifica¢des no
scFv para melhorar a terapia CAR-T. As técnicas de interferometria e citometria sdo
complementares e constituem ensaios de funcionalidade bastante robustos. Ao serem usadas
em complementaridade a dados in silico por DM, revelam detalhes molecular-atomistico que

outras técnicas nao alcangam.

1.4 Interaciio antigeno-anticorpo: Citometria de Fluxo e Interferometria

Algumas técnicas in vitro podem ser utilizadas para determinar afinidade e capacidade
de ligacao de um anticorpo a um antigeno. Ao estudar a interagdo do anticorpo ao antigeno na
forma soluvel, pode-se considerar a técnica de interferometria de biocamada (BLI, do inglés
Bio-Layer Interferometry).

A BLI ¢ uma técnica analitica Optica que mede diferentes padrdes de interferéncia
luminosa entre ondas de luz para analisar interagcdes moleculares. Um biossensor de fibra optica
¢ exposto a luz branca, que reflete em duas camadas: uma camada biocompativel na ponta da
fibra e uma camada de referéncia interna. A interferéncia entre os feixes refletidos depende da
espessura da camada na ponta. Quando moléculas alvo se ligam a superficie do biossensor, essa
espessura aumenta, alterando o padrao de interferéncia (Figura 8). A variacao ¢ detectada como
uma mudanca no comprimento de onda, permitindo monitorar em tempo real as interagdes

moleculares (Tobias; Kumaraswamy, 2013).
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Algumas limitagdes das condigdes experimentais da BLI podem ser destacadas, como a
dependéncia de moléculas soluveis ou previamente imobilizadas no biossensor, o que pode nao
refletir a complexidade das interagdes em um ambiente celular, e a impossibilidade de realizar

a analise em ambiente celular.

Figura 8 — Esquema de funcionamento de biossensor utilizado em BLI
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Fonte: Adaptado de Tobias; Kumaraswamy, 2013. A) Ilustra¢ao das duas interfaces Opticas na ponta do biossensor:
a camada de referéncia interna (camada dptica) e a matriz biocompativel de superficie na qual as moléculas de
ligante sdo imobilizadas. B) Ilustragdo do padrdo de interferéncia da luz branca refletida de duas superficies, pela
técnica de analise optica BLI. Mudangas no numero de moléculas ligadas ao biossensor causam uma mudanga no

padrdo de interferéncia que ¢ medido em tempo real.

Com relagdo a interacdo do anticorpo ao antigeno associado a superficie celular, pode-
se utilizar a técnica de citometria de fluxo, a qual ¢ ideal para avaliar a ligacdo de anticorpos a
antigenos expressos na superficie celular, como proteinas transmembrana. A acessibilidade de
um antigeno especifico em células utilizando anticorpos marcados com fluorocromos pode ser
estudada (Figura 9C). O principio da técnica de citometria de fluxo consiste na utilizagdo de
um laser para excitar esses fluorocromos, permitindo a andlise de informagdes bioldgicas,
moleculares e quimicas. As células, transportadas por um fluxo hidrodindmico continuo, sdao
interceptadas individualmente pelo laser, que induz a emissdo de luz caracteristica do
fluorocromo (Figura 9A). Sistemas opticos e eletronicos coletam, filtram e convertem os sinais
de dispersdo de luz e fluorescéncia em pulsos elétricos. Esses pulsos sdo processados por um
sistema computacional, que gera dados graficos mono e biparamétricos, representando
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas das células com base na intensidade da fluorescéncia
e dispersdo da luz (Bajgelman, 2019; de Carvalho; Ribeiro; Nogueira, 2010; Robinson et al.,
2023).
A necessidade de células em suspensdo vidveis e alta autofluorescéncia das células

podem ser fatores limitantes da técnica. Além disso, por meio da citometria de fluxo nao €
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possivel obter informagdes diretas sobre as cinéticas de interagdo, como as taxas Kon/kofr ou

afinidade molecular conseguidas na BLI.

Figura 9 — Esbogo geral do principio da técnica de citometria de fluxo.
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Fonte: a autora. A) Laser incidindo na célula do fluxo hidrodindmico, com detecgdo de sinal pelos detectores
frontal (FSC), lateral (SSC) e canais de fluorescéncia (FL1 e FL2). B) Luz refletida e refratada é detectada no SSC,
dando informagoes sobre a complexidade da célula, e a luz difratada é detectada no FSC, dando informagdes sobre
o tamanho relativo da célula. Em C) representacdo da ligacdo do scFv (Ac — anticorpo 1°) ao antigeno CD22
presente na superficie da célula, com detec¢@o possivel em virtude do anti-HA (Ac — anticorpo 2°), conjugado com

fluorocromo FITC.

As técnicas de citometria de fluxo e BLI sdo complementares e permitem analisar
interacdes moleculares e celulares com alta precisao. A combinagdao de ambas possibilita uma
abordagem integrada para explorar diferentes aspectos da intera¢dao antigeno-anticorpo, desde

a caracterizagdo inicial em solu¢do até a validacdo em células. Isso oferece uma visao mais
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detalhada de processos moleculares que s3o especialmente uteis em estudos de

desenvolvimento de biomoléculas terapéuticas, como os scFvs.

1.5 Estado de oligomerizacio de scFvs

Para aplicar os scFvs, ¢ importante definir o estado de oligomerizacao dessas
moléculas. Ao encurtar o linker para cerca de 5-10 aminoacidos, pode ocorrer dimerizacao do
scFv, originando o chamado diabody, e ao reduzir o linker ainda mais, ou remové-lo
completamente, pode resultar na formagdo do chamado triabody (Arndt; Miiller; Pliickthun,
1998; Kortt et al., 1997; Perisic et al., 1994). O dominio Vi de um scFv pode parear com o
dominio Vi de outro scFv e vice-versa, fendomeno denominado de troca de dominio (Arndt;
Miiller; Pliickthun, 1998; Atwell et al., 1999; Kwon; Kim; Lee, 2019; Perisic et al., 1994).

Os scFvs podem formar dimeros sob determinadas condi¢des. Além do comprimento
do linker, alguns fatores podem fazer com que um scFv monomérico forme dimero em um
equilibrio dindmico, como congelamento e descongelamento, condi¢des de expressdo, pH,
forca i0nica, concentracdo de proteina e presenca ou auséncia de antigeno (Arndt; Miiller;
Pliickthun, 1998; Kortt et al., 1997).

Os diabodies possuem a capacidade de se ligar a dois antigenos distintos ou a dois
epitopos diferentes de um mesmo antigeno, tornando-se moléculas bivalentes com avidez
superior em comparagdo aos fragmentos de anticorpos monoméricos. (Kwon; Kim; Lee, 2019;
Lidel et al., 2019).

Para investigar o estado oligomérico das proteinas em soluc¢do, diversos métodos, como
dispersdo de raios X em baixo angulo (SAXS) e espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS),
podem ser utilizados para avaliar seu tamanho, forma, massa molecular e propriedades
hidrodinamicas. Além disso, a formagao de dimeros ou oligdmeros pode ser identificada por
meio de separagao em colunas de cromatografia de exclusao por tamanho (SEC) analitica, um
método que permite a obtencdo de perfis de tamanho real devido as condig¢des suaves de
separagdo, que garantem alta resolucdo. A combinagdo de diferentes técnicas ¢ fundamental,
pois proteinas, como os anticorpos, sao moléculas de complexidade bioldgica consideravel

(Lidel et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

O Grupo de Engenharia de Proteinas e Solugdes para Saude (GEPeSS), da Fiocruz-CE,
conta com um historico de estudos de desenvolvimento de scFvs anti-CD19 e anti-CD20,
especialmente utilizando técnica de phage display para selecionar anticorpos promissores
contra alvos direcionados em terapias CAR-T. O estudo de Queiroz, 2024 analisou a interacao
entre scFv e CD22 por meio de simulagdes de Dinamica Molecular, focando em modelos de
membrana lipidica. Os resultados estabeleceram um protocolo para avaliar essa interagdo e
sugerir mutagdes para modular a avidez, contribuindo para terapias CAR-T mais eficazes.

A interacdo entre anticorpos e antigenos ¢ uma questdo fundamental no campo da
imunologia e tem implicag¢des criticas para o desenvolvimento de terapias contra o cancer.
Entender a natureza e¢ a for¢a dessa interacao (Kg) € essencial para avaliar a eficacia dos
anticorpos em diversos contextos, desde aplicagdes terapéuticas até métodos diagnosticos.
Desse modo, investigar a intera¢do entre os scFvs derivados de m971 com linker curto e linker
longo com 0 CD22, bem como avaliar a funcionalidade desses fragmentos de anticorpo, fornece
uma abordagem abrangente e detalhada para a caracteriza¢do dessas moléculas. Além disso,
outro fato que reforca a importancia de se estudar essas moléculas é que foram publicados
resultados de ensaios clinicos com dois CARs anti-CD22, com scFv com /inker curto e longo,
ambos usando Vy e VL do m971 (Singh et al., 2021). O CAR-T anti-CD22 com scFv com linker
curto demonstrou maior potencial em comparagdo ao com linker longo. Este ultimo, inclusive,
teve seu uso em ensaios clinicos para adultos com LLA recidivante e refratdria descontinuado
devido a falta de eficacia.

Dessa forma, destaca-se a necessidade de explorar e otimizar a afinidade de scFvs em
terapias CAR-T, especialmente quando direcionados a antigenos como o CD22, no tratamento
de canceres hematologicos.

Ao abordar as questOes fundamentais relacionadas a interacdo e funcionalidade dos
anticorpos, sao fornecidas informagdes valiosas para avancar no entendimento das respostas
imunologicas e contribuir para o aprimoramento de abordagens terapéuticas baseadas em

anticorpos.
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3 HIPOTESES

A. A producgdo dos scFvs com linkers curto e longo ¢ viavel em sistema heterdlogo
bacteriano, utilizando linhagem de E. coli Shuffle B.
B. Existem diferencas nas funcionalidades de scFvs com linkers curto e longo na

interagdo com CD22.
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4 OBJETIVOS

Avaliar a interacao entre scFvs com /inker curto e longo, derivados do anticorpo m971,

e o CD22.

4.1 Objetivos especificos

a) Introduzir os genes dos scFv de m971 com linkers curto e longo em células da linhagem
E. coli Shuffle B por meio de transformacao bacteriana.

b) Verificar a expressdo dos scFvs por meio de gel de visualizagdo proteica e
imunodeteccdo mediante western blotting.

c) Padronizar expressao e purificagao dos scFvs em plataforma procariotica.

d) Otimizar condi¢des e parametros de expressdo e rompimento celular.

e) Realizar cromatografia de exclusdo analitica para avaliar estado de oligomerizagao dos
scFvs.

f) Avaliar estabilidade conformacional dos scFvs mediante fluorescéncia dos residuos de
triptofano.

g) Caracterizar a interacao dos scFvs com o CD22 por meio de citometria de fluxo.

h) Determinar pardmetros cinéticos de interacao (kon, kofr € Ka) por meio de interferometria

de biocamada.
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5 METODOLOGIA

5.1 Material biologico

Para transformagdo dos scFvs com linker curto e longo, o estudo partiu dos vetores
pET28a-SUMO sintetizados (GenScript USA, Inc.) com as respectivas sequéncias génicas
codificadoras dessas moléculas para expressao recombinante em bactéria. Os vetores possuem
gene de resisténcia a canamicina. A bactéria de expressao escolhida foi Escherichia coli Shuffle,
derivada da linhagem E. coli B. Essa linhagem possui modificagdes genéticas que facilitam a
expressdo de proteinas com pontes dissulfeto no ambiente citoplasmatico, algo que nao ¢

comum nas linhagens tradicionais de E. coli (New England Biolabs®, 2024).

5.2 Transformacio das linhagems recombinantes

As linhagens de E.coli Shuffle B foram transformadas por choque térmico
separadamente, a fim de receberem os plasmideos pET28a-SUMO, contendo os genes de
interesse, scFV m971 com linker curto e com linker longo. Para isso, utilizaram-se 40 ng do
DNA plasmidial e 50 pL de E. coli Shuffle B. Os tubos contendo DNA e bactéria foram
colocados em gelo por 20 minutos. Ao final desse tempo, os tubos foram transferidos para o
banho seco a 42 °C por 45 segundos, seguido de 2 minutos no gelo. Em seguida, adicionou-se
em cada tubo 1 mL de meio LB. Por fim, foram incubados em shaker a 200 rpm, 37 °C por 1 h
para regeneragdo das células. Apds o periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados a
10.000 x g por 30 segundos, descartando-se grande parte do sobrenadante, homogeneizando
gentilmente o pellet no restante da solucao. Utilizou-se 50 uL. do homogeneizado para plaqued-
lo em 10 mL de meio LB 4gar, contendo seu respectivo antibidtico de resisténcia (canamicina

40 ng /mL para pETSUMO) overnight a 37 °C em estufa.

5.3 Expressao de scFvs com linker curto e longo em sistema E. coli Shuffle B

Para teste inicial de expressdo, os indculos de pET28a-SUMO com /inker longo e curto
em Shuffle B foram preparados separadamente, com 50 mL de meio Terrific Broth (TB —
Extrato de levedura 24% (p/v), Triptona 20% (p/v) e 0,4% (v/v) de Glicerol), SmL de tampao
fosfato filtrado em filtro de 0,45 pm (0,17 M de KH2PO4 € 0,72 M KoHPO4) com antibiotico

canamicina (40 pg /mL) em frasco tipo erlenmeyer de 250 mL estéril. Adicionou-se 1 mL de
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bactérias crescidas provenientes de colonias de um pré-inéculo também em meio TB. Essa
cultura foi incubada em agitador orbital a 37 °C e 200 rpm, medindo-se a D.O.sponm até que esta
atingisse 0,4-0,6. Induziu-se a expressao com Isopropril-B-D-tiogalactopiranose (IPTG,
Promega®) na concentragio final de 1 mM, 4 h, a 30 °C, em agitador orbital a 200 rpm. Apds
esse periodo, o restante da cultura seguiu para centrifugagdo a 8.000 x g por 10 min e 4 °C.
Aliquotas pré-inducdo e ao final do cultivo foram obtidas para posterior visualizacdo das
proteinas em gel de eletroforese.

No intuito de otimizar a producao dos scFvs de forma soltvel e evitar a formacao de
corpos de inclusdo, outra condigdo de expressao foi testada. Nesse caso, os inoculos de pET28a-
SUMO com /inker longo e curto em Shuffle B foram preparados separadamente, com 250 mL
de meio TB, seguindo as mesmas propor¢des anteriormente descritas, suplementado com
canamicina (40 pg/mL) em frasco tipo erlenmeyer de 1 L estéril. Adicionaram-se 5 mL de
bactérias crescidas provenientes de colonias de um pré-indculo também em meio TB. A indugao
da expressao foi feita com IPTG na concentragdo final de 0,5 mM, 16 h (overnight), a 16 °C,
em agitador orbital a 200 rpm. Apods esse periodo, o restante da cultura seguiu para
centrifugacdo a 8.000 x g por 10 min e 4 °C. Os pellets foram armazenados em -20 °C para

posterior purificagdo.

5.4 Western blotting

Para a realizacdo do western blotting dos scFvs com linker longo e curto expressos no
teste inicial (1 mM de IPTG, 4 h, 30 °C), correu-se um gel de poliacrilamida 12,5 % em
condi¢des desnaturantes e redutoras. Apds a corrida, foi realizada a eletrotransferéncia dos
scFvs para membrana de nitrocelulose em equipamento de eletrotransferéncia do tipo Semi-dry
TransBlot Turbo Transfer System (Biorad®). Seguiu-se o bloqueio com 5 % de leite desnatado
diluido em PBST (PBS + 0,05% Tween 20) overnight, a 4 °C. Logo apos 3 lavagens de 10 min
cada, sob agitacdo em temperatura ambiente, incubou-se a membrana com proteina L. conjugada
com HRP (horseradish) 1:5000 (v/v) diluido em leite 3 % em PBST, por 1 h sob agitacdo em
temperatura ambiente. Por fim, foram realizadas 3 lavagens de 10 min cada e a membrana
seguiu para revelacdo com substrato quimioluminescente. Para realizacdo de western blotting
dos scFvs sem cauda SUMO, seguiu-se metodologia similar, utilizando, alternativamente a
proteina L, o anticorpo monoclonal HA Tag (2-2.2.14), HRP (Invitrogen), na dilui¢do 1:5000
(V/v).
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5.5 Purificacido de proteinas em coluna de afinidade e de exclusdo molecular

A purificacdo dos scFvs foi realizada por cromatografia de afinidade com metal
imobilizado (IMAC), utilizando um sistema automatizado AKTA Pure (Cytiva®) e uma coluna
HisTrap HP 1 mL (Cytiva®) carregada com niquel. Os scFvs, expressos no vetor pET28a-
SUMO, possuem uma tag de 6 histidina (6xHis), que se liga seletivamente ao niquel da coluna.
O pellet obtido de 250 mL de cultura bacteriano foi ressuspenso em 20 mL de tampao A (Tris
50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0) com 20 mM de imidazol, 1% de triton X-100, 1% de fluoreto
de fenilmetano sulfonil (PMSF) inibidor de proteases e 0,1% de coquetel inibidor de proteases
(P8340, Sigma-Aldrich). A lise celular foi realizada por sonicac¢do sonica¢ao (Ultrassonicador
QSonica Q700, microssonda 4420) em banho de gelo, com ciclos de 5 s de pulsos e 30 s de
intervalo (amplitude de 5 %), totalizando 10 minutos. Apds a sonicacdo, a amostra foi
centrifugada a 10.000 x g por 30 min (4 °C) para separar as proteinas soliveis (sobrenadante)
dos debris celulares e proteinas insoluveis (pellet).

O sobrenadante foi filtrado em filtro de membrana poliéter sulfona (PES) de 0,22 pum.
Os tampdes utilizados no AKTA Pure também foram filtrados em bomba de vacuo, utilizando
filtros de 0,45 um. No cromatdgrafo, a amostra foi equilibrada com a coluna e foi lavada com
tampao A (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0) com 5 mM de imidazol, lavada com 5% de
tampao B (Tampao B: Tris 50 mM, NaCl 300 mM, 500 mM de imidazol, pH 8,0) e eluida com
gradiente linear de concentrag¢do de imidazol. Apds a eluicdo, as aliquotas contendo os picos
referentes as proteinas obtidas no processo de cromatografia foram submetidos a eletroforese
redutora e desnaturante em gel de poliacrilamida 12,5 % (SDS-PAGE) para os scFvs. Apés a
corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 para revelagdo das bandas
proteicas.

Para remocao do imidazol e consequente preservagdo das proteinas, uma segunda etapa
de cromatografia foi realizada, a cromatografia de exclusdo molecular, em coluna Sephacryl™
S-200 HR. A coluna foi inicialmente equilibrada com tampao fosfato-salino (PBS), sendo eluida
também em PBS. Apds essa etapa, as amostras foram concentradas em Amicon® Ultra, 10 kDa
MWCO, e novo gel de eletroforese foi corrido.

Ap0s a expressao das proteinas em pET28a-SUMO, ¢ conveniente a excisdo da cauda,
procedimento realizado por meio da enzima ubiquitin-like protease (ULP) SUMO protease, que
clivaa cauda SUMO de forma especifica nos scFv-SUMO, levando consigo a cauda de histidina
(HisTag). A enzima ULP SUMO protease foi previamente expressa de forma heteréloga pelo

grupo e armazenada a 4 °C. A reacdo de clivagem da ULP SUMO protease se deu mediante
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incubagdo overnight a 4 °C da proteina fusionada com a ULP, em uma proporg¢ao de 10:1 m/m
(10 mg de proteina de interesse para 1 mg de ULP). O contetdo da digestao foi passado em
coluna IMAC, e os scFvs clivados foram coletadas como pico nao retido, monitorados por
leitura de absorbancia a 280 nm, uma vez que essas moléculas nao possuem mais nenhuma

cauda que as fagam interagir com a matriz cromatografica.

5.6 Cromatografia de exclusao de tamanho analitica

Para determinagdo do estado de oligomerizagdo dos scFvs, foi realizada cromatografia
de exclusio molecular analitica. Uma coluna Superdex™ 200 Increase 10/300 GL (GE
Healthcare) foi equilibrada com 2 volumes de coluna de tampao fosfato-salino (PBS). Apos a
injecdo da amostra, a proteina foi eluida, observando-se a absorbancia UV a 280 nm. A coluna
foi calibrada com Blue Dextran (2.000 kDa, volume vazio) apoferritina (440 kDa), alcool
desidrogenase (150 kDa), conalbumina (75 kDa), ovalbumina (44 kDa), anidrase carbonica (29
kDa), ribonuclease A (13,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa) em PBS antes de executar a corrida

cromatografica dos scFvs.

5.7 Avaliacao de estabilidade conformacional dos scFvs

Foi realizada analise de estabilidade conformacional dos scFvs, com base na emissdo
de fluorescéncia por residuos de triptofano, no equipamento Tycho® NT.6 (NanoTemper®
Technologies). Foi obtida a fluorescéncia a 350 nm e 330 nm no curso de aquecimento de 35 a
95 °C, para obter um perfil de razao de fluorescéncia nos comprimentos de onda 330 nm e 350

nm ao longo de 12 dias.

5.8 Cultura de células eucarioticas

As linhagens celulares utilizadas nesse estudo foram Raji (CD22+), linhagem de
linfocito B adquirida, que apresenta expressao na sua superficie celular do CD22; Jurkat (CD22-)
e K562 (CD22-), linhagens de células linfoblasticas que ndo apresentam expressao do CD22.
Essas linhagens celulares, previamente armazenadas em freezer -80 °C, foram descongeladas
aquecendo-se a 37 °C até descongelar um criotubo contendo 1 mL de células previamente
congeladas em meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
(Gibco®) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco®) e 10% de DMSO (Dimetilsulfoxido)
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(Sigma Aldrich®). Em seguida, o conteado foi adicionado a 9 mL de meio RPMI 1640
suplementado e seguiu para centrifugacao 300 x g, 5 min, 20 °C. O sobrenadante foi descartado
e o pellet celular foi ressuspendido em meio RPMI suplementado. Todas as linhagens foram
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB e 1% de
penicilina/estreptomicina. As células foram incubadas em incubadora (HERACell Vios 1601,
ThermoFisher Scientific®) a 37 °C, 5% de CO», sendo monitoradas continuamente em relagio

a sua confluéncia.

5.9 Citometria de Fluxo

Nessa etapa, foram seguidos ensaios com as moléculas de scFv contendo ou ndo a cauda
SUMO, a fim de investigar a influéncia dessa cauda na interagdo com o CD22.

As células cultivadas, Jurkat, K562 e Raji, foram inicialmente contadas e avaliadas
quanto a viabilidade utilizando uma camara de Neubauer. Uma amostra de 10 pL das células
foi coletada e diluida na proporg¢do 1:1 (v/v) em azul de tripano 0,4% para contagem. As células
coradas foram depositadas na Camara de Neubauer e visualizadas em microscopio Optico com
aumento de 40x. Apds a verificacdo da viabilidade e a contagem, o pellet celular foi diluido
para obter uma concentracdo de 1,0 x 10% células/mL. As células foram distribuidas em
microplaca de 96 pocos com fundo arredondado e centrifugadas a 400 x g por 5 min a 20 °C.
As células foram lavadas com tampao FACS (PBS coontendo 2% SFB e 2 mM EDTA),
descartando-se o sobrenadante. Em seguida, adicionaram-se 60 puL de corante de viabilidade
fixavel Invitrogen™ eBioscience™ eFluor™ 780 1:1000 (v/v) e de bloqueador de receptores
Fcy (receptores Fc para imunoglobulina G) BD Pharmingen™ Human BD Fc Block™ 1:20
(v/v). A mistura foi incubada por 20-30 min a temperatura ambiente. Apds a incubagdo,
adicionaram-se 140 pL de tampao FACS, e as células foram centrifugadas a 400 x g por 5 min
a 20 °C, com descarte do sobrenadante. Posteriormente foram adicionados 60 puL de scFvs a
300 nM, seguidos por uma nova incubacao por 20-30 min a temperatura ambiente. Novamente,
adicionaram-se 140 pL de tampao FACS, e a centrifugagao foi repetida nas mesmas condigdes.
O sobrenadante foi descartado, e 60 pL do anticorpo secundario anti-HA-FITC 1:500 (v/v)
foram adicionados, com incubagdo por 20-30 min a temperatura ambiente. Ao término dessa
etapa, foram adicionados 140 pL de tampao FACS e centrifugou-se a 400 x g por 5 min a 20
°C, descartando-se o sobrenadante. Uma ultima lavagem com tampao FACS foi realizada. Para
validar a presen¢a de CD22 na superficie da linhagem Raji e a auséncia de CD22 na superficie

das linhagens K562 e Jurkat, utilizou-se BD Pharmingen™ PE Mouse Anti-Human CD22,
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clone HIB22, 1:100 (v/v). Como as linhagens K562 e Jurkat podem ser usadas como controle
negativo em ensaios de citometria para CD22 (Casey et al., 2023), ambas foram consideradas
nos experimentos. Nos dois ensaios iniciais de citometria, ndo foram utilizados corantes de
viabilidade nem bloqueadores de receptores Fcy. Apds esse preparo, as células seguiram para
citometria em FACSCelesta (BD Biosciences), em que foi setada a passagem de 10.000 eventos.

Os dados obtidos foram analisados por meio do software FlowJo.

5.10 Cinética de interacio entre os scFvs e 0 CD22 por interferometria

Para os ensaios de cinética de ligagdo, foram usados sensores de acido nitrilotriacético
de niquel (Ni-NTA). Os biosensores foram hidratados com 200 pL de tampao 1x Kinetics Buffer,
composto por PBS + 0.02% Tween 20 + 0.1% BSA + 0.05% azida sodica, por 10 min a 30 °C
para retirada da sacarose que os preserva. Em seguida, 2,5 pg/mL do CD22 (Cusabio®),
dominios extracelulares dl a d7 (CD2241.47), contendo cauda 6xHis no C-terminal, foi
carregado por 180 s em uma etapa chamada loading, seguido de etapa de baseline para retirada
do excesso de CD22 em tampao Kinetics Buffer. Apds essa lavagem, houve a interacdo do
sensor funcionalizado com o CD22, mergulhando em 200 uL de scFv curto e longo (analito),
em uma curva de concentragdo iniciando com 100 nM e reduzindo com dilui¢des seriadas de
2x, por 300 s de associagdo, seguido de 300 s de dissociagdo. Todas as etapas foram realizadas
a 30 °C com agitagdo de 1000 rpm. Para o processamento e andlise dos dados, foi utilizado o
software Octet Analysis Studio 12.2.2., curva de fitting 1:1. Esses ensaios foram realizados no

equipamento Octet RED96 (Fortébio) da Fiocruz-CE.
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6 RESULTADOS

6.1 Expressao de scFvs com linker curto e longo em sistema E. coli Shuffle B

A etapa de transformacdo das linhagens de E. coli Shuffle B por choque térmico, a fim
de introduzir os plasmideos pET28a-SUMO, contendo os genes de interesse, scFv m971 com
linker curto e com linker longo, foi alcangada com sucesso. Coldnias positivas foram cultivadas
em meio TB, com expressao induzida, conforme protocolo descrito no item 5.3 do tépico
metodologia, referente ao teste inicial de expressdo. Foi possivel constatar que, juntamente ao
ensaio de western blotting, os scFvs foram expressos pelo sistema procarioto (Figura 10). Antes
da inducdo com IPTG, ndo sdo observadas bandas proteicas referentes aos scFvs, o que

confirma que a expressao dessas moléculas depende da indugdo por IPTG.

Figura 10 — Gel de eletroforese para visualizacdo das bandas referentes as proteinas expressas,
aesquerda, e western blotting, a direita. Em destaque pelo retangulo preto no gel de eletroforese
bandas referentes aos scFvs com linker longo e com linker curto, respectivamente, € em
destaque pelo retangulo verde no western blotting, bandas referentes aos scFvs com linker longo
e com linker curto.

Pré L PréL PréC PréC PosL PosL PosC PosC

kDa ~ MM  Sob Célula Sob Célula Sob Célula Sob Célula ’
=
60 ——
— 4 o

45 — e —— . ."

: 1
35 —~— o |
25 — i

Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste das imagens. A massa esperada da constru¢do
his-SUMO-scFv ¢é de aproximadamente 45 kDa. Na imagem, “MM” é marcador molecular; “pré” significa pré-
indugdo; “pds” significa pés-indugdo; “L” significa scFv com linker longo e “C” significa scFv com linker curto;

“Sob” significa sobrenadante de cultura.
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6.2 Purificaciao dos scFvs em colunas de afinidade e de exclusao molecular

Ap0s a etapa de purificacdo, em coluna de afinidade, foi possivel verificar que o scFv-

SUMO esta posicionado em 45 kDa no gel de eletroforese, na figura 11.

Figura 11 — Gel de eletroforese para visualizacdo das bandas referentes as proteinas presentes
nas aliquotas referentes aos picos obtidos no processo de cromatografia de afinidade, visando

a localizacdo dos scFvs com linkers curto e longo no gel.
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Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste da imagem. “MM?” significa marcador molecular;
“14C” a “16C” corresponde as fragdes coletadas do scFv com linker curto; 5 a 9L corresponde as fracdes coletadas

do scFv com linker longo. Seta em azul aponta a massa de 45 kDa.

A etapa de purificagdo dos scFv, com coluna de exclusdo molecular, permitiu o
1solamento em relagdo a outras proteinas de E. coli (Figuras 12 e 13) presentes no gel. Da
mesma forma, permitiu a remog¢ao do imidazol utilizado na etapa de purificacio anterior, em
cromatografia de afinidade, o qual € interferente em ensaios de funcionalidade.

Além disso, a producdo e purificacdo desses fragmentos possibilitou a obtencdo de
proteinas para utilizacdo em ensaios iniciais de citometria de fluxo, a fim de verificar a ligagdo
dos scFvs, contendo cauda SUMO, a molécula de CD22, a qual é expressa na superficie de
células B. As amostras escolhidas para prosseguimento com esses experimentos foram C15

(Figura 12) e L18 (Figura 13).
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Figura 12 — Gel de eletroforese para visualizagdo das bandas referentes as proteinas nas

aliquotas dos picos obtidos no processo de cromatografia de exclusdo por tamanho para o scFv

com linker curto com SUMO.
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Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste da imagem. “MM” significa marcador molecular;
“C11” a“C19” corresponde as fracdes coletadas do scFv com linker curto (pico). Em destaque, amostra C15, com

a qual foram prosseguidos os ensaios de funcionalidade. Seta em azul aponta a massa de 45 kDa.

Figura 13 — Gel de eletroforese para visualizagdo das bandas referentes as proteinas nas

aliquotas dos picos obtidos no processo de cromatografia de exclusdo por tamanho, visando

identificar o scFv com linker longo com SUMO.
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Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste da imagem. “MM” significa marcador molecular;
“L18” a “L30” corresponde as fracdes coletadas do scFv com linker longo (pico). Em destaque, amostra L18, com

a qual foram prosseguidos os ensaios de funcionalidade. Seta em azul aponta a massa de 45 kDa.
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Para obtencdo de mais scFvs para os ensaios de funcionalidade, foram realizados
novos ciclos de expressdao recombinante e purificacdo. Apds a primeira etapa de purificagao,
em coluna de afinidade, foi possivel observar, em gel de eletroforese, uma redugdo na
quantidade de scFvs obtidos (Figura 14), comparando-se a purificagdes anteriores (Figuras 11,
12 e 13). Além disso, a aparicdo de fortes bandas, abaixo de 25 kDa, podem indicar
possibilidade degradacdao dos scFvs, possivelmente na etapa de rompimento celular, com

condic¢des de sonicagdo mais abruptas (Zhu et al., 2018).

Figura 14 — Gel de eletroforese para visualizagdo das bandas referentes as proteinas nas
aliquotas dos picos obtidos no processo de cromatografia de afinidade para os scFvs com linker

curto e longo.
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Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste da imagem. “MM” significa marcador molecular;
“C10” a “C12” correspondem as fracdes coletadas do scFv com linker curto ¢ “L10” ¢ ”L11” as fragdes do scFv

com [inker longo. Seta em azul aponta a massa de 45 kDa.

Visto que as replicatas de expressdo geraram rendimentos varidveis, foram realizadas
novas expressoes, usando as linhagens em estoque e linhagens transformadas novamente. As
condi¢des de expressdo foram mantidas e as condigdes de rompimento celular foram
abrandadas. Com isso, foi possivel obter scFvs soliveis e purificados tanto por meio da

linhagem em estoque quanto por meio da linhagem recém transformada (Figura 15).
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Figura 15 — Géis de eletroforese para visualizacdo das bandas referentes as proteinas obtidas

no processo de cromatografia de afinidade para os scFvs com linker curto e longo.

scFv linker curto scFv linker curto (cepa
(cepa em estoque) de nova transformacéo)

kDa MM Sob Pre FT Cc9 C10 C11 Cnl0 Cnll Cnl2

scFv linkerlongo scFv linkerlongo (cepa de
(cepa em estoque) nova transformagao)
1 |

kDa MM Sob Pre FT L10 L11 Li12 Lnl0 Lnll Lnl2

60

) 415

35

25

Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste das duas imagens que compdem essa figura.
“MM?” significa marcador molecular; “Sob” corresponde ao sobrenadante do rompimento celular; “Pre” significa
a fragdo insolivel (precipitado) do rompimento celular; “FT” corresponde ao flow through que nio se ligou na
coluna de afinidade; “C9” a “C11” e “L10” a “L12” correspondem as fragdes coletadas dos scFvs com linker curto
e longo, respectivamente, obtidos da expressdo das linhagens em estoque; “Cnl10” a “Cnl12” e “Ln10” a “Ln12”
correspondem as fragdes coletadas dos scFvs com linker curto e longo, respectivamente, obtidos da expressao das

linhagens recém transformadas. Seta em azul aponta a massa de 45 kDa.
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Na etapa de purificagdo dos scFvs com coluna de exclusdo molecular, subsequente a
cromatografia de afinidade, foi possivel isolar os scFvs em relacdo a outras proteinas de E. coli,

assim como a remocao do imidazol (Figura 16).

Figura 16 — Gel de eletroforese para visualizacdo das bandas referentes as proteinas obtidas

no processo de cromatografia de exclusdo molecular para os scFvs com linker curto e longo,

respectivamente.
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Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste da imagem. “MM” significa marcador molecular;

25 ok

“C6” a “C9” e “L3” a “L6” correspondem as fragdes coletadas dos scFvs com linker curto e longo,

respectivamente. Seta em azul aponta a massa de 45 kDa.

Ap6s a cromatografia de exclusdo molecular, os scFvs foram incubados com proteina
ULP SUMO protease, para retirada da cauda SUMO (Figura 17). Por meio dessa etapa, buscou-
se obter scFvs sem cauda SUMO, a fim de verificar a eficiéncia de ligagdo ao CD22, mediante
técnicas de citometria de fluxo e de interferometria de biocamada.

Ao final das etapas de purificacio, as amostras foram quantificadas em absorbéncia a
280 nm. O scFv com linker curto estava na concentracao de 88 ug/mL, e o com linker longo a
416 pg/mL. As amostras C15 e L18, utilizadas para o ensaio de citometria com os scFvs
contendo a cauda SUMO, também foram quantificadas, e foi verificado 30 pg/mL para o scFv

com linker curto e 100 ug/mL para o com linker longo.
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Figura 17 — Gel de eletroforese para visualizacdo das bandas referentes as proteinas obtidas

no processo de cromatografia de afinidade, com coleta de flow through, para os scFvs com

linker curto e longo, respectivamente.
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Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na nitidez, brilho e contraste da imagem. “MM” significa marcador molecular;

as bandas proteicas correspondentes aos scFvs estdo destacadas no gel de eletroforese, sendo destacado em roxo a

banda de proteina referente ao scFv com linker curto, de 26,88 kDa, e destacado em amarelo a banda de proteina

referente ao scFv com linker longo, de 27,83 kDa.

Foi realizada nova expressao, seguida de purificacio e remog¢do da SUMO, atingindo-

se 88 ug/mL de scFv com linker curto e 173,8 pg/mL de scFv com linker longo (Figura 18).

Com essa produgdo, seguiu-se para caracterizacdo de estabilidade térmica, interferometria de

biocamada e citometria de fluxo.
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Figura 18 — Gel de eletroforese para visualizacdo das bandas referentes as proteinas expressas,

a esquerda, e western blotting, a direita.
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Fonte: a autora. Foram feitos ajustes na satura¢do da coluna do marcador do western blotting, assim como ajustes
na nitidez, brilho e contraste da imagem. “MM?” significa marcador molecular; “Curto” é scFv com linker curto,

de 26,88 kDa, ¢ “Longo” ¢ scFv com linker longo, de 27,83 kDa.

6.3 Cromatografia de exclusiio por tamanho analitica

A cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC, do inglés Size-Exclusion
Chromatography) analitica pode ser fundamental na determinagdo do estado de oligomerizacao
de determinadas moléculas. Essa técnica permite a separagdo das moléculas com base em seu
tamanho molecular, fornecendo informagdes sobre a presenca de diferentes estados
oligoméricos, como mondmeros, dimeros ou agregados de maior ordem. Com a elucidagdo do
estado de oligomerizagao, torna-se possivel diferenciar as formas monoméricas e oligoméricas
dos scFvs em estudo, fornecendo insights sobre o comportamento em solucao.

Durante a andlise do estado oligomérico dos scFvs por SEC analitica, foi possivel
observar que as proteinas eluiram com picos principais correspondente a uma massa molecular
de cerca de 27 kDa para o scFv com /inker curto (Figura 19) e de 28 kDa para o scFv com linker
longo (Figura 20), em uma concentragdo de proteina de 1 mg/mL. Um pico secundario,
correspondente a uma massa molecular em torno de 47 kDa, foi constatado na SEC analitica da
amostra de scFv com /inker curto.

Alguns parametros foram definidos a partir dos dados das SEC analiticas, como o Kay

(equagdo 1), que ¢ o coeficiente de particdo aparente médio, um fator usado na cromatografia
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de filtracdo em gel para descrever o comportamento de uma molécula em relagdo ao acesso aos
poros da matriz da coluna. Esse parametro ¢ usado para construir curvas de calibragdo que
correlacionam o volume de eluicdo de uma molécula com seu peso molecular, facilitando a

estimativa do tamanho das moléculas desconhecidas.

(1)

Onde V, = volume de void da coluna, Ve = volume de elui¢dao e V¢ = volume geométrico da
coluna.

Figura 19 — Perfil da SEC analitica do scFv com linker curto na coluna Superdex 200 Increase

10/300 GL.
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Fonte: a autora. Em A) tem-se a separagdo cromatografica de 7 proteinas padrdo, as quais estdo na tabela em B),
seguido da sobreposi¢do do perfil cromatografico do scFv com /inker curto, em azul. Em C) tem-se a curva de
calibracao. Foi utilizada interpolagdo quadratica com a fung¢fo interpld da biblioteca SciPy da linguagem Python
para estimativa das curvas a partir dos pontos medidos. As setas coloridas (vermelho, verde e roxo) indicam regides

no grafico onde se esperaria aparecer picos correspondentes a oligdmeros do tipo trimero, dimero ou mondmero.



44

Figura 20 — Perfil da SEC analitica do scFv com linker longo na coluna Superdex 200 Increase

10/300 GL.
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Fonte: a autora. Em A) tem-se a separagdo cromatografica de 7 proteinas padrao, as quais estdo na tabela em B),
seguido da sobreposicdo do perfil cromatografico do scFv com linker longo, em verde. Em C) tem-se a curva de
calibracdo. Foi utilizada interpolagdo quadratica com a funcdo interpld da biblioteca SciPy da linguagem Python
para estimativa das curvas a partir dos pontos medidos. As setas coloridas (vermelho, verde e roxo) indicam regides

no grafico onde se esperaria aparecer picos correspondentes a oligdmeros do tipo trimero, dimero ou mondmero.

Apo6s visualizagdo em gel de eletroforese, seguido de imunodetec¢do por western
blotting, foi possivel confirmar que os picos obtidos nas SEC analiticas sdo referentes aos scFvs

estudados (Figura 21).

Figura 21 — Visualizacdo de bandas referentes aos scFvs coletados nos picos cromatograficos
das SEC analiticas.
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Fonte: a autora. A variavel “15,0” corresponde ao pico na SEC analitica do scFv com /inker curto que se comporta
como dimero; de “16,0” a “17,5”, sdo as fragdes correspondentes ao scFv com /linker curto se comportando como

mondmero. De “16,0” a ’17,5”, tem-se o scFv com /inker longo.

6.4 Avaliacao de estabilidade conformacional dos scFvs

Por meio da fluorescéncia de residuos de triptofano, explorando a autofluorescéncia
intrinseca do aminoacido triptofano presente nas proteinas, pode-se detectar alteragdes no perfil
de mudanca estrutural dependente da temperatura, a nivel molecular. A autofluorescéncia €
sensivel a mudangas no ambiente quimico e estrutural da molécula e pode fornecer informagdes
sobre mudancgas conformacionais nas proteinas e interagdes moleculares. A principal forma de
analise dessa fluorescéncia € a razdo entre as emissoes a 350 nm e a 330 nm, comumente usada
para detectar alteragdes no ambiente local dos residuos de triptofano, o que indica a mudancga
de espectro no perfil de emissdo de fluorescéncia dos residuos de triptofano (Trp).

A analise da razao 350 nm/330 nm bruta, como mostrado nas figuras 22 e 23, revela
perfis relativamente semelhantes para os scFvs com o passar de 12 dias de estocagem a 4 °C,

indicando que as moléculas se mantiveram integras estruturalmente.

Figura 22 — Perfis de razao de fluorescéncia a 350 nm e 330 nm do scFv com /inker curto sem

SUMO no decorrer de 12 dias de estocagem a 4 °C.
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Fonte: a autora. Grafico mostrando como a razdo entre a fluorescéncia a 350 nm e a 330 nm se comporta com o
aumento de temperatura na amostra de scFv com /inker curto no decorrer de 12 dias de estocagem a 4 °C. Dados

obtidos no Tycho® NT.6.

Figura 23 — Perfis de razdo de fluorescéncia a 350 nm e 330 nm do scFv com linker longo sem

SUMO no decorrer de 12 dias de estocagem a 4 °C.
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Fonte: a autora. Grafico mostrando como a razio entre a fluorescéncia a 350 nm e a 330 nm se comporta com o
aumento de temperatura na amostra de scFv com linker longo no decorrer de 12 dias de estocagem a 4 °C. Dados

obtidos no Tycho® NT.6.

Além da razdo bruta entre as fluorescéncias nesses comprimentos de onda, a andlise da
primeira derivada (Figuras 24 e 25) dessa razao revela detalhes que podem nao ser facilmente
percebidos nos dados brutos, como os pontos de inflexdo, que indicam temperaturas onde
ocorrem mudangas significativas na conformacao tridimensional das proteinas. Esses pontos de
inflexdo (Ti) sdo identificados pelos picos nas curvas da primeira derivada e sdo fornecidos
automaticamente pelo equipamento.

A analise forneceu pontos de inflexao que variaram de 74 a 76 °C para o scFv com linker
curto sem SUMO. De forma semelhante, os pontos de inflexdo para o scFv com /inker longo
sem SUMO variaram de 76 a 79 °C. Importante ressaltar que os perfis da razao 350 nm / 330

nm para os scFvs foram diferentes. Para o com [linker curto, observa-se uma constancia até
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atingir a temperatura de inflexdo. Ja para o scFv com linker longo, nota-se uma desaceleracao

por volta de 60 °C.

Figura 24 — Primeira derivada da razdo 350 nm / 330 nm de fluorescéncia do scFv com /linker

curto sem SUMO.
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Fonte: a autora. Grafico mostrando como a primeira derivada da razdo entre a fluorescéncia a 350 nm e a 330 nm

se comporta com o aumento de temperatura na amostra de scFv com linker curto com o passar dos dias de

estocagem a 4 °C. Dados obtidos no Tycho® NT.6.
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Figura 25 — Primeira derivada da razao 350 nm / 330 nm de fluorescéncia do scFv com linker

longo sem SUMO.
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Fonte: a autora. Grafico mostrando como a primeira derivada da razio entre a fluorescéncia a 350 nm e a 330 nm
se comporta com o aumento de temperatura na amostra de scFv com /inker longo com o passar dos dias de

estocagem a 4 °C. Dados obtidos no Tycho® NT.6.

6.5 Citometria de fluxo dos scFvs com e sem cauda SUMO

As estratégias utilizadas para selecionar as populacdes (“gates”) estdo demonstradas nas
figuras 26, 27, 28 e 29. Essa abordagem foi utilizada para as andlises de todos os fragmentos
de anticorpo utilizados no experimento. Esse tipo de representacdo ¢ capaz de delimitar o
tamanho (representado pelo eixo x, FSC, do inglés Forward Scatter) e a complexidade interna
(representada pelo eixo y, SSC, do inglés Side Scatter) da célula, fornecendo informagdes que

permitem a caracterizagdo inicial da populagdo em estudo.
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Figura 26 — Anadlise de citometria de fluxo de células B, Jurkar e Raji. Representacdo da
estratégia utilizada para selecionar a populagdo de células de linfocitos B em ensaio usando os

scFvs com cauda SUMO.
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Fonte: a autora. Em A), ¢ mostrado o grafico de “singlets”, que se refere aos eventos individuais de células Jurkat
que passam através do feixe de laser e sdo detectados pelo equipamento como entidades unicas. Em B), o grafico
ilustra a delimitagdo da populagdo de eventos dentro dos “singlets”, correspondente a linhagem celular Jurkat. Em
(), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida por moléculas marcadas com o fluoréforo FITC, relacionado a
presenga ou quantidade do marcador anti-HA ligado as células Jurkat. Em D), ¢ mostrado o grafico de “singlets”
para células Raji e, em E), o grafico ilustra a delimitagdo da populagdo de eventos dentro dos “singlets”,
correspondente a linhagem celular Raji. Em F), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida por moléculas
marcadas com o fluoréforo FITC, relacionado a presenga ou quantidade do marcador anti-HA ligado as células
Raji. Em ambas as estratégias de gating, foi considerado o controle de ligagdo inespecifica (CLI), no qual ndo ha

adi¢@o de anticorpo primdrio, mas hé adi¢cdo de anticorpo secunddrio, anti-HA.
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Figura 27 — Analise de citometria de fluxo de células B, K562 e Raji. Representagdo da

estratégia utilizada para selecionar a populacdo de células de linfocitos B em ensaio usando os

scFvs sem cauda SUMO.
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Fonte: a autora. Em A), é mostrado o grafico de “singlets”, que se refere aos eventos individuais de células K562
que passam através do feixe de laser e sdo detectados pelo equipamento como entidades unicas. Em B), o grafico
ilustra a delimitagdo da populagdo de eventos dentro dos “singlets”, correspondente a linhagem celular K562. Em
C), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida por moléculas marcadas com o fluoréforo FITC, relacionado a
presenca ou quantidade do marcador anti-HA ligado as células K562. Em D), é mostrado o grafico de “singlets”
para células Raji e, em E), o grafico ilustra a delimitacdo da popula¢do de eventos dentro dos “singlets”,
correspondente a linhagem celular Raji. Em F), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida por moléculas
marcadas com o fluoréforo FITC, relacionado a presencga ou quantidade do marcador anti-HA ligado as células
Raji. Em ambas as estratégias de gating, foi considerado o controle de ligagdo inespecifica (CLI), no qual ndo ha

adicdo de anticorpo primdrio, mas ha adi¢@o de anticorpo secunddrio, anti-HA.
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Figura 28 — Anadlise de citometria de fluxo de células B, Jurkar e Raji. Representacao da
estratégia utilizada para selecionar a populacdo de células de linfocitos B em ensaio usando os

scFvs sem cauda SUMO.
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Fonte: a autora. Em A), ¢ mostrado o grafico de “singlets”, que se refere aos eventos individuais de células Jurkat
que passam através do feixe de laser e sdo detectados pelo equipamento como entidades unicas. Em B), o grafico
ilustra a delimitacdo da populagao de eventos dentro dos “singlets”, correspondente a linhagem celular Jurkat. Em
(), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida pelo fluor6foro APC-Cy?7, relacionado a viabilidade das células
Jurkat. Em D), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida por moléculas marcadas com o fluoréforo FITC,
relacionado a presenga ou quantidade do marcador anti-HA ligado as células Jurkat. Em E), é mostrado o grafico
de “singlets” para células Raji e, em F), o grafico ilustra a delimitacdo da popula¢do de eventos dentro dos
“singlets”, correspondente a linhagem celular Raji. Em G), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida pelo
fluoréforo APC-Cy7, relacionado a viabilidade das células Raji. Em H), tem-se a intensidade de fluorescéncia
emitida por moléculas marcadas com o fluor6foro FITC, relacionado a presenga ou quantidade do marcador anti-

HA ligado as células Raji.
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Figura 29 — Anadlise de citometria de fluxo de células B, Jurkar e Raji. Representacao da
estratégia utilizada para selecionar a populacdo de células de linfocitos B em ensaio usando os

scFvs sem cauda SUMO.
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Fonte: a autora. Em A), ¢ mostrado o grafico de “singlets”, que se refere aos eventos individuais de células Jurkat
que passam através do feixe de laser e sdo detectados pelo equipamento como entidades unicas. Em B), o grafico
ilustra a delimitacdo da populag@o de eventos dentro dos “singlets”, correspondente a linhagem celular Jurkat. Em
C), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida pelo fluoroforo APC-Cy7, relacionado a viabilidade das células
Jurkat. Em D), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida por moléculas marcadas com o fluoréforo FITC,
relacionado a presenca ou quantidade do marcador anti-HA ligado as células Jurkat. Em E), é mostrado o grafico
de “singlets” para células Raji e, em F), o grafico ilustra a delimitagdo da populagdo de eventos dentro dos
“singlets”, correspondente a linhagem celular Raji. Em G), tem-se a intensidade de fluorescéncia emitida pelo
fluoréforo APC-Cy7, relacionado a viabilidade das células Raji. Em H), tem-se a intensidade de fluorescéncia
emitida por moléculas marcadas com o fluor6foro FITC, relacionado a presenca ou quantidade do marcador anti-

HA ligado as células Raji.

A citometria de fluxo do scFv nativo, derivado de m971 e com cauda SUMO, revelou
que hé interagdo entre scFv e CD22 em superficie celular. No caso do scFv linker curto, os
dados de citometria indicaram superior interagdo em comparagao ao scFv com linker longo em
células Raji (Figura 30). Por outro lado, nas células Jurkat ndo foi detectada marcacdo pelos
scFvs, o que era esperado, uma vez que essas cé€lulas ndo expressam a proteina CD22 em sua
superficie. Adicionalmente, neste ensaio, o anticorpo HIB22, que se liga nos dominios N-

terminais do CD22, mais distais da membrana, e é utilizado como controle positivo de

interacdo, ainda ndo estava disponivel.
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Os gréficos SSAXFITC indicam caracteristicas de dispersao de luz lateral (SSA - Side
Scatter) versus a fluorescéncia detectada no canal FITC (Fluorescein Isothiocyanate) (30A,
30B, 30D e 30E). Os graficos de histograma sdo uma representacdo visual da distribuicdo da
intensidade de fluorescéncia da populacao de células em relagao ao marcador especifico. Os
gréficos de intensidade de fluorescéncia do fluorocromo FITC indica interacdo dos scFvs com

a célula Raji (CD22+) e ndo interacdo com a célula Jurkat (CD22-) (Figuras 30C e 30F).

Figura 30 — Andlise de citometria de fluxo de células Jurkat e Raji em interacdo dos scFvs

com cauda SUMO ao CD22.
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Fonte: a autora. A) e B) correspondem a marcacdo em células Jurkat (CD22-) e C) é um grafico de histograma de
distribuicdo da fluorescéncia correspondente a marcacdo em células Jurkat; D) e E) correspondem a marcagdo em
células Raji (CD22+) e F) é um gréfico de histograma de distribui¢@o da fluorescéncia correspondente a marcagdo
em células Raji. CLI: controle de ligacdo inespecifica (sem adi¢ao de anticorpo primario e com adi¢ao de anticorpo

secundario, anti-HA).

Duas métricas comuns para quantificar a fluorescéncia em citometria de fluxo e outras
técnicas sdo a média de fluorescéncia intrinseca (MFI) e a média relativa de fluorescéncia

intrinseca (rMFI). A MFI pode ser representada por trés estatisticas: média aritmética, média



54

geométrica ou mediana. Neste trabalho, foi escolhida a média geométrica para andlise dos
eventos selecionados, que consiste em um tipo de média que calcula a tendéncia central de um
conjunto de nimeros, especialmente ttil quando os valores s@o multiplicados entre si (De Novo
Software, 2023).

A MFI é uma medida em um conjunto de células em uma amostra, representando a
fluorescéncia média por célula. A MFI é uma medida absoluta da intensidade de fluorescéncia
média em uma amostra ¢ é comumente usada para medir a quantidade de moléculas
flourescentes, como anticorpos marcados, ligadas a cada célula. J4 a rtMFI € a MFI normalizada
em relacdo a um controle, sendo, portanto, uma medida relativa. Dessa forma, o valor da MFI
de uma amostra especifica é comparado ao valor da MFI de uma amostra de referéncia. O
parametro rMFI € usado para comparar a intensidade de fluorescéncia de diferentes amostras,
corrigindo variagdes experimentais, permitindo avaliar mudancas relativas na expressao ou
quantidade de moléculas ligadas. Em resumo, rMFI € ttil quando se procura entender a variacao
relativa entre grupos, enquanto MFI permite uma leitura direta da fluorescéncia média de uma
amostra especifica.

Observa-se que MFI para células Jurkat (Figura 31A) manteve-se similar para todas
as andlises, o que sugere mais uma vez que nao houve marcagdo dessas células pelos scFvs. Ja
para células Raji (Figura 31A), constata-se que ha razodvel marcacio advinda da interagdo dos
scFvs com SUMO ao antigeno CD22. Isso fica ainda mais evidente no grafico de MFI relativo

(rMFI) (Figura 31B).

Figura 31 — Graficos de MFI e de rMFI para os scFvs com linkers curto e longo, com cauda

SUMO, em experimento de citometria com células Jurkat (CD22-) e Raji (CD22+).
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Fonte: a autora. Em A) tem-se o grifico de MFI de Jurkat (CD22-) e de Raji (CD22+). Em B) tem-se rtMFI, em

que se usou o CLI como controle para a normaliza¢do dos dados.
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Ao se remover a cauda SUMO dos scFvs, foi possivel constatar uma interacdo mais
eficiente dessas moléculas com o CD22 em superficie celular, sendo uma forte evidéncia de
que a SUMO interfere na ligacdo molecular dos scFvs ao CD22.

Nao foi observada marca¢@o dos scFvs sem cauda SUMO a membrana de células K562
(Figuras 32C e 32D), o que é esperado, ja que essas células ndo expressam o CD22 na sua
superficie celular. O grifico de marcagao (Figura 32G e 32H) do scFv com linker curto apés a
clivagem da cauda SUMO, em uma concentracdo de 2,97 nM, revelou uma liga¢do de 99,6 %
das células Raji. J4 o scFv com linker longo sem SUMO, na concentracdo de 2,97 nM, nao
interagiu atrativamente com as células CD22+. Além disso, nesse ensaio foi utilizado anticorpo
HIB22, que serviu de controle positivo de ligacdo, apresentando 99,2 % de ligacdo com células

Raji.

Figura 32 — Analise de citometria de fluxo de células K562 e Raji em interacdo dos scFvs sem

cauda SUMO ao CD22.
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Fonte: a autora. A) e B) correspondem, respectivamente, as células ndo marcadas (NM) para o canal PE-A e HIB22
anti-CD22 em células K562 (CD22-); em C) e D) tem-se a marcacio de scFv com linker curto e com linker longo,
respectivamente, em células K562; em E) e F) correspondem, respectivamente, as células ndo marcadas (NM) para
o canal PE-A e HIB22 anti-CD22 em células Raji (CD22+); em G) e H) tem-se a marcacio de scFv com linker
curto e com linker longo, respectivamente, em células Raji. NM: ndo-marcado (sem adi¢do de anticorpo primario

e sem adicdo de anticorpo secundério).

As representacOes visuais na figura 33, por meio de histograma, ilustram de forma

resumida os dados que foram apresentados na figura 32.
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Figura 33 — Histogramas de marcagdo dos scFvs sem cauda SUMO, possivelmente ligados ao

CD22 em células K562 (CD22-) e Raji (CD22+).
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Fonte: a autora. Em A) tem-se o gréafico de histograma de marcagdo do HIB22 anti-CD22 em células K562 (CD22-
) e em B) o histograma de marcagdo dos scFvs em células K562 (CD22-). Em C) tem-se o grafico de histograma
de marcag¢do do HIB22 anti-CD22 em células Raji (CD22+) e em D) o histograma de marcacao dos scFvs em
células Raji (CD22+). CLI: controle de ligacdo inespecifica (sem adi¢do de anticorpo primdrio e com adicio de
anticorpo secunddrio, anti-HA); NM: ndo-marcado (sem adi¢do de anticorpo primdrio e sem adi¢do de anticorpo

secundario).

Com relagdo a MFI para células K562 desse ensaio, observa-se que se manteve similar
nas andlises (Figura 34A), o que sugere mais uma vez que nao houve marcacao dessas células
pelos scFvs. Ja para células Raji (Figura 34A e 34B), constata-se que ha marca¢do advinda da
interacdo atrativa do scFv com linker curto, na concentracdo de 2,97 nM, ao antigeno CD22, e
nao ha marcagdo pelo scFv com linker longo.

Ambeas as linhagens celulares, K562 e Jurkat, sdo utilizadas como controles negativos
em ensaios de citometria de fluxo para CD22 devido a auséncia de expressao deste marcador,
sendo, portanto, funcionalmente intercambidveis (Casey et al., 2023). Devido a alta
autofluorescéncia das células K562, no entanto, optou-se por utilizar a linhagem Jurkat nos

ensaios posteriores.
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Figura 34 — Grafico de MFI e de rMFI para os scFvs com linkers curto e longo, sem cauda

SUMO, em experimento de citometria com células K562 (CD22-) e Raji (CD22+).
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Fonte: a autora. Em A) tem-se o grafico de MFI de K562 (CD22-) e de Raji (CD22+). Em B) tem-se rMFI, em

que se usou o CLI como controle para a normalizag¢do dos dados.

Buscando analisar o efeito de uma concentragao intermediaria, de 30 nM, dos scFv sem
SUMO na marcagdo de células em citometria, foi realizado um terceiro ensaio, em
quadruplicata (Figuras 35, 36 ¢ 37). Além disso, em complementaridade aos resultados do
experimento de cromatografia de exclusao por tamanho analitica, foram avaliados os scFvs com

linker curto em dois estados de oligomerizag¢do, dimero e monomero.

Figura 35 — Andlise de citometria de fluxo de células Jurkat em interacdo dos scFvs sem cauda

SUMO ao CD22.
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Fonte: a autora. A) e B) correspondem, respectivamente, as células ndo marcadas (NM) para o canal PE-A e HIB22

anti-CD22 em células Jurkat (CD22-); em C), D) e E) tem-se a marcacdo de scFv com linker curto, dimero e
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mondmero, e com linker longo, respectivamente, em células Jurkat; em F) tem-se o grafico de histograma de
marcacdo do HIB22 anti-CD22 em células Jurkat (CD22-) e em G) o histograma de marcagdo dos scFvs em células
Jurkat (CD22-). CLI: controle de ligacao inespecifica (sem adi¢@o de anticorpo primédrio e com adi¢do de anticorpo
secunddrio, anti-HA) e NM: ndo marcado (sem adicdo de anticorpo primdrio e sem adi¢do de anticorpo

secundario).

Os dados de citometra apresentados nas figuras 36 e 37 permitem constatar que o scFv

com linker curto apresenta marcagao na concentragao de 30 nM, enquanto que para o com linker

longo nao foi observado.

Figura 36 — Andlise de citometria de fluxo de células Raji em marcacdo dos scFvs sem cauda
SUMO ao CD22.
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Fonte: a autora. A) e B) correspondem, respectivamente, as células ndo marcadas (NM) para o canal PE-A e HIB22
anti-CD22 em células Raji (CD22+); em C) tem-se o grafico de histograma de marca¢do do HIB22 anti-CD22 em
células Raji (CD22+). De D) a G) corresponde a quadruplicata da marcagdo do scFv com linker curto no estado
oligomérico de dimero em células Raji (CD22+); de H) a K) corresponde a quadruplicata da marcag@o do scFv
com linker curto no estado oligomérico de mondmero em células Raji (CD22+); de L) a O) corresponde a

quadruplicata da marcacdo do scFv com linker longo em células Raji (CD22+).
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Figura 37 — Histograma de marcac¢do dos scFvs sem cauda SUMO ao CD22 expresso na

membrana de células Raji.
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Fonte: a autora. Eixo X representa a intensidade de fluorescéncia, que estd diretamente relacionada a quantidade
de CD22 detectada por cada scFv. Quanto mais a direita o pico estiver, maior a marcacdo celular. O eixo Y
representa a contagem relativa de células que apresentam determinada intensidade de fluorescéncia. Picos mais

altos indicam que a maioria das células tem uma intensidade de fluorescéncia dentro de um determinado intervalo.

O teste Anova unidirecional mostrou que houve diferenca entre as amostras em MFI
(F(3) =796,087, p <0,001). Com base no teste post-hoc de Bonferroni, 0o MFI de marcag¢do do
scFv com linker curto mondmero ¢ significativamente maior que o MFI do CLI (p < 0,001),

que o MFI do scFv com /inker longo (p < 0,001) e que o MFI do scFv com linker curto dimero
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(p <0,001). O MFI do scFv com linker longo nao ¢ significativamente diferente do MFI do CLI
(p = 1,000), mas ¢ significativamente diferente do MFI do scFv com linker curto dimero (p <
0,001). Assim, os valores de MFI e rtMFI (Tabela 1 e Figura 38) permitem confirmar que o scFv
com linker longo ndo apresenta marcag¢ao na concentracdo de 30 nM analisada nesse ensaio,
enquanto o scFv com /inker curto apresenta. Adicionalmente, o scFv com /inker curto dimérico
parece apresentar uma reducao sutil na ligacdo ao CD22 se comparado ao mondmero, uma vez

que ha visivel diferenca na MFI dos scFvs (Tabela 1 e Figura 38A).

Tabela 1 — Valores de MFI de marcacdo, em células Raji e Jurkat, para os scFvs testados na

concentracdo de 30 nM.

Linhagem Amostra MFI

CLI 210
Raii scFv linker curto monémero 3.247 £ 104
scFv linker curto dimero 2.500 + 194

scFv linker longo 259+9

CLI 110

Turkat scFv linker curto monémero 107

scFv linker curto dimero 114

scFv linker longo 112

Fonte: a autora. Sdo apresentados valores médios, seguidos de desvio padrdo, para os scFvs com linker curto

mondmero e dimero e para o scFv com /inker longo.
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Figura 38 — Gréficos de MFI e rMFI dos scFvs sem cauda SUMO na membrana de células
Raji (CD22+) e Jurkat (CD22-).
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Fonte: a autora. A) corresponde ao grafico de MFI para Raji; B) corresponde ao grafico de MFI para Jurkat e C)

corresponde ao grafico de rMFI para Jurkat e Raji.

A fim de investigar o efeito de uma concentragdo maior, de 300 nM, dos scFvs na
marcagdo de células em citometria, foi realizado mais um ensaio (Figuras 39, 40 e 41), em
quadruplicata, o qual também trouxe informagdes complementares para a técnica de

interferometria de biocamada.
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Figura 39 — Andlise de citometria de fluxo de células Jurkat em interacio dos scFvs sem cauda
SUMO ao CD22.
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Fonte: a autora. A) e B) correspondem, respectivamente, as células ndo marcadas (NM) para o canal PE-A e HIB22
anti-CD22 em células Jurkat (CD22-); em C), D) e E) tem-se a marcacdo de scFv com linker curto, dimero e
mondmero, e com linker longo, respectivamente, em células Jurkat; em F) tem-se o grafico de histograma de
marcacio do HIB22 anti-CD22 em células Jurkat (CD22-) e em G) o histograma de marcagio dos scFvs em células
Jurkat (CD22-). CLI: controle de ligagdo inespecifica (sem adig¢@o de anticorpo primadrio e com adi¢do de anticorpo
secunddrio, anti-HA) e NM: ndo marcado (sem adi¢do de anticorpo primdrio e sem adigdo de anticorpo

secundario).

A partir dos resultados (Figuras 40 e 41), constatou-se que o scFv com /linker longo s6
apresentou marcacao na concentragao por volta de 300 nM, enquanto o scFv com linker curto

ja apresentava marcagdo em concentragdes a partir de 3 nM.
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Figura 40 — Andlise de citometria de fluxo de células Raji em marcacio dos scFvs sem cauda
SUMO ao CD22.
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Fonte: a autora. A) e B) correspondem, respectivamente, as células ndo marcadas (NM) para o canal PE-A e HIB22
anti-CD22 em células Raji (CD22+); em C) tem-se o grafico de histograma de marcacdo do HIB22 anti-CD22 em
células Raji (CD22+). De D) a G) corresponde a quadruplicata da marca¢do do scFv com linker curto no estado
oligomérico de dimero em células Raji (CD22+); de H) a K) corresponde & quadruplicata da marcag@o do scFv
com linker curto no estado oligomérico de mondmero em células Raji (CD22+); de L) a O) corresponde a

quadruplicata da marcag@o do scFv com linker longo em células Raji (CD22+).
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Figura 41 — Histograma de marcac¢do dos scFvs sem cauda SUMO ao CD22 expresso na

membrana de células Raji.
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Fonte: a autora. Eixo X representa a intensidade de fluorescéncia, que esta diretamente relacionada a quantidade
de CD22 detectada por cada scFv. Quanto mais a direita o pico estiver, maior a marcac¢do celular. O eixo Y
representa a contagem relativa de células que apresentam determinada intensidade de fluorescéncia. Picos mais

altos indicam que a maioria das células tem uma intensidade de fluorescéncia dentro de um determinado intervalo.

Observa-se que MFI para células Jurkat (Tabela 2 e Figura 42B) manteve-se similar
para todas as anélises, o que sugere mais uma vez que nao houve marcagao dessas células pelos
scFvs. J4 para células Raji (Tabela 2 Figura 42A), constata-se que ha considerdavel marcacao
advinda da interacdo dos scFvs ao antigeno CD22. Isso fica ainda mais evidente no grafico de
MFI relativo (rMFI) (Figura 42C). Além disso, tanto em sua forma monomérica quanto na sua
forma dimérica, o scFv com /inker curto exibiu uma marca¢ao mais robusta com o CD22 na

membrana das células Raji em comparagao ao scFv com /inker longo.



66

O teste Anova unidirecional mostrou que houve diferenca entre as amostras em MFI

(F(3)=160,472, p < 0,001). Com base no teste post-hoc de Bonferroni, o MFI de marcagdo do

scFv com linker curto mondmero ¢ significativamente maior do que o MFI do CLI (p <0,001)

e do que o MFI do scFv com [inker longo (p < 0,001), mas nao ¢ significativamente diferente

do MFI do scFv com linker curto dimero (p = 0,224). O MFI do scFv com linker longo ¢

significativamente maior do que o MFI do CLI (p = 0,038) e menor do que o MFI do scFv com

linker curto dimero (p < 0,001).

Tabela 2 — Valores de MFI de marcacdo, em células Raji e Jurkat, para os scFvs testados na

concentracdo de 300 nM.

Linhagem Amostra MFI
CLI 160
Raii scFv linker curto monémero 1.106 £ 116
scFv linker curto dimero 1.235+ 85
scFv linker longo 396 £ 15
CLI 56
Turkat scFv linker curto monémero 55
scFv linker curto dimero 53
scFv linker longo 56

Fonte: a autora. Sdo apresentados valores médios, seguidos de desvio padrdo, para os scFvs com linker curto

mondmero e dimero e para o scFv com linker longo.
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Figura 42 — Gréficos de MFI e rMFI dos scFvs sem cauda SUMO na membrana de células
Raji (CD22+) e Jurkat (CD22-).
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Fonte: a autora. A) corresponde ao grafico de MFI para Raji; B) corresponde ao grafico de MFI para Jurkat ¢ C)

corresponde ao grafico de rMFI para Jurkat e Raji.

6.6 Cinética de interagdo entre os scFvs e 0 CD22 por interferometria

A aplicacdo da técnica de BLI, neste trabalho, permite estudar a tendéncia de um
complexo anticorpo-antigeno se dissociar, quantificando assim a for¢a na interagdo entre o
anticorpo e o antigeno, expressa por meio da constante de dissociacdo (Kq). Na utilizagao dessa
técnica, ¢ essencial a identificacdo da melhor relagdo entre concentragdes de scFv (como analito)
em relacio ao antigeno adsorvido no sensor. E importante conhecer a concentracio de anticorpo
necessaria para ocupar metade dos sitios de ligagdao do antigeno (Tobias; Kumaraswamy, 2013).
Para investigar essa relacdo, ¢ necessario definir faixas de concentragdo do scFv (analito) e a
concentracdo mais adequada de CD22 (ligante), juntamente com o tempo de carregamento, de

modo a ndo saturar a superficie do sensor. Em concentragdes muito altas, os sitios de ligacao
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saturam rapidamente, comprometendo a geragdo do modelo de cinética de interagdo. Ja em
concentragdes muito baixas, ndo se atinge a saturagao.

Os dados gerados pela técnica de citometria de fluxo indicou as faixas de concentracao
de scFv que representam eficiéncia de ligacdo com o CD22, permitindo escolhas de
concentragdo mais assertivas para as andlises por BLI. Nas condigdes analisadas, a
interferometria revelou perfis de associagdo e dissociagdo dos scFvs com /inker curto e longo,
conforme pode ser observado nas figuras 43 e 44, bem como a quantificacao da cinética de
interag¢ao fornecendo a constante de afinidade, conforme observado na tabela 3.

Foi possivel obter os parametros cinéticos para os scFvs, como mostrados na tabela 3.
Valores de R? maiores que 0,95 indicam boa relagio com o modelo de ajuste, indicando uma
propor¢do de 1:1 (uma molécula de scFv para uma de CD22). No caso de X? abaixo de 3,
indicam que erro experimental ¢ aceitavel. Foi observado que para os scFvs com /linker curto
ou longo os experimentos apresentaram dados confiaveis (Tabela 3). Algumas concentragdes
de scFvs testadas estiveram muito acima ou muito abaixo da faixa de saturagdo adequada, tendo,
portanto, sua cinética removida do modelo.

As diferengas observadas entre as interagdes dos scFvs e 0 CD2241.47 imobilizado com
C-terminal no sensor revelaram que a faixa de saturagdo dos sitios de ligagdo para o scFv com
linker curto ¢ composta de concentragdes menores desse analito, em comparagdo ao scFv com
linker longo. Em concentracdes até 100 nM, o modelo de ajuste para a ligacdo do scFv curto

sugere estar mais adequado que o scFv longo.
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Figura 43 — Sensorgramas de analises de cinética de interagdo do scFv com /inker curto.
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Figura 44 — Sensorgramas de andlises de cinética de interagcao do scFv com linker longo.
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Fonte: a autora. Os sensorgramas ilustram as etapas de associacdo e dissocia¢do de cada concentracdo em que o
scFv foi analisado, durante os 600 segundos de analise. No eixo “y”, tem-se o deslocamento de comprimento de

onda. No eixo “x”, tem-se o tempo em segundos. Foram feitos trés ensaios em datas diferentes, e considerando

modelo de ligagdo 1:1.

Tabela 3 — Parametros cinéticos obtidos com a técnica de interferometria.

Amostra Ka (nM) Kon (1/Ms) Kot (1/s) Modelo  R? X2
scFv 5 4 )
cutoCDyy | 12£0.71 1,57x 10 7,93 x 10 1:1 098 138
sckv 42,10+2273 223x10° 814x10%  1:1 097 091
longo/CD22 "~ ) ’ ’ : ’ ;

Fonte: a autora. Os valores ilustrados na tabela sdo provenientes da analise dos dados de cinética a partir do
software Octet Analysis Studio 12.2.2. E importante observar os valores da constante de associagdo e dissociagdo

de maneira independentes, pois esses parametros relevam o qudo rapido as moléculas se ligam e desfazem a

interagao.
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7 DISCUSSAO

A producao de scFv com linkers curto e longo derivados do anticorpo m971 em sistema
bacteriano permitiu a analise sobre estabilidade molecular e a funcionalidade de ligagao ao
CD22. O rendimento de proteina alcangado chegou a 30 mg/L para o scFv com linker curto
com SUMO e 100 mg/L para o scFv com [linker longo com SUMO, ambos apds dois passos
cromatograficos. O scFv com /inker longo, portanto, apresentou um rendimento 333% maior
que o scFv curto. Com a remo¢ao da SUMO, e consequente concentracao das amostras pela
etapa cromatografica final, o scFv com linker curto apresentou rendimento de 88 mg/L ¢ o scFv
com linker longo um rendimento de 416 mg/L, o que corresponde a quase 473% mais que o
scFv curto. Como a presenca de aminodcidos hidrofilicos na regido flexivel da cadeia
polipeptidica (/inker) pode aumentar a solubilidade do scFv durante a expressdo heterdloga
(Shen et al., 2008), isso pode explicar os maiores rendimentos proteicos observados para o scFv
com linker longo.

Com relagao a estabilidade molecular, o estudo de estabilidade conformacional mostrou
que os scFvs, sem cauda SUMO, permaneceram estaveis, com temperaturas de inflexdo
variando de 74 a 79 °C, sugerindo grande estabilidade térmica das proteinas. Quando o residuo
de Trp estd em um ambiente hidrofébico, no interior da estrutura proteica, a emissdo de
fluorescéncia € mais forte em torno de 330 nm. Um valor baixo para a razao 350 nm / 330 nm
(proximo de 0,35) indica que a maioria dos residuos de Trp estd em ambiente hidrofébico,
sugerindo que a proteina, no caso os scFvs, estd em uma conformagdo mais compacta, nativa
ou bem enovelada (NanoTemper, 2024).

Os perfis darazdao 350 nm / 330 nm para os scFvs foram distintos, como visto nas figuras
38 e 39. Para o com linker curto, observa-se uma curva com crescimento proximo do
exponencial até a um ponto de inflexdo, sendo que apods essa temperatura hd uma mudanga
brusca na estrutura do scFv. J& para o scFv com linker longo, nota-se “ombro” na curva,
proximo de 60 °C, o que se pode supor que a molécula apresenta alguma mudanga
conformacional nessa temperatura, modificando o ambiente dos Trp. O tamanho do /inker pode
estar possibilitando essa flexibilidade na estrutura do scFv com linker longo. Isso quer dizer
que o scFv com /inker longo apresentou maior exposicao de residuos de triptofano a 60 °C, o
que aumenta o sinal de emissao de fluorescéncia a 350 nm, sugerindo flexibilidade estrutural.
No trabalho de Queiroz, 2024, a partir de simula¢des de dindmica molecular (DM), observou-
se que os scFvs com linkers curto e longo apresentaram diferencas estruturais sutis, que

corroboram as diferencas observadas neste trabalho. A DM mostrou que o scFv com linker
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longo manteve uma estrutura mais flexivel que o com linker curto, como resultado da longa
conexao dos residuos entre os dominios Vi € VL. No caso do scFv com /linker curto, a sequéncia
de GGGGS provocou uma alteragao na superficie do scFv que faz interface com o CD22. Além
de servirem como guia de estudos experimentais para esses modelos de scFv com linker curto
e longo, o estudo permitiu identificar aspectos estruturais ligados a funcao de ligagdo entre o
scFv e 0 CD22, inferindo mecanismos de estabilizagdo molecular envolvidos na formacao de
cada um dos complexos.

Com base nos resultados de SEC analitica, foi possivel verificar que ha formagao de
uma fragdo de dimero, de forma secundaria, para o scFv com linker curto, enquanto o scFv com
linker longo apresenta-se como monomero. Embora alguns relatos na literatura indiquem que
scFvs com linkers curtos tendem a formar dimeros (Arndt; Miiller; Pliickthun, 1998; Kortt et
al., 1997, Perisic et al., 1994; Singh et al., 2021), alguns scFvs podem demonstrar um equilibrio
dindmico dependente da concentracdo entre monomero ¢ dimero, sendo que, em baixa
concentragdo de proteina (0,5 mg/mL), o pico do dimero é pouco visivel, enquanto em 10
mg/mL o pico do dimero ¢ bastante pronunciado (Liidel e al., 2019), o que pode condizer com
os resultados encontrados neste trabalho, em que os scFvs foram testados na concentragao de 1
mg/mL.

Com relacao a funcionalidade, ensaios que promovem a interagdo entre o scFv e CD22
revelaram que a presenca da cauda SUMO, embora util para expressao e enovelamento (Butt et
al., 2005), prejudicou a ligacdo scFv-CD22. Devido ao tamanho da SUMO (11,2 kDa) e sua
carga (ligeiramente negativa), ela pode causar impedimento estérico das CDRs do scFv ao
CD22, principalmente quando ligada ao N-terminal do scFv, como ilustrado na figura 45. A
alca de ligacdo entre SUMO e scFv ¢ longa o bastante para posicionar a SUMO para causar o
impedimento estérico de ligagao scFv/CD22. A representa¢do mostra que a SUMO esta proxima
das CDRs em Vu e VL (Ahmad et al., 2012; Worn; Pliickthun, 2001). Como a cauda SUMO
dos scFvs de m971 pode estar muito proxima dessas regides, especialmente de Vu, que foi
observado ser a regido de interface de maior contato com CD22, como descrito anteriormente
(Erefio-Orbea et al., 2021; Queiroz, 2024), pode atrapalhar o acesso ao antigeno, reduzindo a

afinidade do scFv.
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Figura 45 — Representacdo da estrutura do scFv com linker curto com a SUMO ligada ao N-

terminal de Vy.

Fonte: a autora. Em A), representacdo estrutural em cartoon do scFv (cinza escuro) com as CDRs destacadas (em
verde) e a SUMO (em cinza claro) e o linker entre SUMO e scFv. A) visdo frontal, B) visdo lateral rotacionado de

90° e C) visdo posterior em referéncia a A). Elaborado pelo programa Pymol.

Ap6s aremocgao da cauda SUMO, os ensaios de citometria de fluxo e BLI demonstraram
que o scFv com linker curto apresenta maior afinidade em baixas concentragdes e interage mais
atrativamente com o CD22 do que o scFv com linker longo.

Observou-se que o aumento da concentracdo dos scFvs resultou em uma elevacdo
proporcional do sinal de marcagdo celular e da MFI (Figuras 32 a 34; 36 a 38; 40 a 42). O scFv
com [inker curto foi capaz de marcar as células de forma eficiente mesmo em concentragdes
mais baixas, com detec¢ao observavel a partir de aproximadamente 3 nM. Essas informacdes
sao fundamentais para a investigagao das cinéticas de interacao dos scFvs com o antigeno CD22
por meio da técnica de BLI. Por outro lado, para o scFv com linker longo sem SUMO, foi
observada marcagdo somente em concentracdes a partir de 300 nM. Esse resultado indica que
o scFv com linker longo possui maior dificuldade na ligagdo ao CD22 em ambiente celular que
o scFv com /inker curto.

As observacdes encontradas neste trabalho com relacdo as diferengas de ligacdo entre os
scFvs com linkers curto e longo e o CD22 podem ser correlacionadas com estudos anteriores
na literatura. E relatada atividade mais promissora em CAR-T anti-CD22 com scEv m971 com
linker curto, ja que, com esse encurtamento do /inker, ha favorecimento da formagao de sinapse
imune e o agrupamento espontaneo de CARs sem necessidade de estimulo antigénico,
promovendo ativagdo tonica e melhorando a funcionalidade das células CAR-T (Singh et al.,
2021). Isso pode estar proporcionando uma interagdo mais atrativa entre o scFv com linker

curto e 0 CD22 do que para o scFv com /inker longo.
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Pelos ensaios de BLI, foi possivel inferir a interacao dos scFvs e 0 CD2241.¢7. A faixa
de saturacdo dos sitios de ligacdo do CD224;.47 para o scFv com linker curto € menor que a do
scFv com linker longo, o que retrata a maior avidez do scFv com linker curto pelo CD224i-47.
Em concentragdes at¢ 100 nM, a curva modelada se ajusta melhor a curva composta por dados
experimentais de ligagdo para o scFv curto, enquanto para o longo sdo necessarias
concentragdes maiores de scFv para melhor ajuste entre as curvas. O perfil da curva na fase de
associacao do scFv com /inker curto reflete maior intensidade e saturacdo em menor tempo.
Isso indica que mais moléculas de scFv com [linker curto se ligaram a superficie do sensor se
comparadas as moléculas de scFv com /inker longo, corroborando mais uma vez a ligagdo mais
forte do scFv com linker curto com o CD224;-q7. Além disso, a dissociagdo do scFv com linker
curto do CD224;.47 € dez vezes mais lenta do que a dissociagdo do scFv com /inker longo. Essas
informagdes sdo fortes evidéncias de que a afinidade do scFv com /linker curto pelo CD2241.47
¢ mais alta que a do scFv com /inker longo. Essa avidez elevada do scFv curto pode ser crucial
para a eficacia das terapias CAR-T. Estudos apontam que um scFv de alta afinidade, como o
m971, aumenta a ativagdo e citotoxicidade das células CAR-T, o que ¢ crucial para um
direcionamento eficaz contra células cancerigenas. Modifica¢des estruturais, como ajustes no
comprimento do /inker ou mutagdes especificas, sdo estratégias para melhorar a afinidade e a
eficicia da terapia CAR-T anti-CD22 (Erefio-Orbea ef al., 2021).

O anticorpo m971 ja foi estudado quanto a interacdo com o CD22 mediante algumas
técnicas, como estd resumido na tabela 4. O Kq da construgdo Fab de m971, tanto nativo quanto
mutantes, foi determinado por meio de BLI. J& os Kq4’s das construgdes scFv com linker curto
e longo foram determinados por meio de Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR), uma
técnica que difere de BLI, dentre outros motivos, por ter um principio de detec¢ao diferente,
partindo de uma superficie metélica, e ndo sensor de fibra Optica mergulhado em meio liquido.

A construgdo biespecifica de m971 teve seu Ky determinado mediante citometria de fluxo.

Tabela 4 — Constantes de afinidade (Kq4) obtidas para diferentes constru¢des de m971 por

meio de diferentes técnicas.

Estrutura Kad experimental (nM) Técnica Referéncia
Fabmb7] € D22 248+ 1,8 BLI (Ereio-Orbea et al., 2021)
(nativo)
Fab m971 e CD22 Ny
(mutante Y52A) 329+39 BLI (Erefio-Orbea et al., 2021)
Fab m971 e CD22 Ny
(mutante Y52R) 4,5+0,0 BLI (Erefio-Orbea et al., 2021)

Fab m971 e CD22 207 +1,0 BLI (Erefio-Orbea et al., 2021)
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(mutante S53A)

Fab m971 e CD22

(mutante L100Q) 943+ 10 BLI (Erenio-Orbea et al., 2021)
scFv curto/CD22 1,67 SPR (Singh et al., 2021)
scFv longo/CD22 6,05 SPR (Singh et al., 2021)
Anticorpo m971 Citometria de
biespeci?l)co/CDZZ 1,60 Fluxo (Chen et al., 2023)
scFv curto/CD22 5,12+0,71 BLI Este trabalho
scFv longo/CD22 42,1 +£22,73 BLI Este trabalho

Fonte: a autora.

Na interacao antigeno-anticorpo, dois conceitos definem a forca dessa ligacao: afinidade
e avidez. A afinidade refere-se a forca de ligacdo entre um Unico sitio de ligagdo de um anticorpo
e um unico epitopo de um antigeno. E uma medida da forga individual dessa interagdo
especifica. Quando a afinidade ¢ alta, predominam forcas de atragdo entre as moléculas. Em
casos de baixa afinidade, embora haja certa atragdo, forcas de repulsdo também atuam,
reduzindo a estabilidade da ligacdo. Avidez, por outro lado, ¢ determinada por trés fatores: a
afinidade de ligagdo, que descreve a forca de interagdo em um Unico sitio, a valéncia, que se
refere ao numero total de sitios envolvidos e o arranjo estrutural, que trata da estrutura do
antigeno e do anticorpo envolvidos. Ela descreve a forca total de ligagdo entre um anticorpo
multivalente (com multiplos sitios de ligacdo) e um antigeno multivalente (com multiplos
epitopos). Ela considera a soma das interagdes individuais, resultando em uma ligacdo mais
forte e estavel (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019).

A forca de ligagdo entre um anticorpo e um epitopo especifico depende de multiplas
interagdes quimicas fracas, incluindo for¢as de van der Waals, intera¢des hidrofobicas, ligagdes
de hidrogénio e interag¢des ion-dipolo. Essas interagdes sdo influenciadas pela estrutura tercidria
do anticorpo e pela disposi¢do espacial de poucos aminodcidos no paratopo. A formagdo do
complexo antigeno-anticorpo ocorre quando o paratopo do anticorpo se aproxima do epitopo,
promovendo a expulsao de moléculas de agua e fortalecendo a ligacdo entre ambas as estruturas
(Nur et al., 2024; Reverberi, 2007). Em BLI, ¢ observado sinal absoluto gerado, sem haver
diferencia¢do de qual regido estd gerando tal sinal, ou seja, considera-se o somatorio das
interacdes, um valor global de interacao. Isso representa a avidez da molécula. Esses conceitos
ajudam a explicar a alta avidez do scFv com linker curto em comparacao ao scFv com linker

longo.
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8 CONCLUSAO

A producdo dos scFvs recombinantes contendo /inkers curto e longo se mostrou
suficiente para as analises propostas, com rendimentos relevantes, de 88 mg/mL para o scFv
com linker curto e de 416 mg/mL para o scFv com /inker longo. A anélise por cromatografia de
exclusdo por tamanho revelou que os scFvs predominam na forma monomérica, com formagao
secundaria de dimeros observada para o scFv com linker curto. Os testes de estabilidade
conformacional mostraram que os scFvs diferem estruturalmente, com o scFv com linker longo
apresentando mudanga estrutural na temperatura de 60 °C, em razao do comprimento do linker.
A cauda SUMO na regido N-terminal dos scFvs interfere na interacdo com o CD22, e sua
remocdo foi necessaria para otimizar os ensaios de interagdo anticorpo-antigeno. Apos a
expressao e purificacdo das proteinas, foram realizados ensaios para caracterizar a interagao
dos scFvs com o CD22 na superficie celular em diferentes concentragdes, bem como analises
cinéticas utilizando os dominios extracelulares de CD22, d1-d7. Os resultados indicaram que o
scFv com /inker curto possui maior afinidade pelo CD22 do que o scFv com linker longo. Esses
achados contribuem para uma melhor compreensdo das propriedades estruturais e funcionais
desses scFvs, fornecendo uma base sélida para futuros estudos de otimizacdo e aplicagdo em

CARs.
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9 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho abrem caminho para novas investigacdes que
aprofundem o conhecimento sobre os scFvs estudados e possibilitem a proposi¢ao de mutagdes
para modular sua avidez. Essa abordagem pode ser fundamental para otimizar a aplicagdo dos
scFvs em terapias CAR-T, tornando-as mais eficazes. A compreensdo sobre a influéncia das
mutacoes na interface de interagao entre os scFvs e o CD22 ¢ essencial para aprimorar a ligagao
dos anticorpos aos antigenos especificos. Essa elucidacao possibilita um melhor entendimento
sobre a relacdo estrutura afinidade/avidez entre esses modelos de scFv na interacdo com o CD22

para proposi¢ao de novos scFvs.
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