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RESUMO

Dados da base populacional do INCA apontam que, no Brasil, o cancer ¢ um grande problema
de saude publica. Além da alta taxa de incidéncia, seu tratamento ¢ complexo e de alto custo,
visto que uma parcela significativa dos medicamentos utilizados na terapia precisa ser
importada. Nesse contexto, a imunoterapia tem ganhado cada vez mais destaque, se mostrando
uma estratégia de tratamento promissora. Uma nova classe de imunoterapicos, conhecida como
Receptores Quiméricos de Antigeno (CARs), consiste na modificacao genética das células T
derivadas do proprio paciente para expressar um receptor com a capacidade de reconhecer
antigenos especificos presentes nas células alvo malignas. Um dos principais antigenos
utilizados como alvo ¢ o receptor de membrana CD19, uma proteina superexpressa em
neoplasias de células B. A unidade responsavel pelo reconhecimento do antigeno em um
sistema CAR, geralmente é composta por um fragmento variavel de cadeia unica (scFv). Em
CARs aprovados pela FDA que possuem o CD19 como alvo, ¢ utilizado um scFv derivado do
anticorpo murino FMC63, onde pode ser inserido marcadores de proteina (fag), como a tag c-
Myec, para facilitar a manipulacdo laboratorial e a execucdo de experimentos de detecgdo e
purificacdo. Deste modo, este trabalho objetivou expressar o scFv derivado do anticorpo
FMC63 em sistema procarioto, com € sem a fag c-Myc, purifica-los e verificar a estabilidade
das proteinas expressas. A expressao heterdloga foi realizada overnight a 15 °C utilizando o
vetor pET-SUMO, a cepa de E. coli SHuffle e o IPTG, como indutor. O processo de purificagao
foi realizado por cromatografia de afinidade com metal imobilizado e as purificagcdes foram
avaliadas por SDS-PAGE, sendo realizados ainda ensaios de imunodeteccao (Western blot) e
de estabilidade térmica. A partir da eletroforese de proteinas e pelo Western blot, foi confirmada
a expressao dos scFv anti-CD19. Foi alcangado um rendimento de 0,80 mg/L de cultura através
da expressdo e purificagdo da por¢do soltivel para o scFv anti-CD19 sem a fag c-Myc e um
rendimento de 0,34 mg/L para scFv anti-CD19 com a fag c-Myc. O perfil de estabilidade
térmica, obtidos por fluorescéncia intrinseca do triptofano, foi similar entre os scFv expressos.
Conclui-se que os scFv anti-CD19 com e sem a fag c-Myc puderam ser expressos e purificados
com a metodologia proposta e que a tag c-Myc ndo interfere na estabilidade da estrutura do
scFv. A perspectiva € padronizar o processo de expressao e purificagdo do scFv, a fim de
possibilitar a realizagdo de ensaios de capacidade de ligagdo e afinidade, para verificar se a fag

c-Myc interfere na interagdo anticorpo-antigeno.

Palavras-chave: expressao heterdloga; scFv; CD19; FMC63; c-Myc.



ABSTRACT

INCA's Population Base data indicates that cancer has become a huge public health problem in
Brazil. Besides the high incidence rate, its treatment is complex and costly, since a
representative portion of the drugs used in therapy are imported. In this context, immunotherapy
has gained increasing prominence, proving to be a promising treatment strategy. A new class
of immunotherapics, known as Chimeric Antigen Receptors (CARs), consists of genetically
modifying patient-derived T cells to express a receptor with the ability to recognize specific
antigens present on target malignant cells. One of the main antigens used as a target is the CD19
membrane receptor, a protein overexpressed in B-cell neoplasms. The domain responsible for
antigen recognition in a CAR is usually composed of a single-chain variable fragment (scFv).
In FDA-approved CARs targeting CD19, it is used a scFv derived from the murine antibody
FMC63, in which protein markers (tags), such as the c-Myc tag, can be inserted to facilitate
laboratory manipulation and the execution of detection and purification experiments. Thus, this
work aimed to express the scFv derived from the FMC63 antibody in a prokaryotic system,
with and without the c-Myc tag, purify them and verify the stability of the expressed proteins.
Heterologous expression was performed overnight at 15 °C using pET-SUMO vector, E. coli
SHuffle strain and IPTG as inducer. The purification process was performed by immobilized
metal affinity chromatography and the purifications were evaluated by SDS-PAGE, and
immunodetection (Western blot) and thermal stability assays were also performed. From
protein electrophoresis and Western blot, the expression of the anti-CD19 scFv was confirmed.
A yield of 0.80 mg/L culture was achieved by expression and purification of the soluble portion
for the anti-CD19 scFv and a yield of 0.34 mg/L for anti-CD19 scFv with the c-Myc fag. The
thermal stability profile, obtained by intrinsic tryptophan fluorescence, was similar among the
expressed scFv. It is concluded that the anti-CD19 scFv with and without the c-Myc tag were
able to be expressed and purified with the proposed methodology and that the c-Myc tag does
not interfere in the stability of the scFv structure. The prospect is to standardize the process of
expression and purification of the scFv, in order to enable the performance of binding capacity

and affinity assays, to verify if the c-Myc fag interferes in the antibody-antigen interaction.

Keywords: heterologous expression; scFv; CD19; FMC63; c-Myc.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) define cancer, também conhecido como
neoplasia maligna, como um termo abrangente que engloba diversos tipos diferentes de
doengas, cuja caracteristica em comum ¢ o crescimento desordenado de células, podendo ou
nao invadir tecidos vizinhos ou até mesmo 6rgaos mais distantes. A velocidade com que essas
células cancerigenas se multiplicam, sua capacidade de invadir outros tecidos e o local onde se
originaram, s3o pontos utilizados para diferenciar os seus diversos tipos existentes (INCA,
2022).

Entre estes, os canceres hematoldgicos representam uma taxa significativa de
incidéncia, dos quais podem-se citar a leucemia e os linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin como
os de maior importancia clinica. A leucemia ¢ uma doenga que atinge os glébulos brancos,
caracterizada pelo acimulo de células blasticas anormais na medula dssea, células jovens que
substituem as células sanguineas normais, ocasionando uma série de complicagdes, como
anemia, infec¢des e hemorragias (ANDRADE et al., 2013). Ja a classificagdo de Hodgkin, se
refere ao cancer originado nos linfonodos do sistema linfatico. Os linfomas ndo Hodgkin
incluem mais de 20 tipos diferentes da doenca, sendo o linfoma de maior incidéncia em
criangas, atingindo também com frequéncia individuos acima de 60 anos (INCA, 2022).

No Brasil, estudos realizados pelo INCA estimam mais de 10.000 novos casos de
linfoma nao-Hodgkin (INCA, 2020). O mesmo estudo também aponta que no Brasil, em 2017,
houve mais de 4.000 6bitos por linfoma ndo Hodgkin, sendo este o oitavo cancer mais incidente
em homens e o décimo em mulheres (INCA, 2020). Para o Pais, o Sistema Unico de Satide
(SUS) tem papel fundamental no tratamento de neoplasias. Estudos indicam que entre 2010 e
2015 houve um aumento de cerca de 70% dos gastos relacionados a aten¢do oncologica pelo
SUS, sendo estimado um custo médio anual por paciente (em paridade de poder aquisitivo de
USD) de PPP $9.572,30 (LANA et al., 2020). Diante disto, o cancer, em seu processo de
desenvolvimento, se configura como um problema de satide publica, exigindo sua abordagem
por meio de politicas governamentais para seu controle, dentre as quais se encaixa o
desenvolvimento de novos medicamentos mais especificos e de maior valor agregado, que
possam ser disponibilizados pelo Sistema Unico de Saude.

Os medicamentos convencionais utilizados no tratamento do cancer, o0s

quimioterapicos, possuem uma alta taxa de efeitos colaterais, justamente por ndo serem
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especificos aum alvo (ANDRADE et al., 2013). Com isso, as imunoterapias tém ganhado cada
vez mais destaque nas pesquisas, como uma alternativa terapéutica eficiente e com menos
efeitos colaterais, possibilitando um tratamento mais direcionado para a destruicdo de células

tumorais, sem afetar tanto as células sadias.

1.2 Anticorpos

Os anticorpos (Ac) ou imunoglobulinas (Ig) sdo glicoproteinas produzidas pelas células
B, quando ativadas e diferenciadas em plasmoécitos ao reconhecerem algum antigeno. Sao
moléculas responsaveis pela imunidade humoral, com capacidade de se ligar a antigenos
especificos e recrutar células efetoras para a eliminagdo destes. Os anticorpos humanos podem
ser divididos em 5 classes ou isotipos (IgA, IgD, IgE, IgG e IgM), cada qual com caracteristicas
distintas de concentracdao plasmatica, distribui¢ao pelo corpo, fungdo principal e estrutura. Ha
ainda subclasses de IgA (IgA1l e IgA2) e IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) (ABBAS et al., 2015).

De modo geral, as classes apresentam uma mesma estrutura fundamental, sendo IgG,
IgE e IgD geralmente expressos como mondmeros, [gM como pentdmero (quando secretado) e
IgA como dimero. O isotipo mais utilizado no desenvolvimento de anticorpos para uso
terapéutico € o IgG, pois além de ser o mais comum e abundante no organismo, ele também
apresenta cinética na circulacdo bem estudada (ABBAS et al., 2015).

Tais moléculas possuem em sua estrutura dois tipos de cadeias polipeptidicas, chamadas
de cadeia pesada (H) e cadeia leve (L). Cada anticorpo, em sua estrutura basica (Figura 1),
possui duas cadeias pesadas e duas cadeias leves, idénticas entre si e interligadas por meio de
pontes dissulfeto. A cadeia leve ¢ formada por um dominio varidvel (VL) e um dominio
constante (CL), enquanto a cadeia pesada possui um dominio variavel (VH) e de 3 a 4 dominios
constantes (CH1, CH2 e CH3). A estrutura do anticorpo possui ainda dobradicas, residuos de
aminoacidos que ligam o primeiro dominio constante da cadeia pesada (CH1) ao segundo
dominio constante da cadeia pesada (CH2), o que confere flexibilidade a molécula, facilitando
o seu acesso e distribui¢do na superficie do antigeno (ABBAS et al., 2015).

As cadeias leves (VL e CL) associadas a por¢do varidvel e ao primeiro dominio
constante das cadeias pesadas (VH e CH1) formam dois fragmentos Fab, fracao de ligagdo ao
antigeno (Figura 1) (HOLLIGER; HUDSON, 2005). O sitio de ligacdo ao antigeno, ou
paratopo, fica restrito as porgdes variaveis (VH e VL), cada qual com 3 sequéncias
hipervaridveis, chamadas de CDRs (Regides Determinantes de Complementariedade), que sao

complementares ao antigeno e responsaveis pela especificidade do anticorpo. Além disso, os
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dominios constantes restantes das cadeias pesadas (CH2 e CH3) formam o fragmento Fc
(Fragdo Cristalizavel) (Figura 1), responsavel pela fun¢do efetora do anticorpo, tais como a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e opsonizagdo de patdgenos

(HOLLIGER; HUDSON, 2005).

Figura 1 — Estrutura basica de um anticorpo

@D Dpominio de cadeia pesada

D Dominio de cadeia leve

Fonte: adaptada de Absolute antibody, 2022. Regido Fab: fragmento de ligagdo ao antigeno, constituido por VH
(porgdo variavel da cadeia pesada), VL (porgdo variavel da cadeia leve), CL (por¢do constante da cadeia leve) e
CHI (primeira por¢do constante da cadeia pesada). Regido Fv: fragmento variavel, composto por VH (porcao
variavel da cadeia pesada) e VL (porcao variavel da cadeia leve), e responsavel por reconhecer o antigeno. Regido
Fec: fragmento cristalizavel, compostos pelas segunda e terceira por¢des constantes da cadeia pesada (CH2 e CH3)

e responsavel pelas funcdes efetoras.

1.2.1 Fragmento variavel de cadeia unica (scFv)

Atualmente, com a engenharia de anticorpos, ¢ possivel, além do desenvolvimento de
anticorpos completos, gerar fragmentos desses anticorpos (Figura 2), que também possuem
aplicagdo clinica, podendo atuar no tratamento de canceres e de doengas autoimunes. Um
exemplo ¢ o scFv (fragmento varidvel de cadeia Unica, do inglés single-chain variable
fragment), que possui apenas os dominios variaveis da cadeia leve e pesada (VL e VH), ligados
entre si por um peptideo flexivel, a fim de simular a regido Fv do anticorpo e manter sua
especificidade (HOLLIGER; HUDSON, 2005). Esse peptideo flexivel também pode ser
chamado de /inker e ¢ formado normalmente por 10-25 residuos de aminodacidos, de preferéncia
hidrofilicos para que se obtenha um scFv com maior solubilidade. Um dos /linkers mais

utilizados é composto pelos aminoacidos glicina e serina (GsS)3, que além de melhorar a
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solubilidade do fragmento também lhe garante uma maior flexibilidade (MOHAMMADI et al.,
2016).

Figura 2 — Principais fragmentos de anticorpos
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lgG (75kDa) (25 kDa) Diabody Triabody (100 kDa) (75 kDa)
(50 kDa) (75 kDa)

Fonte: Adaptado de Absolute antibody, 2022. Alguns dos fragmentos de anticorpos desenvolvidos pela engenharia

de anticorpos a partir da estrutura de uma IgG.

Por possuir uma estrutura menos complexa do que a de um anticorpo completo, o scFv
facilita a manipulagdo em laboratdrio, o que possibilita o uso de sistemas de expressao mais
baratos e simples, como procariotos, o que diminui os custos da pesquisa. Além disso, por
possuir um tamanho menor, quando comparado a um anticorpo completo, ele permite uma
melhora da distribuicdo do f&rmaco no organismo, uma alta penetrabilidade em tumores € um
baixo tempo de meia-vida. Isso faz com que o mesmo tenha um menor tempo de retengdao em
tecidos ndo-alvo e uma menor imunogenicidade (AHMAD et al., 2012; HOLLIGER;
HUDSON, 2005).

Todas essas caracteristicas fazem com que haja uma preferéncia pela utiliza¢ao de scFvs
em estudos, tanto nas pesquisas de anticorpos monoclonais como no desenvolvimento dos
Receptores Quiméricos de Antigenos (CARs). Em CARs, o scFv ¢ utilizado como dominio de
reconhecimento ao antigeno, possibilitando que a resposta imunoldgica desencadeada seja mais
especifica e direcionada para o antigeno alvo, motivo pelo qual a imunoterapia ¢ mais eficaz e

menos agressiva ao paciente.

1.3 Receptor quimérico de antigeno (CAR)

A imunoterapia utilizando Receptores Quiméricos de Antigenos (CAR), se baseia na

transferéncia de células T autdlogas, modificadas geneticamente para expressar CAR,
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receptores desenvolvidos com base nos TCRs (Receptores de células T). Uma célula T normal
possui TCR, um receptor que permite a detec¢do e destruicdo de células tumorais a partir da
apresentacao dos Antigenos Associados ao tumor (TAAs) ou Antigenos especificos ao tumor
(TSAs) pelo Complexo de Histocompatibilidade Humano de classe 1 (MHC I) (CARTELLIERI
etal.,2010).

O projeto classico de CAR possui em sua estrutura um dominio extracelular, composto
por uma porg¢ao de ligagao especifica e uma regiao espacadora (porcao flexivel), um dominio
transmembrana e um dominio intracelular de sinalizagao e ativacao (Figura 3) (CARTELLIERI

et al., 2010).

Figura 3 — Estrutura basica dos Receptores Quiméricos de Antigenos (CARs)
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Fonte: Adaptado de CARTELLIERI et al., 2010. Em sua estrutura basica, o CAR consiste em uma porg¢ao de
ligagdo ao antigeno, uma regido espagadora, uma regido transmembrana (TM) e um endodominio de sinalizagao.
Geralmente, a por¢do de ligacdo ao antigeno ¢ composta por um scFv derivado de um anticorpo monoclonal
especifico de TAA, enquanto o endodominio de sinalizagdo deriva de receptores imunes de ativacdo e

coestimulagdo.

A porgao de ligagdo especifica ¢ formada por um fragmento variavel de cadeia tnica
(scFv) de um anticorpo especifico para o reconhecimento de antigenos tumorais. O uso de um
scFv como regiao de reconhecimento ao TAAs permite uma ampla variedade de aplicagdes ao
CAR. Primeiramente, ao contrario do TCR, o CAR nao necessita que o MHC I apresente o
antigeno para reconhecé-lo, e por esse motivo possibilita também a identificacdo de antigenos
de outras naturezas, visto que o MHC s6 processa e apresenta antigenos de origem proteica.
Desta forma, pode-se utilizar também estruturas de carboidratos e glicolipidios como alvos

potenciais (CARTELLIERI et al., 2010).
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Outra vantagem ¢ a possibilidade de realizar mutagdes na por¢ao scFv para modificar
sua afinidade pelo antigeno alvo, um dos fatores que interfere na atividade das células T com
CAR (CAR-T). A magnitude da resposta celular de células CAR-T contra as células tumorais
depende, além da afinidade de ligagdo do scFv pelo seu alvo, da eficacia da expressao de CAR
na superficie da célula efetora, da densidade de antigeno na célula tumoral e acessibilidade do
epitopo na célula alvo (CARTELLIERI et al., 2010).

Com base na afinidade de ligagdo entre anticorpo e antigeno € possivel facilitar a
diferenciagdo entre o tecido normal e tumoral, quando ha diferenca de densidade de antigenos.
Estudos indicam que um scFv com baixa afinidade por um alvo possui capacidade de destruir
células onde o antigeno ¢ abundantemente expresso, mas ndo consegue causar a morte de
c¢lulas saudaveis onde o alvo € expresso em niveis baixos ou normais (CHMIELEWSKI et al.,
2004; GUEDAN et al., 2018).

Um CAR com scFv de baixa afinidade contra EGFR (receptor do fator de crescimento
epidérmico) em estudo, demonstrou efeito sobre células que superexpressam o alvo e nao
apresentou resposta as células com niveis mais baixos de EGFR (CARUSO et al., 2015).
Estudos também foram feitos com células CAR-T baseadas no trastuzumabe, onde o scFv com
afinidade reduzida apresentou reatividade apenas para HER2 das células de cancer de mama,
sem exercer efeito contra as células normais que expressavam o antigeno (LIU et al., 2015).
Estes resultados ilustram a versatilidade do uso scFv, que pode ser desenhado e manipulado
para influenciar a especificidade e diferenciar tecidos.

Inicialmente, os CARs eram compostos pelo fragmento variavel de cadeia tnica (scFv),
um espacador, a regido transmembrana e um dominio de sinalizacdo intracelular, composto pela
cadeia zeta do complexo CD3 (CD3(). Esta estrutura foi chamada de CAR de primeira geragao
(Figura 4), que utilizava apenas CD3{ como molécula coestimuladora do sinal de ativagdo
(GUEDAN et al., 2018).

Apesar da atividade antitumoral comprovada, os CARs de primeira geragao se
mostraram carentes de algumas altera¢des durante os ensaios clinicos para melhorar sua eficacia
terapéutica e permanéncia celular, que ainda eram insatisfatorias (CHU et al., 2018;
CARTELLIERI et al., 2010). Sabendo disso e de que as células T necessitam de dois sinais de
ativacdo, um via MHC e outro via moléculas coestimuladoras, foram incorporados a estrutura
de CARs mais uma molécula coestimulatéria como segunda via de ativacao. Assim, surgiram
os CARs de segunda geragao (Figura 4). O dominio coestimulador utilizado na maioria dos
CARs ¢ 0 CD28, mas uma série de outras moléculas coestimuladoras também j4 foram testadas,

como CD27, CD134 (OX-40), CD137 (4-1BB) e ICOS, por exemplo (GUEDAN et al., 2018).
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A incorporagdo de outro coestimulador possibilitou uma melhor sinalizagdo de ativagao,
que consequentemente melhorou a producao de citocinas e a proliferagdo e persisténcia in vivo
das células CAR-T (GUEDAN et al., 2018). A terceira geracdo de CARs (Figura 4), diante dos
promissores resultados alcangados com a adi¢cao de um coestimulador além do CD3{ nos CARs,

incorporou mais uma molécula coestimuladora na sua estrutura.

Figura 4 — As geragoes dos Receptores Quiméricos de Antigenos (CARs)
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Fonte: Adaptado de BEZERRA ef al., 2022. A primeira geragdo de CARs consiste em um scFv como dominio de
ligagdo, uma regido espacadora, um dominio transmembrana ¢ um Unico dominio de sinaliza¢do intracelular
(CD3{). A segunda geracdo incluiu uma nova molécula coestimuladora ao dominio de sinalizagdo intracelular
(CD28, 4-1BB, ICOS, 0X40 ou CD27). A terceira geragdo possui ¢ composta por duas moléculas coestimuladoras,
além de CD3(, geralmente CD28 ou ICOS como Col e 4-1BB, 0X40 ou CD27 como Co2.

A imunoterapia com CARs vem sendo amplamente estudada e apresentou diversos
resultados positivos em ensaios clinicos, ja tendo sido inclusive aprovada algumas dessas
terapias pela Food and Drug Administration (FDA), como tisagenlecleucel (Kymriah®),
axicabtagene ciloleucel (Yescarta®) e brexucabtagene autoleucel (Tecartus®) (HAN et al.,
2021). Entre elas, o tisagenlecleucel (Kymriah®) e axicabtagene ciloleucel (Yescarta®)
possuem como alvo o antigeno CD19, uma proteina de membrana expressa exclusivamente em
células B e que se encontra em superexpressao nos linfomas. Os medicamentos estdo sendo
utilizados no tratamento de Leucemia Linfoblastica Aguda de Células B Refrataria (LLA-B) e
Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGCB) e tém demonstrado resultados promissores

(SCHUSTER et al., 2015; KOCHENDERFER et al., 2017).
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1.4 Receptor CD19

A sigla CD se refere ao grupamento de diferenciagdo (do inglés cluster of
differentiation), um sistema relacionado a um conjunto de marcadores de superficie celular
utilizados para diferenciar diversos tipos de células, seja por linhagem ou estidgio de
diferenciagdo (ABBAS et al., 2015). O CDI19 ¢ uma proteina de membrana presente em
linfécitos B que atua como co-receptor na transducao de sinal do receptor de antigenos de
células B (BCR). A ligagdo entre o0 CD19 e o BCR desencadeiam a liberagdo de célcio e um
aumento na proliferagdo celular, o que influencia no desenvolvimento e no desempenho da
funcdo das células B (LI et al., 2017).

Esta molécula ¢ classificada como uma glicoproteina transmembrana do tipo I,
pertencente a superfamilia de imunoglobulina (Ig) (WANG et al., 2012; SHINICHI SATO,
1999). E composta por 556 residuos de aminoacidos, possuindo um peso molecular de 95 kDa,
e pode ser dividida em 3 por¢des: a extracelular, a transmembrana e a intracelular. A por¢ao
extracelular € a que possui o epitopo antigénico que pode ser reconhecido por anticorpos, a qual
¢ codificada por 4 dos 15 exons responsaveis por codificar este receptor (WANG et al., 2012).

A porcao extracelular do CD19 compreende a regido N-terminal, composta por dois
dominios C2 do tipo Ig, os quais estdo separados por uma ligagdo dissulfeto, possuindo ainda
sitios de ligagdo para carboidratos N-ligados (WANG et al., 2012). J& a por¢ao intracelular do
CD19 ¢ uma regido altamente conservada, que compreende a regido C-terminal. Este dominio
¢ composto por 242 residuos de aminoécidos, dos quais nove sdo residuos de tirosina proximos
a extremidade (Figura 5). Estudos sugerem que trés desses residuos de tirosina (Y391, Y482 e
Y513) possuem um papel critico na funcdo biologica do CD19 e que a substituicdo de dois

desses residuos por outro aminoacido pode afetar a transducdo de sinal (WANG et al., 2012).
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Figura 5 — Representacgao da estrutura molecular do receptor CD19
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Fonte: Adaptado de WANG et al., 2012. O CD19 ¢ uma proteina transmembrana do tipo 1 composta por 556
aminoacidos. Possui em sua regido extracelular dois dominios C2 do tipo Ig separados por um pequeno dominio
helicoidal com possiveis liga¢des dissulfeto. A sua regido intracelular é composta por 242 residuos de aminoacidos
altamente conservados, incluindo varios residuos de tirosina. Trés dos principais residuos de tirosina, os quais

estdo intimamente relacionados a atividade bioldgica de CD19, estdo representados na imagem.

O CDI19 se tornou um alvo promissor pois, além de ser expresso exclusivamente em
células B, ndo sendo expresso em células tronco hematopoiéticas e células do plasma (OHAD
HAMMER, 2012), ele esta presente durante todo o processo de maturagao dessas c€lulas, desde
as c¢lulas pré-B até a diferenciacdo dessas células em células plasmaticas (FISCHER et al.,
2017). Ademais, a molécula também estd superexpresa em linfomas de células B, como
leucemias linfoblasticas agudas, linfomas de células B e leucemias de células B, estando
inclusive em concentragdes mais altas quando comparado a outros alvos estudados, como CD20
e CD22 (SUBKLEWE et al., 2019).

Diante do exposto, o uso de CD19 como alvo em imunoterapias vem sendo cada vez
mais explorado. Entre as moléculas estudadas, ¢ valido ressaltar o anticorpo FMC63, o qual
reconhece de forma especifica o0 CD19 e ja tem sido aplicado em pesquisas no formato scFv

como dominio de reconhecimento ao antigeno em CARs (VAN DER STEGEN et al., 2015).
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1.5 Anticorpo Monoclonal Murino FMC63

Os anticorpos monoclonais (mAb, do inglés monoclonal Antibody) sdo anticorpos
produzidos por um unico clone de linfécito B, o qual € isolado, clonado e imortalizado. A sua
origem, de um unico linfécito B, faz com que todos os anticorpos produzidos por este sejam
idénticos entre si, compartilhando as mesmas propriedades fisico-quimicas e especificidade.
Eles possuem diversas aplicagdes, sendo utilizados no tratamento de doengas como
imunoterapicos, para diagnostico, producao de vacinas, ensaios de deteccao e quantificagao de
varias moléculas, entre outras.

Os mecanismos de a¢do dos anticorpos monoclonais sdo diversos e diferentes entre si.
De modo geral, eles podem atuar causando & apoptose celular, por meio da citotoxicidade
dependente de complemento (CDC), onde a via classica do sistema complemento ¢ ativada para
eliminar o antigeno, via citotoxicidade mediada por células anticorpo-dependente (ADCC),
onde sdo recrutadas outras células efetoras para destruir o antigeno, e por fagocitose celular
dependente de anticorpo (ADCP) (SUZUKI et al., 2015).

O FMC63 ¢ um anticorpo monoclonal anti-CD19 murino, ou seja, tanto a sua por¢ao
variavel (Fab) quanto a sua porcao constante (Fc) sdo de origem animal (camundongo), sendo
derivadas mais especificamente de uma imunoglobulina da classe IgG2a (ZOLA et al., 1991).
A interacdo entre o anticorpo € o CD19 ainda nao foi bem elucidada, visto que ainda ndo ha de
fato um consenso em relacdo a quais sdo os residuos do epitopo do CD19 que sdo relevantes e
participam do paratopo do FMC63. De modo geral, os estudos atuais sugerem que o anticorpo
reconhece os residuos de aminoacidos presentes em trés algas (loops) diferentes (loop 1, loop
2 e loop 3) do dominio extracelular da proteina CD19 (Tabela 1) (TEPLYAKOV et al., 2018;
GHORASHIAN et al., 2019). Entre os trés loops com os quais o anticorpo interage, a regiao
correspondente ao exon 4, que codifica o loop 3, representa o seu principal sitio de

reconhecimento (SOMMERMEYER et al., 2017; ORLANDO et al., 2018).

Tabela 1 — Sequéncia e numeracao dos residuos de aminodcidos presentes no epitopo

antigénico do CD19 reconhecidos por FMC63

Epitopo antigénico Sequéncia Residuos
Loop 1 LCQPGPPSEKAW 96-107
Loop 2 KLYVWAKDRPEI 155-166
Loop 3 HVHPKGPKS 216-224

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.
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O FMC63 ¢ um anticorpo j& bem caracterizado que vem sendo amplamente utilizado
em estudos que tem como alvo a proteina CD19, principalmente em pesquisas que utilizam a
sua por¢ao scFv como dominio de reconhecimento ao antigeno em CARs (VAN DER STEGEN
et al., 2015), os quais tém obtido resultados promissores para o tratamento de neoplasias como
a Leucemia Linféide Aguda de células B refrataria (LLA-B), Linfoma Difuso de Células B
Grandes (LDGCB) e Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) (TURTLE et al., 2016; NEELAPU
et al., 2017; PORTER et al., 2015). Além disso, ja foram aprovadas pela FDA as terapias
Kymriah® e Yescarta®, CARs que utilizam um scFv derivado do anticorpo FMC63 para o

reconhecimento do antigeno CD19.

1.6 A tag c-Myc

As tags, também conhecidas por cauda, sdo polipeptidios pequenos que podem ser
utilizados como marcadores de proteinas, os quais sdo amplamente empregados em técnicas de
engenharia genética e manipulacdo de DNA, inseridos na por¢ao N-terminal ou C-terminal de
uma proteina recombinante para facilitar sua manipulagdo e uso em procedimentos
laboratoriais. Normalmente, quando a proteina recombinante estudada nao possui um anticorpo
especifico capaz de reconhecé-la ¢ feita a inser¢ao de uma tag em sua estrutura, a qual pode ser
detectada por um anticorpo anti-fag, permitindo assim a realizagdo de experimentos que
anteriormente ndo eram possiveis, auxiliando em processos como a purificagdo, identificagao,
1solamento e quantifica¢ao de proteinas (VANDEMOORTELE et al., 2019).

Apesar da praticidade do uso de fags, € importante saber selecionar qual seré utilizada
nos estudos, pois a mesma pode interferir nos resultados dos ensaios, interferindo por exemplo
nas interagdes da proteina recombinante. Grande parte dessa interferéncia se deve ao tamanho
da tag utilizada, de modo que quanto maior o tamanho da tag, maiores as chances de haver
inibicao ou diminuicao de interagdes com a proteina recombinante (MAJOREK et al., 2014).
Desta forma, na maioria dos estudos ¢ preferivel o uso de tags menores, como as fags FLAG,
HA e c-Myc, por exemplo (ZHAO et al., 2013).

A proteina c-Myc completa ¢ formada por 439 residuos de aminoacidos e possui um
peso molecular de 62 kDa. Ela atua no ntcleo celular como um fator de transcricao que regula
o crescimento, a diferenciagdo, o metabolismo ¢ a morte celular (MADDEN et al., 2021). Ja a
tag c-Myc possui apenas 10 residuos de aminoacidos em sua estrutura (EQKLISEEDL),

correspondentes aos aminoacidos do intervalo 410-419 da regido C-terminal da proteina c-Myc,
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o que lhe confere um peso molecular de 1203.31 Da e um ponto isoelétrico (pI) de 4 (Figura 6)

(CHROMOTEK, 2022; SCHUCHNER et al., 2020).
Figura 6 — Representacao da estrutura tridimensional da tag c-Myc
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Sequéncia: EQKLISEEDL

N° de aminoacidos: 10

Peso molecular: 1203.31 Da

Ponto Isoelétrico: 4

Fonte: Adaptado de Proteintech® (2022).

A tag c-Myc ¢ uma das tags mais utilizadas por pesquisadores, devido ao seu tamanho
reduzido e por ja ser bem caracterizada, sendo empregada principalmente em métodos de
identificagdo e purificagdo, como imunoprecipitagdo, imunofluorescéncia, western blotting,
ELISA e citometria de fluxo (TERPE, 2003; ZHAO et al., 2013). O seu tamanho pequeno reduz
a probabilidade de que as interagdes e estabilidade da proteina recombinante de interesse sejam
afetadas pela insercao da tag, e por ser de origem humana reduz-se as chances de haver reagdes
de imunogenicidade.

Além disso, outra vantagem ¢ que a fag possui diversos anticorpos capazes de
reconhecé-la, como por exemplo o anticorpo 9E10 (SCHUCHNER et al., 2020). Este fator é
essencial, principalmente se tratando de trabalhos com proteinas recombinantes, as quais muitas
vezes nao possuem anticorpos especificos capazes de reconhecé-las, o que impossibilita ou
dificulta a realiza¢do de metodologias de deteccao e purificagdo (YOUNG et al., 2012).

Um bom exemplo sdao os CARs, que sdo proteinas recombinantes complexas formadas
pela combinagdo de outras proteinas, as quais constituem os seus dominios. Isso torna a inser¢ao
de uma fag a sua estrutura uma etapa pertinente para o estudo de CARs, os quais inclusive ja
vem utilizando a tag c-Myc para auxiliar na manipulacdo laboratorial dessas proteinas (MOOT

etal.,2016; NUNOYA et al.,2019; Ll et al., 2020). A tag pode ser inserida a diferentes regides
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da proteina, no N-terminal, C-terminal ou em ambas as regides. Esse posicionamento também
pode interferir na atividade e estabilidade da proteina de interesse, sendo definido de acordo
com os objetivos da pesquisa e estudos conformacionais. Tendo isso em mente, ¢ lembrando
do fato de que a adicdo da tag pode afetar a proteina recombinante de diversas formas, ¢
importante a realizacdo de estudos que investiguem se o uso de fags na estrutura do CAR pode
interferir na sua eficacia, prejudicando assim o processo de sinalizag@o responsavel por ativar

as células T.
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2 JUSTIFICATIVA

O grupo de Engenharia de Proteinas Terapéuticas da Fiocruz Cear4, atua principalmente
com a pesquisa de novos anticorpos monoclonais mutantes, buscando aumentar a afinidade
deles com seus respectivos alvos. Inicialmente, trabalha-se com fragmentos de anticorpos no
formato scFv, pela maior facilidade de manipulagdo laboratorial e expressao destes. De modo
geral, o foco do grupo ¢ desenvolver imunoterapicos biobetters, termo referente a proteinas
recombinantes similares aos biofdrmacos, modificadas para possuir eficicia superior a
molécula original. Ademais, as pesquisas realizadas também buscam fomentar o
desenvolvimento de novas terapias.

Um grupo de pesquisa parceiro, liderado pelo Dr. Martin Herndn Bonamino,
pesquisador do Instituto Nacional de Cancer e da Fiocruz-RJ, desenvolve CARs com a tag c-
Myec. A inser¢do de uma tag na estrutura do CAR é um método muito utilizado para auxiliar a
manipulacdo laboratorial dessas moléculas e possibilitar a realizagdo de ensaios de deteccao,
quantificagdo e purificagdo. Dentre as principais tags, podemos destacar o c-Myc, uma tag bem
caracterizada, com tamanho reduzido e que pode ser reconhecida por um anticorpo anti-c-Myc
9E10.

Os CARs anti-CD19 comercializados atualmente possuem em sua estrutura um scFv
derivado do FMC63, um anticorpo monoclonal anti-CD19 de origem murina. Buscando
entender melhor a interacdo entre o CAR e o antigeno CD19, além de investigar como a adi¢ao
da tag c-Myc ao scFv pode influenciar nesta ligacdo, este trabalho prop6s expressar o scFv anti-
CD19 derivado do FMC63 com e sem a fag c-Myc em um sistema bacteriano e purifica-lo. A
perspectiva € de padronizar o processo de expressao e purificacdo dos scFv anti-CD19 para em
seguida obter proteina suficiente para realizagdo de ensaios de comparagdo da capacidade de
ligagcdo dos scFv com e sem c-Myc ao seu antigeno, de modo a verificar se houve alguma

influéncia da tag sobre esta interagao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Expressar e purificar o fragmento variavel (scFv) derivado do anticorpo monoclonal

anti-CD19 FMC63, com e sem a fag c-Myc, em sistema de procarioto

3.2 Objetivos Especificos

e Clonar os genes do scFv derivado do anticorpo monoclonal anti-CD19 FMC63, com ¢
sem a tag c-Myc, no vetor de expressdo pET-SUMO;

e Transformar as cepas de clonagem e expressdo com os vetores pET-SUMO-scFv-CD19
e pET-SUMO-c-Myc-scFv-CD19;

e Expressar o scFv anti-CD19 com e sem a tag c-myc em sistema procarioto;

e Purificar o scFv por cromatografia de afinidade em coluna HisTrap HP;

e Avaliar estabilidade térmica dos scFv anti- CD19 expressos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Clonagem do gene do scFv anti-CD19 com e sem zag c-Myc em pET-SUMO
4.1.1 Obtencdo do vetor pET-SUMO

O vetor de escolha para os experimentos foi o pET-SUMO (Figura 7), o qual adiciona
a por¢ao N-terminal da proteina uma tag SUMO (pequeno modificador ubiquitina-simile, ou
do inglés, small ubiquitin-like modifier). A adigao desta fag a proteina expressa possibilita uma
maior solubilidade para a proteina e uma maior probabilidade de um enovelamento adequado.
Além disso, o vetor possui em sua estrutura um gene de resisténcia a canamicina, o qual pode

ser utilizado como marcador de selegao.

Figura 7 — Vetor pET-SUMO

B 17 Jco] res [atc ez, jsuno LR o

Fonte: Invitrogen. Mapa esquematico do vetor de expressdo pET-SUMO.

As células competentes da cepa E. coli DH5a foram transformadas por choque térmico,
protocolo descrito no tépico 4.3, com o vetor pET-SUMO e armazenadas a -80 °C. Em uma
placa de Petri contendo 10 mL de meio LB-agar seletivo com canamicina (40 pg/mL),
antibidtico ao qual o plasmideo pET-SUMO possui resisténcia, foi feita a inoculagao de 20 pL
do estoque de E. coli DH5a utilizando a técnica de esgotamento do indculo por estrias. A placa
foi incubada overnight em estufa bacterioldgica a 37 °C.

No dia seguinte, foi feita a inoculacdo de uma colonia isolada crescida na placa de Petri

em um tubo com 5 mL de meio LB liquido com canamicina (40 pg/mL), sendo feito também
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um controle negativo contendo apenas meio e antibidtico, para identificagdo de qualquer
contaminag¢do cruzada. Os tubos foram incubados overnight em agitador orbital a 200 rpm e 37
°C. Por fim, a cultura de células obtida foi submetida a uma purificagcdo do DNA plasmidial
para obtencdo do vetor pET-SUMO, utilizando o Kit Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification Systems (Promega®), conforme orientacdes do fornecedor. A quantificagdo do

plasmideo foi realizada em aparelho NanoDrop (ThermoScientific®).

4.1.2 Amplificagdo do inserto scFv-anti-CD19

A amplificacdo do gene scFv anti-CD19 foi feita a partir do estoque do vetor pUC-c-
Myc-scFv-CD19, por meio de Reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Para esta reagdo, foram
utilizados primers especificos para a sequéncia do scFv anti-CD19, os quais foram desenhados
para inser¢do dos sitios de reconhecimento para as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll em
cada extremidade do gene, estando destacados em vermelhos nas sequéncias abaixo.

CD19-SUMO-forward: 5> — ATCGGATCCGACATCCAGATGACCCAGAC -3’

CD19-SUMO-reverse: 5 — GCGAAGCTTTTAAGAAGAAACGGTAACAG -3’

Em tubo eppendorf de 0,2 mL foram adicionados 5 uL. de tampao da enzima DNA
polimerase Pfu, 1 pL da enzima DNA polimerase Pfu (1 U), 4 uL. de desoxirribonucleotideos
fosfatados (ANTP's), 1 uL de primer foward (10 mM), 1 uL de primer reverse (10 mM), 1 uLL
de DNA (~20 ng) e 37 pL de agua ultrapura, totalizando ao fim 50 pL. Para controle negativo
foi feita uma reagdo substituindo o DNA por 4gua ultrapura em volume equivalente.

Os parametros de programagao utilizados no termociclador foram:

1) 95 °C por 2 minutos;

2) 95 °C por 30 segundos — desnaturacao;
3) 58 °C por 30 segundos — anelamento;
4) 72 °C por 2 minutos — extensao;

5) 72 °C por 5 minutos.

As etapas 2, 3 e 4 foram repetidas 29 vezes, efetuando assim 30 ciclos no total. O
produto de PCR obtido foi analisado através de uma corrida de eletroforese em gel de agarose
1% e posteriormente purificado através do Kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration
System (Promega®), seguindo as recomendacdes do fornecedor. A quantificagdo do gene foi

realizada em aparelho NanoDrop (ThermoScientific®).
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4.1.3 Digestdo com enzimas de restri¢do

Ambas as reacdes de digestao dos scFv anti-CD19 utilizaram as enzimas de restri¢cao
BamH]I (Promega®) e Hindlll (Promega®), sendo preparadas uma reagao para o produto de
PCR do scFv-CD19 e outra para c-Myc-scFv-CD19, além de uma para o vetor pET-SUMO, de
modo que o vetor e os insertos obtivessem extremidades coesivas complementares.

As reagdes foram preparadas conforme recomendac¢des do fabricante, em tubos
eppendorf de 1,5 mL contendo:

e 2 ul de Albumina Sérica Bovina (BSA) 10X;

e 2 uL do tampao E da enzima (Promega®);

e 1 ulL (10 U) de BamHI (Promega®);

e | ulL (10 U) de Hindlll (Promega®);

e Aproximadamente 1 pg de DNA (scFv-CD19, para c-Myc-scFv-CD19 ou pET-

SUMO);
e Agua ultrapura q.s.p. 20 uL.

Durante todo o procedimento as enzimas foram mantidas em um suporte gelado. Os
tubos com as reacdes preparadas foram incubados a 37 °C por 3 horas e em seguida foram
mantidos a 65 °C durante 15 minutos, para inativa¢do das enzimas de restri¢ao.

Para evitar a recircularizagdo do vetor digerido, fazendo com que o vetor torne-se
circular novamente, foi realizada posteriormente a desfosforilagao do pET-SUMO, que consiste
na retirada do grupo fosfato da regido 5 da dupla fita. Desta forma, o vetor pET-SUMO
digerido foi incubado com a enzima fosfatase alcalina SAP (Promega®) por 1 hora a 37 °C. A
reagdo foi preparada em tubo eppendorf de 1,5 mL com 10 U da enzima, 2,5 puL de tampao
10X, 20 pL do produto da digestdao e dgua ultrapura g.s.p. 25 puL. Apds a incubagdo, a enzima
¢ inativada a 65 °C por 15 minutos. Os produtos obtidos apos a digestao e desfosforilacao foram
analisados em eletroforese em gel de agarose 0,8%. A banda referente ao vetor pET-SUMO
linearizado e aos scFv anti-CD19 com e sem c-Myc foram excisadas do gel e purificadas com
o Kit ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System (Promega®), seguindo as
recomendacdes do fornecedor. A quantificagdo do vetor e insertos foi realizada em aparelho

NanoDrop (ThermoScientific®).
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4.1.4 Reacdo de ligagdo entre vetor e inserto

A reagao de ligacao do vetor pET-SUMO aos scFv anti-CD19 com e sem a tag c-Myc
foi realizada em tubos eppendorf de 1,5 mL, os quais continham:

e Aproximadamente 100 ng de vetor;

e Aproximadamente 65 ng de inserto;

e 2 ul de tampao 10X da enzima T4 DNA ligase;

e 1 uL (1 U)daenzima T4 DNA ligase (Promega®);

e Agua ultrapura q.s.p. 20 pL.

Também foi feito um controle negativo, o qual substituia o volume utilizado de inserto
por agua ultrapura. Os tubos foram incubados overnight a 4 °C e no dia seguinte, para
interromper a reagao de ligacao, foram transferidos para um banho seco a 70 °C por 10 minutos.
A razao molar inserto/vetor utilizada para o procedimento foi de 5:1.

A seguinte formula, sugerida pelo fabricante, foi utilizada para calcular a quantidade de

inserto que foi adicionado a reacdo de ligacao:

ng de vetor » Kb de inserto
Kb de vetor

% Razdo molar (inserto/vetor) =ng de inserto

4.1.5 Transformacdo em E. coli TOP 10

Células da cepa de E. coli TOP 10 passaram por um processo de quimiocompeténcia,
descrito no topico 4.2, para estarem aptas para receber o plasmideo contendo o gene de
interesse, tanto o pET-SUMO-scFv-CD19 quanto o pET-SUMO-c-Myc-scFv-CD19. Apoés a
quimiocompeténcia, as células TOP 10 foram transformadas por choque térmico, procedimento
também detalhado nos topicos seguintes. As células transformadas foram plaqueados em 10
mL de meio LB-4gar contendo canamicina (40 pug/mL) e incubadas em estufa bacterioldgica a
37 °C overnight. O meio seletivo com antibidtico permite apenas o crescimento das coldnias
que conseguiram englobar os plasmideos pET-SUMO-scFv-CD19 e pET-SUMO-c-Myc-scFv-

CD19, os quais possuem um gene de resisténcia ao antibiotico utilizado no meio.
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4.1.6 PCR de colonia

A PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) de colonia € realizada para confirmar quais
das colonias obtidas apos o processo de transformacao conseguiram de fato englobar o nosso
plasmideo. Primeiramente foram selecionadas algumas colonias que cresceram isoladamente
nas placas em meio LB-4gar seletivo com canamicina (40 pg/mL), apds o processo de
transformagao (AZEVEDO et al., 2003).

Em tubos eppendorf de 0,2 mL foram adicionados 23 uL do mix GenScript (mistura
contendo tampao 10x, dNTP’s, GenScript tag DNA polimerase e dgua ultrapura), 1 pL de
primer foward, 1 pL de primer reverse e DNA, obtido por esfregaco das coldnias através da
ponta de uma ponteira estéril, a qual foi submersa no tubo eppendorf. Para controle negativo
foi feita uma reagdo com apenas a ponteira estéril sem a presenca de DNA, e para o controle
positivo foi utilizado um vetor pET-SUMO clonado com outro gene nao relacionado.

Os parametros de programagao utilizados no termociclador foram:

1) 95 °C por 2 minutos;

2) 95 °C por 30 segundos — desnaturacao;
3) 55 °C por 30 segundos — anelamento;
4) 72 °C por 2 minutos — extensao;

5) 72 °C por 5 minutos.

As etapas 2, 3 e 4 foram repetidas 29 vezes, efetuando assim 30 ciclos no total. Os
produtos de PCR obtidos foram analisados através de uma corrida de eletroforese em gel de

agarose 0,8%.

4.1.7 Envio das amostras para sequenciamento

O miniprep ¢ uma reagao de extragdo e purificagdo do DNA plasmidial, realizada com
a cultura da bactéria transformada, que contém o nosso plasmideo com o DNA de interesse. As
coldnias selecionadas como positivas na PCR realizada foram inoculadas, separadamente, em
5 mL de meio LB com canamicina (40 ug/mL), antibidtico ao qual o plasmideo possui gene de
resisténcia, e incubadas a 37 °C em agitador orbital a 230 rpm overnight.

Com o pré-indculo obtido foram realizados o minipreps, utilizando o Kit Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification Systems (Promega®) e seguindo o protocolo determinado pelo

fabricante (PROMEGA, 2011). Em seguida, foi feita a quantificacdo dos plasmideos, realizada
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em aparelho NanoDrop (ThermoScientific®). As amostras foram aliquotadas em tubos
eppendorf na concentragdo de aproximadamente 60 ng/uL, sendo enviadas em um volume de
10 uL em cada tubo para o sequenciamento na unidade da Fiocruz de Pernambuco, que utiliza
o método de Sanger. Ao total foram enviadas 3 amostras de pET-SUMO-scFv-CD19, obtidas

de diferentes coldnias.

4.1.8 Teste de digestio

O teste de digestao foi realizado como uma evidéncia adicional da presenga dos nossos
genes de interesse (scFv-CD19 e c-Myc-scFv-CD19) no pET-SUMO extraido e purificado das
coldnias selecionadas, visto que ja tinha sido realizado o sequenciamento do pET-SUMO-scFv-
CD19. Este ensaio foi realizado com duas coldnias selecionadas positivas para pET-SUMO-c-
Myc-scFv-CD19. Em tubos eppendorf de 0,2 mL foram adicionados 2 uL. de BSA 10X, 2 uL.
do tampao E da enzima (Promega®), 0,5 puL (10 U) de BamHI (Promega®), 0,5 pL (10 U) de
HindIll (Promega®), aproximadamente 300 ng de DNA (c-Myc-scFv-CD19) e 4dgua ultrapura
g.s.p. 10 pL. A reagdo ocorreu por 1 hora a 37 °C, com a finalidade de avaliar, apds corrida em
gel de agarose 0,8%, a ocorréncia de bandas correspondentes a presenca do inserto e ao vetor

parcialmente digerido.

4.2 Obtencao de células quimiocompetentes

As linhagens de células Escherichia coli Topl0 e SHuffle foram submetidas a um
protocolo de quimiocompeténcia (AZEVEDO et al., 2003) para se tornarem hébeis para a
reacao de transformacgdo. Para isso, coldnias isoladas, obtidas previamente por uma cultura em
placa de Petri por esgotamento, foram inoculadas separadamente em 5 mL de meio Luria
Bertani (LB) sem antibi6tico e incubadas a 37 °C sobre agitagdo de 200 rpm overnight.

No dia seguinte, 1 mL dos pré-indculos crescidos foram adicionados em 100 mL de
meio LB e incubados a 37 °C em agitador orbital em 200 rpm até alcancar a densidade oOtica
(D.O.) 2600 nm de 0,4 a 0,6. O espectrofotometro foi zerado com meio LB sem células para
uma correta afericdo da D.O. Quando a D.O. foi atingida, as culturas foram centrifugadas a
5000 xg por 10 minutos, descartando os sobrenadantes e ressuspendendo os pellets de células

cuidadosamente em 40 mL de MgCl, (0,1 M), previamente preparado e refrigerado.
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Em seguida, realizou-se uma nova centrifugacao a 4 °C e 3000 xg por 10 minutos, onde
os sobrenadantes foram novamente descartados e os pellets ressuspendidos em 2 mL de CaCl»
(0,1 M), também gelado. As células, na sequéncia, foram deixadas em gelo por 20 minutos, e,
logo apds, adicionou-se 1 mL de glicerol 50%. Por fim, as amostras obtidas foram divididas em
aliquotas de 100 pL em tubos de 1,5 mL, previamente gelados, para serem armazenadas em

freezer -80 °C.

4.3 Transformacao das cepas de expressao E. coli SHuffle

Células quimiocompetentes da cepa de E. coli SHuffle foram utilizadas para a
transformagdo (AZEVEDO et al., 2003), onde as mesmas receberam o plasmideo contendo o
gene de interesse, tanto o pET-SUMO-scFv-CD19 quanto o pET-SUMO-c-Myc-scFv-CD19,
para expressao dos scFv anti-CD19.

Para isso, foram utilizadas culturas em estoque da cepa quimiocompetente, as quais
devem ser descongeladas em banho de gelo. Em um tubo eppendorf de 1,5 mL foram
adicionados 10 pL de MgCl2 (0,1 M), 5 uL. de CaCl (0,1 M) e 1 pLL de pET-SUMO-scFv-CD19
e em outro tubo 10 pL de MgCI2 (0,1 M), 5 uL. de CaCl (0,1 M) e 1 uLL de pET-SUMO-c-Myc-
scFvCD19, ao final completando o volume de cada tubo com &gua estéril g.s.p. 50 pL.
Posteriormente, a cada tubo foram adicionados 50 pL de células SHuffle competentes e em
seguida os tubos foram incubados em banho de gelo por 30 minutos. O experimento foi
realizado em duplicada e com controles negativos, onde a 4gua foi adicionada ao invés do
plasmideo, em volume equivalente. Ap6s os 30 minutos nos gelos, os tubos foram transferidos
para banho seco a 42 °C, onde foram incubados por 1 minuto e, em seguida, 2 minutos no gelo
novamente, causando assim o choque térmico.

Para a etapa de regeneragado, foram adicionados 900 pL de meio LB as células e os tubos
foram transferidos para um agitador orbital, onde ficaram submetidos a uma agitagdo de 200
rpm a 37 °C por 1 hora. Apos o periodo de incubagdo, os tubos foram centrifugados a 10000 xg
por 3 minutos, onde, em seguida, descartou-se 950 pulL do sobrenadante e os aproximadamente
50 pL restantes foram utilizados para ressuspender os pellets formados. Apds homogeneizados,
os 50 pL foram plaqueados em 10 mL de meio LB-agar contendo canamicina (40 pg/mL). As

placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C overnight.
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4.4 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose € realizada para analise do DNA por meio da separacao
por peso molecular. Para corrida, foi preparado o gel de agarose 1%, com 1 g de agarose e 100
mL de tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) pH 8 1x. As amostras foram preparadas em tubos
eppendorf de 0,5 mL, onde foram diluidas em tampao de amostra 5x (Loading Dye + GelRed™)
de acordo com o volume final desejado e de forma que o tampao de amostra tenha concentragao
final de 1x (CARVALHO et al., 2010). Para corrida de produtos de PCR de colonia foram
utilizados 4 pL do tampao de amostra e 16 pL da amostra, com volume final de 20 pL. Utilizou-
se também 7 pL de marcador com peso molecular de 1 Kb, para identificar o tamanho das

bandas formadas na corrida. Os pardmetros utilizados na corrida foram de 80 V, 100 mA.

4.5 Expressao heterdloga dos scFv anti-CD19 com e sem a tag c-Myc

Para expressdo do scFv anti-CD19 foram crescidas cepas de E. coli SHuffle
transformadas com o pET-SUMO-scFv-CD19 e pET-SUMO-scFv-CD19-Myec,
separadamente, em pré-indculos contendo 5 mL de meio LB e canamicina (40 pg/uL),
antibiotico ao qual os plasmideos possuem o gene de resisténcia. Os pré-inoculos foram
incubados em agitador orbital a 37 °C e 230 rpm overnight. Também foi feito um controle
negativo, contendo apenas meio de cultura e antibiotico, para garantir que ndo houve
contaminag¢do durante o experimento.

Cada pré-inoculo foi adicionado a 500 mL de meio LB com antibidtico canamicina (40
ng /ul) em erlenmeyers estéreis. Antes da inoculacdo, separou-se 1 mL do meio, j4 acrescido
com antibiotico (canamicina), para utilizar como branco nas leituras da densidade 6tica (D.O.)
no espectrofotometro. As culturas foram incubadas em agitador orbital a 37 °C e 250 rpm, sendo
realizada a medida da D.O. a 600 nm até que esta atingisse 0,4 a 0,6 de absorbancia. Apds a
D.O. ser alcangada, foi realizada a inducdo da expressao com isopropil-B-D-tiogalactopiranose
(IPTG), que foi adicionado as culturas para uma concentracdo final de 0,3 mM. As culturas
foram entdo novamente incubadas em agitador orbital overnight, a 15 °C e 230 rpm. No dia
seguinte, as culturas foram centrifugadas a 8.000 xg por 10 minutos, a 4° C, sendo ao final o
sobrenadante descartado e os pellets armazenados a -20 °C.

Os pellets obtidos apds a expressao foram ressuspendidos em 20 mL de uma solugdo

contendo tampao A (tampao de equilibrio utilizado na cromatografia para purificacao), 1% de
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triton x-100 e 1mM do inibidor de proteases fluoreto de fenilmetano sulfonil (PMSF). Para lise
celular, as amostras foram submetidas a sonicagdo em banho de gelo, configurada para utilizar
uma amplitude de 10% com 5 segundos de sonicacdo e 80 segundos de intervalo, até completar
5 minutos totais de sonicac¢ao. O conteudo sonicado foi centrifugado a 10.000 xg por 30 minutos
e 4 °C, e depois os sobrenadantes foram filtrados com filtro de 0,22 pum, para entdo serem

submetidos ao processo de purificacao.

4.6 Purificaciio proteica por cromatografia de afinidade

A purificacdo dos scFv anti-CD19 foi realizada por cromatografia de afinidade por metal
imobilizado em coluna HisTrap HP com volume de 1 mL, usando o sistema de cromatografia
de fase liquida AKTA pure (GE HEALTHCARE, 2018). A coluna HisTrap HP possui em sua
matriz niquel imobilizado, o que permite a sua interacdo com a cauda poli-histidina (His-tag)
presente no complexo expresso His-tag-SUMO-N-terminal dos scFv anti-CD19. Para realizar
a eluicdao das proteinas com cauda poli-histidina sdo utilizadas diferentes concentragdes de
imidazol, o qual compete pelos sitios de ligagdo com o niquel da matriz cromatografica.

Foram utilizados os seguintes tampoes, filtrados e sonicados previamente:

e Tampao A com 300 mM de NaCl, 50 mM de Tris, com pH 8,0;

e Tampao B: 300 mM de NaCl, 50 mM de Tris, 500 mM de Imidazol, com pH 8,0;

Inicialmente, todo o sistema e a coluna foram lavados com agua Milli Q filtrada. Apos,
foi realizado o equilibrio da coluna com aproximadamente 15 mL de tampdo de lavagem
(Tampao A), e em sequéncia a amostra foi injetada por bomba de fluxo, sando programado um
volume menor do que o total, a fim de evitar suc¢do de ar pelo sistema, com uma velocidade
0,5 mL/min. Apos lavagem da amostra com tampao A, para eluicdo da nossa proteina, foi
utilizado inicialmente um gradiente de concentragdo do tampao B, em uma faixa de 4 a 80%,
seguido de um step com 100%. Conforme ocorre a eluigdo, as fragdes foram coletas em tubos
de eppendorf de 2 mL.

Apos a eluigdo, a coluna foi novamente equilibrada com tampao A, e, ao fim, tratada
com agua Milli-Q e etanol 20%, também filtrados e sonicados, sendo acondicionada sob
refrigeragdo em etanol 20%. Todo o sistema AKTA também passou por esse tratamento, até
estabilizar a condutividade e UV, sendo por fim condicionado em etanol 20%, para evitar

qualquer contaminagdo microbioldgica (GE HEALTHCARE, 2018).
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O espectro em UV do aparelho indica em quais das fracdes de eluicdo esté a proteina de
interesse. Além das fracdes coletadas durante a eluicdo, também foi feita a coleta de uma
aliquota da lavagem inicial da amostra com tampao A (flow-through) e uma aliquota da lavagem
final da coluna com tampao A (wash), para enriquecer a analise na eletroforese de proteinas em

gel de poliacrilamida e verificar a qualidade da purificagao.

4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida ¢ um ensaio realizado para analise de proteinas,
por separacao por tamanho, utilizado tanto para avaliar a qualidade da purificagdo bem como
etapa prévia para o Western blot. Para ambos os casos foram utilizados géis de poliacrilamida
12,5%, com corrida em uma tensao de 120 V (CARVALHO et al., 2010).
O gel de poliacrilamida é composto por duas partes, um gel de corrida (lower) com
12,5% de acrilamida, e um gel de empilhamento (upper) com 6% de acrilamida. Para o preparo
de cada um foi seguida a férmula:
e Gel de corrida ou lower: 3,3 mL de agua; 2,5 mL de bisacrilamida 40%, 2 mL de
tampao Tris 1,5 M pH 8,8, 80 uL. de SDS 10% (dodecil sulfato de sédio), 85 puL de
APS 10% (persulfato de amonio) e 8,5 uL. de TEMED (tetrametiletilenodiamina);

e Gel de empilhamento ou upper: 2,9 mL de 4gua, 0,75 mL de bisacrilamida 40%,
1,25 mL de tampao Tris 0,5 M pH 6,8, 50 uL. de SDS 10%, 55 uL de APS 10% e
5,5 uL de TEMED.

Para serem aplicadas no gel, cada amostra passou por um tratamento prévio, onde foram
diluidas em tampao 5X (composto por glicerol, B-mercaptoetanol e azul de Coomassie) em
tubos eppendorf de 1,5 mL e aquecidas por 10 minutos a 100 °C em banho seco. Também foi
aplicado 3 pL de solucdo de marcadores de pesos moleculares (TrueColor High Range P M
Sinapse). Ap0s a corrida, o gel foi corado com Coomassie brillant Blue G-250 para visualizagado

das bandas.
4.8 Troca de tampao e clivagem da cauda SUMO
Apo6s a purificagdo, o scFv fica armazenado em tampao de eluicdo, contudo, para

analises biologicas, deve ser feita a troca de tampao para retirada do imidazol e clivagem da

cauda SUMO, a qual pode interferir nos resultados. Primeiramente foi realizada a troca do
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tampao de elui¢do para PBS 1x. Para isso, foi utilizada a metodologia de diafiltragdo, que além
de permitir a troca de tampao, também concentra a proteina. As fracdes obtidas na purificagdo
que demonstraram possuir bandas referentes aos scFv anti-CD19 com e sem a tag c-Myc no gel
de poliacrilamida, foram diluidas em 500 mL de PBS e em seguida adicionadas aos poucos em
filtros para centrifuga Amicon ® Ultra, um tubo Falcon que possui um sistema com de filtragcao
que retem proteinas maiores que o seu poro (10K MWCO - Molecular weight cut-off, em
portugués Limite de Peso Molecular). O tubo foi centrifugado de 3000 xg a 4000 xg por tempo
suficiente para que a solugdo inserida seja filtrada, mas que o filtro ndo fique seco. A solugao
que passou pelo filtro foi descartada e o restante da solugdo ¢ inserida no tubo e submetida a
centrifugacdo. O processo foi repetido até que restasse apenas cerca de 3 mL da solugdo
original. Ao final, o produto obtido foi quantificado com o kit Pierce™ BCA Protein Assay
(Thermo Scientific).

Ap6s a troca de tampao, foi realizada a clivagem da cauda SUMO, uma reagao que ¢é
catalisada pela enzima ULP1 Sumo-protease. Para isso, as amostras de scFv anti-CD19 obtidas
apos a troca de tampao foram incubadas com a ULP1 Sumo-protease overnight a 4 °C, em uma
proporcao de 1:20 (m/m) da ULP com a proteina de interesse. Em sequéncia a digestdo com a
ULP, deve ser realizado um novo passo cromatografico, para purificacao dos scFv sem a cauda
SUMO. Desta forma, equilibrou-se o contetido da digestdo com 500 pL de coluna His-Link por
1 hora em banho de gelo sob agitagao. Apds o tempo de incubacao, foi realizada uma nova
cromatografia de afinidade, desta vez executada em bancada. Por ndo possuirem mais a cauda
SUMO, os scFv expressos ndo conseguem mais interagir com a matriz cromatografica e,
portanto, ndo sdo retidos. Os scFv foram coletados como pico nao retido, monitorados por
leitura de absorbancia a 280 nm em cubeta de quartzo, até a linha de base. A cauda SUMO
clivada foi eluida com 300 mM de imidazol e coletada para avaliagdo da digestdo.

Ao final do procedimento, as fragdes coletadas, tanto dos scFv como da cauda SUMO
clivadas, foram analisadas por SDS-PAGE e os scFv foram quantificados com o Kit Pierce™

BCA Protein Assay (Thermo Scientific).

4.9 Quantificacao

Para a reagdo de digestdo com ULP para clivagem da cauda SUMO ¢ necessario
quantificar a proteina presente na amostra, para que se possa utilizar a correta proporc¢ao de
massas entre nossa proteina e a enzima ULP. Desta forma, apds a troca de tampao foi realizado

o ensaio proteico Pierce BCA (Pierce™ BCA Protein Assay kit), um teste baseado no acido
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bicinconinico (BCA) para quantificagdo de proteinas por detec¢do colorimétrica. A reagdo
utiliza como principio a reducdo de Cu?* a Cu'* promovida pela proteina em meio alcalino, em
que quanto mais proteina, maior é a quantidade de Cu'* formado. O BCA presente na reagio,
reage com o cation de cobre reduzido (Cu'") e forma a cor purpura, que se intensifica de acordo
com a quantidade do ion. O complexo BCA- Cu'* possui forte absorbancia linear a 562 nm com
concentragdes crescentes de proteinas.

Primeiramente ¢ necessario fazer uma curva padrao com BSA (Albumina Sérica
Bovina) com o mesmo tampao onde a nossa proteina esta soluvel. O BSA foi diluido em PBS
1x em concentragdes de 1000 ug/mL, 750 ug/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 200 pg/mL, 125
pg/mL e 25 pg/mL. Também foi feito um branco, contendo apenas o tampdo PBS 1x. O
procedimento foi realizado conforme manual do fabricante.

A partir da curva padrao criada, foram feitos os calculos para determinagdo da
quantificagdo. As amostras de SUMO-scFv-CD19 e SUMO-c-Myc-scFv-CD19, bem como as

amostras obtidas apds a clivagem da cauda SUMO, foram feitas em duplicata.

4.10 Western blot com Anti-His tag

O Western blot foi realizado para confirmar, por imunodeteccdo, que as bandas
observadas no gel de poliacrilamida de fato correspondem ao scFv anti-CD19 com e sem a tag
c-Myc. Para isso, foi realizada, anteriormente, uma corrida eletroforética em gel de
poliacrilamida 12,5% na tensdo de 120 V. Apds a corrida, foi realizada a transferéncia das
bandas de proteina para a membrana de nitrocelulose, por 13 minutos a 25 V e 2,5 A, com
auxilio do aparelho Trans-Blot® Turbo™ Transfer System, seguindo o protocolo do fabricante.
Ap6s o fim da transferéncia, a membrana foi incubada por 10 minutos com corante Ponceau S
sob leve agitacdo, para confirmar a transferéncia das bandas de proteinas do gel para a
membrana e verificar se pode ser dada continuidade ao experimento. Passados os 10 minutos,
o corante foi recolhido € a membrana foi lavada com agua destilada.

Em seguida, a membrana foi bloqueada com 5% de leite bovino desnatado diluido em
PBS-T (PBS + 0,05% Tween20), onde ela permaneceu submersa sob refrigeracdo overnight
(AZEVEDO et al., 2003). Em sequéncia, retirou-se a solugdo de leite e foram realizadas 3
lavagens, de 10 minutos cada, sob agitacdo e a temperatura ambiente com PBS-T. Apds as
lavagens, a membrana foi submersa em uma dilui¢do de 1:5000 (v/v) do anticorpo anti-His-AP
(Anticorpo anti-His fag conjugado com fosfatase alcalina) em PBS-T, conforme indicagio do

fornecedor, onde ela ficou incubada por 1 hora a temperatura ambiente e sob leve agitagao,
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tendo-se o cuidado de evitar o contato da solugdo com a luz. Em seguida, foram realizadas
novamente 3 lavagens com PBS-T, similares as feitas anteriormente (AZEVEDO et al., 2003).

Apos as 3 lavagens com PBS-T, foi feita mais uma lavagem com tampao APB, que
também foi utilizado para revelagao posteriormente. Em seguida, foi feito o preparo do
substrato, onde foram diluidos 66 pL. de NBT (nitro blue tetrazolium) em 10 mL de tampao
APB e depois adicionados 33 pL de BCIP (fosfato de bromo cloroindolil). Com o substrato
pronto, a membrana foi entdo incubada com ele, por 15 minutos sob leve agita¢do. A revelagdo
ocorre entre 5 a 20 minutos, tempo maximo em que a membrana deve permanecer submersa no

substrato.

4.12 Ensaio de estabilidade térmica

O ensaio de estabilidade térmica foi realizado por meio da emissdo de fluorescéncia
intrinseca das proteinas, a qual ocorre devido aos aminodcidos aromaticos, como triptofano,
tirosina e fenilalanina. Destes, o triptofano ¢ o que mais influéncia no sinal, sendo o mais
sensivel a polaridade do solvente e as mudangas do microambiente da proteina (ALEXANDER,
2014). A sua excitacdo maxima ocorre em um comprimento de onda de 280 nm, com emissao
de fluorescéncia maxima de 330 nm em um ambiente apolar € 350 nm em ambiente polar. Sob
condi¢des de aquecimento, os residuos de triptofano presentes no nucleo hidrofobico da
proteina ficam expostos a 4gua apos a desnaturacdo ou desdobramento da proteina
(GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014). Com isso, o pico de emissdo sofre um desvio, o que
possibilita o monitoramento do nivel de enovelamento da proteina.

Para o experimento foi utilizado o equipamento Tycho™ NT.6 (NanoTemper, Munich),
que permite o monitoramento do desdobramento de proteinas e a determinacdo da sua
estabilidade em diferentes microambientes, além de comprovar a viabilidade proteica de acordo
com o tempo e condi¢des de armazenamento. As amostras foram colocadas em capilares, em
um volume de 10 pL, e inseridas no equipamento, onde sdao aquecidas de 35 °C a 95 °C, com
rampa de 30 °C por minuto. Ao fim, o equipamento gera um grafico com os valores de

fluorescéncia e temperatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Clonagem do gene do scFv anti-CD19 com e sem zag c-Myc em pET-SUMO

O plasmideo purificado de pET-SUMO foi quantificado em aparelho Nanodrop, com
concentragdo de 106,6 ng/uL. Para que o vetor possa integrar o inserto do gene de interesse, ¢
necessario trata-lo com enzimas de restrigdes, para obtencdo do vetor linearizado com
extremidades coesivas e complementares ao inserto.

Ja o gene do scFv anti-CD19 foi obtido através de um vetor pUC-c-Myc-scFv-CD19, o
qual possuia duas moléculas da tag c-Myc conectadas sequencialmente ao N-terminal do
dominio Vi do scFv. O scFv presente no vetor possuia um /inker formado por (G4S); ligando a
porcdo C-terminal do Vi a por¢cdo N-terminal do Vy (Figura 8). Para amplificacdo do gene
scFv-CD19 presente no vetor pUC foi realizada uma PCR, utilizando primers desenhados
especificamente para anelarem-se as sequéncias do gene de interesse, além de adicionarem as
extremidades dessa sequéncia os sitios para as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, de forma
a possibilitar a correta introdu¢do do inserto no vetor pET-SUMO. O produto de PCR obtido
foi analisado através de uma corrida de eletroforese em gel de agarose 1%, purificado e

quantificado. Foi obtida uma concentragdo de 83,2 ng/uL do gene scFv-CD19.

Figura 8 — Sequéncia dos 262 residuos de aminoécidos codificados pelo gene c-Myc-scFv-

CDI19

EQKLISEEDLEQKLISEEDL ! . ' BB c-Myc (EQKLISEEDL)
; I Linker (G4S)3

W

Fonte: Elaborado pela autora. Sequéncia do gene c-Myc-scFv-CD19, contendo duas sequéncias seguidas da fag

GGGGSGGGGSGGGGS

c-Myc (10 aminoacidos cada), ligada ao N-terminal da estrutura V-linker-Vy (242 aminoacidos).

Outra estratégia bastante utilizada consiste no tratamento direto do vetor de clonagem
com enzimas de restri¢do, as mesmas utilizadas para digerir o vetor de expressdo. Essa foi a
abordagem utilizada para a obten¢do do gene c-Myc-scFv-CD19. O vetor pUC-c-Myc-scFv-
CD19 foi transformado em cepa E. coli TOP 10, cultivado em meio seletivo com antibiotico e

purificado. Foi realizada uma quantificacio em aparelho Nanodrop, resultando em uma
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concentragdo de 139,2 ng/ulL. de pUC-c-Myc-scFv-CDI19.

Apos a obtengdo de todos os insertos e do vetor, foram realizadas as reagdes de digestao
com enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, seguidas por uma reagao de ligagdo com DNA
ligase. Os vetores pET-SUMO-scFv-CD19 e pET-SUMO-c-Myc-scFv-CD19 foram
transformados em cepa de clonagem E. coli TOP 10, cultivados em meio seletivo e purificados.
Para o scFv-CD19, foram obtidas cinco coldnias positivas, das quais foram selecionadas trés

para serem enviadas ao sequenciamento (Tabela 2).

Tabela 2 — Amostras do vetor pET-SUMO-scFv-CD19 enviadas para sequenciamento

Colonias Concentracio obtida Concentracio da aliquota enviada (10 pL)

1 102,6 ng/uL. 61,56 ng/pL
3 111,7 ng/pLL 67,02 ng/pL
8 381,3 ng/uL 76,26 ng/uL

Fonte: Elaborada pela autora.

O sequenciamento ¢ realizado para confirmar que houve correta inser¢do do gene de
interesse no vetor pretendido. Os resultados obtidos foram analisados no software Bioedit®,
com auxilio da ferramenta de alinhamento Clustal W. Um trecho do alinhamento entre a
sequéncia do DNA plasmidial pET-SUMO-scFv-CD19 e a sequéncia original do scFv derivado
do FMC63 pode ser observado na figura 9, que também apresenta um trecho do eletroferograma
do sequenciamento como evidéncia da sua qualidade. A sequéncia apresentada na figura
pertence a amostra da colonia 8, a qual foi utilizada para o prosseguimento do trabalho e

execugao da expressao.
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Figura 9 — Alinhamento das sequéncias e eletroferograma

EEE RN N NN N NN RN N
420 430 440 450 460 470 480 450 500
Seq.col. 8 |GACATCCAGATGACCCAGACCACCTCTTCTCTGTCTGCGTCTCTGGGTGACCGTGTTACCATCTCTTGCCGTGCGTCTCAGG
scFv-CD19 |GACATCCAGATGACCCAGACCACCTCTTCTCTGTCTGCGTCTCTGGGTGACCGTGTTACCATCTCTTGCCGTGCGTCTCAGG

Tlll'll'lll'll'lll|ll'lll'll1'll'||ll||lllllIIIIIIIII|IIIlIIIIIIIII'III'III!II"II
510 520 530 540 550 S€e0 570 580

Seq.col.8 |ACATCTCTARATACCTGAACTGGTACCAGCAGARACCGGACGGTACCGTTAAACTGCTGATCTACCACACCTCTCGTCTGCA

scFv-CD19 |ACATCTCTAAATACCTGAACTGGTACCAGCAGARACCGGACGGTACCGTTAARCTGCTGATCTACCACACCTCTCGTCTGCA

R R N N N N N N N N N N RN E R R NN
590 €00 €10 620 €30 €40 €50 €60

Seq.col.8 |CTCTGGTGTTCCGTCTCGTTTCTCTGGTTCTGGTTCTGGTACCGACTACTCTCTGACCATCTCTAACCTGGARCAGGAAGA

scFv-CD19 |CTCTGGTGTTCCGTCTCEGT T TCTCTGETTCTGGTTCTGGTACCGACTACTCTCTGACCATCTCTARCCTGGARCAGGAAGA

I'll'l!'llIll'!Il'ltllll'l'!"lt.'!l!l!lIllllllll"lltllllll!|lllt|lllI|I'll|!lllI
670 680 €90 700 710 720 730 740
Seq.col.8 [[CATCGCGACCTACTTCTGCCAGCAGGGTAACACCCTGCCGTACACCTTCGGTGGTGGTACCAAACTGGAAATCACCGGTGG
scFv-CD19 |[\CATCGCGACCTACTTCTGCCAGCAGGGTAACACCCTGCCGTACACCTTCGGTGGTGGTACCAAACTGGARATCACCGGTGG

I'lll'll'lIlllll"lll'll‘|Ill'|llll|llll|Ill'lll!lll'lli'll'ill‘lIll"lll‘lll|III'|II
750 7€0 770 780 790 800 810 820

Seq.col.8 [PGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGAAGTTAAACTGCAGGAATCTGGTCCGGGTCTGGTTGCGCCG

scFv-CD19 | TGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGAAGTTARACTGCAGGAATCTGGTCCGGGTCTGGTTGCGCCG

150 160 170 180 190 200 210 0 230 140 250 260 m
AAGAAGCTAAGCCAGAGGTCAAGCCAGAAGTCAAGCCTOAGACTCACATCAATTTAAAGGTOGTCCOATGOATCT TCAGAGATCTTCTTCAAGATCAAAAAGACCACTCCTTTAAGAAGGCTGATGG

'\' IR

F
|
I

LIl i

Lalals Ll b AN

Fonte: Elaborado pela autora. (A) Trecho do alinhamento entre a sequéncia original do scFv-CD19 derivado do
anticorpo FMC63 e a sequéncia obtida apos a clonagem do gene (col. 8). (B) Trecho do eletroferograma do

sequenciamento da colonia 8.

Para o c-Myc-scFv-CD19, foram obtidas duas colonias positivas (Tabela 3), das quais
foi escolhida a colonia 1 para seguir com o trabalho. Nao foi realizado sequenciamento do pET-
SUMO-c-Myc-scFv-CD19, visto que o sequenciamento realizado para pET-SUMO-scFv-
CD19 pode ser utilizado como um indicativo de que a subclonagem do vetor pUC ndo
apresentou mutagdes no gene do scFv anti-CD19. Como indicio adicional foi realizado um teste
de digestao com as duas colonias positivas para c-Myc-scFv-CD19, em que foi comprovado a

presenga do gene de interesse no vetor pET-SUMO.
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Tabela 3 — Quantificagdo das amostras do vetor pET-SUMO-c-Myc-scFv-CD19

Colonias Concentracao obtida
1 226 ng/ul
2 220,3 ng/ul

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Expressao e purificacdo do scFv anti-CD19 com e sem tag c-Myc em E. coli SHuffle

Durante o trabalho foram realizadas duas expressdes, ambas utilizando as coldnias 1 e
8, correspondentes ao c-Myc-scFv-CD19 e scFv-CD19 respectivamente. Primeiramente, foi
realizada uma expressdo com 300 mL de meio LB para cada scFv. As purificagdes foram
realizadas com concentragao linear do tampao B (tampao com 500 mM de imidazol), variando
de 4% a 80% com um step de 100% (Figura 10). As fragdes obtidas durante a purificacdo foram
analisadas em gel de SDS PAGE 12,5%.

Figura 10 — Curvas de absorbancia das purificagdes dos scFv anti-CD19 da primeira

expressao

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Curvas obtidas durante o processo de purificagdo, onde a linha azul ¢ referente
a UV em mAU, a linha laranja representa a condutividade e a linha verde a concentragdo do tampao B. (A) Curva

referente a purificagdo do SUMO-scFv-CD19. (B) Curva referente a purificagdo do SUMO-c-Myc-scFv-CD19.

Foram selecionados para serem analisados nos géis além das fracdes, o flow-through e
wash, ja que se tratava da primeira purificacdo. A proteina scFv possui aproximadamente 26

kDa e a cauda SUMO cerca de 16 kDa, enquanto cada tag c-Myc tem 1,2 kDa. Dessa forma,
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eram esperadas bandas de ~42 kDa para SUMO-scFv-CD19 e ~45 kDa para SUMO-c-Myc-
scFv-CD19 (Figura 11).

Figura 11 — Géis de SDS-PAGE das purificag¢des dos scFv anti-CD19 obtidos com a primeira

expressao

MM T9 TI0 T11 T12 T13 T14 Ti15 Tie T17 MM T22  T23 T24 T25

45 kDa —
45kDa —

25kba —

25kDa —

MM  FT  Wash T6 T7 T8 TI0 T12 T13 T14

45 kDa —

25 kDa =—

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. Géis SDS-PAGE 12,5%. MM: marcador de peso molecular (TrueColor); FT:
flow-through. (A e B) Gel referente a purificagdo do SUMO-scFv-CD19. A seta vermelha indica a banda do
SUMO-scFv-CD19 purificado. (C) Gel referente a purificagio do SUMO-c-Myc-scFv-CD19. A seta amarela
indica a banda do SUMO-c-Myc-scFv-CD19 purificado.

Na purificagdo do SUMO-scFv-CD19 a curva obtida demonstrou um pico mais
achatado na fra¢do 9, o qual foi confirmado no gel de poliacrilamida, que apresenta uma discreta
banda proximo a altura de 45 kDa. Além dessa banda, também ¢é possivel observar outras de
tamanhos menores na mesma aliquota, as quais podem ser resultantes da purificagio com

gradiente linear e removidas em uma outra purificagao com steps. Um pico pode ser visto na



47

fragdo 22, eluido em uma concentragdo de 100% de tampao B, onde, apos analise do gel,
também se verifica a presenga de SUMO-scFv-CD19 em uma concentragcdo bem menor, o que
ndo representa uma perda significativa. Em relagdo a purificagdo do SUMO-c-Myc-scFv-
CD19, o pico formado foi mais definido, estando mais concentrado na fragdo 7, que também
apresentou uma banda correspondente a proteina no gel. Esta também apresentou o mesmo
problema da outra, possuindo diferentes bandas na mesma aliquota, em que também se assumiu
a mesma explicacdo do ocorrido anteriormente. Para confirmagao da expressao dos scFv anti-
CD19 foi realizado um Westen blot com algumas fragdes destas primeiras purificacdes (Figura
16).

A fim de otimizar o processo de purificacdo foi realizada a segunda expressao com 500
mL de meio LB, onde se dividiu o produto obtido em quatro fragdes de 125 mL cada. As
purificacdes feitas em seguida (Figura 12), utilizando apenas 125 mL do expresso € um
intervalo menor para o gradiente de concentragdo de B (4% a 60% e um step com 100%),

definido com base nos resultados obtidos nas purificagdes anteriores.

Figura 12 — Resultados obtidos com a segunda expressao e purificagdo dos scFv anti-CD19
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Fonte: Elaborada pela autora. (A e B) Curva e gel SDS-PAGE 12,5% referentes a purificagdo do SUMO-scFv-
CD19 com gradiente de 4 a 60%. (C e D) Curva e gel SDS-PAGE 12,5% referentes a purificagdo do SUMO-c-
Myc-scFv-CD19 com gradiente de 4 a 60%. A seta vermelha indica a banda do SUMO-c-Myc-scFv-CD19

purificado.

Analisando as curvas obtidas, nota-se uma diminui¢do da concentracdo em relagdo a
primeira, o que ja era esperado devido a reducdo do volume do expresso utilizado para
purificacdo. Os picos obtidos foram mais definidos que os anteriores, devido ao menor
gradiente de concentragao utilizado, que melhorou a resolugdo da cromatografia, auxiliando na
decisdo dos steps utilizados nas purificagdes seguintes. O pico em 100% de imidazol presente
na purificacdo anterior do SUMO-scFv-CD19 nao foi observado novamente nesta segunda
purificacdo. Os géis apresentaram bandas mais fortes aproximadamente na altura de 45 kDa
justamente nas fragdes proximas e referentes aos picos. As fragdes inespecificas de tamanhos
diferentes persistiram presentes nos géis, levantando a hipdtese de que estas eram resultado da
degradagdo da proteina, ponto discutido mais a frente no tdpico referente ao ensaio de western
blot com anticorpo anti-His tag.

Apos analise do padrio apresentado nas purificagdes anteriores, a tltima purificagao foi
realizada com steps de 15, 40 e 100% de concentracdo de tampao B (Figura 13). A amostra
purificada para cada scFv anti-CD19 corresponde a todo o restante obtido na ultima purificagao,
ou seja, 375 mL de cultura. Foi possivel observar a formagao de picos mais definidos nas curvas
de UV obtidas e um padrdo similar de bandas nos géis, que além de apresentar a banda

correspondente aos scFv proxima a altura de 45 kDa, também exibiram outras bandas.



Figura 13 — Resultados obtidos com a purificagdo dos scFv anti-CD19 com steps de 15,40 e
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Fonte: Elaborada pela autora. (A e B) Curva e gel SDS-PAGE 12,5% referentes a purificagdo do SUMO-scFv-
CD19 com steps em 15,40 e 100%. (C e D) Curva e gel SDS-PAGE 12,5% referentes a purificagdo do SUMO-c-
Myc-scFv-CD19 com steps em 15, 40 e 100%.

A principal hipétese para explicar a presenca destas bandas ¢ a degradacdo da nessa
proteina. A suspeita inicialmente foi que durante o processo de sonica¢do a sonda utilizada, por
possuir um diadmetro grande e, por consequéncia, promover uma sonicagdo muito vigorosa,
esquentava demais a amostra, ocasionando a degradagao de parte das proteinas expressas. Desta
forma, o protocolo de sonicagdo foi atenuado ao decorrer das purificagdes (Tabela 4) e
observou-se se o banho de gelo utilizado durante o processo ndo estava sendo suficiente para

manter a amostra refrigerada.
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Tabela 4 — Parametros utilizados no protocolo de sonicagdo em cada uma das purificagdes

realizadas
Purificacio Amplitude On off Tempo total*
1° 15% 5 segundos 40 segundos 15 minutos
2° 15% 5 segundos 40 segundos 5 minutos
3° 10% 5 segundos 80 segundos 5 minutos

Fonte: Elaborada pela autora. *O tempo total se refere ao tempo em que a sonda permanece emitindo vibragdes

(On), os intervalos entre os pulsos (Off) ndo sdo contabilizados.

5.3 Clivagem da cauda SUMO e purificacao

Apbs o processo de purificagao € necessario realizar a troca do tampao em que a proteina
purificada se encontra, para retirada do imidazol, que pode interferir nos outros ensaios a serem
realizados. Para isso, foi empregada a metodologia de diafiltragdo, com auxilio de uma coluna
Amicon com filtro poroso de 10K MWCO (Molecular weight cut-off, ou Limite de Peso
Molecular, em portugués). Nesta técnica, uma solugdo contendo a proteina diluida no novo
tampdo ¢ filtrada por meio da pressdo de centrifugacdo, passando pelo filtro apenas as
moléculas menores. Assim, ¢ feita a separagdo das proteinas soliveis presentes na solucao,
ficando retido no filtro apenas a nossa proteina, de maior tamanho molecular.

Apo6s o processo de ultrafiltracdo, as amostras obtidas de SUMO-scFv-CD19 e SUMO-
c-Myc-scFv-CD19 foram analisadas por eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida
(Figura 14). Nota-se que apds a troca de tampao por ultrafiltracdo houve uma reducdo das
bandas inespecificas de impurezas em ambas as amostras, restando ainda algumas, as quais
podem ser removidas com o processo de clivagem da cauda SUMO. E interessante observar
que o gel permite visualizar de forma clara a pequena diferenga de peso molecular entre o
SUMO-scFv-CD19 (~42 kDa) e SUMO-c-Myc-scFv-CD19 (~45 kDa), em que a amostra
contendo a tag c-Myc possui uma banda um pouco mais elevada do que a amostra do scFv anti-

CDI19 sem a tag.
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Figura 14 — Gel SDS-PAGE 12,5% de SUMO-scFv-CD19 e SUMO-c-Myc-scFv-CD19 em
tampao PBS 1x

MM CD19 c-Myc

45 kba —

25 kDa —

Fonte: Elaborada pela autora. Gel SDS-PAGE 12,5% ap0s a troca de tampao para PBS 1x. Em CD19 podemos
observar uma banda proxima a altura de 45 kDa, referente ao SUMO-scFv-CD19. Em c-Myc, observa-se uma

banda um pouco mais elevada em relagéo a anterior, referente ao SUMO-c-Myc-scFv-CD19.

As amostras obtidas ap0s a troca de tampao (3 mL cada), foram digeridas com a enzima
ULP1 Sumo-protease, purificadas e analisadas em SDS-PAGE 12,5% (Figura 15). Se baseando
em ensaios realizados anteriormente no laboratério com outros scFv de trabalho, foi presumido
que a permanéncia da cauda SUMO na estrutura da proteina, embora contribua para maior
solubilidade da molécula durante a expressdo, poderia interferir nos resultados obtidos,
reduzindo a estabilidade e atividade do scFv, podendo ainda interagir com outras moléculas
utilizadas nos ensaios, o que pode gerar falsos positivos ou falsos negativos. Deste modo, foi
reservado uma aliquota de 500 uL de SUMO-scFv-CD19 e SUMO-c-Myc-scFv-CD19 para
comparagao em teste de estabilidade térmica e testes futuros de capacidade de ligacdo. Além
disso, a clivagem da SUMO foi realizada com o intuito de reduzir as impurezas ainda presentes

nas amostras, mesmo apos a troca do tampao por dialofiltragdo.
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FIGURA 15 — Gel SDS-PAGE ap6s a clivagem da cauda SUMO
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Fonte: Elaborada pela autora. MM: Marcador de peso molecular (TrueColor); scFvl: SUMO-scFv-CD19 antes da
clivagem da cauda SUMO; CD19: scFv-CD19 ap6s a clivagem da cauda SUMO; SM1: Cauda SUMO clivada do
scFv-CD19; scFv2: SUMO-c-Myc-scFv-CD19 antes da clivagem da cauda SUMO; c-Myc: c-Myc-scFv-CD19
apos a clivagem da cauda SUMO; SM2: Cauda SUMO clivada do c-Myc-scFv-CD19. A seta vermelha indica a

banda referente ao scFv-CD19 sem SUMO e a seta amarela o c-Myc-scFv-CD19, também sem a cauda.

Analisando o gel da figura 15, podemos notar a presenga de uma banda na altura de
aproximadamente 25 kDa na amostra do scFv-CD19 (~26 kDa) apos a clivagem da cauda
SUMO, referente a proteina sem a cauda. A banda do scFv anti-CD19 com a fag c-Myc pode
ser visualizada um pouco mais elevada, em uma altura aproximada de 35 kDa, referente ao c-
Myc-scFv-CD19 (~29 kDa), que ¢ um pouco mais pesado que o outro devido a fag. A auséncia
de uma banda na altura de 45 kDa, peso aproximado do scFv com SUMO, em ambas as
amostras coletadas ap6s a clivagem da cauda SUMO, demonstra que o processo de clivagem

foi bem sucedido.

5.4 Quantificacdo e rendimentos

Ap6s a troca de tampao para retirada do imidazol, foi realizada uma quantificacdo das
proteinas através do Kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific), nos quais a cauda
SUMO ainda estava presente. Também foi realizada outra quantificagdo dos scFv anti-CD19
apos a clivagem com a proteina ULP Sumo-protease, utilizando o mesmo método. Para calcular

as concentragdes das amostras, foi feita uma curva padrao com BSA (Albumina de Soro
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Bovino) (Grafico 1), a qual obteve um R? de 0,9981.

Grafico 1 — Curva padrao de BSA
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Fonte: Elaborada pela autora.
Os valores obtidos em cada quantificacdo estdo representados na tabela 5. Com base na

concentra¢do de cada scFv, foi realizado o célculo de rendimento da expressao, com resultados

apresentados em mg de proteina por litro de cultura de expressao (Tabela 5).

Tabela 5 — Quantificagdes e rendimentos dos fragmentos de anticorpo (scFv) anti-CD19

expressos e purificados

Proteinas Quantificacio (ug/mL) Rendimento (mg/L)
SUMO-scFv-CD19 226,1 1,81
SUMO-c-Myc-scFv-CD19 130,6 1,04
scFv-CD19 85,6 0,80
c-Myc-scFv-CD19 42,1 0,34

Fonte: Elaborada pela autora.

O rendimento calculado se refere a quantidade de proteina soluvel presente na amostra
apos todo o processamento, considerando a quantidade gerada durante a expressao pela bactéria
e as perdas durante os processos de purificagdo, estas sendo bastante significativas quando
comparados os rendimentos antes e apds a clivagem da cauda SUMO. Em comparacao com os

rendimentos obtidos atualmente na expressao de outros scFv de estudo do nosso grupo de
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pesquisa, os valores alcancados neste trabalho se assemelham a média alcancada, tendo em
vista que o grupo ainda estd buscando padronizar as expressdes e purificagdes nas novas
instalagdes e equipamentos do laboratdrio. Além disso, podemos encontrar dados na literatura
com valores de rendimento proximos para a expressao de scFv, como apresentado em Sonoda
et al. (2010), que obteve 2,7 mg/L de scFv utilizando estratégias de expressao similares as
utilizadas neste trabalho. Contudo, ¢ valido ressaltar que essa faixa varia, sendo possivel
encontrar também artigos com rendimentos bem superiores, como Zarschler et al. (2013) e
Gaciarz et al. (2016), que utilizaram uma cepa modificada de SHUFFLE para expressao de
scFv e obtiveram rendimento superior a 200 mg/L, e Ye et al. (2008) e Liu et al. (2015), que
também utilizaram o pET-SUMO como vetor de expressdo e obtiveram resultados melhores.
Isso demonstra que ¢ de suma importancia a padronizagcdo de parametros para cada proteina
para que haja otimizagdo do processo como um todo, desde a escolha da cepa e vetor a serem

utilizados até as condi¢des de purificacdo e armazenamento.

5.5 Western blot

Foi realizado um ensaio de Western blot para confirmagdo de que as bandas obtidas nos
géis de SDS-PAGE de fato eram referentes aos SUMO-scFv-CD19 e SUMO-c-Myc-scFv-
CD19. Para isso, utilizou-se uma membrana de nitrocelulose e um anticorpo anti-His tag, capaz
de se ligar a cauda de poli-histidina (6x-His) presente no complexo His-tag-SUMO-N-terminal
de ambos os scFv expressos.

O anticorpo utilizado era conjugado a fosfatase alcalina (AP), uma enzima bastante
empregada como marcador em ensaios de imunodeteccdo, cuja funcdo € possibilitar a
identificagdo da ligag¢@o entre o anticorpo anti-His zag e a proteina. Para que haja a emissao de
algum sinal, a enzima conjugada necessita de um substrato cromogénico, como a associagado de
NBT e BCIP, os quais foram utilizados na metodologia executada.

Aplicando estes principios, foi possivel determinar se as bandas obtidas proximas a
altura de 45 kDa pertenciam aos scFv anti-CD19. A membrana de nitrocelulose revelada pode
ser observada na figura 16. Nesta, ¢ possivel visualizar, além das bandas de ~45 kDa, outras
bandas inespecificas marcadas, correspondentes a algumas das bandas de impurezas presentes

nos geéis.
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Figura 16 — Western blot com anticorpo anti-His tag
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Fonte: Elaborada pela autora. Membrana de nitrocelulose apos revelagdo com NBT/BCIP com amostras de scFv-

CD19 e c-Myc-scFv-CD19 obtidas com a primeira expressdo e purificagéo.

Esse dado pode ser um indicio de que essas outras bandas de fato tratam-se de residuos
de degradagdo da nossa proteina de interesse, visto que o anticorpo anti-His fag também foi
capaz de reconhecer essas bandas, indicativo de que elas possuem resquicios de uma cauda
poli-histidina. Para confirmac¢ado, poderia ser realizado um outro Western blot com a proteina
L-HRP. A proteina L conjugada a peroxidase HPR (horseradish peroxidase) ¢ uma proteina
recombinante, derivada da bactéria Peptostreptococccus magnus, que possui a capacidade de
se ligar com alta afinidade a regido variavel das cadeias leve do tipo kappa 1, 3 e 4 das
imunoglobulinas, além de reconhecer também fragmentos de anticorpos, como o scFv, ja que
a estrutura mantém parte da cadeia leve.

Para retirada dessas bandas inespecificas, ja que se trata de proteinas de peso molecular
menor a 45 kDa podem ser utilizadas algumas estratégias. Uma delas ¢ a dialofiltragdo, em que
foi feita a separacdo de proteinas por membrana filtrante com poros de tamanho especifico que
retém as proteinas de maior peso molecular. Outra abordagem que também foi utilizada para
remocdo das proteinas indesejadas ¢ a clivagem da cauda SUMO, onde a proteina obtida ¢
digerida pela enzima ULP1 Sumo-protease e submetida a outro processo de purificagdo por

cromatografia de afinidade.
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5.6 Ensaio de estabilidade térmica

Os perfis obtidos para o scFv-CD19 e o c-Myc-scFv-CD19 no ensaio de estabilidade
térmica realizado podem ser visualizados no grafico 2. Ambos os scFv anti-CD19 expressos
apresentaram um perfil similar de estabilidade térmica, com temperatura de inflexdo média de
68 °C e 76 °C. Isso demonstra que a fag c-Myc nao interferiu na estabilidade da estrutura do

scFv anti-CD19 de forma significativa.

Grafico 2 — Perfis comparativos de emissdo de fluorescéncia do scFv-CD19 e c-Myc-scFv-
CD19
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Fonte: Elaborada pela autora.

Também foi realizado um ensaio com as proteinas obtidas antes da clivagem da cauda
SUMO (Grafico 3), para comparacao dos perfis e verificagdo da influéncia da SUMO na
estabilidade térmica dos scFv. A diferenc¢a obtida entre os scFv com e sem a cauda SUMO nao
foi significativa, estando os valores de temperatura de inflexdo obtidos bem préximos (grafico

4).
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Grafico 3 — Perfis comparativos de emissao de fluorescéncia dos scFv antes e apos a clivagem

da cauda SUMO
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Fonte: Elaborada pela autora. (A) Perfil comparativo de emissdo de fluorescéncia entre scFv-CD19 com e sem a

cauda SUMO. (B) Perfil comparativo de emissdo de fluorescéncia entre c-Myc-scFv-CD19 com e sem a cauda

SUMO.

E importante ressaltar que as temperaturas obtidas neste ensaio se assemelham bastante

as obtidas em outros testes realizados com os scFv de trabalho do nosso grupo de pesquisa. Essa

pequena variagdo entre perfis provavelmente acontece devido a similaridade das estruturas e

sequéncias proteicas. Rofo et al. (2021) realizou estudos de estabilidade térmica de anticorpos
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com o mesmo aparelho utilizado neste trabalho, onde dois dos anticorpos analisados
apresentaram temperaturas de inflexao ligeiramente mais baixas devido a presenga de scFv em
suas extremidades N-terminais. Os valores mais baixos apresentados por scFv, principalmente
quando em comparac¢ao com anticorpos que sao estruturalmente mais complexos, se devem a
maior susceptibilidade dos scFv a mudangas térmicas. Anticorpos completos costumam
apresentar valores de temperatura de inflexao proximos a 80 °C (CHOI et al., 2019; ROFO et
al., 2021). Estes valores mais elevados podem ser atribuidos a diversos fatores, como a
quantidade reduzida de aminoacidos aromaticos na sequéncia proteica, que diminui a
fluorescéncia emitida, ou o local onde esses residuos se encontram, que pode torna-los menos

disponiveis para interacdo (GHISAIDOOBE; CHUNG, 2014).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho permitiu a percepcao de que com o sistema heterdlogo escolhido ¢ possivel
expressar e purificar as moléculas de scFv anti-CD19 com e sem a tag c-Myc com sucesso,
identificando a presenca dos scFv nas amostras expressas através de Western blot, o qual
apresentou bandas de proteina marcadas na altura prevista, correspondentes ao seu peso
molecular esperado. Além disso, o ensaio de estabilidade térmica também demonstrou que a
adicao da tag c-Myc a estrutura do scFv anti-CD19 nao interferiu na estabilidade da proteina.
Por meio deste ensaio, percebe-se que as moléculas expressas possuem uma boa estabilidade,
similar ao que € esperado para um scFv. Contudo, apesar dos avangos alcancados, o processo
demonstra a necessidade de algumas melhorias, visando a otimizacdo da expressdo e obtengdo
de um rendimento maior, além da padronizacdo da purifica¢do, de forma que se consiga uma
amostra mais pura com menos perdas durante o processo, sem degradagdo de proteinas.

Os resultados obtidos com este estudo possibilitam a realizacdo posterior de outros
ensaios mais completos, tendo como perspectiva a determinacdo da capacidade de ligacao dos
fragmentos variaveis (scFv) expressos ao antigeno CD19, a fim de verificar se a inser¢ao da tag
c-Myc interfere de forma negativa nesta ligagdo. Também se objetiva futuramente a realizagao
de um ensaio quantitativo para determinacdo da constante de afinidade do fragmento de
anticorpo gerado. Para isto, sera utilizado o equipamento Octetc96red (Sartorius®), o qual
possibilita aferir a cinética de interagdo dos anticorpos com o antigeno por meio da técnica de

interferometria.
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