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RESUMO

No final de 2019 um novo coronavirus capaz de infectar humanos foi identificado: o
SARS-CoV-2, que é o agente etiologico da COVID-19. O SARS-CoV-2 rapidamente se
espalhou por todo o mundo causando uma pandemia mundial, com consequéncias sociais e
econdmicas desastrosas. O SARS-CoV-2 utiliza a Enzima conversora de Angiotensina 2
(ACE2) como receptor celular. A Proteina S do SARS-CoV-2, formada por um trimero onde
cada mondmero possui cerca de 180 kDa, ¢ responsavel por mediar a ligagdo com o ACE2 e
assim a entrada do virus na célula. A Proteina S ¢ composta por duas subunidades,
denominadas S1 e S2. Na subunidade S1 estd presente o RBD (do inglés Receptor Binding
Domain) que ¢ a parte da glicoproteina que interage diretamente com o receptor celular. Na
subunidade S2 esta o sitio de clivagem S2” e imediatamente apos esse sitio, estd a regido do
Peptideo de Fusao (FP), que juntamente com o sitio S2” auxilia na entrada do virus na célula
hospedeira. Durante a pandemia foram desenvolvidas anticorpos monoclonais terapéuticos
que tinham como alvo a proteina S do SARS-CoV-2, especialmente o RDB, com o intuito de
bloquear a entrada do virus na célula hospedeira por meio do bloqueio da interagdo entre a
Proteina S e o receptor celular. Entretanto, variantes do SARS-CoV-2 surgiram e acumularam
mutacdoes na Proteina S e principalmente no RBD, que assim reduziram a eficicia dos
anticorpos contra essa regido. Neste trabalho, relatamos o desenvolvimento de dois
fragmentos de anticorpos a partir de uma biblioteca combinatdria em fagos, reativos com o FP
do SARS-CoV-2, que diferentemente do RBD, se manteve extremamente conservada mesmo
entre as variantes do SARS-CoV-2. Demonstramos a capacidade desses fragmentos de
anticorpos, no formato scFv, de se ligarem a Proteina S das variantes Gama e Delta e também
ao virus original de Wuhan. Esses novos anticorpos podem agora serem testados como

alternativas terapéuticas para o tratamento de infec¢des pelo SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Coronavirus; Covid-19; scFv; Anticorpos Neutralizantes; Phage Display



ABSTRACT

At the end of 2019, a new coronavirus capable of infecting humans was identified:
SARS-CoV-2, which is the etiological agent of COVID-19. SARS-CoV-2 quickly spread
throughout the world, causing a global pandemic, with disastrous social and economic
consequences. SARS-CoV-2 uses Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2) as a cellular
receptor. The SARS-CoV-2 Protein S, formed by a trimer where each monomer is around 180
kDa, is responsible for mediating the connection with ACE2 and thus the entry of the virus
into the cell. Protein S is composed of two subunits, called S1 and S2. The S1 subunit
contains the RBD (Receptor Binding Domain), which is the part of the glycoprotein that
interacts directly with the cellular receptor. In the S2 subunit there is the S2' cleavage site and
immediately after this site is the Fusion Peptide (FP) region, which together with the S2' site
assists in the entry of the virus into the host cell. During the pandemic, therapeutic
monoclonal antibodies were developed that targeted the S protein of SARS-CoV-2, especially
RDB, with the aim of blocking the entry of the virus into the host cell by blocking the
interaction between the S protein and the cellular receptor. However, variants of SARS-CoV-2
emerged and accumulated mutations in Protein S and mainly in the RBD, which reduced the
effectiveness of antibodies against this region. In this work, we report the development of two
antibody fragments from a combinatorial phage library, reactive with the FP of SARS-CoV-2,
which, unlike the RBD, remained extremely conserved even among the SARS-CoV-2
variants. We demonstrated the ability of these antibody fragments, in scFv format, to bind to
Protein S of the Gamma and Delta variants and also to the original Wuhan virus. These new
antibodies are now being tested as therapeutic alternatives for treating SARS-CoV-2
infections.

Key words: Coronavirus; Covid-19; scFv; Neutralizing Antibodies; Phage Display
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1. INTRODUCAO

1.1 A Origem do SARS-CoV-2

No final do ano de 2019, um novo coronavirus foi detectado na provincia de Wuhan na
China (JAHANSHAHLU, et al., 2020). O SARS-CoV-2 ¢ um virus da familia dos coronavirus
responsavel pela recente pandemia da doenca do coronavirus, denominada como COVID-19.
Anteriormente, sete outros coronavirus pertencentes ao mesmo grupo filogenético foram capazes
de infectar humanos, e dois deles causaram epidemias regionais, sdo eles o SARS-CoV e o

MERS-CoV.

Existem quatro géneros de coronavirus, Alfa, Beta, Delta ¢ Gama coronavirus. Os
coronavirus SARS-CoV, o MERS-CoV e o SARS-CoV-2 pertencem ao género Beta e esse
subgrupo de coronavirus ¢ chamado Sarbecoronavirus. Esse grupo de coronavirus juntamente
com os alfacoronavirus sdo abundantes entre morcegos e outros mamiferos. Enquanto que os
Gamacoronavirus e o Deltacoronavirus sdo encontrados principalmente em aves. O SARS-CoV
saltou a barreira para humanos na provincia de Guangdong na China em dois eventos distintos
entre 2002 e 2003. Ambos os eventos estavam associados a mercados que comercializam animais
vivos, sendo que provavelmente o virus saltou a barreira entre espécies de civetas para humanos.
O SARS-CoV e o SARS-CoV-2 possuem uma grande semelhanga genética entre si. Na regido da

Proteina S a identidade na sequéncia de aminoacidos ¢ de 77,5%.

Em 2012, ocorreu o surto da Sindrome Respiratoria do Oriente Médio, causada pelo
MERS-CoV, o qual pertence a linhagem C dos Betacoronavirus. Foi sugerido que o MERS-CoV
surgiu de morcegos, entretanto o reservatdrio que levou ao salto entre espécies para humanos
provavelmente foram dromedarios. O MERS-CoV utiliza a dipeptidil-peptidase 4 (DPP4) como
receptor celular e infecta células epiteliais bronquicas ndo ciliadas e pneumocitos tipo II (CUI, et

al., 2019).

Hé outros coronavirus que ja causaram infec¢des em humanos, sdo eles: coronavirus
0C43, (HCoV-0OC43), o coronavirus-HKU1 (HCoV-HKU1), o coronavirus 229E (HCoV-229E) e
o coronavirus NL63 (HCoVNL63) (HOLMES, et al., 2021). Esses coronavirus, na maioria dos
casos, apenas causam doengas respiratorias leves, mas podem causar doencas mais graves em
bebés e idosos. Até o momento, todos os coronavirus que infectam humanos possuem origem em

outros animais (Figura 1).
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Figura 1. Origem animal dos Coronavirus. Considera-se que SARS-CoV, MERS-CoV, HCoV-NL63

e HCoV-229E tiveram origem em morcegos; HCoV-OC43 e HKU1 provavelmente se originaram de
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roedores. Adaptado de CUI, et al., 2019.

Analises do genoma do SARS-CoV-2 demonstraram que o mesmo possui uma identidade
nucleotidica de cerca de 79,5% com o SARS-CoV e que o SARS-CoV-2 ¢ filogeneticamente
préximo ao coronavirus RaTG13 que foi previamente isolado de morcegos na provincia de
Yunnan na china, em 2013. A cepa RaTG13 possui uma identidade gendmica de cerca de 96%
com o SARS-CoV-2 o que poderia indicar uma proximidade entre essas cepas virais,
corroborando a possivel origem zoondtica do SARS-CoV-2. Entretanto, o hospedeiro

intermediario ainda ndo é conhecido.

1.1.1 A Particula Viral do SARS-CoV-2

O genoma do SARS-CoV-2 ¢ constituido por uma fita simples de RNA de senso
positivo, a qual possui por volta de 30 mil pares de bases. o genoma do virus codifica as
quatro proteinas estruturais do virus, a proteina do nucleocapsideo (N), a proteina de
membrana (M), a glicoproteina de espicula (S) e a proteina do envelope (E) (figura 2). A
molécula de RNA ¢ armazenada dentro do capsideo em associagdo a proteina N, a qual ¢
empacotada pelo envelope. Na superficie da particula viral se projeta a Proteina S que medeia

a ligagdo ao receptor celular ACE2 (enzima conversora de angiotensina 2).
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Figura 2. A estrutura do SARS-CoV-2 e seu genoma. (a) As proteinas estruturais da particula viral
N, S, M e E. (b) O genoma viral com as fases de leitura e as NSPs geradas. Adaptado de Zhang et. al.,
2021.

Além das quatro proteinas estruturais do virus, o genoma também codifica outras 16

proteinas nao estruturais (NSP) que auxiliam na replicagdo do virus. A NSP 12 contém a



RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), que ¢ uma RNA polimerase dependente de
RNA que atua tanto na replicagdo quanto na transcri¢ao dos genes. O complexo de replicagao
do virus ¢ formado por varias subunidades formadas pelas NSP 7 ¢ NSP 8 associadas a RdRp

presente na NSP 12 (WANG, et al., 2020; HILLEN, et al., 2020)

A Proteina S do SARS-CoV-2 ¢ responsavel por mediar a ligagdo com o receptor
celular e a posterior entrada do virus na célula (OU, et al., 2020). A Proteina S ¢ formada por
um trimero onde cada mondmero possui cerca de 180 kDa. A Proteina S é composta por duas

subunidades, denominadas S1 e S2, onde cada subunidade contém 90 kDa (Figura 3).

A 82'
SS RBD SD2 | HR CD ™

closed state of SARS-CoV-2 spike protein open state of SARS-CoV-2 spike protein

Figura 3. Estrutura da Glicoproteina do SARS-CoV-2. (a) Organizacdo das subunidades S1 e S2
com os diferentes dominios separados por cores. (b) Estrutura tridimensional do trimero da Proteina S

nos estados fechado (PDB: 6VXX) e aberto (PDB: 6VYB). Adaptado de WANG, et al., 2020.

Na subunidade S1 est4 presente o RBD (do inglés Receptor Binding Domain) que € a
parte da glicoproteina que interage diretamente com o receptor celular, o ACE 2. Entre as
duas subunidades ha um sitio de clivagem denominado S1/S2 que necessita ser clivado para a
forma¢do da particula viral madura. Enquanto que na subunidade S2 ha outro sitio de
clivagem chamado de S2" que ¢ sucedido pela regido do Peptideo de Fusao (FP). A clivagem

deste sitio € necessaria para a fusdo da membrana da particula viral com a membrana celular.



Quando ocorre a clivagem do sitio S2° ¢ desencadeado uma série de mudangas
conformacionais que culminaram na fusdo das membranas do virus e da célula. Portanto a
subunidade S1 medeia a ligacdo da particula viral a célula do hospedeiro enquanto que a

subunidade S2 participa da fusdo da membrana do virus com a membrana celular.

Na subunidade S2 também estdo presentes outras regides importantes como a regido
hiper-repetitiva 1 e 2 (HR1 ¢ HR2) e o dominio transmembranico (TC). As regides HR1 e
HR2 também auxiliam na formac¢do do nucleo de fusdo, o que ja foi confirmado pela

cristalografia da estrutura tridimensional da Proteina S (XU, ef al., 2004).

1.1.2 A infecc¢ao pelo SARS-CoV-2

A glicoproteina de espicula (S) ¢ fundamental para a entrada do virus na célula do
hospedeiro. Assim como o SARS-CoV, o SARS-CoV-2 utiliza a enzima conversora de
angiotensina 2 (ACE2) como receptor celular. A ACE2 ¢ expressa no pulmao, no miocérdio,
em cé¢lulas do endotélio, na mucosa gastrointertinal ¢ nos rins. A enzima ACE2 ¢ uma
carboxipeptidase que remove um aminoacido da extremidade carboxiterminal do seu
substrato. A funcdo da ACE2 esta relacionada a regulacdo arterial no sistema

Renina-Angiotensina.

O ACE2 converte a angiotensina I e II em angiotensina (1-9) e angiotensina (1-7),
levando a vasodilatacao, portanto sua acao auxilia na regulacdo da pressdao sanguinea. O gene
que codifica a ACE2 ¢ mais expresso em pacientes com doengas cronicas como a hipertensao,
o que poderia explicar o desenvolvimento de casos mais graves de COVID-19 nessas pessoas

(KO, et al., 2020).

No RBD, a parte da proteina S que interage diretamente com o ACE2, ha duas
subdominios, sendo uma delas denominada motivo de ligagdo ao receptor (RBM), que faz
todos os contatos com ACE2. Dezessete residuos de aminoacido do RBD interagem por meio
de ligacdes hidrofilicas com 20 residuos do ACE2. O aminoécido Lisina na posi¢ao 417 no

RBD forma uma ponte salina com o aminoacido Aspartato na posi¢ao 30 do ACE2.

Para a entrada do SARS-CoV-2 na célula hospedeira ocorrer, uma série de mudangas
conformacionais na Proteina S sd3o necessarias. Apos a ligacdo do RBD ao ACE2, ¢
necessario que a Proteina S sofra clivagens proteoliticas em 2 sitios. O primeiro deles, o sitio

S1/S2 ¢ clivado por furinas no momento em que o virus sai da célula que o produziu. Ja o



sitio S2” ¢ clivado por proteases da célula alvo.

Ha duas principais proteases envolvidas na clivagem da Proteina S, a TMPRSS2
(Protease Serina Transmembranar 2) e a Catepsina L. Enquanto a TMPRSS2 esta presente na
superficie celular e realiza a ativagdo da Proteina S na membrana plasmatica, a Catepsina
realiza a ativacdo na particula endocitica. No momento em que ocorre a ligacdo do virus ao
ACE2 ocorrem mudangas conformacionais na subunidade S1 que vao levar a exposi¢ao do
sitio S2” na subunidade S2. Ha duas rotas de entrada para o virus, uma dependente da
formacgdo de uma particula endocitica (Figura 4) e outra na qual a fusdo de membranas ocorre
independentemente da formagdo da particula endocitica. Na rota de entrada do virus
dependente da formacdo de uma particula endocitica, apos a ligacdo do virus ao ACE2

comeca o processo de internalizacdo por meio do processo de endocitose mediada por

SARS5-CoV-2

clatrina.

@ internalizagdo

@ Acidificagdo do
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Figura 4. Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 por via Endossomal. A ligacdo do virus ao
ACE2 induz mudangas conformacionais na subunidade S2, levando a internaliza¢ao do virus em uma
particula endossdmica. A acidificagdo do endossomo permite que a catepsina L clive o sitio S2’
levando a exposicdo do Peptideo de Fusdo e mudangas conformacionais na HRI1, projetando o
Peptideo de Fusdo em dire¢do a membrana. Assim, o material genético do virus ¢ liberado no

citoplasma (HOFFMANN, et al., 2020).



Dentro da particula endocitica, a catepsina L realiza a clivagem do sitio S2” quando ha
a presenca de um ambiente acido. A clivagem do sitio S2” leva a exposicao do Peptideo de
Fusao, desencadeando uma série de mudancgas conformacionais, especialmente na HR1 o que
empurra o Peptideo de Fusdo contra a membrana da particula endocitica, culminando na fusao
das membranas. Nesse momento, o material genético do virus fica disponivel no citoplasma

da célula hospedeira (HOFFMANN, et al., 2020).

Na rota de entrada do virus na célula hospedeira que independe da formagdo da
particula endocitica, ¢ necessaria a acdo da TMPRSS2 na superficie da membrana celular
(Figura 5). Assim como na rota de entrada dependente da formagdo da particula endocitica, a
clivagem do sitio S2” leva a exposi¢ao do Peptideo de Fusdo e mudangas conformacionais na
subunidade S2 que projetam o Peptideo de Fusdo em dire¢do da membrana da célula alvo,
iniciando o processo de fusdo. Esse processo de fusdao forma um poro pelo qual o RNA viral ¢

capaz de passar e iniciar seu processo de transcri¢ao/replicagao.
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Figura 5. Mecanismo de entrada do SARS-CoV-2 pela membrana celular. A ligagdo do virus ao
ACE2 induz mudangas conformacionais na subunidade S2. O sitio de clivagem S2” pode ser clivado

pela TMPRSS?2 ja na membrana plasmatica. A clivagem do sitio S2” leva a exposicao do Peptideo de



Fusdo e mudangas conformacionais na HR1, projetando o Peptideo de Fusdo em dire¢do a membrana
(HOFFMANN, et al., 2020). Assim, o material genético do virus é liberado no citoplasma. Assim, o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais ndo s6 que bloqueiam a interagdo da Proteina S
com ACE2 mas também aqueles que se liguem em epitopos cripticos na Proteina S que

interfiram com a clivagem do sitio S2” sdo propostas vidveis para o combate a infecgao.

1.1.3 As variantes do SARS-CoV-2

As variantes do SARS-CoV-2 sao resultado de mutagdes no genoma viral, € quando uma
diferenca fenotipica ¢ observada entre as variantes, ela ¢ denominada uma cepa. As variantes do
SARS-CoV-2 foram classificadas em variantes de interesse (VOI) e variantes de preocupacgio
(VOC). As VOIs inclui as variantes com marcadores caracteristicos que estdo associados a
mudancgas no RBD, queda na capacidade de ligagdao de anticorpos desenvolvidos contra infec¢ao
anterior ou pela vacina¢do, diminuicdo na eficdcia de tratamentos, impacto sobre o diagndstico e
aumento na transmissibilidade e severidade da doenga. As VOCs incluem as variantes com
aumento na transmissibilidade, aumento da severidade da doenga, queda na capacidade de
neutralizacdo de anticorpos, redu¢ao da eficacia de tratamentos e falhas na deteccdo para
diagnéstico.

Uma das primeiras variantes do SARS-CoV-2 foi a D614G, que rapidamente se tornou
dominante em todo o mundo. Em comparag@o com o virus original de Wuhan, a variante D614G
era mais eficiente em infectar células do trato respiratorio superior, além de ter taxas de
replicacdo superiores ao virus ancestral. Ela ndo demonstrou a capacidade de reinfeccdo ou de
infeccdo de pessoas vacinadas contra o virus original de Wuhan. Um estudo com o soro de
pacientes vacinados com BNT162b2 (fabricado pela Pfizer) e mRNA-1273 (fabricado pela
Moderna) mostrou que ha uma pequena queda no nivel de neutralizagdo do soro em ensaios de
neutralizacdo com pseudovirus (GARCIA-BELTRAN et al. 2021). O soro de pacientes
convalescentes também se mostrou ser efetivo na neutralizacao da variante D614G (HOU, et al.,
2020), corroborando que ndo ocorre o escape mutacional para essa variante.

A variante Alfa (inicialmente B1.1.7) foi identificada em setembro de 2020, no Reino
Unido (Figura 6). A variante Alfa contém 23 mutacdes se comparada ao virus original de Wuhan,
sendo que 8 dessas mutagdes estdo na Proteina S. Dentre elas estdo presentes a mutagdo D614G e

também N501Y, que é uma alteragdo dentro do Dominio de Ligacdo ao Receptor ACE2, o RBD.



(GALLOWAY, et al., 2021; LIU, et al., 2021). A mutagdo N501Y parece permitir que o RBD se
ligue mais firmemente ao ACE2 (VASIREDDY, et al., 2021).
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Figura 6. Mapa mundial ilustrando os anos e os paises afetados pelos diferentes VOCs do
SARS-CoV-2. Cada VOC ¢ representada por cores. Alfa (B.1.1.7) originou-se no Reino Unido,
seguido por Beta (B.1.351), que teve origem na Africa do Sul. Em abril de 2021, Delta (B.1.617 .2) foi
detectado na India. Omicron (B.1.1.529) é a VOC identificada mais recentemente e esta dividido nas

linhagens BA.1, BA.2, BA.4 ¢ BA.5 e em varias sub-linhagens. Adaptado de ANDRE, et al., 2023.

A Variante Beta, provém da linhagem B.1.351 e se diversificou em varias cepas
diferentes, sendo primeiramente identificada na Africa do Sul ainda em 2020 (Figura 6). A
linhagem B.1.351 possui trés mutacdes no RBD, (E484K, N501Y e K417N) além de mutagdes
fora do RBD. A mutacao E484K ¢ uma das principais mediadoras do escape de anticorpos. Tanto
a variante Alfa como a Beta possuem uma taxa de transmissibilidade cerca de 50% maior que o
virus original de Wuhan.

Em Dezembro de 2020 foi isolada no Brasil a variante Gama (inicialmente denominada
como P.1), provinda da linhagem B.1.1.28. A variante Gama possui 35 mutacdes com 17 trocas

de aminoacidos, incluindo as mutacdes E484K, N501Y e K417N . Essa variante mostrou uma
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queda na neutraliza¢do pelo soro de pessoas convalescentes ou vacinadas e foi relacionada a
casos de reinfecgao.

A variante Delta foi isolada na India no final do ano de 2020. Em comparagio com a
variante Alfa, a variante Delta possui 23 mutagdes, e 12 delas na Proteina S. Duas muta¢des com
capacidade de afetar a capacidade de ligacdao de anticorpos foram identificadas nessa variante, nas
posicdes L452R e T478K, ambas dentro do RBD, e também héa a mutagcdo P681R. A troca de uma
arginina por uma leucina na posi¢ao 452 aparentemente leva a uma maior afinidade ao ACE2. A
troca de uma arginina por uma prolina na posi¢do 681 parece auxiliar na clivagem da precursora
da Proteina S em suas subunidades S1 e S2, o que levaria a uma maior capacidade de fusdo e
integracdo do virus com a célula hospedeira (GONG, et al., 2022; SHIEHZADEGAN, et al.,
2021).

A tltima variante do SARS-CoV-2 a ser reportada foi a variante Omicron, ela foi
identificada inicialmente na Africa do Sul, em novembro de 2021. A variante Omicron
rapidamente se tornou dominante em todo o mundo. A variante Omicron excedeu todas as outras
variantes em numero de mutacdes, sao 50 mutagdes de maneira que 32 sdao na Proteina S. Além
disso, dessas 32 mutacdes, 15 sdo dentro dos residuos de aminoacidos que compdem o RBD
(Figura 7). Nove das 15 mutacdes dentro do RBD, sdo em residuos de aminoacidos que interagem
diretamente com o ACE2. Portanto a variante Omicron ¢ mais transmissivel do que qualquer
uma das variantes anteriores e ¢ capaz de escapar da imunidade estimulada pela vacinagdo ou

pela infeccao anterior (GONG, et al., 2022).
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Figura 7. Representacio das substituicoes de aminoacidos na proteina S da variante Omicron
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(PDB ID 7TGW). Esferas vermelhas indicam os aminoacidos em que houve alteracdo em comparagao
com o virus original de Wuhan. Adaptado de SHRESTHA, et al., 2022.

A variante Omicron inicialmente foi classificada em trés sublinhagens: B.A 1, B.A 2 ¢
B.A 3, que foram descobertas simultaneamente. Em seguida, foram definidas as sublinhagens
B.A 4 ¢ B.A 5. e outras sublinhagens dentro da sublinhagem B.A 1 ¢ B.A 2. Por fim surgiram as
sublinhagens BA.5, BQ.1, BQ.1.1 e XBB.1.5. As sublinhagens B.A 1 e B.A 2 possuem muitas
mutagdes em comum, embora cada uma possua mutagdes unicas. A sublinhagem B.A. 1.1,
provinda da sublinhagem B.A 1, ¢ muito semelhante a sua sublinhagem de origem. Ambas as
versoes da sublinhagem B.A 1 s3o menos transmissiveis. A mutacdo R346K no RDB da
sublinhagem B.A. 1.1 aumentou a interagdo com o0 ACE2 (ANDRE, et al., 2023; SHRESTHA, et
al.,2022).

A sublinhagem B.A 2 se tornou a versdo da variante Omicron dominante em todo o
mundo no inicio de 2022. Em comparagdo com a sublinhagem B.A. 1, a B.A 2 possui 7
substitui¢gdes de aminodcidos e 3 dele¢cdes de aminoacidos. Dentro do RBD essa sublinhagem
possui 4 mutagdes novas: S371F, T376A, D405N e R408S. As mutacdes D405N e R408S podem
afetar a ligagdo de anticorpos, pois sdo residuos de aminoacidos envolvidos na interagdo com o
ACE2 (KANNAN,et al., 2022).

As sublinhagens B.A 4 e B.A 5 sdo similares a B.A 2 embora possuam mutagdes Unicas,
como as mutagdes L452R e F486V. Anticorpos produzidos em decorréncia da vacina¢do sao
menos efetivos contra a B.A 4 ¢ B.A 5 do que contra as versdes anteriores da variante Omicron.

No final de 2022, surgiram as sublinhagens B.Q 1 ¢ B.Q 1.1. Ja no inicio de 2023 surgiu
a variante XBB 1.5, uma sublinhagem da variante XBB. No RBD, a sublinhagem XBB 1.5 possui
a mutagdo S486P que causa um aumento da infectividade por meio do aumento da afinidade do

RBD pelo receptor ACE2 (PARUMS, et al., 2023).

1.2 Anticorpos

Anticorpos sdo moléculas produzidas pelos linfocitos B em resposta a antigenos
(revisado por TALREJA, et al., 2020). A origem do termo anticorpo vem do trabalho do
pesquisador Paul Ehrlich. No ano de 1891 Paul buscava entender como nosso sistema
imunologico era capaz de reconhecer diferentes patdgenos. Através da observagdo de
técnicas de coloracdo de tecidos, Paul percebeu que certas substancias tinham uma afinidade
por partes especificas do corpo. Como o azul de metileno que tinha uma afinidade pelo
sistema nervoso. Ele imaginou que poderia existir “Balas Magicas” que permitiria ao corpo

reconhecer ameagas como virus e bactérias. Entdo quando surgisse uma ameaca, c€lulas
11



especiais do corpo chamadas de Antikorper (do alemao, anticorpo) se ligariam aos antigenos
levando a sua destruicdo. Ele acreditava que as células do sistema imune interagiam com os
antigenos através do que ele chamava de cadeias laterais.

Embora a teoria de Paul tivesse alguns problemas, ele deu alguns dos primeiros passos
para a descoberta dos anticorpos. A caracteristica mais importante dos anticorpos ¢ sua alta
especificidade, cada anticorpo reconhece um antigeno e ¢ capaz de se ligar a ele com uma alta
especificidade. Os anticorpos sdo os mediadores da resposta imune humoral, e diferentemente
dos receptores de antigenos presentes nos linfocitos T, eles sdo capazes de reconhecer
diretamente os antigenos.

Os anticorpos podem se apresentar em duas formas, ancorados @ membrana celular de
linfécitos B, ou entdo na forma de anticorpos secretados, presentes na circulagao. O
reconhecimento de um antigeno por uma imunoglobulina na superficie de um linfécito B
virgem ativa essa célula. Apos essa ativagdo, o linfocito B pode se diferenciar em um
plasmocito, uma célula especializada na secrecdo de moléculas de anticorpo.

A estrutura geral de um anticorpo € composta pela associacdo de duas cadeias,
denominadas como leve e pesada (Figura 8). Dentro dessas cadeias ha as regides variaveis e
as regides constantes. As regides variaveis da cadeia pesada (VH) e leve (VL) associadas
formam o paratopo do anticorpo, que ¢ a parte do anticorpo que interage diretamente com o
antigeno. As regides constantes da cadeia pesada sdo responsaveis por mediar as fungdes
efetoras da molécula de anticorpo.

A cadeia pesada de uma imunoglobulina ¢ formada pelo dominio variavel da cadeia
pesada (VH) e por trés a quatro dominios constantes (CH). Ja a cadeia leve ¢ formada pelo
dominio variavel da cadeia leve (VL) e um dominio constante (CL). Cada anticorpo ¢
composto por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves associadas por pontes dissulfeto.

Assim, cada molécula de anticorpo apresenta dois sitios de ligacdo ao antigeno (paratopos).
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Figura 8. Estrutura de uma molécula de anticorpo. Representagdo de uma molécula de anticorpo
do isotipo IgG. Em azul é representado o dominio constante que é praticamente igual em toda IgG, e
em vermelho o dominio variavel que é formado pelo VH e VL juntos. (Figura criada no Biorender)

As regides constantes da cadeia pesada CH2 e CH3 formam o Fragmento cristalizavel,
conhecido como Fc. Essa por¢ao do anticorpo pode ser obtida pela digestao desse com a
enzima papaina, que libera o Fc e dois fragmentos conhecidos com FAB, o fragmento de
ligacdo ao antigeno.

Dentro do VH e VL existem as regides hipervariaveis conhecidas como CDR1, CDR2
e CDR3. Cada regido hipervariavel ¢ formada por aproximadamente 10 residuos de
aminoacidos, e essas regides sdo intercaladas com outros aminoacidos estruturais que formam
o arcabougo do anticorpo. As trés regides hipervaridveis do VH associadas as trés regides
hipervariaveis do VL formam o paratopo do anticorpo. A CDR3 ¢ a mais varidvel e também a
que medeia a maior parte do contato com o antigeno. O mecanismo genético pelo qual ¢
gerado essas regioes hipervariaveis ¢ conhecido como recombinacdo V(D)J. A variabilidade
das CDRs pode aumentar ainda mais pelo processo de hipermutagdo somatica.

Os genes que codificam as regides varidveis de cada anticorpo sdo gerados pelo
rearranjo dos segmentos génicos das regides variaveis (V), de diversidade (D) e de jungao (J).
A recombinacdo V(D)J reuni os genes dos receptores de imunoglobulinas, assim como ocorre
nos receptores dos linfocitos T (SCHATZ, et al., 2011). Para formagao do dominio variavel da
cadeia pesada, um dos diversos segmentos génicos da regido V e combinado com um

segmento da regido D e com um segmento J, esses genes sdo colocados um atras do outro em
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um mesmo locus cromossomico. Enquanto isso, para a formag¢do do dominio variavel da
cadeia leve, apenas os segmentos V ¢ J sdo combinados. Existem trés loci separados que
codificam as cadeias pesadas e as cadeias leves k ¢ A, de forma que esses genes estdo
localizados em cromossomos diferentes. Em humanos, o locus da cadeia pesada estd
localizado no cromossomo 14. O lécus da cadeia leve k estd no cromossomo 2 e o da cadeia
leve A estd no cromossomo 22.

Para que o processo de recombinacdo ocorra nos linfocitos, pequenos segmentos
génicos denominados como sequéncias sinais de recombinacdo (RSS) precisam ser
reconhecidos. As RSS consistem em um segmento de 7 nucleotideos, conhecidos como
heptameros, que estdo localizados na extremidade 3" do segmento génico V, na extremidade
5’do segmento J e de ambos os lados do segmento D. Apds a RSS hé a sequéncia de um
espagador com 12 ou 23 nucleotideos e a sequéncia de 9 nucleotideos conhecida como
nonamero. Essa sequéncia de espacadores permite que os heptdmeros estejam na posicao
correta para a clivagem pelas enzimas Rag-1 e Rag-2 (Figura 9).
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Figura 9. Etapa da Sinapse na recombinaciao V(D)J. O DNA no cromossomo forma uma alca nas
regides proximas ao heptametro, de maneira que os segmentos génicos codificadores das regides V, D
ou J sdo aproximados. Adaptado de ABBAS, 2019.

Na primeira etapa da recombina¢do conhecida como sinapse, as RSS de dois
segmentos génicos sdo aproximados por uma alga formada no cromossomo. Com os
heptameros posicionados, a quebra da dupla fita é catalisada pelas enzimas Rag-1 e Rag-2.
Além do processo de quebra da fita de DNA, o complexo formado pela Rag-1 e Rag-2
mantém as extremidades 3” e 5'geradas unidas para que outras enzimas como a Artemis € a

desoxinucleotidil-terminal-transferase (TdT) possam agir, processando as extremidades
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adicionando ou retirando nucleotideos. Por fim, as extremidades codificadoras sdo ligadas

pelos mecanismos de reparo ao DNA de dupla fita (Figura 10).

2 Clivagem
Alca
descartada
g 9.
QL
5 3 RAG1/
\ RAG 2
Grampos
3 Abertura do grampo *
e processa- ”
mento final
Artemis/DNA PK, /
exonucleases, TdT
Ku70/KuBD/DNA-PK 3
XRCC4/DNA LigaselV
4 Juncao +MNucleotideos M e P
g — 3

Figura 10. Demais etapas da recombinacio V(D)J. O DNA ¢ clivado nas regides proximas ao
heptametro pelo complexo formado pelas enzimas Rag-1 e Rag-2. A regido do grampo ¢é processada
pela Artemis e TdT e as extremidades sdo unidas pelos mecanismo de reparo da jungdo terminal ndo

homologa.Adaptado de ABBAS, 2019.

Por meio do processo de recombinacdo V(D)J cada linfécito B € capaz de gerar
anticorpos especificos para um unico antigeno. Por meio desse processo o sistema imune ¢
capaz de produzir 10" formas de anticorpos diferentes, demonstrando a ampla capacidade do

sistema imune a responder a diferentes agentes patologicos.

1.3 Anticorpos Monoclonais

A possibilidade de se produzir anticorpos monoclonais provém do estudo de tumores
de linfécitos B. Os plasmocitos sdo clones de células B especializados na produgdo de
anticorpos, ¢ cada célula B ¢ capaz de produzir apenas um tipo de anticorpo, com uma
especificidade. Para o desenvolvimento da técnica de producdo de anticorpos monoclonais
contra antigenos de interesse era preciso imortalizar uma célula produtora do anticorpo de
interesse. Isso foi conseguido por meio da fusdo de linfocitos B isolados do bago com uma
linhagem imortal de células de mieloma. Essas células originadas da fusao foram chamadas

de hibridomas. A tecnologia de hibridomas foi desenvolvida por Georges Kohler e Cesar
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Milstein, que lhes valeu o prémio Nobel em 1975 (CHUNG, et al., 2023; TALREJA, et al.,
2020).

Por meio da tecnologia do hibridoma foi gerado o primeiro anticorpo monoclonal
aprovado para o uso terapéutico, o OKT3. Esse anticorpo foi desenvolvido com objetivo de
reduzir a possibilidade de rejei¢do em transplantes. A producdo de anticorpos por meio de
hibridomas demandam um alto investimento financeiro. Além disso os anticorpos gerados
eram murinos € por isso eram altamente imunogénicos levando a resposta imune do
hospedeiro contra o anticorpo murino. Essa foi uma das razdes do OKT3 ter sido retirado do
mercado.

Para contornar a imunogenicidade dos anticorpos murinos, surgiram algumas técnicas
como a quimeriza¢do da molécula de anticorpo (Figura 11). Anticorpos quiméricos possuem
as regides constantes da cadeia leve e pesada murinas substituidas por regides constantes
humanas, e apenas o dominio VH e VL permanecem murinos (BILLETTA, et al, 1993).
Assim foi possivel reduzir a imunogenicidade de anticorpos murinos. O abciximab foi o
primeiro anticorpo quimérico aprovado para o uso em humanos pelo FDA. O abciximab era
indicado para evitar a agregacdo plaquetaria em doencas cardiacas. Entretanto, anticorpos
quiméricos apesar de menos imunogénicos ainda apresentam imunogenicidade, que ainda

pode levar a resposta imune do hospedeiro.
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Figura 11. Desenvolvimento de anticorpos, de murino a completamente humano. (A) O anticorpo
completamente murino. (B) O anticorpo quimérico, as regides variaveis (verde) sdo murinas e o resto
do anticorpo (azul) é humano.(C) O anticorpo humanizado, somente as CDRs (verde) sdo murinas e o
resto do anticorpo (azul) é humano. (D) Anticorpo humano, toda a molécula ¢ humana. Adaptado de
LU, et al., 2020.

Os anticorpos quiméricos apesar de menos imunogénicos ainda apresentam uma
imunogenicidade consideravel. Outra técnica que surgiu para reduzir ainda mais a
imunogenicidade de moléculas murinas foi a humanizacdo de anticorpos. Essa técnica
consistia em transplantar as CDRs 1, 2 e 3 murinas dos anticorpos para um arcabouco de
anticorpo humano, ou seja apenas as CDRs permaneciam murinas e as demais partes do
anticorpo eram totalmente humanas (Figura 11). O primeiro anticorpo humanizado aprovado
pelo FDA foi o daclizumab, um anticorpo contra o receptor de IL-2 que era utilizado na
prevencao da rejeicdo de transplantes (LU, et al., 2020).

A geracdo de anticorpos completamente humanas foi a chave para resolver
definitivamente a questdo da imunogenicidade de anticorpos murinos. Duas técnicas
inicialmente possibilitaram o desenvolvimento de anticorpos completamente humanos, o
Phage Display e as linhagens de camundongo transgénicos XenoMouse e HuMabMouse. A
técnica de Phage Display foi desenvolvida por Gregory P. Winter e George P. Smith, que
demonstraram que genes exogenos poderiam ser expressos na superficie do capsideo viral de
bacteriofagos. Smith desenvolveu uma metodologia poderosa para a rapida selecdo de
anticorpos contra qualquer antigeno. Para isso, uma biblioteca de fagos contendo genes de
imunoglobulinas humanas era gerada, entdo os fagos eram apresentados ao antigeno de
interesse em ciclos de sele¢do até que anticorpos altamente especificos fossem selecionados.

As linhagens de camundongo transgénicos XenoMouse ¢ HuMabMouse também
permitiram a geracdo de anticorpos completamente humanos. Essas linhagens de camundongo
foram geradas por meio da adicdo dos genes de imunoglobulinas humanas no genoma do
animal, substituindo os genes de imunoglobulinas enddgenos. Esses animais, sintetizam assim

anticorpos humanos.

1.4 Anticorpos Terapéuticos

Desde da aprovacao do OKT3 diversos outros anticorpos foram aprovados para o uso
em humanos. Atualmente, 79 anticorpos monoclonais terapéuticos foram aprovados pelo
FDA e anticorpos monoclonais se tornaram a principal forma de tratamento para diversas

doengas. Com o desenvolvimento da tecnologia de selegdo e expressdo de anticorpos, cada
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vez mais anticorpos sao aprovados ao longo dos anos (Figura 12).
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Figura 12. Nimero de anticorpos terapéuticos aprovados nos Estados Unidos e Europa. Numero
de anticorpos aprovados entre 1997 e 2022, em vermelho anticorpos para o tratamento de canceres, em
azul demais anticorpos para tratamento de outras doencas. Adaptado de The Antibody Society.
Therapeutic monoclonal antibodies approved or in review in the EU or US. (Acesso em:04/12/2023);

www.antibodysociety.org/resources/approved-antibodies.

Anticorpos Monoclonais t€ém sido usados para diversos tratamentos, desde supressao
do sistema imunoldgico para transplantes ou doencas autoimunes, no combate ao Cancer, ¢
até mesmo para tratamento de doengas infecciosas (Tabela 1). Em 2018 foi aprovado os
primeiros anticorpos para o tratamento de doengas virais e muitos outros foram autorizados

para uso emergencial durante a pandemia do SARS-CoV-2.

Tabela 1. Anticorpos Terapéuticos contra doencas infecciosas. Anticorpos
monoclonais contra doengas infecciosas aprovados pelo FDA e EMA. Adaptado de: The
Antibody Society. Therapeutic monoclonal antibodies approved or in regulatory review.

(acesso em 04/12/2023); www.antibodysociety.org/antibody-therapeutics-product-data

Primeira
Origem Primeiro ano aprovagao global
nome da de aprovagao Primeiro ano de (pais, ano) ou pais
Nome comercial Alvo sequéncia Backbone naEU aprovagao nos EUA em revisao

Amubarvimab +
Romlusevimab SARS-CoV-2 Humano IgG1 NA NA China, 2021#
glicoproteina

do virus
Ansuvimab-zykl Ebanga Ebola Humano IgG1 NA 2020 EUA, 2020
Atoltivimab,
maftivimab, and
odesivimab-ebgn  Inmazeb virus Ebola Humano IgG1 NA 2020 EUA, 2020
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Bezlotoxumab
Casirivimab +

Docaravimab e
Miromavimab
Ibalizumab
(ibalizumab-uiyk)

Nebacumab

Nirsevimab

No INN; RabiShield

Obiltoxaximab

Ormutivimab

Palivizumab
Raxibacumab

Regdanvimab

Zinplava
REGEN-CO
v,
Ronapreve
Twinrab
Trogarzo
Centoxin
Beyfortus

RabiShield

Anthim

Pendente

Synagis

(Pending)

Regkirona
Xevudy

Evusheld

Enterotoxina

B de
Clostridium
difficile
Humano
SARS-CoV-2  Humano
Rabies virus Murino
Humaniza
CD4 do
Endotoxina Humano
RSV Humano
Glicoprotein
a do Rabies
virus Humano
B. anthrasis  Quiméric
PA o]
glicoproteina
do Rabies
virus Humano
Humaniza
RSV do
B. anthrasis
PA Humano

SARS-CoV-2 Humano
SARS-CoV-2 Humano

SARS-CoV-2 Humano

1gG1

IgG1
mligG2b
and mlgG1
1G4

IgM

IgG1

IgG1

1gG1

1gG1

1gG1

IgG1

lgG1
lgG1

IgG1

1991*#

NA

NA

NA

2017

2021

2019

2022

2020

1999

2021
2021

2022

EUA#H

NA

NA

NA

NA

NA
NA

EUA#

2016

2018

2023

2016

1998

2012

EUA, 2016

Japao, 2021
India, 2019
EUA, 2018
Holanda,

Inglaterra, Franga,
Alemanha, 1991

EU, 2022

india, 2016

EUA, 2016

China, 2022

EUA, 1998

EUA, 2012
Coreia do Sul,
2021
Australia, 2021

EU, 2022

Na Tabela 1 sao apresentados diversos anticorpos aprovados para o tratamento de

doencgas infecciosas, inclusive alguns anticorpos que passaram por revisdo regulatoria. Ha

também alguns que foram posteriormente retirados do mercado (destacados em vermelho). A

maioria dos anticorpos aprovados, sao expressos em células de mamiferos, principalmente na

linhagem celular CHO (Chinese Hamster ovary). Células de mamiferos apresentam a

vantagem de possuirem a capacidade de realizar todas as modificagdes pos-traducionais

necessarias para o funcionamento de uma molécula de anticorpo, inclusive as glicosilagdes na

porcao Fc que sdo necessarias para a fungao efetora dos anticorpos. (KHANDIA, et al.,2018).

Atualmente podemos gerar fragmentos de anticorpos com formatos variados (Figura

13). Os formatos de fragmentos de anticorpos mais conhecidos sd@o o Fab e os scFvs. Esses
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fragmentos apresentam as vantagens de serem moléculas menores que um anticorpo inteiro e
reterem a capacidade de se ligar aos antigenos. Esses fragmentos possuem a vantagem de
poderem ser expressos em células de microrganismos, pois nao possuem a porcao Fc e

consequentemente sdo de enovelamento menos complexo e também ndo necessitam de

4

Fab

alteragdes pos-traducionais.

'/

ScFv

FvFe

Figura 13. Diferentes formatos de Fragmentos de anticorpos comparados a IgG. Em Vermelho e
vermelho escuro: Dominios variaveis da cadeia pesada e leve, respectivamente; azul: regides
constantes; verde: linkers peptidicos artificiais. Adaptado de FENZEL, et al., 2013.

O fragmento Fab ¢ composto pelo VH e VL associados a cadeia CHI e ao CL. Esse
formato de anticorpo ¢ comumente utilizado na construg¢do de bibliotecas de Phage Display.
Ja o fragmento scFv ¢ constituido pela associagdo do VH ao VL, conectados por um peptideo
conector. O fragmento FvFc possui o VH e VL associado diretamente aos dominios
constantes CH2 e CH3, portanto essa molécula ndo possui os dominios constantes CH1 e CL.
Os fragmentos scFv e Fab podem ser utilizados para vérias aplicagdes onde apenas a ligacao
ao antigeno seja necessaria, até mesmo para a neutralizacdo de infecgdes virais (FENZEL, et
al., 2013).

Para a expressio de fragmentos de anticorpos no formato scFv, organismos
procariotos sdo preferiveis. A Escherichia coli ¢ o microrganismo preferencial para a

expressdo de proteinas heterdlogas, permitindo grandes rendimentos em grama por litro.
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Inicialmente, a producdo de fragmentos de anticorpos em bactérias era realizada com uma
etapa de translocagdo para a regido do periplasma, onde ha um ambiente mais oxidativo em
comparacdo com o citoplasma bacteriano. A expressao de anticorpos no citoplasma
bacteriano costumava levar a formagdo de agregados ndo funcionais. Essa etapa de
translocagdo demandava um alto gasto energético, o que limitava a producdo de proteinas
com o correto dobramento. Entretanto, muitas linhagens de E. coli modificadas para
apresentarem um citoplasma oxidante foram geradas, o que permitiu a expressao de

anticorpos no citoplasma (LEVY, et al., 2001; ROBINSON, et al., 2015).

1.5 Anticorpos Monoclonais contra 0 SARS-CoV-2

Durante o inicio da pandemia do SARS-CoV-2, a rapida disseminagdo do virus fez
com que a busca por novos tratamentos se tornasse uma prioridade para a comunidade
cientifica (JAHANSHAHLU, ef al., 2020). O tratamento de doengas infecciosas por meio de
anticorpos monoclonais j& havia sido proposto para outras doencas virais como o Ebola e o
HIV (BLAIR, 2020;MARKHAM, 2021). Enquanto as vacinas sdo a primeira op¢do para
prevencao de infecg¢do, os anticorpos monoclonais podem ser utilizados para o tratamento de
pessoas ja infectadas (NATHAN, et al., 2021).

Durante a pandemia do SARS-CoV-2 varios anticorpos monoclonais receberam
autoriza¢do para uso emergencial. A maior parte destes anticorpos eram expressos no formato
de IgG e tinham como alvo a Proteina S, especialmente a subunidade S1 e o RBD. Vérios
estudos clinicos foram conduzidos para avaliar a capacidade terapéutica e de profilaxia de
varios anticorpos monoclonais. Na tabela 2 estdo representados alguns anticorpos que foram
autorizados pelo FDA ou pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA).

Tabela 2. Lista de anticorpos monoclonais aprovados para tratamento ou
profilaxia da COVID-19. Anticorpos monoclonais contra o SARS-CoV-2 aprovados pelo
FDA e EMA.Adaptado de FOCOSI, et al., 2022.

Anticorpo Autorizagdo pelo FDA Autorizacdo pelo EMA

Bamlanivimab 9 de novembro de 2020, para Nao autorizado
terapia precoce em pacientes
ambulatoriais com alto risco de
progressao da doenga; revogado
em 15 de abril de 2021

Bamlanivimab e etesevimab 9 de fevereiro de 2021, para Autorizacdo concedida em 11
terapia precoce em pacientes de marco de 2021, para terapia
ambulatoriais com alto risco de | precoce em pacientes
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progressdo da doenga; restrito
em 24 de janeiro de 2022

ambulatoriais com risco de
progressdo da doenga; retirado
pela Eli Lilly em 29 de outubro
de 2021

Casirivimab e imdevimab

21 de novembro de 2021, para
terapia precoce em pacientes
ambulatoriais com alto risco de
progressdo da doenga; restrito
em 24 de janeiro de 2022

Autorizacdo concedida em 12
de novembro de 2021, para
terapia precoce em pacientes
ambulatoriais com risco de
progressao da doenga e
profilaxia pds-exposicao

Tixagevimab e cilgavimab

8 de dezembro de 2021, para
profilaxia pré-exposi¢ao

Em revisao

Sotrovimab 26 de maio de 2021, para Autorizag¢do em 17 de
terapia precoce em pacientes dezembro de 2021, para terapia
ambulatoriais com alto risco de | precoce em pacientes
progressdo da doenga; retirado | ambulatoriais com risco de
em 5 de abril de 2022 progressao da doencga
Regdanvimab Nao aprovado Autorizacdo concedida em 12
de novembro de 2021, para
terapia precoce em pacientes
ambulatoriais com risco de
progressao da doenga
Bebtelovimab 11 de fevereiro de 2022, para Nao autorizado

terapia precoce em pacientes
ambulatoriais com alto risco de
progressao da doenca

Os anticorpos bamlanivimab e etesevimab foram desenvolvidos pela companhia

farmacéutica Eli Lilly. O bamlanivimab foi o primeiro anticorpo aprovado para o tratamento

de COVID-19, e posteriormente ele foi combinado com o etesevimab. Ambos os anticorpos

se ligam na Regido do RBD em epitopos distintos (NATHAN, et al., 2021). Esses anticorpos

foram isolados do soro de pessoas convalescentes por meio do sorting de células B de

memoria especificas para o RBD (SHI, et al., 2020).

Nos estudos clinicos conduzidos o tratamento com o bamlanivimab e etesevimab se

mostrou benéfico para pacientes com alto risco de progredir para COVID-19 severa ou

internagdo. Concluiu-se também que o tratamento com esses anticorpos era mais efetivo se

realizado o mais cedo possivel ap6és a confirmagao da infec¢do, ja que nas fases posteriores da

doenca a gravidade ¢ causada principalmente pela resposta imunoldgica e ndo mais pela
replicagdo viral (NATHAN, et al., 2021).

O uso do bamlanivimab individualmente foi suspenso em Abril de 2021, devido ao
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surgimento de variantes com mutacdes na regido do RBD que prejudicavam a eficacia do
medicamento. A partir de entdo, o bamlanivimab s6 poderia ser administrado juntamente com
0 etesevimab. Ambos os anticorpos mostraram uma queda na ligagdo as variantes Beta e
Gama mas ainda eram capazes de neutralizar a variante Alfa (PLANAS, et al,
2021;NATHAN, et al., 2021).

Os anticorpos casirivimab e imdevimab compdem o coquetel de anticorpos
REGN-COV-2, também chamado de coquetel de Regeneron. Os dois anticorpos possuem
epitopos ndo sobreponiveis no RBD, o que permite que ambos se liguem simultaneamente ao
antigeno. Esses anticorpos foram isolados a partir de camundongos humanizados com genes
de imunoglobulinas humanas e do soro de pacientes convalescentes. (HANSEN, et al., 2020).

Em Novembro de 2021 o coquetel de Regeneron recebeu autorizacdo para o uso
emergencial para o tratamento de COVID-19 leve e moderado em pacientes adultos ou
criangas (mais de 12 anos de idade e 40 quilos) que apresentavam risco de agravamento para
casos de COVID-19 severa. Em estudos de fase 1 e 3 com pessoas ndo hospitalizadas, o
coquetel de Regeneron foi capaz de reduzir a carga viral (NING, ef al., 2021). O coquetel de
Regeneron teve seu uso restringido em janeiro de 2022 pelo FDA devido a sua ineficacia
diante da variante Omicron que rapidamente se tornou dominante em todo o mundo
(MAWAZI, et al., 2021).

Os anticorpos tixagevimab e cilgavimab sdo dois anticorpos neutralizantes
desenvolvidos pela AstraZeneca com epitopos ndo sobreponiveis, que sdo capazes de se ligar
simultaneamente a Proteina S. Os dois anticorpos administrados juntos receberam o nome de
AZD7442. Esses anticorpos foram isolados de células B de 2 individuos convalescentes que
foram infectados com o0 SARS-CoV-2 de Wuhan.(ZOST, et al., 2020).

O coquetel de anticorpos AZD7442 (tixagevimab e cilgavimab) recebeu autorizacao
para uso profilatico pds-exposi¢do (NING, et al., 2021). O coquetel AZD7442 mostrou
capacidade de reduzir a taxa de infeccdo e desenvolvimento de COVID-19 severa em
pacientes imunocomprometidos em tratamento profilatico diante da variante Omicron nas
sublinhagens BA.1 ¢ BA.2 (NGUYEN, et al., 2022). Em estudo de fase 3, realizado com
adultos com alto risco de uma resposta inadequada a vacinacdo e alto risco de exposi¢do ao
SARS-CoV-2, mostrou a eficacia do coquetel AZD7442 na prevencao da COVID-19
(LEVIN, et al., 2022).

O Sotrovimab ¢ um anticorpo monoclonal desenvolvido em parceria pela Vir
Biotechnology e GlaxoSmithKline. O Sotrovimab recebeu autorizagdo para uso emergencial

pelo FDA em Maio de 2021, e em Dezembro seu uso foi autorizado na Europa para o
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tratamento de pessoas que ndo necessitavam de suplementagdo de oxigénio e que estavam em
risco de progredir para COVID-19 severa (HEO, et al., 2022).

O sotrovimab se liga em um epitopo dentro do RBD que inclui o residuo de
aminoacido N343 no qual ha um glicano. Esse glicano aparentemente possui um papel critico
no mecanismo de abertura da Proteina S, atuando nas conformagdes do RBD. Esse residuo de
aminoacidos ¢ extremamente conservado no RBD de Sarbecoronavirus, ¢ ndo interfere na
ligagdo ao ACE2 (CATHCART, et al., 2021 ; SZTAIN, et al., 2021)

Em experimentos in vitro, o sotrovimab mostrou capacidade de neutralizar diversas
variantes do SARS-CoV-2, como Alfa, Beta, Gama e até mesmo a variante Omicron B.A 2 ¢
B.A1 (CATHCART, et al., 2021). Em estudos de fase 3, Sotrovimab reduziu o risco de
progressao da COVID-19 para casos de COVID-19 severa em pessoas nao hospitalizadas com
alto risco de progredir para casos severos (HEO, ef al., 2022). O sotrovimab foi retirado
ainda em 2022 devido a reducao da efetividade diante da variante Omicron B.Al
(AGGARWAL, et al., 2023).

O regdanvimab foi desenvolvido pela empresa Celltrion. O mecanismo de agdo desse
anticorpo esta relacionado a ligagdo ao RBD e a inibi¢ao da interacao com o receptor ACE2.
O regdanvimab foi isolado por meio de Phage Display utilizando uma biblioteca construida a
partir do genes de imunoglobulina do PBMC de pessoas convalescentes da Coreia do Sul. O
RBD foi o antigeno utilizado na selecao (KIM, et al., 2021;SYED, et al., 2021).

Inicialmente o regdanvimab foi autorizado para uso na Coreia do sul para o tratamento
de COVID-19 em pessoas acima de 50 anos que possuiam condi¢des que poderiam levar ao
desenvolvimento de COVID-19 severa. Ele também foi aprovado para o uso em adultos com
COVID-19 com sintomas leves. O EMA aprovou o uso deste anticorpo em pessoas adultas
que nao necessitavam de suplementacdo de oxigénio e que tivessem alto risco de
desenvolvimento de COVID-19 severa.

Em ensaios in vitro, regdanvimab foi capaz de neutralizar as variantes Gama e Delta
com uma queda de afinidade ao RBD dessas variantes. Em estudos clinicos de Fase 2 e 3, o
regdanvimab foi capaz de reduzir o risco de hospitalizacdo ou morte em 72 % em pessoas
com COVID-19 leve ou moderada (SYED, et al., 2021).

O bebtelovimab ¢ um anticorpo desenvolvido pela farmaceutica Eli Lilly assim como
o bamlanivimab e etesevimab. Ele tem como antigeno o RBD. O bebtelovimab interage com
o RBD por residuos de aminoacidos que raramente sofreram alteracdes nas variantes do
SARS-CoV-2 e portanto, poderia continuar efetivo mesmo diante da variante Omicron e suas

sublinhagens (WESTENDOREF, et al., 2022).
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O FDA aprovou o bebtelovimab para uso emergencial em fevereiro de 2022. O
bebtelovimab foi indicado para o tratamento de pessoas com COVID-19 leve e moderada que
tivessem risco de progressao para COVID-19 severa. Em estudos in vitro, o bebtelovimab foi
capaz de neutralizar at¢é mesmo as subvariantes B.A 4 e B.A5. Em estudos de Fase 2, o
bebtelovimab mostrou atividade contra a variante Omicron (DOUGAN, et al., 2022;

HENTZIEN, et al., 2022).

1.6 O Phage Display

A tecnologia do Phage Display permite a expressdao de polipeptedeos exdgenos na
superficie de bacteriofagos. George P. Smith demonstrou que a inser¢do de polipeptideos
exdgenos na superficie de bacteriofagos ndo afetava a capacidade de infecg¢do deste. J4 em
1990, o primeiro fragmento de anticorpo foi apresentado na superficie de um bacteriofago
(Revisado por LEDSGAARD, et al., 2022).

Gregory P. Winter desenvolveu uma metodologia para selecionar fragmentos de
anticorpos contra um determinado antigeno. Em 2018 George P. Smith e Gregory P. Winter
foram agraciados com o prémio Nobel “pela exibi¢do em fagos de peptideos e anticorpos”
(BARDERAS, et al., 2019).

Atualmente, bibliotecas de Phage Display podem ser construidas utilizando os
bacteridéfagos filamentosos M13, fd e fl com diferentes fragmentos de anticorpos em sua
superficie. Utilizando o bacteriofago M13, o fragmento de anticorpo ¢ expresso fusionado a
proteina III do capsideo viral. Um fagomideo, um plasmideo com origem de replicacdo
bacteriana e de fago, pode ser utilizado para inser¢do dos genes do fragmento de anticorpo no
bacteriofago (READER, et al., 2019). Como a inser¢ao de um fragmento de anticorpo no
capsideo viral fusionado a proteina III ndo compromete a capacidade de infec¢ao do virus,
quando hd a montagem de uma nova particula viral o fragmento de anticorpo ¢ apresentado
no capsideo do virus.

As bibliotecas de Phage Display podem ser naturais ou sintéticas. As bibliotecas
naturais sdo geradas por meio do repertorio imune de um doador previamente imunizado ou
nao contra um determinado antigeno. Quando ndo hd a imunizagdo prévia do doador, a
biblioteca ¢ considerada naive. As bibliotecas imunes geradas a partir do repertorio de um
doador previamente imunizado contra o antigeno, costumam apresentar anticorpos com
afinidade maior que anticorpos provindos de bibliotecas naives (LEDSGAARD, et al., 2022).

Para a construgdo de uma biblioteca de Phage Display os genes de imunoglobulina sao

1solados de linfocitos B de um ou varios doadores. Para isso, os linfocitos B sdo isolados do
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PBMC e o RNA ¢ extraido e utilizado como molde para a geracdo do cDNA por PCR. Esses
fragmentos génicos de imunoglobulinas, codificando milhares possiveis anticorpos diferentes,
sdo entdo clonados em fagomideo. Apds a construcao da biblioteca, essa pode ser utilizada
para selecdo de anticorpos contra qualquer antigeno.

O processo de selecdo de anticorpos comega com a transformacgdo da biblioteca de
Phage Display em uma linhagem de E. coli que possua o pilo sexual. Entdo, ap6s o periodo de
recuperagdo ¢ adicionado o fago Helper, que possui o resto das estruturas necessarias para a

construcao da particula viral (Figura 14).
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Figura 14. Representacio do processo de selecio de anticorpos por Phage Display. Uma
biblioteca codificando milhares de fragmentos de anticorpos ¢ utilizada para gerar fagos de fusdo com
fragmentos de anticorpos humanos em suas superficies. Sdo realizados varios ciclos de seleg@o,
aumentando a estringéncia em cada ciclo por meio do aumentando o niumero de lavagens. Duas
estratégias de eluigdo sdo representadas. Uma delas usando uma solugdo acida para desfavorecer a
ligagdo anticorpo-antigeno. A outra utilizando uma solugo saturada do peptideo antigénico. Os fagos
eluidos sdao amplificados separadamente para uma nova rodada de selecdo. Adaptado de FRANCA, et
al., 2022.

Os fagos com os fragmentos de anticorpos na superficie sdo utilizados para a selecao
contra um antigeno especifico. O antigeno pode ser imobilizado ou nao. Apds a ligacao dos
fagos especificos para o antigeno, ocorre a lavagem, na qual fagos ndo ligantes sdo retirados.

Entdo, os fagos ligantes sdo eluidos e utilizados para um novo ciclo de selegao.

2. JUSTIFICATIVA

O surgimento de novas variantes do SARS-CoV-2 voltou a trazer preocupacdo sobre a
pandemia, ja que algumas delas se mostraram mais infectivas e até mesmo foram relacionadas a
casos de reinfec¢do. Ensaios de neutralizacdo com pseudovirus também demonstraram quedas na
capacidade de neutralizacao do soro de pacientes vacinados com vacinas de mRNA e também de
pacientes convalescentes. Essa queda foi bastante expressiva para variantes que contém as
seguintes mutagdes dentro da RBD: E484K, K417T/N e N501Y (GARCIA-BELTRAN, et al.,
2021; SANTOS, et al., 2021). Estudos com anticorpos isolados do plasma de pacientes
convalescentes ¢ vacinados demonstram que esses anticorpos elicitados tanto pela vacinagao
como que pela infec¢ao natural sdo sensiveis a mutagdes nos sitios E484, K417 e N501 (WANG,
et al., 2021). Anticorpos monoclonais como o bamlanivimab, casirivimab, sotrovimab e
imdevimab foram retirados do uso clinico devido a baixa eficacia diante da variante Omicron
(AGGARWAL, et al., 2023; MAWAZI, et al., 2021; VASIREDDY, et al., 2021 ). Até mesmo as
vacinas que foram desenvolvidas para a prevencao da COVID-19 tiveram que ser atualizadas

para oferecer prote¢do contra as variantes.

Nessa perspectiva, evidenciamos a necessidade de se buscar selecionar anticorpos contra
epitopos imunodominantes além da RBD, de forma produzir um possivel anticorpo terapéutico

capaz de tratar casos de COVID-19 e que seja menos sensivel ao surgimento de novas variantes.
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De preferéncia, esses epitopos devem ser derivados de uma regido bastante conservada entre as

variantes do SARS-CoV-2 para aumentar seu espectro curativo.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho foi selecionar, expressar e caracterizar fragmentos de
anticorpos isolados de bibliotecas combinatorias em fagos, contra o Peptideo de Fusdo do

SARS-CoV-2.

3.2.Objetivos Especificos

a) Selecionar anticorpos anti-Peptideo de fusdao por Phage Display;

b) Estabelecer um protocolo de expressdo e purificacdo eficiente para os fragmentos scFv
em Escherichia coli;

c) Avaliar a ligagcdo dos fragmentos scFv contra o peptideo de fusdo e também contra a
particula viral inativada;

d) Aferir a capacidade dos fragmentos scFv de neutralizacao do virus in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. O Peptideo de Fusao Mimético
Para o desenho do peptideo de fusdo mimético, foi utilizado a sequéncia da regido do
Peptideo de Fusao do virus original de Wuhan. Foi realizada a sintese quimica pela empresa.

O peptideo foi dissolvido em PBS na concentracdo de 5 mg/ml.

4.2. Proteinas S e Particula Viral Inativada
A Proteina S da variante Gama e Delta foram gentilmente cedidas pela Dra Leda
Castilho (UFRJ). A particula viral do SARS-CoV-2 original de Wuhan foi gentilmente cedida
pelo Dr. Pedro Viera (Unicampi).

4.3. Biblioteca de Genes de Fragmentos de Anticorpos
Foi utilizada uma biblioteca de genes de fragmentos de anticorpos humanos no
formato Fab fusionados ao gene da proteina III do capsideo viral (Dantas-Barbosa et al.,
2005). Essa biblioteca pode ser considerada naive em relagdo ao antigeno utilizado na

selegdo.

4.4. Linhagens Celulares

A Escherichia coli XL1-BLUE MRF’ (Stratagene, California, EUA, cat: 200230) foi
utilizada para transformacdao por meio de choque térmico ou elétrico e em seguida para a
multiplicagdo de DNA plasmidial por meio de Minipreparacdo ou Midipreparagdo. A
linhagem de Escherichia coli Shuftle pLys Y (New England Biolabs, Ipswich, EUA, cat:
C3030J) foi utilizada para a expressdo dos Fragmentos de anticorpos no formato scFv sendo
que estes foram clonados no vetor pET-Sumo.

4.4.1. Transformacao por Choque Térmico

Para o processo de transformag¢dao por choque térmico uma colonia isolada de
Escherichia coli XL1-BLUE MRF’(Stratagene, California, EUA, cat: 200230) ou Escherichia
coli Shuffle pLys Y (New England Biolabs, Ipswich, EUA, cat: C3030J) foi crescida em 5 mL
de meio LB com 10 pg/mL de tetraciclina ou cloranfenicol a 20 pg/mL. A cultura foi
incubada durante a noite em um Shaker a 280 RPM, 37°C. No dia seguinte 1 mL dessa
cultura foi semeada em 100 ml de meio LB, e em seguida a cultura foi mantida no Shaker até
atingir a densidade 6ptica (D.O.) a 600 nm de 0,1 a 0,3. Entdo, a cultura foi centrifugada a
3000 x g, a 4 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram

ressuspendidas por meio de agitagao suave com 10 ml de uma solucao de cloreto de célcio
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gelada. Novamente as células foram centrifugadas nas mesmas condi¢des que anteriormente.
As células foram por fim ressuspendidas em 1 ml de solugdo de cloreto de calcio gelada e
mantidas no gelo por 1 hora, e a partir de entdo estavam termocompetentes. As células
termocompetentes foram incubadas com 320 mg do DNA plasmidial de interesse por 30
minutos no gelo. Foi realizado o choque em banho maria por 5 minutos a 37° C. As células
foram imediatamente recuperadas ap6s o choque com 1 mL de meio LB e incubadas a 37°C
por 1 hora. Finalmente, foram semeadas 50 pl, 100 pl, 300 ul em placas de meio LB Agar
com 30 pug/mL de kanamicina. As placas foram mantidas numa estufa a 37°C durante a noite
e retiradas no dia seguinte. A quantidade de colonias foi contada e a eficiéncia da
transformagao foi calculada.

4.4.2. Transformacido por Choque elétrico

Para o processo de transformacdo por choque elétrico uma colonia isolada de
Escherichia coli XL1-BLUE MRF’ foi crescida em 5 mL de meio SB durante a noite sob
agitacdo de 250 RPM a 37°C. Quinhentos microlitros dessa cultura foi adicionada em 500 mL
de meio SB (Peptona 3%; Extrato de levedura 2%; MOPS1%; pH 7,0) contendo 2,5 mL de
solucdo estoque de glicose 2 M e 2,5 mL de solugdo estoque de Mg 2 M e a cultura foi
incubada sob agitacao de 250 RPM a 37°C at¢ atingir a densidade optica (D.O) a 600 nm de
0,7 a 0,9. A cultura foi resfriada em gelo picado antes de ser submetida a centrifugagdo. A
cultura foi centrifugada a 3000 x g por 20 minutos a 4 °C. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 25 mL de glicerol 10% gelado com pipetas previamente resfriadas. Foram
adicionados mais 75 mL de glicerol 10% gelado e as células foram centrifugadas nas mesmas
condi¢des que anteriormente. O sobrenadante foi descartado e o processo foi repetido mais
uma vez. Novamente, as células foram ressuspendidas em 25 mL de glicerol 10% gelado e
centrifugadas a 3000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as cé€lulas
foram ressuspendidas para uma densidade oOptica a 600 mm de 200 a 250 com
aproximadamente 1 mL de glicerol 10%. A partir desse momento as células estavam
eletrocompetentes, e algumas aliquotas de 100 pL foram feitas e congeladas em banho de

alcool/ gelo seco, e armazenadas a -80 °C.

Para o choque elétrico, um microtubo de centrifugagdo contendo 100 ng a 500 ng do
DNA foi resfriado em gelo picado juntamente com as cubetas de eletroporagdo
(Sigma-Aldrich, cat: Z706086-50EA). Uma aliquota de células eletrocompetentes foi retirada
do freezer -80 °C, e foi descongelada no gelo. Logo apos o descongelamento, 100 uL. de

células eletrocompetentes foram gentilmente incubadas com o DNA. A mistura foi transferida
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para uma cubeta de eletroporacdo de 0,2 cm que foi submetida ao choque elétrico nas
seguintes condigdes: 2,5 kV; 25 pF e 200 Q. Imediatamente apds o choque, foi realizada a
lavagem da cubeta com 3 mL de meio SOC (Peptona 2%; Extrato de levedura 0,5%; NaCl
0,06%; KCl 0,02%; MgCI12 10 mM; MgSO4 10 mM; pH 7,0). A cultura de células
transformadas foi incubada sob agitagdo de 250 RPM a 37 °C por 1 hora e meia. Dilugdes de
0,1, 1 e 10 pL foram semeadas em placas contendo meio LB agar ¢ a marca seletiva do
plasmideo. As placas foram incubadas a 37 °C durante a noite e no dia seguinte a eficiéncia

de transformacao foi calculada.

4.4.3. Selecao dos scFvs Por Phage Display

Para o processo de selecdo dos scFvs foi utilizada a técnica de Phage Display. Na
selecao foi utilizada uma biblioteca de genes de fragmentos de anticorpos humanos no
formato Fab fusionados ao gene da proteina III do capsideo (Dantas-Barbosa et al., 2005). A
biblioteca, contendo cerca de 1,7 x 10* formas diferentes, foi clonada no vetor pComb3XSS
de Phage Display, e foi transformada em células XL1-BLUE MRF’ eletrocompetentes com
uma eficiéncia de ~1 x 10° CFU/ug. O choque elétrico foi realizado por 10 vezes utilizando
100 uL de célula eletrocompetente e 1 uLL da biblioteca em cada choque. A eletroporagao foi
realizada utilizando cubetas de 0,2 cm e as seguintes condigdes:2,5 kV; 25 pF e 200 Q. Apds
o choque, cada cubeta foi lavada com 3 mL de meio SOC (Peptona 2%; Extrato de levedura
0,5%; NaCl 0,06%; KCI 0,02%; MgCI2 10 mM; MgSO4 10 mM; pH 7,0) e aos 30 mL
resultantes foi adicionado 20 mL de meio SB (Peptona 3%; Extrato de levedura 2%;
MOPS1%; pH 7,0) com glicose para uma concentragdo final de 1%. A cultura foi mantida sob
agitacdo durante 1 hora a 37 °C e 250 RPM. Apds 1 hora foi adicionado 10 puL da solugdo
estoque de carbenicilina na concentragao de 100 mg/mL e a cultura foi mantida sob agitagao
de 300 RPM por uma hora a 37 °C. Novamente foi adicionado 15 pL da solucdo estoque de
carbenicilina na concentracdo de 100 mg/mL e a cultura foi incubada nas mesmas condicdes.
Foi entdo adicionado a cultura 148 mL de meio SB com 75 pL de solug¢do estoque de
carbenicilina 100 mg/mL, 300 pL de solugdo estoque de tetraciclina 5 mg/mL , glicose para a
concentragdo final de 1% e 2 mL fago helper VCSM13 (10 a 10" pfu/mL) foram
adicionados a cultura que foi mantida sob agitagdo de 300 RPM a 37 °C por 2 horas. Ao final
do dia, 280 pL de solugdo estoque de kanamicina 50 mg/mL foi adicionada a cultura que foi

entdo mantida sob agitacdo de 300 RPM durante a noite a 37 °C.

A plataforma utilizada para selecdo dos fagos foi uma placa de ELISA (Thermo Fisher

Scientific, cat: 456529). A placa de ELISA foi sensibilizada com 100 pL de Estreptavidina a
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5 pg/mL diluida em PBS durante 1 hora a 37 °C. A placa foi lavada por 3 vezes com 200 puL
de TBST (TBS, Tris-HCI 50 mM; NaCl 150 mM; pH 7,5; acrescido de Tween 0,1%). Em
seguida foi adicionado 100 pL. do Peptideo de Fusao mimético do SARS-CoV-2 conjugado a
biotina em uma concentracdo de 4 pg/mL. A placa foi incubada novamente nas mesmas
condi¢des. O bloqueio foi feito com 200 pL de Albumina Sérica Bovina (BSA) em TBS

durante a noite a 4 °C.

No dia seguinte, a cultura contendo os fagos com fragmentos de anticorpos na
superficie foi centrifugada a 3000 x g por 15 minutos a 4 °C. Os fagos foram precipitados
com 8 g de PEG 8000 ¢ 6 g de NaCl. A cultura foi mantida sob agitagao de 300 RPM por 5
minutos e em seguida foi mantida no gelo por 30 minutos. A cultura foi centrifugada a 15000
X g por por 15 minutos a 4 °C. Os Fagos foram ressuspendidos em 2 mL de BSA 1% em TBS.
A placa de ELISA foi novamente lavada com TBST nas mesmas condi¢des € 100 puL do fago
foi adicionado em cada pogo em duplicata. Como pretendiamos realizar dois mecanismos de
elui¢do, a quantidade de pocgos sensibilizados com o antigeno e incubadas com o fago foi

dobrada. A incubacdo com os fagos (fagos input) foi feita por 2 horas a 37 °C.

No primeiro ciclo de selegdo foram realizadas 5 lavagens para remogao dos fagos nao
ligantes. A lavagem foi feita por meio da pipetagem vigorosa de 200 uL de TBST, e em cada
lavagem foi feito um intervalo de 5 minutos e entdo a solugdo de lavagem era removida por
aspira¢do. no segundo ciclo de selecdo foram feitas 10 lavagens, no terceiro e quarto round
foram feitas 15 lavagens. Os fagos ligantes ao antigeno foram eluidos (fagos output) por 2
formas, uma eluicdo feita com usando 100 pL de solucdo de Glicina-HCI 100 mM pH 2,2 ¢
outra elui¢do com 100 pL do Peptideo de Fusao mimético do SARS-CoV-2 sem biotina na
concentragcdo de 8 pg/mL. Em cada uma das respectivas elui¢des, a solucdo de eluicdo era

incubada por 10 minutos e depois eram realizados 10 up/down.

Para comegarmos um novo ciclo de selegdo, os fagos que foram eluidos anteriormente
eram reaplicados. Para isso, 2 mL de cultura de XL1-BLUE com densidade optica a 600 nm
de 1,0 eram infectadas com 100 pL de fagos eluidos (fagos output) por 15 min a temperatura
ambiente. Em seguida, 6 mL de meio pré-aquecido a 37 °C contendo glicose na concentracao
final de 1%, 1,6 pL de carbenicilina 100 mg/mL e 16 pL de tetraciclina 5 mg/mL foram
adicionados aos 2 mL de cultura de XLI1-BLUE infectados com o fago. A cultura foi
incubada a 300 RPM a 37 °C por 1 hora. Ap6és o periodo de 1 hora mais 2,4 pL de
carbenicilina 100 mg/mL foram adicionados a cultura que foi incubada nas mesmas condig¢des

por mais 1 hora. Entdo foi adicionada a cultura 91 mL de meio SB contendo 1% de glicose,
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46 pL de carbenicilina 100 mg/mL, 184 pL de tetraciclina 5 mg/mL e 1 mL de de fago helper
VCSMI13 (10" a 10" pfu/mL). a cultura foi novamente incubada a 300 RPM, 37 °C por 2
horas. Entdo foi adicionado 140 pL de kanamicina 50 mg/mL e a cultura foi mantida sob
agitacdo de 300 RPM a 37 °C durante a noite. No dia seguinte a cultura contendo o fagos com
os fragmentos de anticorpos na superficie foi processada como descrito anteriormente e os

fagos foram utilizados nos ciclos de selecao seguintes.

Em cada um dos 4 ciclos de selecao foi realizada a titulacao dos fagos. Para a titulacao
dos fagos input, 100 pL de células XL1-BLUE MRF’ com D.O. a 600 nm de 1,0 foram
infectadas com diluigdes de 10%, 10° ¢ 10'° de fagos amplificados e ressuspendidos em BSA
1% por 15 minutos. As células foram plaqueadas em meio LB agar contendo 1 % de glicose e
carbenicilina a 100 pg/mL e foram incubadas a 37 °C durante a noite. Para a titulagdo do
output, 2 mL de células XL1-BLUE MRF’ com D.O. a 600 nm de 1,0 foram infectadas com
100 uL de fagos eluidos por 15 minutos. Apos a infecgao 100 uL de células infectadas nas
diluigdes de 107, 10? e 107 foram plaqueadas em meio LB 4gar contendo 1 % de glicose e
carbenicilina a 100 pg/mL e foram incubadas a 37 °C durante a noite.

4.4.4. Minipreparacao

Para a extragdo de DNA plasmidial em pequena escala foi utilizado o QIAprep Spin
Miniprep kit (QIAGEN, cat:27106). Uma colonia isolada de células Escherichia coli
XLI1-BLUE MRF’ previamente transformadas com o plasmideo de interesse foi inoculada em
5 ml de meio LB. No dia seguinte, a cultura foi centrifugada a 7000 x g por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 250 puL de Buffer P.1. Em
seguida foram adicionadas 250 uL. de Buffer P2 e o sistema foi misturado por inversao 10
vezes e incubado no gelo por 5 minutos. Foram adicionados ao sistema 350 uLL de Buffer N3,
e o mesmo foi vertido 10 vezes e incubado no gelo por 10 minutos e, em seguida,
centrifugado a 17900 x g e 4 °C por 15 minutos. A fracdo insolivel foi descartada e o
sobrenadante foi depositado na coluna QIAprep 2,0 que logo em seguida foi centrifugada a
17900 x g e 4 °C por 1 minuto. A coluna foi lavada duas vezes com 750 uL. de Buffer PE, e
foi centrifugada nas mesmas condi¢des. Por fim o DNA foi eluido com 30 pL de agua milli-q

aquecida a 60 °C.

4.4.5. Midipreparacao
Para a extragdo de DNA plasmidial foi utilizado o QIAprep Spin Midiprep kit
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(QIAGEN, cat: 12145). uma colonia isolada de células Escherichia coli XL1-BLUE MRF’
previamente transformadas com o plasmideo de interesse foi inoculada em 5 mL de meio LB.
Dessa cultura 200 pL foram adicionados em 100 mL de meio LB e incubado a 300 RPM e

37°C durante a noite.

. No dia seguinte, a cultura foi centrifugada a 7000 x g por 10 minutos, o sobrenadante
foi descartado e a células foram ressuspendidas em 5 mL de Buffer P.1. Foi adicionado entio
5 mL de Buffer P.2 (tampao de lise) e o frasco foi vertido gentilmente por 10 vezes e foi
mantido no gelo por 5 minutos, quando entdo foi adicionado 5 mL do Buffer P.3 (tampao de

neutralizacao). O sistema foi novamente vertido e incubado no gelo por 10 minutos.

O sistema foi centrifugado a 12000 x g por 1 hora a 4° C. O sobrenadante foi
depositado na coluna QIAGEN-tip 100, que havia sido equilibrada com 4 ml do Buffer QBT.
O sobrenadante passou pela coluna por gravidade. A coluna foi lavada 2 vezes com 10 mL de
Buffer QC. E entdo DNA foi eluido com 5 mL de Buffer QF previamente aquecida a 60 °C e,
em seguida, precipitado com 3,5 mL de isopropanol e 30 puL de Glycoblue 15 mg/mL
(Thermo Fisher Scientific, cat: AM9516) por centrifugagao a 20000 x g € 4 °C por 30 min. O
precipitado foi lavado cuidadosamente com 2 mL de etanol 70% gelado, evitando
ressuspender o precipitado, e centrifugado a 20000 x g e 4 °C por 10 minutos, e, em seguida,
secado por exposicao ao ar por 10 minutos. Por fim, o DNA precipitado foi ressuspendido
com 100 puL de milli-q.

4.5. Amplificacdo dos dominios variaveis

Os genes codificadores do VH e VL de anticorpos selecionados durante o Phage
Display foram amplificados separadamente por reagdo em cadeia da Polimerase (PCR). O
DNA da biblioteca ¢ dos rounds de selecao foram utilizados como molde. A reacdo de PCR
foi feita no no termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems, cat: 4375786). Os
oligonucleotideos iniciadores foram utilizados para amplificagdo do VH e VL estao indicados
na tabela abaixo.

Tabela 3. Lista de oligonucleotideos utilizados para amplificacio do VH e VL

Oligonucleotideo Senso VH TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAG
ACAGGGCTGCCCAACCAGCCATGGCC

Oligonucleotideo Senso VL TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAG
ACAGGGGCCCAGGCGGCCGAGCTC
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Oligonucleotideo Reverso GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAG
ACAGAAGACAGATGGTGCAGCCACAGT.

Oligonucleotideo complementar a regido ompA GCTGCCCAACCAGCC ATGGCC
Oligonucleotideo complementar a regido final do AGAAGCGTAGTCCGGAACGTC
dominio CH1:

Esses oligonucleotideos se ligam em regides especificas do cassete de expressao
dentro do pComb3XSSFab (Figura 15). Os oligonucleotideos para amplificagdo do VL se
ligam na regido do peptideo lider ompA, que estd posicionado anteriormente ao VL, e na
regido inicial do dominio C kappa, que estd imediatamente apdés o VL. Ja para o VH, os
oligonucleotideos se ligam ao pelB que esta posicionado antes do VH, e na regido inicial do

CHI1 que esta posicionado apos o VH.

ompA pel B G T
F ene lll
lacZz ¢ [ VL D SH CH1 |H6|HA (3a230.406) | P
: -
codon
Sac | Xbal Xhol Spel ambar Nhe |

Sfil Sfil

Figura 15. Cassete de expressao do Fab no vetor pComb3XSSFab. Cassete de expressdo de Fabs
fusionados ao gene III do fago filamentoso M13, ligado ao fagomideo pComb3XSSFab que foi
utilizado na selecdo por Phage Display. ompA representa o Peptideo Lider A, pelB representa o

peptideo Lider B.

Excepcionalmente para a amplificacdo do VH do ciclo 4 da selecao acida foi utilizado
o DNA extraido do fago com oligonucleotideos iniciadores para amplificacdo de todo o Fab.
O oligonucleotideos eram complementares a regido ompA e ao final do dominio CHI1 (Tabela
3)

Para a PCR foi utilizada a Platinum Taq DNA Polymerase (Thermofisher, Ref:
10966-030). Para cada reacdo foi utiliado 2,5 U da Platinum Taqg DNA Polymerase, DNA
molde na concentra¢do de 20 ng, dNTP na concentracdo de 0,2 mM, tampao na concentragdo
de Ix, oligonucleotideos iniciadores na concentragao de 0,4 uM e solucdo de MgCI2 na
concentracao de 2,5 mM. O ciclo de amplificag¢ao foi o seguinte: desnaturagdo inicial a 95°C
por 5 minutos, 5 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento dos

oligonucleotideos por 1 minuto a 58 °C, extensdo a 72 °C por 1 minuto. Em seguida foi
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realizado 22 ciclos de de desnaturag¢do a 95°C por 1 minuto, anelamento a 62 °C por 1 minuto
e extensdo a 72 °C e extensao final por 4 minutos.

4.6. Purificaciao e Eluicio dos fragmentos de DNA amplificados por PCR

Os produtos das PCRs para amplificagdo do VH e VL foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose 2%. As bandas com tamanho correspondente ao VH e VL
foram cortadas do gel de agarose e o QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, cat: 28704) foi
utilizado para eluir o DNA do gel de agarose. As bandas de DNA foram dissolvidas em 6
volumes de Buffer QG por 10 minutos a 50 °C. Um volume de isopropanol foi adicionado a
mistura que foi aplicada na QIAquick spin. A coluna foi submetida a centrifugagao a 17000 x
g por 1 minuto. Em seguida, a coluna foi lavada com 500 pL de buffer QG. Foi adicionado a
coluna 750 pL de buffer PE que ficou em incubacdo por 5 minutos, e entdo a coluna foi
novamente centrifugada nas mesmas condi¢des que anteriormente. Para eluir o DNA, 30 pL
de 4gua millig a 60 °C foram adicionados & coluna por 5 minutos e entdo a coluna foi
centrifugada a 17000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente.

4.7. Sequenciamento de Nova Geraciao (NGS)

Os dominios da cadeia leve e pesada dos anticorpos selecionados pelo Phage Display
do ciclo 4 de selecio e da biblioteca antes da selecdo foram analisados por meio de
sequenciamento de nova geragdo na plataforma de Illumina. Para o sequenciamento, os
mesmos oligonucleotideos que foram usados na amplificacdo dos dominios variaveis foram
utilizados (Tabela 3).

4.8. Analise do Sequenciamento de Nova Geraciao no ATTILA

Os resultados do sequenciamento foram analisados na ferramenta de bioinformatica
denominada ATTILA (MARANHAO, et al., 2020). O programa ATTILA analisa as
sequéncias de VL e VH que foram enriquecidas durante o processo de selecdo por Phage
Display. Para isso, ¢ analisada a frequéncia de cada sequéncia de VL e VH em cada ciclo de
selecdo, e no final ¢ emitido um relatério com a variacdo da frequéncia de cada sequéncia

(fold-change) comparando o ciclo de selecao e a biblioteca antes da selegao.

4.9. Desenho dos Genes para expressiao em células de Bactérias

Os genes codificadores dos VHs e VLs que foram previamente selecionados por meio
da técnica de Phage Display foram combinados para gerar dois scFvs que foram denominados

como Aca e Acp. Ambos os fragmentos utilizavam o mesmo VH e diferiam no VL.
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A sequéncia génica que codifica os fragmentos de anticorpos com um /inker conector
foram colocados no vetor de expressao pET-SUMO. Os vetores pET utilizam o promotor T7
de bacteriofagos, que ¢ considerado um promotor forte. A expressao foi colocada sob controle
do operon-lac. Na extremidade amino-terminal foi adicionada uma fag de seis histidinas
(His-tag) e na extremidade carboxi-terminal foi adicionada uma fag de HA (Hemaglutinina).
A sintese dos genes foi realizada por uma empresa externa ao nosso laboratorio.

4.10. Digestao Enzimatica dos Plasmideos

Foi realizada uma digestdo enzimatica para confirma¢do dos plasmideos peT-SUMO

contendo o Aca e Acp. Para isso, foi utilizada a endonuclease BamHI-HF (NEB, #R316S)

para a linearizagdo dos plasmideos e confirmacdo do tamanho dos fragmentos por gel de

eletroforese. Para cada amostra foi feita a seguinte rea¢do: 4 yL do plasmideo extraido, 1 uL
da enzima BamHI-HF, 4 yL do Buffer CutSmart (NEB,cat: #B7204S) e agua Milli-Q para

um volume final de 40 pL. Esta reacdo foi incubada a 37°C por 4 horas. Em seguida, 4 yL de

azul de bromofenol (Azul de bromofenol 0,041%, Sacarose 6,67%) foram adicionados a 20

ML das digestdes. As digestdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose.

4.11. Eletroforese em Gel de Agarose

Para analise de amostras de DNA foi realizada a Eletroforese em gel de agarose. O gel
de agarose foi preparado nas concentracdes 0,8% - 1,2% com adi¢do de Brometo de Etidio
(0,5 pg/mL). Para preparagdo do gel e corrida foi utilizado o tampao TAE 1X (Tris 40 mM,
Acido Acético Glacial 20 mM, EDTA 10 mM pH 8,0). As amostras previamente preparadas
foram aplicadas no gel e a corrida foi realizada em corrente de 30-70 volts. Os tamanhos dos
fragmentos de DNA foram estimados por meio da comparacdo ao marcador de massa
molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, cat: 10787018). A quantificacdo foi feita por
densitometria, utilizando o marcador High Mass Ladder (Invitrogen, cat: 10496016).
alternativamente, a quantificagdo também foi feita pelo NanoDrop™ One Spectrophotometer

(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).
4.12. Expressao dos scFvs em Shuffle p Lys Y

4.12.1. Padronizacao da Expressao
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Para a padronizacdo da expressdo foram testadas 5 diferentes condigdes de expressao:
condi¢do de cultura 1, 20 ml de meio de cultura TB eram inoculadas com uma diluig¢do de 1:60 de
uma cultura crescida no periodo overnight e eram crescidas at¢ uma D.O de 2,0 e entdo era
adicionada IPTG para uma concentracdo de 1 mM. A cultura ficou sob agitacdo durante 4 horas a
200 RPM a 20°C. Ao final das 4 horas a cultura era centrifugada a 9000 x g e ressuspendida no
tampao de fosfato e entdo congelada. No dia seguinte a amostra foi submetida ao processo de
sonicacao para lise celular e em seguida foi feita a analise por SDS-Page e Western blot; na
condicdo 2 foi realizado o mesmo procedimento da condi¢do 1, entretanto apos a centrifugagdo as
células foram armazenadas e s6 ressuspenso no tampao de fosfato no momento da sonica¢do; na
condi¢do 3, foi realizado o mesmo procedimento da condigdo 1, porém foi adicionado glicose na
concentracdo de 1% durante o crescimento e apods a cultura atingir a D.O de 2,0 esta foi
centrifugada e ressuspensa em 20 ml de meio TB com IPTG na concentragdo final de 1mM; na
condi¢do 4 foi realizado o mesmo procedimento, entretanto nao houve a troca de meio de cultura
para a adi¢do do IPTG. Na condi¢do 5 a cultura ficou crescendo no periodo overnight e nao até
atingir a D.O de 2,0. No dia seguinte, a cultura foi induzida com IPTG na concentracdo final de
ImM e foi incubada a 200 RPM por 4 horas a 20°C. As diferentes preparagdes foram sonicadas,
centrifugadas e analisadas por meio de SDS-Page e Western-blot (Figura 22).

A melhor condicdo de expressdo observada foi a 4, na qual foi adicionada glicose na
concentracdo final de 1% durante o crescimento at¢ O.D de 2,0 seguida da indugdao com IPTG 1
mM com o tempo de expressao de 4 horas a 20°C a 200 RPM. Portanto, essa foi a condi¢ao de
producdo adotada para a expressdo. A expressdo foi realizada entdo com 200 mL de meio TB em
um erlenmeyer de 1 litro. Apds a produgdo, a cultura era centrifugada a 9000 x g por 15 minutos
a 4°C. A fracdo insoluvel era ressuspendido com 30 ml de tampao de fosfato e 10 pul do coquetel
de inibidor de proteases era adicionado e 20ul de PMSF. a cultura era sonicada e centrifugada

novamente a 12000 x g por 2 horas.

4.12.2. Sele¢ao dos clones produtores

Coldnias isoladas da Shuffle p Lys Y colhidas em uma placa de meio LB agar com 30
pg/mL de kanamicina, as quais haviam sido previamente transformada por choque térmico
com o vetor de expressdo com os genes do Aca e Acp foram repicadas em 2 placas, ambas
contendo kanamicina. Em uma das placas havia glicose 1% enquanto que na outra havia
IPTG na concentracdo de ImM. As coldonias foram repicadas nas duas placas na mesma

ordem e as placas foram incubadas a 37 °C durante a noite.
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No dia seguinte foi feita a andlise de quais colonias haviam crescido. O seguinte
critério foi utilizado na classifica¢ao das colonias como boas produtoras: aquelas colonias que
cresceram bem na placa contendo IPTG e na de glicose também foram consideradas boas
produtoras.

4.12.3.Producio dos scFvs

Uma colonia isolada de um clone bom produtor de cada scFv foi adicionado a 5 mL de
meio de cultura TB (Extrato de levedura 2,4%, Peptona 2%, glicerol 0,4 %) com 10% de
Tampao de Fosfato (K,HPO, 0,72 M e KH,PO, 0,17 M). A cultura foi mantida sob agitacdo
de 280 RPM a 37 °C durante a noite. No dia seguinte, uma cultura de 200 mL de meio TB foi
inoculada com uma dilui¢do de 1:60 da cultura crescida durante a noite. Ao indculo foi
adicionado também glicose na concentragdo de 1% e kanamicina a 20 pg/mL. A cultura ficou

incubada a 280 RPM e 37 °C até atingir uma densidade 6ptica (D.O) a 600 nm de 2,0.

Nesse momento, foi realizada a indugdo da producao, adicionado o agente indutor do
operon-lac, o andlogo da lactose IPTG em uma concentragdo de ImM. A cultura foi entao
incubada na temperatura de 20 °C e 200 RPM por 4 horas. Apods esse periodo de producao, a
cultura foi centrifugada a 9000 x g por 15 minutos a 4 °C. A fragdo soluvel foi descartada e a
fragdo insoluvel foi armazenada para as analises seguintes.

4.12.4.Preparo das Amostras por Sonicaciao

As fragdes insoluveis da produgao foram ressuspendidas em 20-25 ml de tampao de
ligacdo (Fosfato de sodio monobésico 50mM e Cloreto de S6dio 300 mM, pH 8,0) contendo
coquetel inibidor de proteases diluido 100x. Todo o processo de ressuspensdo foi feito no
gelo. Apos toda fragdo insoluvel ter sido ressuspendida, foi realizado o processo de

rompimento de células por sonicagao.

As condig¢des utilizadas no sonicador foram as seguintes: Amplitude de 50, tempo de
pulso de 10 segundos, tempo desligado 1 minuto e 20 segundos, tempo de processo 1 minuto
e 20 segundos. Foram realizados de 4 a 5 ciclos nessas condi¢des. Apds o processo de
sonicagdo ser concluido, o produto da sonicacdo foi centrifugado a 12000 x g por 2 horas a 4
°C. Em seguida o pH da amostra foi ajustado para 8,0 ¢ a amostra foi filtrada com uma
membrana de 0,22 um.

4.12.5.Purificaciao por afinidade ao Niquel

A purificag@o dos scFvs foi realizada no Akta Pure com a coluna HISTRAP HP 1 mL
(Cytivia, cat: 17524701). A coluna HISTRAP HP 1 mL ¢ constituida de uma resina que
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contém o metal niquel. Os scFvs possuiam em sua estrutura uma His-tag, a qual tem afinidade

pelo niquel e portanto ao passar pela coluna os scFvs ficavam retidos na coluna.

Para a purificagdo, a coluna HISTRAP HP 1 mL foi previamente equilibrada com 25
mL de tampao de ligacdo (Fosfato de sddio monobasico S0mM e Cloreto de S6dio 300 mM,
pH 8,0) em uma velocidade de 500ul/min. Iniciou-se entdo o processo de aplicacdo da
amostra utilizando o superloop carregado com 30 ml da amostra. Coletamos o Flow-Through

(aquilo que passou pela coluna) pela valvula de Outlet.

Quando os 30 ml de amostra foram passados, iniciamos a lavagem coluna com 20 mL
de tampao de ligacdo contendo 10 mM de Imidazol seguidos de 10 mL de tampao de ligacao
contendo 50mM de imidazol. Para o scFV Acp realizamos a lavagem com 100 mM de

imidazol. coletamos toda a lavagem pela valvula de outlet.

Por fim as proteinas foram eluidas da coluna por meio de um gradiente em steps de
100 mM de imidazol a 500 mM. Para o anticorpo Acp foi utilizado 300 mM a 500 mM de
imidazol. Foram coletadas fracdes de 1ml por meio da valvula Frac conectada ao coletor de
fracdes. Apos a purificagdo a coluna foi equilibrada novamente com 25 mL de tampao de
ligacdo e lavada com 40 ml de 4gua milliq. Foi realizada uma lavagem com 15 mL de 4lcool
antes da coluna ser retirada e armazenada a 4°C. As fragdes eluidas durante a purificacao

foram analisadas em um gel desnaturante de poliacrilamida.

4.12.6. Gel Nao Desnaturante de Poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi feito utilizando o sistema Mini-Protean Tetra cell, 4-gel
System. O gel separador foi preparado a 12% (3 mL de acrilamida/ bisacrilamida (29:1); 2,5
mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; SuL. de TEMED; 100 uL. de APS 10% e agua destilada para
um final de 10 mL) os catalisadores TEMED e APS foram os ultimos reagentes a serem
adicionados por serem os catalisadores da polimerizacdo. Apds a adicao dos catalisadores da
polimerizacdo, o gel foi adicionado rapidamente as placas de vidro e foi adicionado
isopropanol sobre o gel . Apos a polimerizacdo, o isopropanol foi removido e o gel foi lavado
suavemente com agua destilada. Em seguida foi feito o gel concentrador a 5% (470 pL de
acrilamida/ bisacrilamida (29:1); 472,5 uL de Tris-HCL 1,0 M pH 6,8; 4 uL de TEMED;
37,5 uL de APS 10% e agua destilada para o volume final de 3,7 mL). Apds a adicdo dos
catalisadores da polimerizacdo, o gel concentrador foi adicionado sobre o separador e o pente

foi rapidamente colocado. Para a corrida no gel ndo redutor, um tampao de amostra sem o
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agente betamercaptoetanol e sem SDS.

4.12.7. Gel Desnaturante de Poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi feito utilizando o sistema Mini-Protean Tetra cell, 4-gel
System. O gel separador foi preparado a 12% (3 mL de acrilamida/ bisacrilamida (29:1); 2,5
mL de Tris-HCI 1,5 M pH 8,8; 100 uL de SDS 10%; SuL. de TEMED; 100 uL de APS 10% e
agua destilada para um final de 10 mL) os catalisadores TEMED e APS foram os ultimos
reagentes a serem adicionados por serem os catalisadores da polimerizagdo. Apds a adi¢do
dos catalisadores da polimerizagdo, o gel foi adicionado rapidamente as placas de vidro e foi
adicionado isopropanol sobre o gel . Apds a polimerizagdo, o isopropanol foi removido e o
gel foi lavado suavemente com agua destilada. Em seguida foi feito o gel concentrador a 5%
(470 pL de acrilamida/ bisacrilamida (29:1); 472,5 uL de Tris-HCL 1,0 M pH 6,8; 37,5 uL de
SDS 10%; 4 uL. de TEMED; 37,5 uLL. de APS 10% e dgua destilada para o volume final de 3,7
mL). Apos a adicdo dos catalisadores da polimerizacao, o gel concentrador foi adicionado
sobre o separador e o pente foi rapidamente colocado.

4.12.8.Condicoes de Corrida

Apds a polimerizacdo do gel, foi montado o sistema para a corrida. A cuba de
eletroforese foi preenchida com tampao de corrida 1X (Tris 25 mM; glicina 0,192 M; SDS
0,1% (p/v); pH 8,3 - 8,4). As amostras foram preparadas com a adi¢cdo do tampao de amostra
5x (Tris-HCI1 200 mM pH 6,8 SDS 4% (v/v); B-mercaptoetanol 4% (v/v); Glicerol 20% (v/v);
Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)) para uma concentracdo de 1x e em seguida foram fervidas
por 10 minutos. Cerca de 20 uL das amostras foram adicionadas ao gel juntamente com 3,5
uL do marcador de peso molecular Blueye™ Prestained Protein Ladder (Sigma Scientific,
Waltham, MA, EUA). A corrente de 100 V foi aplicada ao gel por 2 horas e 15 minutos.. A
migracao pelo gel foi acompanhada pelo Azul de Bromofenol presente no tampao de amostra.
Apds a corrida, o gel seguiu para coloragdo com Coomassie Blue ou Prata, e imunodeteccao
por Western Blot.

4.12.9.Coloracao do gel de Poliacrilamida com Coomassie Blue

Apds a corrida, o gel concentrador foi removido e descartado e o gel separador foi
corado com Solugdo Corante de Coomassie Blue (Azul Brilhante de Comassie R-250 0,25%
(p/v); Metanol 30% (v/v); Acido Acético Glacial 7% (v/v)] pelo periodo de duas horas sob
leve agitagdo. Logo apds, a Solucdo Corante foi descartada e foi adicionada a Solugao
Descorante (Metanol 30% (v/v); Acido Acético Glacial 7% (v/v)). O gel foi mantido na

solu¢do descolorante até que fosse possivel visualizar as bandas de proteinas.
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4.12.10. Coloracao do gel com prata

Ap6s a corrida do gel, o gel concentrador foi descartado e o gel separador foi corado
com prata utilizando o kit de coloragdo com prata da Invitrogen (Invitrogen, Ref: 45-1001).
Durante todas as etapas o gel foi mantido sob agitacdo suave. Inicialmente o gel foi fixado
com 25 mL da solu¢do fixadora (40% de etanol; 10% de acido acético; agua destilada para o
volume final de 25 mL) por 20 minutos. O gel foi entdo lavado com 25 mL de etanol (30%)

por 10 minutos.

O etanol (30%) foi descartado e foram adicionado 25 mL da solu¢do de sensibilizacao
(7,5 mL de etanol; 2,5 mL de solucdo sensibilizadora; dgua destilada para o volume final de
25 mL. o gel foi incubado na solu¢do de sensibilizagdo por 10 minutos. A solugdo foi
descartada e o gel foi novamente lavado com etanol (30%) por 10 minutos. Em seguida o gel

foi lavado com agua destilada por 10 minutos.

A agua foi descartada e 25 mL da solucdo de coloragdo (250uL de corante; agua
destilada para o volume de 25 mL) foi adicionada por 15 minutos. O gel foi lavado
novamente com agua destilada por 60 segundos. A agua foi descartada e a solu¢do de
revelacao (2,5 mL de revelador; uma gota do amplificador de revelagdo) foi adicionada por 4
a 8 minutos até que as bandas comecaram a aparecer. Quando as bandas ja estavam coradas
até uma intensidade necessaria, foi adicionada a solugao Stopper. Apos a parada da reacdo, as
solucdes foram descartadas e o gel mantido em dgua destilada.

4.13. ELISA

4.13.1.ELISA Contra o Peptideo de Fusao Mimético

Para analise da ligagcdo do scFvs ao Peptideo de Fusao mimético foi realizado o ensaio
de ELISA indireto. Uma placa de 96 pocos (Coarning, Ref:3595) foi sensibilizada com 100 pl
da solugdo contendo o Peptideo de Fusdo na concentracdo de 20 ug/ml, a placa foi mantida a
4°C durante a noite e a 37°C por uma hora no dia seguinte. Foram realizadas lavagens com
200 pl de PBST por trés vezes. Em seguida foi realizada a etapa de bloqueio com BSA 1%
diluido em PBST que foi previamente filtrada com uma membrana de 0,22 pm. Foram

adicionados 200 pl em cada pogo da placa que foi incubada a 37°C por 1 hora.

Apds o bloqueio a placa foi lavada novamente por 3 vezes com 200 pl de PBST e
foram adicionados os scFvs em uma dilui¢do seriada comeg¢ando em 243 pug/ml até 0 pg/ml.
Da mesma maneira foi adicionado um scFv contra um antigeno nao relacionado como

controle negativo. A placa foi incubada por 1 hora a 37 °C novamente.
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A placa foi lavada novamente nas mesmas condi¢des que anteriormente, e foi
adicionado o Anti-His (Invitrogen, cat: A5588) na dilui¢do de 1:2000 em TBST. Foram
adicionados 100 pl do Anti-His em cada pogo e a placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. A

placa foi lavada novamente nas mesmas condigdes.

Momentos antes da revelacao, foi preparada a solug¢ao de revelacdo contendo o PNPP
diluido em APB em uma concentra¢do de 5 mg/mL. Foi adicionado 100 pL em cada poco e
aguardamos 5 minutos para realizar a leitura da placa a 405 nm. Os dados obtidos foram
utilizados para plotagem de graficos no programa Graphpad.

4.13.2.ELISA Contra a Proteina S das variantes do SARS-CoV-2

Para andlise da ligacdo do scFvs a Proteina S das variantes Delta e Gama foi realizado
o ensaio de ELISA indireto. Uma placa de 96 pocos (Coarning, Ref:3595) foi sensibilizada
com 100 pl da solugdo contendo a Proteina S na concentragdo de 2,5-5 pg/ml, a placa foi
mantida a 4°C durante a noite ¢ a 37°C por uma hora no dia seguinte. Foram realizadas
lavagens com 200 pl de PBST por trés vezes. Em seguida foi realizada a etapa de bloqueio
com BSA 1% diluido em PBST que foi previamente filtrada com uma membrana de 0,22 pm.

Foram adicionados 200 pl em cada pogo da placa que foi incubada a 37°C por 1 hora.

Apbs o bloqueio a placa foi lavada novamente por 3 vezes com 200 pl de PBST e
foram adicionados os scFvs em uma diluicdo seriada comegando em 243 pg/ml até 0 ug/ml.
Da mesma maneira foi adicionado um scFv contra um antigeno ndo relacionado como

controle negativo. A placa foi incubada por 1 hora a 37 °C novamente.

A placa foi lavada novamente nas mesmas condi¢des que anteriormente, e foi
adicionado o Anti-His (Invitrogen, cat: A5588) na dilui¢do de 1:2000 em TBST. Foram
adicionados 100 pl do Anti-His em cada pogo e a placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. A

placa foi lavada novamente nas mesmas condigdes.

Momentos antes da revelacao, foi preparada a solug¢ao de revelagcdo contendo o PNPP
diluido em APB em uma concentra¢do de 5 mg/mL. Foi adicionado 100 pL em cada poco e
aguardamos 5 minutos para realizar a leitura da placa a 405 nm. Os dados obtidos foram
utilizados para plotagem de graficos no programa Graphpad.

4.13.3.ELISA Contra a Particula viral do SARS-CoV-2

Para analise da ligagao do scFvs a particula viral do SARS-CoV-2 foi realizado o

ensaio de ELISA indireto, usando uma amostra inativada do virus gentilmente cedida pelo Dr.

44



Pedro Viera (Unicampi). Uma placa de 96 pogos (Coarning, Ref:3595) foi sensibilizada com
100 pl da solugao contendo a particula do virus na diluigdo de 1-1000 , e em seguida a placa
foi mantida a 4°C durante a noite e a 37°C por uma hora no dia seguinte. Foram realizadas
lavagens com 200 pl de PBST por trés vezes. Em seguida foi realizada a etapa de bloqueio
com BSA 1% diluido em PBST que foi previamente filtrada com uma membrana de 0,22 um.

Foram adicionados 200 pl em cada pogo da placa que foi incubada a 37°C por 1 hora.

Apds o bloqueio a placa foi lavada novamente por 3 vezes com 200 pl de PBST e
foram adicionados os scFvs em uma diluicdo seriada comegando em 243 pg/ml até¢ 0 ug/ml.
Da mesma maneira foi adicionado um scFv contra um antigeno nao relacionado como

controle negativo. A placa foi incubada por 1 hora a 37 °C novamente.

A placa foi lavada novamente nas mesmas condi¢des que anteriormente, e foi
adicionado o Anti-His (Invitrogen, cat: A5588) na dilui¢do de 1:2000 em TBST. Foram
adicionados 100 ul do Anti-His em cada pogo e a placa foi incubada por 1 hora a 37 °C. A

placa foi lavada novamente nas mesmas condicdes.

Momentos antes da revelacao, foi preparada a soluc¢ao de revelacdo contendo o PNPP
diluido em APB em uma concentracao de 5 mg/mL. Foi adicionado 100 pL. em cada pogo e
aguardamos 5 minutos para realizar a leitura da placa a 405 nm no espectrofotdmetro
SpectraMax M2e. Os dados obtidos foram utilizados para plotagem de graficos, nos quais foi

aplicado analise por regressao nao linear no programa Graphpad.

4.14. Digestao dos scFv Acp com Sumo Protease
O fragmento de anticorpo Acp foi incubado com a Sumo protease em uma propor¢ao
de 40 pg para 5 pg respectivamente. A reacao foi realizada no tampao da enzima 10x (500
mM Tris-HCI pH 8.0; 2% Igepal; 1.5 M NaCl) em um volume de reacdo de cerca de 1 mL. A
reacdo foi realizada durante 16 horas, a 4° C.

4.15. purificacdo dos scFvs por exclusio molecular

Os fragmentos de anticorpo previamente purificados por afinidade ao niquel foram
purificados também por exclusao molecular. Para a exclusao molecular foi utilizada a coluna
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, Ref: 17-5175-01). Essa coluna possui 24 mL ¢ ¢
adequada para purificagdes em pequena escala (ug-mg). Antes da purificacdo, a coluna foi

lavada com 2 CV (volume de coluna) de agua milliq filtrada com membrana de 0,22 uM. A
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coluna foi equilibrada com 2,5 CV (volume de coluna) de tampao de fosfato (fosfato de sédio
0,2 M; pH6,8) que também foi utilizado para a etapa de eluicdo. A amostra contendo os
anticorpos foi concentrada para o volume de 100 puL. Apos o equilibrio da coluna iniciou-se a
purificacdo com a aplicacdo da amostra. Para a eluicao, foram utilizados 2,5 CV do tampao de
fosfato e o fluxo utilizado foi de 1 mL por minuto. Aliquotas de 1,5 mL foram coletadas
durante toda a eluicdo. A fragdo em que foi observado um pico de absorbancia foi analisada

em gel de poliacrilamida em condi¢des ndo desnaturantes.
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5. RESULTADOS

5.1. Desenho do Peptideo de Fusdo mimético

Desde do inicio da pandemia, a Proteina S do SARS-CoV-2 tem sido o principal alvo para
o desenvolvimento de estratégias terapéuticas, seja vacinas ou anticorpos monoclonais. O RBD
foi o foco devido a sua importancia para a entrada da particula viral nas células, de maneira que a
ligagdo do RBD ao ACE2 ¢ uma etapa crucial no mecanismo de infec¢do. Entretanto, ao longo da
pandemia varias mutacdes foram surgindo e no primeiro ano da pandemia ja havia variantes do
SARS-CoV-2 em circulagdo. Essas variantes acumularam mutagoes e muitas delas no RBD,

sendo que a variante Omicron acumulou 15 muta¢des somente no RBD.

Além do SARS-CoV-2, outros dois coronavirus foram capazes de saltar a barreira entre
espécies e infectar humanos, o SARS-CoV e o MERS-CoV. Ha também 7 coronavirus que ja
infectaram humanos, como por exemplo o Alfa Coronavirus NL63, Alfa coronavirus 229E e o
Beta Coronavirus OC43. Apesar da diferenga genética entre os coronavirus, todos apresentam

similaridade com o SARS-CoV-2 na regido da Proteina S na regido do FP (Figura 16).

Conservation

Human coronavirus OC43, 562886 907 T(_Ls S R S_I_
Human coronavirus NL63, DQ445911 865 R RS
Human coronavirus 229E, NC_002645 685 R RS
MERS isolate, YP_009047204.1 83 SRSARS
SARS coronavirus, NC_004718.3 793 KIPITKRS F
SARS-2 2019-nCoV WHUO2, MN988669 811 ]le' 'K RISIF

Cleavage site

Figura 16. Alinhamento da regido do Sitio de Clivagem S2° em diferentes
coronavirus. Andlise da identidade na sequéncia de aminodcidos dentro da Proteina S de
diferentes coronavirus, destacando a conservagdo dos residuos de Arginina(R) e Serina (S) no
sitio de clivagem.

A regido do FP juntamente com o sitio de clivagem S2” sdo importantes para a entrada do

SARS-CoV-2 nas células. A clivagem deste sitio leva a mudangas conformacionais na
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Subunidade S2 da Proteina S, o que empurra o FP em direcdo & membrana celular, culminando na
fusdo das membranas. Portanto, essa regido do FP (Figura 17) pode ser um epitopo para

anticorpos neutralizantes.

Figura 17. Estrutura tridimensional da Proteina S. Representacéo da estrutura tridimensional
do trimero de Proteina S do Sars-CoV-2. Em verde ¢ destacado o RBD. Em azul ¢ destacada a regido do
Peptideo de Fusdo que esta colorizada de acordo com a carga eletrostatica (azul, positiva; vermelho,
negativo; branco, neutro). As coordenadas sdo da estrutura do PDB 6vxx e renderizadas com o programa
Chimera.

Analisando as sequéncia de aminoacidos que compdem a Proteina S observamos que a
regido proxima ao sitio de clivagem S2° é bem conservada mesmo entre as variantes do
SARS-CoV-2. Essa regido engloba o Peptideo de Fusdo que desempenha uma fung¢do importante
para a entrada do virus na célula. Mesmo na variante Omicron ha apenas uma troca de

aminodcidos na regido proxima ao Peptideo de Fusdo (Figura 18).
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Figura 18. Alinhamento do peptideo mimético com a regido do Peptideo de Fusio.
Alinhamento da regido do peptideo de fusdo de diversas variantes do SARS-CoV-2 e do Peptideo de Fusio
mimético que foi sintetizado. Alinhamento realizado no software CLUSTALW e visualizado no software
Jalview.

Portanto, optamos por utilizar o FP como antigeno para a selecdo de anticorpos com
potencial neutralizante. Para isso, foi sintetizado um Peptideo de Fusdo mimético baseado na
sequéncia do FP do SARS-CoV-2 original de Wuhan. Uma potencial ponte dissulfeto foi
adicionada por meio da alteracdo dos os residuos Ser798Cys e Leu768Cys (Figura 19). Essa
alteracdo foi realizada para que o mimético de FP adotasse uma conformacdo circular durante a

fase de sintese quimica.
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Figura 19. Estrutura tridimensional do Peptideo de Fusio mimético. Representagdo
do FP mimético que foi utilizado na sele¢do por Phage Display. Uma ponte dissulfeto foi
adicionada para tornar o peptideo circular alterando os residuos Ser798Cys e Leu768Cys. As
coordenadas espaciais foram retiradas da estrutura cristalografica 6VXX.

Esse peptideo foi sintetizado em duas versdes, uma conjugada com a biotina e outra livre.
Este peptideo foi utilizado como antigeno para a sele¢do de anticorpos por meio da técnica de

Phage Display.

5.2. Selecido dos anticorpos ligantes ao Peptideo de Fusio

Para a selecdo de anticorpos contra o Peptideo de Fusdao do SARS-CoV-2 foi utilizada
uma biblioteca de Fab naive. A biblioteca de anticorpos foi transformada em bactérias da
linhagem XLI1-BLUE MRF’. Apés o procedimento de transformacdo, as bactérias foram
infectadas com o fago helper, e assim foram produzidas particulas virais que expressavam em sua

superficie uma molécula de anticorpo no formato Fab.

Para a selegdo foi utilizada uma placa de ELISA previamente sensibilizada com

estreptavidina seguida do Peptideo de Fusdo conjugado com a biotina. Os fagos com as moléculas
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de anticorpo na superficie eram adicionados. Apos as lavagens eram feitas duas eluigdes, uma
com solu¢do acida e outra por competi¢do utilizando o Peptideo de Fusdo livre de biotina. Os
fagos eluidos foram reamplificados por infec¢ao de bactérias da linhagem XL1-BLUE MRF’, e
reselecionados. Foram realizados 4 ciclos de selecao sendo que a cada ciclo aumentava-se o

numero de lavagens para aumentar a estringéncia da selecao.

Todo o processo de sele¢do foi acompanhado pela titulagdo dos fagos que entravam na
selecdo, o input e os fagos recuperados apos a selecdo, o output (Tabela 4). O output era
reamplificado para cada ciclo de selecdo. Na tabela 4 estdo representados os dados da titulagdo

para cada ciclo de selegao.

Tabela 4.Titulag¢ao dos fagos. O titulo de fagos presentes em cada ciclo de selecdo para cada uma

das selegoes.

TITULACAO DOS FAGOS
SELECAO ACIDA

Round Lavagem Input Output Razao Input/Output
1 5x 3,9x 10" 6,5 x 10* 6,0 x 107
2 10x 1,4 x 102 6,4 x 10° 2,2 x 108
3 15x 1,1x 10" 1,3 x 10* 8,5x 107
4 15x 2,6 x 10" 1,2 x 107 2,2 x 10*
SELECAO COMPETICAO
Round Lavagem Input Output Razao Input/Output
1 5x 3,9x 10" 1,2 x 10° 3,2x107
2 10x 2,8 x10M 1,4 x 10* 2,0x 107
3 15x 54 x10M 1,9 x 10* 2,8 x 107
4 15x 2,5x10M 6,5 x 10* 3,8 x 108

Na tabela 4 observa-se que a razao input/output apresenta uma queda no numero de fagos
a cada ciclo de selecdo. A razao input/output mostra o numero de fagos que estdo sendo perdidos

a cada ciclo de selecdo, demonstrando que realmente estd ocorrendo um processo de selecao.
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5.3. Amplificacdo dos Dominios variaveis

Os VHs e VLs presentes na biblioteca antes da sele¢do e no 4 ciclo de selecdo foram
amplificados por meio de PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos (Figura 20).
Para o VH e VL obtivemos uma banda de amplificacdo com cerca de 400 pb, o que condiz com o

tamanho esperado para o dominio variavel com o oligonucleotideo iniciador.
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Figura 20. Amplificacao dos dominios variaveis VH e VL. Analise por eletroforese em gel de
agarose (2,0%) da amplificacdo por PCR dos genes dos dominios variaveis VH e VL dos anticorpos da
biblioteca antes da selegcdo (CO: VH e VL) e dos anticorpos selecionados na sele¢do por competicdo (C4
Comp) e na selegdo acida (C4 AC). M: Marcador de peso molecular 100 bp plus DNA ladder (Invitrogen,
cat: 15628-019).

5.4. Sequenciamento dos dominios variaveis

As bandas amplificadas correspondentes ao VH e VL foram extraidas do gel de agarose e
purificadas. O material resultante foi submetido ao sequenciamento de nova geragcdo na
plataforma Illumina para obtermos as sequéncias de anticorpos presentes na biblioteca antes da
selecdo e apos o 4° ciclo de selecdo. Através do sequenciamento esperavamos conhecer as

sequéncias de anticorpos que foram mais enriquecidas durante a selecao.

Os dados obtidos no sequenciamento foram analisados na ferramenta de bioinformatica

desenvolvida pelo nosso grupo denominada ATTILA (MARANHADO, ef al., 2020). O ATTILA ¢é
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capaz de determinar quais VHs e VLs foram enriquecidos durante o processo de selecdo por meio
da comparagdo das sequéncias de VH e VL presentes na biblioteca antes da selecdo, o ciclo 0, e
no ciclo 4. E dessa forma o ATTILA gera um relatério com as sequéncias mais enriquecidas
durante a selecdo pelo Phage Display. Através dessa andlise no ATTILA observamos uma
reducdo da diversidade de clones quando comparamos a diversidade da biblioteca antes da

selecdo e do 4° ciclo de selegao (Tabela 5).

Tabela 5. Analise do sequenciamento Illumina no ATTILA. Resultados do
sequenciamento apds andlise in silico das sequéncias lidas. Os numeros de sequéncias apresentadas
correspondem a sequéncias peptidicas dos dominios variaveis encontradas em cada ciclo da selegdo por
competicdo e da selegdo acida. A razdo corresponde ao percentual de sequéncias que sdao unicas no

conjunto total de sequéncias em cada populagado.

Percentual de

Populacio de Numero total de Numero de sequéncias
sequéncias unicas
clones sequéncias inicas
em relagio ao total
Ciclo 0 VH 319932 182369 57%
Ciclo 4 Competicao
369881 22893 6,2%
VH
Ciclo 4 4cido VH 376384 10795 2,9%
Ciclo 0 VL 378368 107736 28,5%
Ciclo 4 Competigao
387975 20703 5.3%
VL
Ciclo 4 acido VL 209031 5852 2,8%

Os VHs e VLs mais enriquecidos foram combinados para gerar 2 anticorpos. Devido a
limitagdo do sequenciamento na plataforma Illumina, que consegue ler com qualidade cerca de
300 pb, acabamos por perder os pares de VH e VL originalmente selecionados. Para contornar
essa situacao, combinamos aleatoriamente os melhores VHs ¢ VLs. Nessa sele¢do, o mesmo VH
foi enriquecido na selecdo acida e por competicdo e dois VLs distintos foram selecionados em
cada uma das selecdes. O VH pertencente a Familia IGHV4-34*01 ou VH4-34, com identidade

germinal de 99,0% foi o mais enriquecido em ambas as selegdes. Ja o VL pertencente a familia
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IGVK4-1*01, com identidade germinal de 97,0% foi o mais enriquecido na sele¢cdo por
competicdo. Para a selecdo acida o VL mais enriquecido foi o pertencente a familia

IGVK1-33*01 com Identidade germinal de 85,3%.

Dois anticorpos no formato scFv foram desenhados, um com o VL da selecdo por
competi¢ao, que foi chamado de Acp, e outro com o VL da sele¢ao acida que foi denominado
Aca. O VH em ambos os casos foi o0 mesmo obtido nas duas sele¢oes. O desenho foi feito

baseado no formato de scFv com cédons otimizados para expressao em E. coli.

5.5. Caracterizacio dos scFvs

5.5.1. Expressao na linhagem Shuffle pLys Y

As sequéncias dos scFvs Aca e Acp clonadas no vetor pET-Sumo foram utilizadas para
expressao dos mesmos em E.coli da linhagem Shuffle pLys Y. Esta linhagem possui um
citoplasma oxidante que favorece a formagdo de pontes dissulfeto que sdo essenciais para
estabilizacdo de moléculas de anticorpos, além de possuir uma chaperona da qual foi retirado o
peptideo sinal de enderecamento ao periplasma, fazendo que a chaperona fique retida no

citoplasma.

A linhagem Shuffle pLys Y pertence a linhagem DE3, tendo portanto em seu genoma uma
RNA polimerase viral codificada pelo gene I do bacteriofago T7, que € capaz de se ligar ao
promotor T7 que esta presente nos vetores de expressao pET. O Plasmideo pLys Y que carrega o
gene da lisozima T7 — que codifica uma proteina bifuncional, inibidora da T7 pol e uma atividade
enzimatica do tipo lisozima — foi modificado para manter apenas sua funcdo regulatéria da
expressdo de genes sob o controle do promotor T7. Nos vetores pET, o promotor T7 esta sob o
controle do operon lac e a expressdo pode ser induzida por meio da adi¢ao da lactose ou do seu

analogo IPTG (Figura 21A).
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Figura 21. (A) Mapa do vetor de expressio pET-SUMO contendo os genes dos anticorpos scFv Acp e
Aca. VH e VL - dominios variaveis de cadeia pesada e leve de anticorpo, respectivamente; Linker —
conector peptidico; promotor T7 - promotor do fago T7; Operador Lac — Local de ligag@o do repressor do
operon Lac; 6XxHIS — sequéncia de seis residuos de Histidina; HA — Cauda da proteina hemaglutinina do
virus Influenza A; SUMO — proteina SMT3 da familia SUMO de Saccharomyces cerevisiae; RBS — sitio
de ligagao do ribossomo. (B) Analise da clonagem de genes de anticorpos recombinantes para o vetor
de expressdo pet-sumo. A clonagem foi confirmada pela analise em gel de agarose do vetor linearizado
com a enzima de restricdo Bam-HI. 1. Marcador de peso molecular de 1 Kb (cat: 10488085); 2. vector
ACp-pET-SUMO intacto; 3. Vetor ACp-pET-SUMO linearizado; 4. Vetor ACa-pET-SUMO intacto; 5.
Vetor ACa-pET-SUMO linearizado.

A condicdo de expressdo 4, foi a adotada para os experimentos de expressdo. nessa
condicdo, a expressdo foi realizada em 200 mL de meio TB contendo glicose na concentracao
final de 1% até que a cultura atingisse a D.O de 2,0 e em seguida a expressado era induzida com a
adicao de IPTG na concentragdo de 1 mM, e a cultura era mantida sob agitacao de 200 RPM por

4 horas a 20°C (Figura 22).
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Figura 22. (a) SDS-Page da padronizacio da expressio do scFv Aca na linhagem Shuffle pLys
Y.1-5.Condigdes 1-5; M Blueye prestained protein ladder (Lot 94964). (b) Western blot da padronizacio
da expressao do scFv Aca na linhagem Shuffle pLys Y. Imunodetec¢do realizada com anticorpos
Anti-His seguido de anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina. Condi¢des 1-5; M Blueye
prestained protein ladder (Lot 94964).

Purificacido por Cromatografia de afinidade ao niquel

Com a padronizagdo da expressao finalizada, partimos para a purificagdo dos scFvs Aca e
Acp. Ressaltamos que ambas as construgdes foram clonadas no vetor pET-SUMO, de maneira
que na extremidade amino-terminal havia a sequéncia His tag (Uma sequéncia de 6 histidinas) e
na extremidade carboxi-terminal havia a sequéncia HA tag (Hemaglutinina). Para purificacdo
exploramos a His tag, pois realizamos a purificacdo por meio de cromatografia de afinidade ao
niquel no sistema Akta pure, na qual utilizamos colunas Histrap. Essas colunas sdo constituidas
de ions imobilizados de niquel e ao passarmos nossa amostra pela coluna os fragmentos de
anticorpo ficaram retidos na coluna pela His tag.

Antes de cada purificacdo, a coluna Histrap era previamente equilibrada com tampao de
ligacdo. Apoés a aplicagdo da amostra, a coluna era lavada com 30 mL de tampao com 10 mM de
imidazol e com 20 ml de tampao com 50 mM de imidazol (Figura 23). Vale destacar que para o
scFv Acp as lavagens eram feitas com 50mM e 100mM de imidazol respectivamente (Figura 27).
Essas pequenas diferencas no protocolo de purificacdo foram estabelecidas devido a diferengas
observadas nas fragdes de eluicdo dos dois anticorpos, pois com a lavagem com 100 mM de
imidazol obtivemos um melhor grau de pureza do Acp enquanto que com 100 mM de imidazol o

Aca j& se desprendia da coluna Histrap. Para elui¢do, utilizamos o gradiente em degraus da
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concentragdo do imidazol come¢cando com 100 mM até 500 mM para o Aca e comegando com
300 mM e indo até 500 mM para o Acp.

O cromatograma da purificagdo por meio de afinidade ao niquel para o anticorpo Aca ¢
mostrado abaixo (Figura 23). Observando a curva da UV vemos que a aplicag¢do do lisado celular
eleva a absorbancia até 2600 mAU e no momento da lavagem a absorbancia decai até um valor
préoximo de zero. Na etapa de eluicdo ndo é esperado que haja picos de absorbancia devido ao

agente utilizado, o imidazol, que absorve UV, mascarando a absorbancia.
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Figura 23. Cromatograma da purificacio por afinidade ao niquel do Anticorpo Aca no Akta Pure. O
extrato celular contendo o anticorpo Aca em um volume de 40 mL foi aplicado na coluna Histrap HP. A
eluigdo foi feita com tampao de fosfato contendo de 100 mM a 500 mM de imidazol.

A purificagdo do Aca foi analisada por meio de SDS-Page ¢ Western-blot (Figura 24 e
25). Nas fragdes de eluicdo no SDS-Page podemos observar algumas bandas fracas acima da

banda correspondente a banda do scFv e bandas difusas abaixo dele.
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Figura 24. SDS-Page da Purificacio do Anticorpo Aca no AKTA Pure utilizando coluna de Ni-NTA.
A Fracdo antes da purificagcdo; FT. Flow-through; L. Lavagem; M. Blueye prestained protein ladder (Lot
94964); 1-5.fragdes eluidas com 100-500mM de Tampao de imidazol.

As bandas que aparecem na Figura 24 podem ser agregacao do scFv e também aparecem
no Western-blot no qual foi utilizado um anticorpo anti-HA (figura 25). Apenas uma das bandas
abaixo do scFv aparece no Western-blot. Apo6s a purificacdo as fracdes eluidas foram

concentradas e dessalinizadas e posteriormente quantificadas pelo método de Bradford.
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Figura 25. Western blot da purificacio do Anticorpo Aca no AKTA Pure utilizando coluna de
Ni-NTA, detec¢ao com Anti-HA. Imunodetecgao realizada com anticorpos Anti-HA e anticorpo
secundario conjugado a fosfatase alcalina. A.Fracgdo antes da purificagdo; FT. Flow-through; L. Lavagem;
M. Blueye prestained protein ladder (Lot 94964); 1-5.fracdes eluidas com 100-500mM de Tampao de
imidazol.

Foi realizado um Western blot utilizando o anticorpo anti-His (Figura 26). Observamos
novamente as bandas acima da banda correspondente ao scFv, e também podemos visualizar uma

banda abaixo que provavelmente representa uma leve degradagdo do scFv.
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Figura 26. Western blot da purificacdo do Anticorpo Aca no AKTA Pure utilizando coluna de
Ni-NTA, detecciio com Anti-his. Imunodetecgio realizada com anticorpos Anti-his conjugado a fosfatase
alcalina A. Fracdo antes da purificacdo; FT. Flow-through; L. Lavagem; M. Blueye prestained protein
ladder (Lot 94964); 1-5.fragdes eluidas com 100-500mM de Tampao de imidazol.

O fragmento de anticorpo Acp foi purificado por afinidade ao niquel. Obtivemos um
cromatograma bem similar ao cromatograma obtido para o Aca. Durante a aplicacdo da amostra a
absorbancia atingiu cerca de 2600 mA e durante a lavagem este valor chegou muito proximo de
0. Durante a etapa de eluicdo houve um pequeno aumento da absorbancia, principalmente na

etapa na qual foi utilizado 500 mM de imidazol.
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Figura 27. Cromatograma da purificacdo por afinidade ao niquel do Anticorpo Acp no Akta Pure. O
extrato celular contendo o anticorpo Acp em um volume de 40 mL foi aplicado na coluna Histrap HP. A
eluicdo foi feita com tampao fosfato contendo de 300 mM a 500 mM de imidazol.

Analisamos a purificagdo do Acp por meio de SDS-Page (Figura 28). Amostras referentes
a eluicdo com 300 mM e 500 mM foram analisadas no gel. O Acp tem um peso molecular de
cerca de 41 kDa. No gel visualizamos algumas bandas fracas acima da banda correspondente ao

scFv e outras bandas fracas abaixo do scFv, que provavelmente sdo degradagdes do mesmo.
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Figura 28. SDS-Page da Purificacio do Anticorpo Acp no AKTA Pure utilizando coluna de Ni-NTA.
A.Fragdo antes da purificacdo; FT. Flow-through; L. Lavagem; M. Blueye prestained protein ladder (Lot
94964); 1-5.fragdes eluidas com 300-500mM de Tampao de imidazol.

Amostras da purificacdo do Acp também foram analisadas por Western-Blot. Na

imunodetec¢do com o anticorpo anti-his observamos nas fra¢des eluidas a banda correspondente

ao Acp (Figura 29).
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Figura 29. Western blot da purificacio do Anticorpo Acp no AKTA Pure utilizando coluna de
Ni-NTA, detec¢ao com Anti-his. Imunodetecgao realizada com anticorpos Anti-his conjugado a fosfatase
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alcalina. A. Frag@o antes da purificagdo; FT. Flow-through; L. Lavagem; M. Blueye prestained protein
ladder (Lot 94964); 1-5.fragdes eluidas com 300-500mM de Tampao de imidazol.

Havia duas bandas de baixa intensidade abaixo da banda do Acp que aparentavam ser
degradagdes do mesmo. Entretanto, observamos que a maior parte do material estava no tamanho

esperado. Realizamos também o Western-Blot com anti-HA (Figura 30).
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Figura 30. Western blot da purificacdo do Anticorpo Acp no AKTA Pure utilizando coluna de
Ni-NTA deteccao com Anti-ha.Imunodetecgdo realizada com anticorpos Anti-Ha conjugado a fosfatase
alcalina. A. Frag@o antes da purificagdo; FT. Flow-through; L. Lavagem; M. Blueye prestained protein
ladder (Lot 94964); 1-5.fragdes eluidas com 300-500mM de Tampao de imidazol.

Na imunodetec¢do com o anti-His foi visualizada novamente a banda correspondente ao
anticorpo Acp. Assim, obtivemos ambos os fragmentos, Aca e Acp em quantidade suficiente para
a caracterizacdo por ELISA. Foi feita a média do rendimento de 3 experimentos de produgao.

Tabela 6: Quantificacdo da expressao dos scFvs. Quantificagdo da quantidade de cada scFv
expresso em Shuffle p lys Y por meio da técnica de Bradford.

scFv Quantidade (mg/L) Rendimento total
Aca 2,2 mg/L 450 ng
Acp 2,8 mg/L 500 pg
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5.5.2. Ligacao dos scFvs ao peptideo mimético do Sars-CoV-2

Os fragmentos de anticorpos Aca e Acp foram testados no que diz respeito a capacidade
de ligagdo ao Peptideo de Fusdo mimético do SARS-coV-2 por meio de ensaio de ELISA. Foi
realizado o tipo de ELISA indireto, no qual uma placa de 96 pocos foi previamente sensibilizada
com 20 pg do Peptideo de fusdo Mimético. Tanto o Aca e Acp foram capazes de se ligar ao
antigeno. Um scFv contra um antigeno ndo relacionado foi utilizado como controle negativo

(Figura 31).
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Figura 31. Ligacdo dos fragmentos de anticorpos ao Peptideo Mimético. Avaliacdo por Elisa da
ligacdo dos scFvs ao Peptideo de fusdo mimético. A placa Elisa foi sensibilizada com 20 pg/ml do
Peptideo de Fusdo seguido da adicdo dos scFvs em diluigdo serial a partir de 5,95uM. Um anticorpo ndo
relacionado foi usado como controle negativo.

O anticorpo Acp demonstrou maior afinidade ao antigeno do que o Aca. O valor de EC50
(half-maximal effective concentrations) para o Aca foi de 1.149 nM , enquanto que para o Acp

foi de 672 nM.
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5.5.3. Ligacao dos scFvs a Proteina S do SARS-coV-2
Os scFvs foram testados também para com sua ligagcdo a proteina S das variantes Gama e
Delta. Tanto o fragmento Acp quanto o Aca se ligam as Proteinas S na versdo Gama e Delta.
Mais uma vez o fragmento Acp demonstrou capacidade de ligagdo melhor que o fragmento Aca,
para as duas variantes testadas, corroborando os dados do ELISA contra o peptideo de fusao
(Figura 32 e 33). A ligacdo a proteina S da variante Gama, o Aca apresentou um EC50 de 5.316
nM e o Acp 424 n"M (Figura 32) . Destacamos que a variante Gama foi isolada no Brasil, em

Manaus, ainda no ano de 2020.
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Figura 32. Ligacio dos fragmentos de anticorpos a Proteina S da variante Gama. Avaliacdo por Elisa
da ligagao dos scFvs a Proteina S. A placa Elisa foi sensibilizada com 4 pg/ml da Proteina S, seguido da
adi¢@o dos scFvs em diluicdo serial a partir de 5,95uM. Um anticorpo nao relacionado foi usado como
controle negativo.

O valor de EC50 para o Aca foi de 2.351 nM para a variante Delta e de 798 nM para o Acp
(Figura 33). Interessantemente, o valor de EC50 dos anticorpos contra as proteinas S, tanto

quanto para variante Gama e Delta, foram maiores que os valores encontrados para o FP,
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mostrando uma redugdo na capacidade desses anticorpos em reconhecer o peptideo de fusdo no

contexto da proteina S inteira.
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Figura 33. Ligacao dos fragmentos de anticorpos a Proteina S da variante Delta. Avaliagdo por Elisa
da ligacao dos scFvs a Proteina S. A placa Elisa foi sensibilizada com 4 pg/ml da Proteina S, seguido da
adicao dos scFvs em diluicdo serial a partir de 5,95 pM. Um anticorpo nao relacionado foi usado como
controle negativo.

5.5.4. Ligacao dos scFvs a particula viral do SARS-coV-2 inativada
Foi testada a ligagdo dos scFvs a particula viral do SARS-coV-2 inativada (variante de
Wuhan), com o intuito de verificar se estes fragmentos poderiam reconhecer o Peptideo de Fusao
na conformagdo nativa, no contexto da Proteina S inteira na superficie da particula viral (Figura
34). Novamente, os dois fragmentos foram capazes de se ligar a particula viral, sendo que o Acp
teve a melhor capacidade de ligacdo. Os valores de EC50 para o Aca e Acp foram

respectivamente 1.658 nM e 557 nM.
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Figura 34. Ligacao dos scFvs Aca e Acp ao virus SARS-CoV-2 inativado (virus de Wuhan). Avaliacao
da ligacdo dos scFvs ao virus em uma placa de Elisa. A placa de Elisa foi sensibilizada com o virus
inativado em uma diluicdo de 1:1000. Os anticorpos foram adicionados em uma diluigao seriada realizada
a partir de 5,95 uM . Como controle negativo, foi utilizado um scFv especifico para antigeno nao
relacionado, produzido no vetor de expressdo pET-SUMO em células Shuffle pLysY e purificado sob as
mesmas condi¢des de purificagdo que os scFvs Aca e Acp.

Dados da literatura indicam que anticorpos contra o Peptideo de Fusdo nao se ligam tao
bem a Proteina S no estado anterior a ligagdo ao ACE2, mas sim na Proteina S ap6s a ligacao ao
receptor celular. Portanto, ha a possibilidade de que nossos fragmentos se liguem melhor na

Proteina S apds a ligagao ao ACE2.

5.6. Remogio da SUMO do scFv Acp

Para testar a possibilidade de que a companheiro de fusdo SUMO estaria interferindo
com a ligacdo ao epitopo, € para possibilitar a realizacdo da cristalografia do fragmento de
anticorpo Acp, ja que esse se mostrou mais promissor em todos os ensaios de ELISA,
buscamos remover a Sumo fusionado ao amino-terminal do scFv. Acreditdivamos que pelo
fato de a SUMO ser um agente solubilizante ela atrapalharia na formagdo dos cristais do

fragmento de anticorpo e também no momento da resolucdo da estrutura cristalografica.

Entdo para remocdo da SUMO do scFv expressamos uma SUMO protease
heterologamente. O gene da Ulp-1 de Saccharomyces cerevisiae foi clonado no vetor de
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expressdo pET e expresso na linhagem Shuffle pLys Y nas mesmas condi¢des que os scFvs

Aca e Acp (Figura 35).
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Figura 35. SDS-Page e Western blot da da purificacio da SUMO protease no AKTA Pure utilizando
coluna de Ni-NTA. A SDS-Page. Fragdo antes da purificagdo; FT. Flow-through; L. Lavagem; M. Blueye
prestained protein ladder (Lot 94964); 1-5. fragdes eluidas com 100-500 mM de Tampao de imidazol.
B.Imunodeteccao realizada com anticorpos Anti-His e anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina.

A digestdo com a SUMO protease foi testada com diferentes concentragdes da
enzima e do anticorpo Acp. A concentragcdo de 5 ng de SUMO protease para cada 40 pg de
anticorpo foi a escolhida (figura 36). No gel de SDS-Page podemos observar duas bandas no
produto da digestdo, uma correspondente ao anticorpo Acp digerido e outra correspondente a
SUMO protease. O Acp sem a Sumo possui cerca de 27 kDa enquanto que a SUMO protease

possui cerca de 30 kDa.
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Figura 36. SDS-Page e Western blot da digestio do anticorpo Acp com a SUMO protease. A.
SDS-Page. 1-Fragao antes da digestdo; 2- 10 ug do Acp digerido com 5ug de Sumo protease; 3-20 pg do
Acp digerido com 5 pug de Sumo protease.; M. Blueye prestained protein ladder (Lot 94964);4. 30 ug do
Acp digerido com 5 pg de Sumo protease; 5.40 pug do Acp digerido com 5 pug de Sumo protease. As setas

indicam o scFv digerido e a Sumo protease.B.Imunodeteccdo realizada com anticorpos Anti-His e
anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina.

No Western blot realizado com o Anti-His podemos visualizar apenas a SUMO
protease pois o anticorpo digerido perde neste processo o His-tag (Figura 36 b). No vetor de
expressao, o cassete de expressdo ¢ constituido pela His-tag que vem antes da Sumo seguida
do VH, um linker conector, o VL e por fim a HA-tag. A Sumo possui cerca de 11 kDa mais

cerca de 3 kDa da His-tag, entdo ao ser digerido o Acp que possui 41 kDa fica com 27 kDa.

Realizamos também a imunodetec¢do com um anticorpo Anti-HA produzido em
camundongo seguido de um anticorpo secundario contra IgG de camundongo produzido em
coelho. O HA-tag ¢ a outra tag disponivel em nosso cassete de expressao. Nesse experimento

esperavamos observar apenas o anticorpo digerido (Figura 37).
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Figura 37. Western blot da digestao do anticorpo Acp com a SUMO protease. Imunodeteccdo
realizada com anticorpos Anti-HA e anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina. 1-Fragao antes
da digestdo; 2- 10 pg do Acp digerido com 5 ug de Sumo protease; 3-20 pg do Acp digerido com 5 ug de
Sumo protease.; M. Blueye prestained protein ladder (Lot 94964);4. 30 pg do Acp digerido com 5 pg de
Sumo protease; 5.40 ug do Acp digerido com 5 pug de Sumo protease. A seta indica o scFv digerido.

Apds a digestdo com a Sumo protease, o scFv digerido foi novamente purificado por
afinidade ao niquel no sistema Akta pure. Como o scFv perdeu a tag de histina juntamente
com a Sumo, esperavamos que apenas esse fragmento ficasse preso na coluna enquanto que o
anticorpo digerido deveria sair no flow-through. A sumo protease por ter uma tag de histina
deveria também ficar retida na coluna. Portanto, nessa purificagdo esperavamos separar a
Sumo protease, o fragmento da Sumo com a His-tag do resto do anticorpo digerido.
Entretanto, o rendimento desse passo a passo de producdo, purificagdo por afinidade ao
niquel, digestdo e purificagdo por afinidade ao niquel apresentou um rendimento baixo, e

optamos por ndo mais remover a Sumo dos fragmentos de anticorpos.

5.7. Purificacio por exclusio molecular
Ap0s a caracterizagdo dos anticorpos Aca e Acp esperavamos realizar a cristalografia
do anticorpo Acp devido ao fato deste ser o mais promissor com relagdo a ligacdo ao
antigeno. Por meio da determinacdo da estrutura cristalografica do Acp e do Acp com o
Peptideo de Fusao esperamos conhecer em qual parte do Peptideo de Fusao este anticorpo se
liga e quais residuos de aminoacidos interagem entre o anticorpo e o antigeno. Para esse
objetivo, era necessario obter o scFv no maior grau de pureza possivel. Por isso realizamos

duas purificacdes, por afinidade ao niquel e por exclusao molecular.

No primeiro passo de purificagdo, o anticorpo foi previamente purificado por afinidade



ao niquel no sistema Akta pure. Em seguida realizamos a concentracdo do anticorpo até o
volume de 100 pl. Para a Exclusdo molecular utilizamos a coluna Superdex 200 10/300 GL.
O principio da purificacdo por exclusdo molecular ¢ separar as moléculas pelo tamanho.
Moléculas maiores ndo conseguem penetrar nos poros da resina da coluna e sdo eluidos mais
rapidamente. J4 as moléculas menores entram nos poros da resina e sdo eluidos mais

lentamente.

No manual da coluna podemos ver algumas corridas padronizadas com diferentes
proteinas com diferentes pesos moleculares. A ovalbumina que foi utilizada para uma corrida
padrao possui 44 kDa. Entdo, de acordo com o manual da coluna, esperdvamos que o
anticorpo fosse eluido da coluna entre 15 e 17 mL pois a molécula do anticorpo possui cerca

de 41 kDa (Figura 38).
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Figura 38. Cromatograma da purificacio por exclusdo molecular do Anticorpo Acp. O anticorpo Acp
na concentragdo de 1,3 mg/mL em um volume de 100 pl foi aplicado na coluna Superdex 200 10/300 GL.
A eluigdo foi feita com tampao de fosfato. Um pico dominante foi observado por volta de 15 mL de
eluicdo.

As fragoes referentes ao pico de absorbancia (10 e 11) foram analisadas por meio de gel
de poliacrilamida em condig¢des ndo desnaturadas e Western blot (Figura 39). Foi observado uma

banda no tamanho proximo ao do anticorpo em ambas as fragdes analisadas.
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Figura 39. Western blot e gel de poliacrilamida em condi¢cdes ndo desnaturantes da da purificacio
do Anticorpo Acp no AKTA Pure utilizando a coluna coluna Superdex 200 10/300 GL.
(A)Imunodetecgdo realizada com o anticorpo primario Anti-his produzido em camundongo seguido de
anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado a fosfatase alcalina. M. Blueye prestained protein ladder
(Lot 94964);, 1-2.fragdes 10 e 11 correspondentes ao pico de U.V. As setas indicam as bandas
correspondentes ao scFv. (B) Gel de poliacrilamida em condi¢des ndo desnaturantes com coloragdo feita
com prata. M. Blueye prestained protein ladder (Lot 94964); 1-2.fragdes 10 e 11 correspondentes ao pico
de U.V.

6. DISCUSSAO

Com o surgimento da COVID-19, iniciou-se uma corrida para o desenvolvimento de
anticorpos monoclonais e vacinas contra o0 SARS-CoV-2. Diversas tecnologias diferentes foram

exploradas para o desenvolvimento de vacinas, desde as vacinas de virus inativado até vacinas de



mRNA. Técnicas de screening de células B de pacientes foram utilizados para gerar os primeiros
anticorpos monoclonais contra 0 RBD do SARS-CoV-2.

Apesar de que os anticorpos terapéuticos ja sao uma realidade desde 1990, na perspectiva
de doengas infecciosas, poucos anticorpos monoclonais haviam sido aprovados antes da
pandemia do SARS-CoV-2. O ibalizumab, comercializado sob o nome Trogarzo, foi o primeiro
anticorpo monoclonal aprovado para o tratamento de uma doenca infecciosa causada por virus, a
infeccao pelo HIV-1 (BLAIR, 2020). Ja em 2020, um coquetel de trés anticorpos, itoltivimab,
maftivimab, e odesivimab, foi aprovado para o tratamento da infeccao pelo virus do Ebola
(MARKHAM, 2021). Com o surgimento da COVID-19, varios anticorpos foram aprovados para
0 uso emergencial.

O bamlanivimab foi um dos primeiros anticorpos monoclonais aprovados para o
tratamento da COVID-19 pelo FDA. O anticorpo foi aprovado para o uso emergencial no final de
2020. O bamlanivimab se liga a proteina S do SARS-CoV-2, na regido do RBD, bloqueando a
interagdo com o ACE2 e a subsequente entrada do virus (SHRESTHA et al., 2023). Outros
anticorpos tais como o coquetel REGEN-COV (casirivimab + imdevimab), regdanvimab e
sotrovimab também foram aprovados.

Com o estudo da resposta imune elicitada pela vacinagdo foi observado que clones de
anticorpos semelhantes s3o produzidos em diferentes individuos (BARNES, et. al, 2020). Além
de que, muitos desses clones possuiam paratopos os quais reconhecem epitopos dentro da regidao
do RBD, ¢ ainda além, epitopos que contém os residuos E484, N501e K417 que passaram a
apresentar mutagdes que caracterizam as variantes Alfa, Beta e Gama. As variantes Beta e Gama
possuem as seguintes mutagdes dentro do RBD:E484K, N501Y e K417N. Essas muta¢des foram
relacionadas a casos de reinfeccdo e queda na capacidade de neutralizacdo do soro de pessoas
vacinadas com as vacinas com BNT162b2 (fabricado pela Pfizer) e mRNA-1273 (fabricado pela
Moderna) (GARCIA-BELTRAN et al. 2021). Além disso, anticorpos monoclonais como o
coquetel de Regeneron mostraram uma queda na capacidade de neutralizagdo das variantes. O
surgimento da variante Omicron, que acumulou cerca de 15 mutagdes dentro do RBD, agravou a
preocupacdo com relagdo a perda da capacidade de neutralizagdo dos anticorpos contra o RBD.
Tanto que uso do anticorpo bamlanivimab administrado juntamente com o etesevimab foi
descontinuado pelo FDA devido ao fato de a variante Omicron ter se tornado dominante em todo
o mundo e esses anticorpos nao serem tao efetivos diante dela (SHRESTHA et al., 2023). O uso
do coquetel REGEN-COV foi restringido pelo FDA devido sua baixa eficacia diante da variante
Omicron (MAWAZI, et al., 2021).

Apesar disso, o uso de anticorpos monoclonais para terapia e profilaxia contra doencas
causadas por virus pode se tornar um grande pilar na industria de anticorpos. Mesmo para

doencas infecciosas para as quais ja existem vacinas, € necessario pensar em medicamentos para



serem administrados aqueles que possuem o sistema imunoldgico comprometido como pessoas
transplantadas ou com doengas autoimunes. Essas pessoas ndo podem ser vacinadas com algumas
vacinas ou se vacinadas nao apresentam uma resposta humoral satisfatoria.

Descrevemos aqui o desenvolvimento de dois fragmentos de anticorpos contra o
SARS-CoV-2, que diferencialmente da maioria dos anticorpos terapéuticos que foram
temporariamente aprovados, t€ém como alvo o FP e ndo o RBD que apresentou varias mutagdes ao
longo da pandemia (ANDRE, et al., 2023; GONG, et al., 2022; SHIEHZADEGAN, et al., 2021). A
regido da proteina S onde estd o FP ¢ extremamente conservada entre as variantes do
SARS-CoV-2, incluindo a variante Omicron. Além disso, o sitio de clivagem chamado de S2” que
fica proximo ao FP ¢ muito importante para a entrada do virus nas células. Dado a importancia do
FP para o mecanismo de infeccdo do SARS-CoV-2 e de sua conservagdo dentre as diversas
variantes que surgiram, a busca de medidas terapéuticas focadas neste alvo podem auxiliar no
tratamento e prevencdo de infecgdes pelo SARS-CoV-2 (BIANCHINI, et al., 2023; LI, et al.,
2022).

Utilizamos a técnica de Phage Display para selecionar anticorpos contra o FP. A técnica
de Phage Display apresenta algumas vantagens com relacdo a outras técnicas para o
desenvolvimento de anticorpos monoclonais. Uma delas ¢ a possibilidade de gerar anticorpos
completamente humanos, o que reduz efeitos adversos como a resposta imune a sequéncias de
proteinas murinas. Além de que bibliotecas com mais de 10" clones diferentes podem ser geradas
0 que garante que anticorpos com alta afinidade podem ser gerados para qualquer antigeno
desejado (LEDSGAARD, et al., 2022).

A partir da analise da sequéncia da Proteina S do virus original de Wuhan foi sintetizado
um Peptideo de Fusdo mimético (Figura 18). A sequéncia desse Peptideo de Fusdao mimético
continha o sitio de clivagem S2” e também a regido anterior a ele, ja que essa regido ficava mais
exposta na estrutura tridimensional da Proteina S. Além disso foi adicionada uma ligacdo
covalente entre dois residuos de aminoacidos para que o Peptideo de Fusdo mantivesse uma
conformagdo o mais similar possivel com a conformagdo dentro da Proteina S. Para que uma
selecdo por Phage Display ¢ fundamental que o antigeno esteja em uma conformagdo que se
assimile a conformagdo nativa do antigeno (LEDSGAARD, et al., 2022). A apresenta¢do do
antigeno ¢ uma etapa crucial para o sucesso da sele¢do por Phage Display. A estratégia mais
comum para apresentacdo do antigeno ¢ imobiliza-lo diretamente sobre uma superficie.
Entretanto, essa estratégia ndo ¢ eficiente para antigenos que perdem sua conformagao nativa
quando adsorvidos, por isso optamos pela imobiliza¢do indireta, na qual exploramos a afinidade
da molécula da estreptavidina pela biotina. Em nosso FP mimético foi adicionado a molécula da
biotina, ¢ a placa de ELISA utilizada a cada ciclo de selecdo era sensibilizada com a

estreptavidina.



Durante os 4 ciclos de selecdo que foram realizados, a quantidade de fagos entrando na
selecdo (input) e a quantidade de fagos saindo da sele¢ao foram tituladas (Tabela 4). Esperavamos
ver uma diminuicdo do nimero de fagos no output a cada ciclo da sele¢do. Essa diferenca nao
poderia ser observada no input porque realizamos a multiplicacdo dos fagos antes de iniciar cada
ciclo de selecdo. Os dados de output da sele¢ao acida e por competicdo mostram uma tendéncia
de diminui¢do a cada ciclo com exce¢ao do 4° ciclo de ambas as selegdes (Tabela 4), onde houve
um aumento do output quando comparado com o 3° ciclo. Ao olharmos a razdo input/output
podemos ver a quantidade de fagos que estdo saindo da selecdo a cada ciclo. Observamos que a
cada ciclo de selecdo, menos fagos estavam saindo da sele¢do, o que mostra que de fato o
processo de selecdo estava ocorrendo. No entanto, no ciclo 4 houve uma mudanca abrupta,
principalmente na selecdo acida, com um aumento do titulo de fagos no output sugerindo que o
processo de selecdo ndo estava mais em curso. Decidimos, portanto, concluir a sele¢ao e analisar
os fagos obtidos no ciclo 4.

O DNA correspondente ao VH e VL da biblioteca antes da sele¢do e do ciclo 4 de selegao
foram submetidos ao sequenciamento de nova geracdo (NGS) na plataforma de Illumina. As
sequéncias obtidas foram analisadas na ferramenta ATTILA. Na andlise feita para o VH da
selecdo por competi¢do obtivemos cerca de 300 mil sequéncias para o ciclo 0 de selecdo, sendo
que 57 % dessas sequéncias eram unicas. Ja no ciclo 4 obtivemos um numero similar de
sequéncias, mas sendo que 6,2 % dessas sequéncias eram Unicas. Assim, corroboramos que de
fato estava ocorrendo uma redugdo da diversidade de sequéncias de anticorpos e que, portanto,
estava ocorrendo o enriquecimento de sequéncias. O mesmo ¢ valido para a selecdo 4cida do VH,
no qual obtivemos, no ciclo 4, o percentual de 2,9 % de sequéncias tnicas (Tabela 5).

Ja para o VL na sele¢do por competicdo observamos uma reducdo do percentual de
sequéncias Unicas de 28,5% no ciclo 0 para 5,3% no ciclo 4. Na selecdo acida o percentual de
sequéncias Unicas no ciclo 4 foi de 2,8%. Mais uma vez ficou demonstrado que houve o
enriquecimento de sequéncias Unicas ao longo da nossa selecao.

ApOs essas analises, o ATTILA gerou um arquivo com as 20 sequéncias mais enriquecidas
para o VH e para o VL. Entretanto ao observar as sequéncias mais enriquecidas constatamos que
a mesma sequéncia se repetia no top 20. E ainda mais, que essa sequéncia que se repetia era uma
sequéncia de anticorpo que era uma contaminagdo que ja havia aparecido em outros experimentos
de selecdo realizados por nosso grupo com a mesma biblioteca. Entdo constatamos que as
sequéncias do contaminante foram as mais enriquecidas no processo de selecao.

Para contornarmos esse problema, desconsideramos a sequéncia do contaminante e
fizemos novamente o relatério mostrando as outras sequéncias que foram enriquecidas. Para
selecdo acida e competicdo obtivemos a mesma sequéncia de VH, da Familia VH4-34, com uma

identidade germinal de 99,0%. Muitos anticorpos capazes de bloquear a interacdo do ACE2



possuem o VH codificado pelo segmento génico VH4-34 (ROGERS, et al., 2020; CHI, et al.,
2020; BARNES, et al., 2020).

Para o VL obtivemos duas sequéncias enriquecidas, uma para selecao acida e uma para
competi¢do. Para selecdo acida obtivemos um VL da familia IGVKI1-33*01 com identidade
germinal de 85,3%. E para a sele¢do por competi¢do obtivemos um VL da familia IGVK4-1*01,
com identidade germinal 97,0%. Devido a biblioteca utilizada na sele¢do ser naive para o
antigeno utilizado na selegdo, ja era de se esperar que ndo obtivéssemos anticorpos hipermutados
pela exposi¢ao ao corona.

Esses dados de identidade germinal mostram que nossos anticorpos possuem sequéncias
similares & germinal e ndo hipermutada. Outros anticorpos contra o FP descrito por LOW (2022)
passaram por processos de hipermutagdo somaticas levando a alta afinidade e capacidade de
reatividade cruzada. Com rela¢do a anticorpos contra o RBD, ja foram identificados anticorpos
que possuem sequéncias virtualmente idénticas a seus germinais, enquanto que outros
apresentavam altas taxas de hipermutacdo, demonstrando que existem anticorpos com sequéncias
germinais que sao reativos aos seus antigenos (JU, et al., 2020). LIU (2020) isolaram anticorpos
neutralizantes do plasma de pessoas infectadas, e interessantemente esses anticorpos possuem
taxas de hipermutacdo somaticas bem abaixo dos valores isolados de pessoas saudaveis,
corroborando que anticorpos derivados de sequéncias germinais podem ser neutralizantes (LIU, et
al., 2020).

A sequéncia do VH mais enriquecido nos dois procedimentos de selecao e dos VLs
enriquecidos um em cada procedimento de selecdo, foram combinadas para geracdo de dois
fragmentos de anticorpo, que foram denominados como Aca (VL provindo da selecdo acida) e
Acp (VL provindo da selecdo por competicdo). Ambos os scFvs foram clonados no vetor
pET-SUMO (Figura 21).

Esses fragmentos foram produzidos de forma heteréloga em E. coli. Sistemas de
expressdo em organismos procariontes apresentam algumas vantagens se comparado a sistemas
em eucariotos. A expressdo em eucariotos demanda um longo ciclo de produgcdo com um
altissimo custo financeiro, além de ser demorado e laborioso. Enquanto que a expressdo em
bactérias apresentam taxas de crescimento bem mais altas e com custos de producdo menores. E.
coli é a bactéria de preferéncia para a expressdo de fragmentos de anticorpos. (FRENZEL, et al.,
2013; RASHID, 2022).

A linhagem de E. coli utilizada para a expressao dos nossos scFvs foi a linhagem Shuffle
pLys Y, que possui um ambiente citoplasmatico mais parecido com a regido do periplasma no
sentido de ser um ambiente mais oxidante, diferente de outras linhagens de bactérias , onde o
citoplasma ¢ redutor. Esse citoplasma oxidante auxilia na formacdo de pontes dissulfeto que sao

fundamentais para a estabilidade de moléculas de imunoglobulinas (ROBINSON, ef al., 2015).



Nos obtivemos niveis de expressao dos scFvs Aca e Acp nas respectivas quantidades 2,2 e
2,8 mg/L (Tabela 6). além disso, nossas proteinas estavam na forma soluvel, sem agregados de
alta massa molecular e provavelmente com o correto dobramento. Embora a formacao de corpos
de inclusdo seja bastante comum para anticorpos no formato scFv, o uso de um citoplasma
oxidante associado a fusdo a uma sequéncia solubilizante pode ter sido eficiente para o €xito na
produgdo de proteinas recombinantes soliveis. A sequéncia da SUMO presente em nosso cassete
de expressdo tinha como objetivo justamente auxiliar na redu¢do da formacdao de corpos de
inclusdo, auxiliar no correto dobramento dos scFvs e aumentar a solubilidade destes . A expressao
de proteinas no citoplasma bacteriano elimina a necessidade do processo de translocagdo entre
membranas, processo que requer alto gasto energético, além de que proteinas heterdlogas
direcionadas a regido do periplasma tendem a nao alcancar seu correto dobramento, perdendo
atividade bioldgica (ROBINSON, et al., 2015).

Utilizando imunoensaios conseguimos demonstrar que os scFvs Aca e Acp foram capazes
de se ligar ao FP mimético, com valores de EC50 de 1.149 nM, para o ACa e de 672 nM para o
ACp (Figura 31). O Acp demonstrou uma capacidade de ligacdo quase duas vezes maior que o
Aca. Com o ensaio de ELISA demonstramos que a partir do Phage Display com uma biblioteca
naive fomos capazes de selecionar scFvs capazes de reconhecer o antigeno utilizado na selegdo.
Portanto, mesmo lidando com a contaminagdo detectada na analise de enriquecimento, obtivemos
anticorpos especificos para o FP.

O fato dos scFvs que obtemos serem capazes de reconhecer o antigeno utilizado na
selecdo valida o nosso método de selecdo, mas esperavamos que estes também fossem capazes de
reconhecer o FP no contexto da Proteina S inteira. Para essa validagdo dos nossos anticorpos,
realizamos ensaios de ELISA contra a Proteina S das variantes Delta e Gama (Figura 32 e 33).
Apesar de reativos com ambas as Proteinas S, constatamos que houve um aumento para o valor
de EC50 encontrado para esses scFvs contra a Proteina S da variante Delta, de maneira que os
scFvs se ligam com menos eficiéncia a Proteina S Delta. Esses valores corroboram os dados
encontrados por Bianchini (2023) que demonstraram que anticorpos contra o FP sdo capazes de
se ligar a Proteina S na conformagao nativa.

Ao compararmos os EC50 do Acp em relagdo ao FP e a Proteina S da variante Gama
obtivemos os valores de 672 MM e 424 nM respectivamente. Portanto, no caso da variante Gama,
vemos uma diminui¢cdo do EC50, o que sugere que o scFv Acp se liga melhor a Proteina S da
variante Gama do que ao FP.

Com relacdo ao anticorpo Aca, ele foi menos efetivo na ligacdo as duas versdes da
proteina S testadas. Enquanto o valor de EC50 encontrado para o FP era de 1.149 nM, esse valor
subiu para 2.351 nMpara a proteina S Delta e para 5.316 nM para a versdo Gama. Portanto o scFv

Acp apresentou valores de EC50 melhores em todos os ensaios realizados.



Embora o anticorpo Aca apresente uma queda na capacidade de ligagdo a Proteina S das
variantes testadas, podemos observar que ha uma melhor ligacdo no contexto da proteina S na
superficie viral (Figura 34). E dificil saber se essa melhora na ligagio é devido a proteina estar em
sua conformacao nativa na superficie do virus ou se ¢ devido ao ensaio ter sido realizado com a
particula do virus original de Wuhan (Figura 34). E importante testarmos os scFvs contra a
particula viral das variantes para obtermos essa resposta.

No caso do Acp, se observarmos o valor de EC50 do anticorpo Acp contra a particula
viral vemos que o valor ¢ compativel com o valor encontrado para a ligagdo ao FP. O EC50
contra o FP foi de 672 nM e para o virus inativado foi de 557 nM. Portanto, ambos os scFvs sdo
capazes de reconhecer a particula viral do SARS-CoV-2 original de Wuhan, sendo que o Acp ¢
aquele com mais afinidade.

Anticorpos contra o FP possuem uma afinidade relativamente baixa contra a Proteina S no
estado anterior a ligacdo ao ACE2, e essa afinidade tende a melhorar quando a Proteina S esté
ligada ao receptor celular (BIANCHINI, et al., 2023). o FP ¢ um epitopo criptico e a ligacao do
ACE2 leva a mudangas conformacionais na Proteina S que deixam o FP mais exposto e
disponivel para ser reconhecido por anticorpos, o que pode ser uma explicagdo para a melhor
capacidade de ligacdo dos anticorpos contra o FP no estado apos a ligacdo ao ACE2. Portanto,
pode ser que os valores de EC50 dos nossos scFvs melhorem ao testarmos essa ligagdo com a
Proteina S na presenga do ACE2 soluvel. A utilizagdo de um anticorpo contra o RBD também
pode ser uma alternativa. O fato de nossos anticorpos estarem no formato de scFv pode ser uma
vantagem em relacdo ao reconhecimento de um epitopo criptico. Por ser uma molécula menor
que um anticorpo inteiro, o scFv pode acessar regides que estdo parcialmente escondidas em
relacdo a uma moléculas de anticorpo inteira.

Anticorpos contra o FP ja caracterizados na literatura ndo impedirem a ligagao do ACE2 a
Proteina S mas impedirem a fusdo de membranas e isso corrobora com a hipotese de que o
mecanismo de neutralizagdo desses anticorpos seja o impedimento estérico da clivagem do sitio
S2” seja por TRRPSS ou por catepsinas. Deste modo, ndo ocorrera a formacdo do nucleo de fusao
e o virus nao serd capaz de fundir seu envelope com a membrana plasmatica ou endossomal. Na
regido do sitio de clivagem S2’, o residuo de aminoécido arginina na posi¢do 815 ¢ a posi¢dao do
sitio de clivagem. Geralmente anticorpos contra o FP s3o neutralizantes se o seu paratopo cobrir
esse residuo de aminoacido (BIANCHINI, et al., 2023, LOW, et al., 2022).

Uma tendéncia encontrada para anticorpos contra o FP € que estes apresentam uma baixa
poténcia de neutralizagdo in vitro se comparados a anticorpos contra o RBD. Apesar da baixa
poténcia, anticorpos contra o FP sdo de amplo espectro, capazes de neutralizar as diversas
variantes do SARS-coV-2 e até mesmo coronavirus de outros géneros além dos Betacoronavirus,

enquanto que anticorpos contra 0 RBD em sua maioria nao sdo eficientes contra as variantes e



outros géneros de coronavirus (BIANCHINI, et al., 2023; DACON, et al., 2022). Dado que no
ultimo século trés coronavirus saltaram a barreira entre espécies causando surtos, ¢ fundamental
desenvolver anticorpos que possam neutralizar simultaneamente diversos coronavirus. Além
disso, uma formulagdo terapéutica pode contar com mais de um anticorpo, € anticorpos anti-FP
podem compor com outros anticorpos neutralizantes produzindo formulagdes mais eficientes na
clinica.

A répida taxa de surgimento de variantes do SARS-CoV-2 também nos conduz a
considerar o desenvolvimento de anticorpos com alvos fora do RBD (LI, et al., 2022). As
primeiras variantes a surgirem possuiam poucas altera¢des dentro do RBD, como por exemplo a
variante Gama que possuia apenas 3 mutacdes no RBD (WANG, et al., 2021). Entretanto, essa
variante foi associada a casos de reinfeccao e também de infec¢do de pessoas vacinadas. J& as
variantes que surgiram por Ultimo como o caso da Omicron e suas subvariantes, acumulavam
mais de 15 mutacdes dentro do RBD além de outras mutagdes dentro da proteina S. Essas
variantes levaram a necessidade de atualizagdo da composicdo das vacinas para garantir a
imunidade da populacao.

Além de serem capazes de se ligarem as Proteinas S das variantes do SARS-CoV-2 como
demonstrado aqui, ha anticorpos contra o FP sdo capazes de se ligarem a Proteina de todos os
outros coronavirus humanos, e alguns deles sdo capazes de reconhecer até mesmo coronavirus de
outros animais (DACON, et al., 2022). Anticorpos contra a Subunidade S2 da Proteina S sdo
pouco investigados, embora essa regido seja bem conservada entre os coronavirus e possa conter
epitopos imunodominantes que podem induzir a produgcdo de anticorpos amplamente
neutralizantes (LI, et al., 2022) .

Os dados apresentados aqui corroboram com dados da literatura que descrevem anticorpos
contra o FP. Diversos estudos mostraram que anticorpos contra outras regides da Proteina S
podem ser eficientes em neutralizar a infec¢do pelo SARS-CoV-2. Ressaltamos aqui a regido do
FP que ¢ extremamente conservada entre as variantes do SARS-CoV-2 e entre outros coronavirus.
Esse fato associado a sua importadncia para o mecanismo de infeccdo do virus demonstra o
potencial que anticorpos contra o FP tem para a neutralizacdo do SARS-CoV-2, suas variantes ¢
também outros coronavirus de outros géneros que ndo o Beta (BIANCHINI, et al., 2023;

DACON, et al., 2022).

7. CONCLUSAO

Os coronavirus sdo um grupo de virus que tém causado preocupacdo devido a sua
ocorréncia em humanos. Sete coronavirus foram capazes de causar doengas em humanos, e trés

deles causaram epidemias nos ultimos 20 anos. Portanto, a possibilidade de novos coronavirus se



tornarem capazes de infectar humanos e o constante surgimento de novas versdes do
SARS-CoV-2 traz a tona a necessidade de se desenvolver anticorpos que sejam relativos aos
diversos géneros de coronavirus e suas variantes.

Estudos da resposta imunologica, tanto a vacina como a infec¢do, mostram que células B
de memoria que produzem anticorpos cross-reativos aos coronavirus ndo sao comuns. Embora a
tecnologias desenvolvidas paras as vacinas de mRNA permita a atualizagdo do imunizante contra
as variantes, ¢ fundamental que novos epitopos sejam incluidos na formulacao das vacinas. Os
dados apresentados aqui mostram que conseguimos desenvolver anticorpos contra o FP capazes
de se ligar ao SARS-CoV-2 original (Wuhan) e as Proteinas S das variantes Delta e Gama. A
ligacdo de anticorpos ao FP pode impedir a etapa de fusdo de membranas no processo de infec¢do
do virus.

Embora tenhamos demonstrado a capacidade dos scFvs de se ligarem a particula viral do
SARS-CoV-2, ¢ importante medirmos com precisdo a afinidade destes anticorpos contra a
Proteina S em suas diversas apresentacdes. Além disso, ¢ fundamental realizarmos um ensaio de
neutralizacao para confirmarmos o potencial terapéutico destes anticorpos. Ainda ndo foi possivel
realizar esse ensaio devido a limitagdes relacionadas a biosseguranga, ja que nao possuimos um
laboratorio de biosseguranga nivel 3 e acesso a particula viral do SARS-CoV-2 ativa.
Alternativamente, poderiamos realizar o ensaio de neutralizagdo com pseudovirus, que exige o
nivel 2 de biosseguranca. Estamos em contato com colaboradores em Sdo Paulo que possuem
acesso a particulas de pseudovirus de diversas variantes do SARS-CoV-2. Nosso colaborador
Pedro Viera (Unicamp) possui 0s materiais necessdrios para a realizagdo do ensaio de
neutralizagdo com a particula viral ativa. Apesar de ndo ter conseguido realizar esses
experimentos no contexto desse trabalho, esperamos realizar esses ensaios em breve.

Para entendermos a interagdo dos scFvs com o FP ¢ importante que futuramente
realizemos a cristalografia deles e também destes juntamente com FP. Esses dados podem nos
ajudar a entender o provavel mecanismo de neutralizagdo destes anticorpos € nos auxiliar a

propor mudancas para a melhoria da afinidade e poténcia desses anticorpos.
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