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Resumo

Os anticorpos monoclonais sdo glicoproteinas especializadas com capacidade de reconhecer
outras moléculas (antigenos). Eles sdo ferramentas importantes na clinica e biotecnologia e
tém sido Uteis no diagndstico e tratamento de doengas infecciosas, inflamatorias,
imunoldgicas e neoplasicas, assim como no estudo da interacdo patdgeno/ hospedeiro, e na
deteccdo e quantificagdo de diversas moléculas. Os anticorpos monoclonais murinos (mAb)
apresentam aplicagdes terapéuticas limitadas devido a sua natureza heteréloga, que pode
gerar respostas imunogénicas e consequente a perda de atividade. A incorporagéo de técnicas
de biologia molecular, e engenharia genética e proteomica tem aumentado a producdo e
utilizacdo de anticorpos monoclonais, desenvolvendo técnicas como hibridoma,
quimerizagéo, e humanizagdo de anticorpos monoclonais totalmente humanos. Ao longo dos
ultimos anos, novas geragdes de anticorpos monoclonais (mAbs) anti-CD20 tém sido
desenvolvidas para potenciais vantagens sobre a cléssica e primeira geracdo do mAb
rituximabe, Apesar de seus sucessos, nem todos 0s pacientes respondem ao tratamento com
rituximabe e quase todos tem um recaida em seu tratamento. Assim, melhorar as propriedades
deste anticorpo para melhorar a sua eficacia € muito desejavel. Comparado com o rituximabe,
novos mAbs tém atividade anti-tumor melhorada, resultante do aumento da citotoxicidade
dependente do complemento (CDC) e / ou citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC). Neste aspecto, cultivos de células animais sdo 0s sistemas de expressao para essas
proteinas preferenciais, que requerem modificacdes pos-traducdo. E assim que o grupo de
Imunologia Molecular da Universidade de Brasilia tem se interessado pela produgdo de
proteinas heterdlogas de interesse clinico em células de mamiferos desde 2001.

Este trabalho teve como objetivo a produgdo de novos anticorpos anti CD-20 na forma de
fragmento recombinante FviFc em sistema de expressdo heterdloga em células de ovario
hamster chinés (CHO-K1) e em células de rim embrionario humano (HEK-293). A eficiéncia
de transfeccéo para ambas as linhagens celulares foi avaliada comparativamente, bem como
a expressao transiente. Os resultados indicam as células de mamifero como um sistema 6timo
para a producdo de proteinas heterélogas, Os segmentos dos genes correspondentes a trés
versdes recombinantes humanizadas homologas ao anticorpo monoclonal quimérico

rituximabe obtidas por CDR graffting (Zaparolli 2015) A, O, e L) e uma versdo hibrida
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elecionada por VL shuffling (H), foram amplificados e clonados num vetor de expresséo para
celulas de mamifero. Os resultados mostraram uma eficiéncia de transfeccéo e producéo de
anticorpos menor na linhagem de células CHO-K1 em compara¢do com HEK-293, embora
estas fossem estaveis para a producéo de anticorpo em transfectomas estaveis. Os anticorpos
recombinantes produzidos foram purificados por cromatografia de afinidade, quantificados
por ELISA, e analisados em relacdo a sua qualidade por SDS-PAGE, eletroforese capilar
(Bioanalyzer) e Western Blotting. Os resultados deste projeto tém demostrado que fomos
bem sucedidos na expressao e producdo das construgdes humanizadas do anticorpo anti-
CD20.



Xviii

Abstract

Monoclonal antibodies are specialized which have the ability to recognize other molecules
(antigens). They are important tools in clinical practice and biotechnology and have been
useful in the diagnosis and treatment of infectious, inflammatory, immunological and
neoplasic diseases, as well as in the study of the host/pathogen interaction, and in the
detection and quantification of diverse molecules. Murine monoclonal antibodies (mADb)
present limited therapeutic applications because of their heterologous nature, which can
generate immunogenic responses and consequent loss of activity. The incorporation of
molecular biology, proteic and genetic engineering have extended the production and uses of
monoclonal antibodies, finding techniques like hybridoma, chimerization, humanization and
fully human monoclonal antibodies. Over the last few years, new generations of anti-CD20
monoclonal antibodies (mAbs) have been developed for potential benefits over the classical,
first-generation mAD rituximabe. Despite its successes, not all patients respond to rituximabe
therapy and virtually all relapse. Improving the properties of rituximabe to enhance its
efficacy further is therefore highly desirable. Compared with rituximabe, new mAbs have
enhanced antitumor activity resulting from increased complement-dependent cytotoxicity
(CDC) and/or antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC). In this aspect animal cell,
cultures are the preferential expression systems for those proteins, which require extensive
posttranslational modifications. Our research group has been interested in the production of
heterologous proteins in mammalian cells since 2001.

This work aimed the production of new antibodies anti CD-20 as a recombinant FvFc
fragment, in heterologous expression system Chinese hamster ovary cells (CHO-K1) and
Human Embryonic Kidney cells (HEK-293) the transfection efficiency for both cell lines
was comparatively evaluated, as well as the transient expression. The results indicate
mammalian cells as an optimal system for the production of heterologous proteins, Were
amplified and cloned into an expression vector for mammalian cells the corresponding gene
segments the three recombinant versions humanized homologous to monoclonal quimeric
Rituximabe antibody obtained by CDR graffting (Zaparolli 2015) A,0 and L) and a hybrid

version selected by VL shuffling (H) . The results showed a lower transfection efficiency
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and production of antibodies in the CHO-K1 cell lineage compared to HEK-293 cells,
although these were stable for the production of antibody in stable transfectomas. The
antibodies were purified by affinity chromatography were analyzed by ELISA, SDS-PAGE,
capillary electrophoresis (bioanalyzer) and Western Blotting, for the production and quality
of intact immunoglobulin. The results of this project have shown that we have succeeded in
the expression and production of humanized constructs anti-CD20 antibody.



1. INTRODUCAO

1.1 Anticorpos

O sistema imune tem como principal finalidade a conservagdo da homeostasia do organismo,
mantendo vigilancia e defesa do organismo contra as doencas infecciosas, e agentes
patdgenos. A homeostasia consiste na manutengdo do equilibrio interno, enquanto a
vigilancia corresponde a identificacdo do que € proprio ou ndo do organismo. O sistema
imunitario é constituido por dois tipos de respostas a antigenos. A primeira é a resposta
imunitéria celular, que depende de uma comunicacdo quimica especializada entre diferentes
linhagens de células do sistema imunoldgico (células T e fagocitos, tais como os macrofagos,
neutrofilos, etc.). A segunda compreende uma resposta imunitaria humoral, a qual envolve a

producéo de imunoglobulinas.

Os anticorpos (Ac) ou imunoglobulinas (lIg) sdo glicoproteinas que possuem uma massa
molecular em torno de 150 kDa. Esses anticorpos séo compostos por dois tipos de cadeias
polipeptidicas: uma chamada de cadeia pesada (H) e outra chamada de cadeia leve (L)
(Janeway et al., 2001; Jayapal et al., 2007). As glicoproteinas tém a capacidade de se ligar a
antigenos especificos e recrutar sistemas efetores para elimina-los. A classe mais comum e
abundante de imunoglobulina é a 1gG, sendo, inclusive, predominante entre os anticorpos de
uso terapéutico (Fekete et al., 2013; Kim et al., 2005).

Cada IgG é formada por duas cadeias leves e por duas cadeias pesadas idénticas entre
si. Cada cadeia leve é composta de uma porcao varidvel (VL) e uma porgdo constante (CL).
As cadeias pesadas e leves sdo unidas entre si por pontes dissulfeto formadas entre residuos
cisteina na porcéo carboxi terminal da cadeia leve e o dominio CH2 da cadeia pesada, cada
cadeia pesada é composta de uma porcdo variavel (VH) e trés ou quatro porgdes constantes
(CH1, CH2 e CH3 CH4) para alguns subtipos 1gG1 (Figura 1)

As regides variaveis e o primeiro dominio constante da cadeia pesada (VH e CH1)
sdo associadas com cadeias leves (VL e CL) para formar dois fragmentos de ligagdo ao
antigeno chamados de fragmentos Fab. Cada fragmento contém Regifes Determinantes de
Complementaridade — CDRs, sendo trés fornecidas pela cadeia leve e trés pela cadeia pesada
que juntas formam os sitios de ligacdo ao antigeno, o paratopo. Este corresponde a uma



superficie complementar ao epitopo (regido que é reconhecida no antigeno) e define sua
especificidade (Abbas et al., 2014) que interage diretamente com um antigéno especifico,
sendo os CDR3 os que mais diretamente interagem com ele e a mais variavel (Figura 1).
Além disso, as regides CH2 e CH3 das cadeias pesadas formam a fracdo cristalizavel ou
fragmento Fc, regido que tem fungOes efectoras, tais como a melhoria do transporte
placentério, fortalecimento de fagocitose (opsonizagdo) ou citotoxicidade celular dependente
de anticorpo (ADCC). Nos anticorpos além das quatro cadeias polipeptidicas aparecem um

componente glicosidico no dominio.

Figura 1:Estrutura das Imunoglobulinas: A) diagrama esquematico de uma IgG. Secretada; B) cristalografia
de raios X, cadeias pesadas em azul e vermelho, cadeias leves em verde; os carboidratos em cinza. FONTE:
Elsevier. Abbas et al. <www.studentconsult.com>.

Uma molécula de IgG ao ser clivada proteoliticamente por papaina na regido bisagra
gera duas moléculas constituidas da cadeia leve ligadas ao fragmento VH-CH1 da cadeia
pesada chamadas de Fab (Fragmento de ligagdo ao antigeno), ocorrendo a liberacdo do

fragmento cristalizavel (Fc) apos a clivagem

A érea de interacdo entre o anticorpo e o antigeno é no interior da regido variavel, nas
regides hipervariaveis, destacando sua maior contribuicdo nessa interacdo. Essas regides
hipervaridveis de imunoglobulina formam lacos (CDRs) que estdo expostos na superficie
molecular e permitem a interagdo do anticorpo com o antigeno. A maior superficie de contato
entre as duas moléculas é no CDR3 Desta forma, a sequéncia de aminoacidos das regides

hipervaridveis € a responsavel, em Ultima instancia, pela especificidade da ligacdo do



anticorpo. No entanto, no reconhecimento de antigenos de tamanho pequeno (agUcares
simples, por exemplo) pode ser que mais CDRs fiquem fora da zona de contato, portanto ndo
participam em sua unido. Neste momento, os FRs, do inglés frameworks, compostos por 105
aminodacidos, 0s quais sao regides que exibem menos variabilidade, conhecidas como regides
de arcabouco também podem interagir com o antigeno (Fekete et al., 2013; Stank and
Goldsby, 2000), (Figura 2). A capacidade das imunoglobulinas para interagir com proteinas
nativas ¢ uma diferenca importante em comparagdo com outras moléculas do sistema

imunolégico envolvido na ligagdo ao antigeno.
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Figura 2 :Representacdo das distintas regifes determinantes de complementaridade: Representagdo da
variabilidade em cada posi¢éo das distintas regides determinantes de complementaridade dos segmentos VH
(CDR1, CDR2, CDR3). No esquema inferior, a regido variavel do gene IgH rearranjado, interrompida por trés
regides do arcabougo (framework) de aminoécidos relativamente conservados. A regido CDR3 é a mais
hipervariavel e compreende a sequéncia que resulta da unido dos segmentos génicos VH — DH — JH, além dos
segmentos N (barras pretas) inseridas durante a recombinagdo. B - Estrutura molecular da regido variavel da
cadeia leve VL com trés al¢cas das CDRs. Fonte: Adaptacdo de Kuby, 2002.

Os anticorpos possuem dois tipos de cadeia leve denominadas “lambda” (1) e “kappa”
(). A classe dos Ac e consequentemente sua funcdo sdo definidas pela estrutura de sua cadeia
pesada. Existem cinco principais classes ou isotipos de cadeia pesada, que determinam a
atividade funcional da molécula do anticorpo. Assim, a cadeia pesada se subdivide em: a, o,
€, Y ey, que diferenciam as cinco classes de imunoglobulinas em IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM,
respectivamente. Em seres humanos, os isotipos IgA e 1gG ainda podem ser subdivididos em
subclasses relacionadas, ou subtipos, chamados de IgAl e IgA2; 1gG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4



(Brodsky, 2009; Fekete et al., 2013; Miller, 2004). O principal e mais abundante anticorpo
do soro é o 1gG, o qual é o mais utilizado para fins terapéuticos (Neuberger et al., 2000)
(Brodsky, 2009).

Os genes que codificam as cadeias leve e pesada das imunoglobulinas séo
organizados em segmentos génicos. Os genes da cadeia leve de mamiferos contém os
segmentos V, J e C. O primeiro segmento génico, V, codifica os primeiros 97 aminoacidos
da regido variavel da cadeia leve. Existem cerca de 300 sequéncias V diferentes agrupadas
em tandem no genoma de camundongo. O segundo segmento, J, consiste de 4 ou 5 sequéncias
de DNA possiveis que codifica os ultimos 15-17 residuos de aminoacidos da regido variavel.
O terceiro segmento génico, C, codifica a regido constante da cadeia leve. Durante a
maturacdo da célula B na medula 6ssea, um dos 300 segmentos V e um dos 5 segmentos J
sdo combinados para formar a regido varidvel leve do gene de anticorpo (Hozumi and
Tonegawa, 1976) (Papavasiliou and Schatz, 2002). Os genes da cadeia pesada possuem ainda
mais segmentos que os da cadeia leve: V, D, J e C. O Dominio variavel da cadeia pesada sdo
constituidos por um segmento V (200 sequéncias diferentes codificando os primeiros 97
residuos de aminoacidos), um segmento D (10-15 sequéncias diferentes codificando mais 3-
14 aminoacidos), e um segmento J (4 sequéncias para os ultimos 15-17 aminoacidos da regido
variavel). O proximo segmento, C, codifica a regido constante. A porcao variavel da cadeia
pesada é formada pela juncdo de um segmento V, um D e um J do anticorpo (Hozumi e
Tonegawa, 1976), (Schatz and Ji, 2011).

Dessa forma, uma molécula de imunoglobulina é formada a partir de dois genes
criados durante a fase antigeno-independente do desenvolvimento do linfécito B. Cerca de
10°® cadeias leves diferentes e por volta de 10* cadeias pesadas diferentes podem ser formadas.
Visto que cada uma é formada independente da outra, cerca de 107 tipos de imunoglobulinas
podem ser criados a partir da combinagdo das cadeias leve e pesada na célula. Cada célula B
produz apenas um dos 107 tipos de anticorpos possiveis (Bassing et al., 2002; Gilbert 2006;
Jung and Alt, 2004).

Atualmente é possivel desenhar sequéncias que codificam fragmentos de anticorpos
e gerar diferentes modelos de fragmentos utilizando-se técnicas moleculares de manipulagéo

de DNA. Um dos modelos mais utilizados é o scFv que consiste no VH ligado ao VL por um



peptideo conector flexivel ((Gly4Ser)3, por exemplo) com o intuito de mimetizar a regido Fv
do anticorpo e manter sua especificidade(MARANHAO and BRIGIDO, 2001). Como
vantagens, devido ao seu tamanho reduzido, ele possui alto poder de penetracéo em tecidos,
facilitando a agdo, por exemplo, dentro de tumores solidos (Holliger and Hudson, 2005). Ja
no caso da agdo efetora pode-se utilizar a molécula formada por duas porgdes variaveis

ligadas a porgéo Fc, forma conhecida como FvFc (Figura 3).
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Figura 3: Nomenclatura de anticorpos recombinantes obtidos por engenharia genética. Imunoglobulina
nativa 1gG e derivadas. Siglas: VH, variavel pesada; VL, variavel leve; CL, constante leve; CH, constante
pesada; Fv, fragmento variavel; Fc fragmento cristalizavel, Fab, fragmento de ligacdo ao antigeno; dHIx hélices
anfipaticas para dimerizacdo dos fragmentos scFv. Em roxo encontram-se os linkers peptidicos
artificiais(Schirrmann et al., 2008) .



1.2.  Anticorpos Monoclonais

A producdo de anticorpos monoclonais é uma tecnologia criada e estabelecida em
1975 por George Kohler e César Milstein. Essa tecnologia tem por objetivo a geragdo de uma
linha celular estavel que gera um isétipos de imunoglobulina especifica contra um antigeno
especifico, que resulta na fusdo de duas células diferente por meios fisicos e quimicos
(polietileno glicol-centrifugacdo).

A primeira célula envolvida € um linfocito B de um animal previamente imunizado
com o antigeno de interesse, o qual fornece a memoria imune e a capacidade de produzir
anticorpos especificos para o antigeno. A segunda é uma célula de tumor de anticorpos de
mieloma ndo-secretoras de anticorpos e deficiente na enzima hipoxantina-guanina-
fosforribosil-transferase (HGPRT), Util no processo de selegdo subsequente de hibridomas,
que fornece capacidade ilimitada de divisdo (imortalidade), desta unido surge uma célula
imortal com capacidade praticamente ilimitada para a produgéo de anticorpos monoclonais,
chamada de hibridoma (K&hler and Shulman, 1979). A hibridacdo de células somaticas tem
duas caracteristicas muito importantes: 1) é um dos meétodos basicos da producdo de
anticorpos monoclonais para um determinante antigénico conhecido, e 2) podem ser usados
para identificar antigenos desconhecidos presentes numa mistura, levando em consideracéo

que cada hibridoma é especifico para um determinante antigeno

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo ferramentas essenciais na area clinica e
biotecnoldgica, e provaram ser Uteis no diagnostico e tratamento de doencas infecciosas,
imunoldgicas e neoplésicas e também no estudo de interacfes patégeno-hospedeiro aléem da
marcacdo, deteccao e quantificacdo de varias moléculas.

A geracdo de anticorpos monoclonais é uma das areas de mais rapido crescimento na
industria biotecnoldgica e farmacéutica. O grande investimento em anticorpos de uso clinico
gerou uma ampla variedade de moléculas modificadas com o propdsito tanto de direcionar
especificamente sua acdo, quanto de minimizar seus efeitos colaterais. Gracas as inovacdes
tecnoldgicas e ao desenvolvimento de anticorpos modificados para uso terapéutico, a
indlstria farmacéutica € um das areas de maior crescimento. (Cohen and Wilson, 2009). Na

atualidade existem mais de quarenta anticorpos monoclonais que foram aprovados pela Food



and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos para uso terapéutico em humanos.
(Tabela 1).

Tabela 1. Anticorpos monoclonais aprovados pelo FDA até 2015. Adaptada do site da Food Drug
Administration

Anticorpo Molécula Tipo Indicacdo = Empresa Ano de
Alvo aprovacgao
OKT3 CD3 Murino Rejeicdioa  Johnson 1986
transplantes &
(Muromonab-
Johnson
CD3)
Reopro CAl7-18 Quimérico PTCA Centocor 1994
(Abciximab)
Panorex GPIIb/Illa  Quimérico Cancer Centocor 1995
(Edrecolomab) Coloretal
Rituxan CD20 Quimérico Linfoma Biogen 1997
L. Non-
(Rituximabe) ) IDEC
Hodgkin
Zenapax IL2R Humanizado  Rejeicdo a Prot 1997

) transplantes Design
(Daclizumab)

Labs
Simulect IL2R Quimerico Rejeicdo a Novarts 1998
o transplantes
(Basiliximab)
Synagis RSV F Humanizado = Profilaxia =~ Medlmmu 1998
de RSV ne

(palivizumab)



Anticorpo

Remicade

(Infliximab)

Herceptin

(Trastuzumab)

Mylotarg
(Gemtuzumab)
Campath

(Alemtuzumab)

Zevalin

(Ibritumomab)

Humira

(Adalimumab)

Xolair

(Orlalizumab)

Molécula

Alvo

TNF-a

Her2/neu

CD33

CD52

CD20

TNF-a

IgE

Tipo

Quimérico

Humanizado

Humanizado

Humanizado

Murino

Humano

Humanizado

Indicacao

Artrite
reumatoide
e doenca de

Crohn

Metastase
de cancer de

mama

Leucemia

mieldide

Leucemia

linfocitica

Linfoma
Non-
Hodgkins

Artrite
reumatoide,
doenca de
Crohn

Asma

Empresa

Centocor

Genentech

Wyeth

Millenniu

m/
ILEX
Biogen

IDEC

Abbott

Genentech

Ano de

aprovacgao

1998

1998

2000

2001

2002

2002

2003



Anticorpo

Bexxar

(Tositumomab-
1131)

Raptiva
(Efalizumab)
Erbitux
(Cetuximab)
Avastin

(Bevacizumab)

Tysabri

(Natalizumab)

Lucentis
(Renibizumab)
Vectibix
(Panitumomab)
Soliris
(Eculizumab)

Milatuzumab

Molécula
Alvo

CD20

CDl1la

EGFR

VEGF

Integrina
A4

VEGF-A

EGFR

C5

CD74

Tipo

Murino

Humanizado

Quimérico

Humanizado

Humanizado

Humanizado

Humano

Humanizado

Humanizado

Indicacao

Linfoma
Non-
Hodgkins

Psoriase

Céncer

coloretal

Céncer
coloretal,

renal

Doenca de
crohn,

esclerose
Degeneraca

0 macular

Céncer

coloretal

Hemoglobin
ria (PNH)

Mieloma

multiplo,

Empresa

Corixa

Genentech

Imclone

Systems

Genentech

Biogen

IDEC

Genentech

Amgen

Alexion
Pharm

Immunom

edics

Ano de

aprovacgao

2003

2003

2004

2004

2004

2006

2006

2007

2008



Anticorpo

Cimzia
(Certolizumab)
Simponi

(Golimumab)

llaris
(Canakinumab)
Stelara

(Ustekinumab)

Arzerra

(Ofatumumab)

Vedotin

(Brentuximab)

Ipi

(Ipilimumab)

Molécula
Alvo

Integrina

TNF-a

IL-1B

IL-12 e

IL-23

CD20

CD30

CTLA-4

Tipo Indicagéo

Linfoma
Non-
Hodgkin

Humanizado = Doenca de

Crohn
Humano Artrite
reumatoide
Humano CAPS
Humano Psoriase
Humano Leucemia
linfocitica
cronica
Quimérico Linfoma
Hodgkin
Humano Melanoma

metastatico

Empresa

Biogen
IDEC

Johnson
&
Johnson

Novartis

Johnson
&
Johnson

Genmab

Seatle
Genetics

Bristol

10

Ano de

aprovacgao

2008

2009

2009

2009

2010

2011

2011



Anticorpo

Belimumab

(Benlysta)

Brentuximab

vendontin

(Adcetris)

Pertuzumab

(Perjeta)

Raxibacumab

(Pending)

Ado-

trastuzumab

entansine

(Kadcyla)

Molécula
Alvo

BLyS

CD30

HER?2

B
anthrasis
PA

HER?2

Tipo

Humano
1gG1

Quimérico
19G1;

imunoconjug

ado

Humanizado
1gG1

Humano

1gG1

Humanizado
1gG1

imunoconjug

ado

Indicacao

Lapus
Eritematoso

Sistémico

Linfoma de
Hodgkin,
Linfoma de
grandes
células
anaplasicas

sistémicas

Cancer de

mama

Infeccéo

Antrax

Céncer de

mama

Empresa

Human
Genome

Sciences

Seatle
Genetics

Genentech

Human

Genome
ieScnces

Genentech
/ Roche

11

Ano de

aprovacgao

2011

2011

2012

2012

2013



Anticorpo Molécula
Alvo
Obinutuzumab CD20
(Gazyva)
Siltuximab IL-6
(Sylvant)
Vedolizumab a4p7
(Entyvio) integrina
Ramucirumab  VEGFR2
(Cyramza)
BLINCYTO CD19e
(BLINATOMO CD3
MABE)
OPDIVO PD1
(NIVOLUMABE
)
COSENTYX IL-17a
SECUKINUMA

BE

Tipo

Humanizado
1gG1

Quimérico
1gG1

Humanizado
1gG1

Humano
1gG1

Murino

(scFv
biespecifico)

Humano

Humano

Indicacao

Leucemia
Linfocitica

Cronica

Doenca de
Castleman

Colite
ulcerativa e
Doenca de

Crohn

Céncer
Gastrico

Leucemia
Linfoblastic
a Aguda

Céncer de

Pulméao

Psoriase

12

Empresa Ano de
aprovacgao

Roche 2013
Janssen 2014
Biotech

Millenniu 2014

m

Pharmace
uticals/

Takeda

ImClone 2014
Systems

Amgen 2014
Bristol- 2014
Myers
Squibb

Novartis 2015
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Anticorpo Molécula Tipo Indicacdo = Empresa Ano de
Alvo aprovacgao
UNITUXIN GD2 Quimérico  Neuroblasto Silver 2015
DINOTUXIMA m Spring
BE

Desde que, o primeiro anticorpo monoclonal foi produzido por tecnologia de
hibridoma para uso clinico em pacientes com a rejei¢do primaria a transplante, observou-se
que estes anticorpos monoclonais, sendo de origem murino, geravam uma forte resposta
imune de hiper-responsividade em 80% dos pacientes, a chamada resposta HAMA (Human
Anti-Mouse Antibody) (Holliger and Hudson, 2005; Hwang and Foote, 2005). Consistente
com isto, tem sido desenvolvido diferentes técnicas para minimizar essa resposta e com
melhor acgdo efetora (Beerli and Rader, 2010). Atualmente, a incorporacgdo das técnicas de
biologia molecular e da engenharia genética tem permitido a expansdo e a geracdo de
anticorpos monoclonais e seus usos, desenvolvendo-se técnicas como a hibridizagdo, a
quimerizagéo, a humanizagéo e a producéo de anticorpos monoclonais totalmente humano.
Igualmente tem possibilitado o desenvolvimento de métodos in vitro para gerar anticorpos

monoclonais em bactérias por transgénese, com as sequéncias de interesse.

1.3. Engenharia de Anticorpos

A estratégia inicial utilizada para reduzir a resposta imune humoral, HAMA foi a
producdo dos mAbs quiméricos. Um mAb quimérico é uma molécula artificial que tem as
cadeias pesada e leve derivadas de uma Ig humana e as regifes variaveis VH e VL sdo obtidas
a partir de um mAb murino (Figura 4). O objetivo com a constru¢do de um mAb quimeérico
é reduzir a imunogenicidade em humanos, mas sem afetar a especificidade de mAb. Sabe-se
que a porg¢ao mais imunogénica da molécula de Ig esté ligada a porcéo constante da molécula,
em particular, a regido Fc (Marszal and Fowler, 2012).

A técnica de “Quimerizacdo” foi desenvolvida por Morrison et al. e Boulliane em
1985. O procedimento envolvia a clonagem dos genes VH e VL murinos e a insergdo desses

genes clonados em vetores de expressdao eucariotos aos quais foram previamente



14

incorporados genes que codificam a porcdo constante de cadeias pesadas e leves humanas.
Finalmente estes vetores sdo estavelmente transfetados para uma linha celular selecionada.
A clonagem dos genes de VH e VL é feita por RT-PCR (Figura 4) utilizando como molde
RNA total ou RNA mensageiro (RNAm) obtido a partir de um hibridoma do qual se obtém
0s genes codificadores das cadeias VH e VL com a especificidade de interesse e 0sS
oligonucledtideos complementares as extremidades 3 'e 5' de cada gene como iniciadores.
Atualmente estdo disponiveis familias de oligonucledtideos para a clonagem de VH e VL
murinos, humanos e outros genes de outras espécies. Estas familias sdo capazes de amplificar
a maioria, se ndao todos, os genes funcionais destas espécies e, geralmente, conter locais de
reconhecimento de enzimas de restricdo que facilitam a identificagcdo, manipulacéo e insergao

nos vetores de expresséo dos genes amplificados por PCR (Morrison et al., 1984).

Na atualidade se encontram disponiveis uma série de vetores de tipo “cassete” onde
0s genes podem ser facilmente clonados no contexto de qualquer is6tipo de cadeia leve
humana ou pesada ((Morrison et al., 1984) Da mesma forma, 0os avangos no campo da
tecnologia de transferéncia de genes tém também facilitado e tornado mais eficiente, o
processo de inser¢do de DNA estranho em diferentes linhas celulares eucariotas.

Foi demonstrado que 0s anticorpos quimérico sdo capazes de reconhecer, ligar o
antigeno e mediar fungdes efetoras, tais como a ativagdo do complemento e reconhecimento
dos receptores Fc (Morrison et al., 1984) de forma eficiente. Além disso, quando se compara
0 anticorpo quimérico com o anticorpo monoclonal equivalente, observa-se uma reducéo na
imunogenicidade (LoBuglio et al., 1989). A partir dai, anticorpos quimeérico com uma grande
variedade de especificidades foram desenvolvidos. Alguns exemplos de sucesso no campo
clinico sdo: os produtos ou abciximab - desenvolvido pelas empresas Centocor e Eli Lilly;
IDEC-CD28 ou rituximabe - desenvolvido por IDEC Pharmaceuticals e Genentech;
infliximab - desenvolvido pela Centocor; e o fragmento Fab de um anticorpos quimérico

murinho-humano (Cohen and Wilson, 2009) entre outros.

Uma das limitagcGes apresentadas na quimerizacdo de anticorpos monoclonais € a
baixa frequéncia de transformantes que produzem o anticorpo quimérico. Embora, 0s
anticorpos monoclonais quiméricos sejam menos imunogénicos do que 0s anticorpos

monoclonais de camundongo, houve respostas significativas de anticorpos do tipo anticorpo-
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antiquiméricos em 40% dos pacientes, conhecida como resposta HACA (Human Anti-
Chimeric Antibody) (Hwang and Foote, 2005; Shuptrine et al., 2012).

A construgdo de anticorpos monoclonais humanizados ocorre por engenharia de
proteinas. Neste processo, 0s CDR das IgG de origem murino sdo transferidos para as
estruturas das regides variaveis das cadeias pesada ou leve de uma lg de origem de uma

espécie diferente, neste caso, humano (Caldas et al., 2000; Shuptrine et al., 2012).

Foi assim que em 1986, incorporou-se a técnica de humanizacéo de anticorpos com
0 objetivo de minimizar 0os componentes do anticorpo de origem murino geradores da
resposta imune. Esta tecnologia foi desenvolvida pouco tempo depois da invencdo da mAbs
quiméricos e, no presente, é constituida por um conjunto de procedimentos (AGUILLON
GUTIERREZ, 2014; Shuptrine et al., 2012) tais como “CDR grafting” (transplante de CDR),
“Ac reshaping” e “Ac resurfacing/veneering”. A técnica se baseia na suposi¢do de que o sitio
de combinacdo ao antigeno, o paratopo, forma-se a partir da combinagdo espacial das asas
hipervaridveis que correspondem as CDRs, enquanto as regifes de arcabouco funcionam
apenas como um andaime cuja Unica funcdo é servir de suporte estrutural ao paratopo.
Partindo deste principio, na elaboracdo de um mAb Humano, as CDR de um anticorpo
murino sdo transplantadas nas regides de arcabougo humanas (Figura 4) formando-se assim
uma regido variavel hibrida murino-humano e conferindo a especialidade desejada a uma
molécula que no restante de sua estrutura € completamente humana. A vantagem é que 0s
epitopos associados as regides de arcabougo murinas, nas quais estdo presentes 0s mAb
quimérico ndo se encontram nos mAb Humano. (AGUILLON GUTIERREZ, 2014; Caldas
et al., 2000; Presta, 2006; Shuptrine et al., 2012).
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Figura 4: Representacdo esquematica de anticorpos quiméricos € humanizados. Anticorpos quiméricos
mantém os dominios V inteiros do anticorpo murino e as por¢des constantes humanas, enquanto o anticorpo
humanizado conserva apenas as regides determinantes de complementaridade (CDRs) do anticorpo murino em
um arcabouco humano.

Para produzir um mAb humanizado € necessario conhecer toda a sequéncia dos dominios
variaveis murinos e a localizagdo das sequéncias de DNA que correspondem as 3 CDRs
murinos. Esta informacéo é utilizada para desenhar e criar genes sintéticos nos quais as CDRs
murinas sdo combinadas com regifes de arcabouco humanas selecionadas cuidadosamente
com base na sua similaridade com as regides correspondentes as de arcabou¢o murinas. Em
seguida os genes “humanizados” séo inseridos em vetores de expressdo adequados que
contém o restante da informacéo estrutural necesséria para a sintese de uma cadeia lg humana
leve ou pesada.(AGUILLON GUTIERREZ, 2014).

Existem dois aspectos que poderiam ser considerados como desvantagem na
producdo de um mAb humanizado. Em primeiro lugar, a manipulagdo das CDR murinas e
sua insercdo no contexto de regides de arcabouco humanas geralmente leva a uma diminuicéo
da afinidade do mAb (Buss et al., 2012). Isto € devido ao fato das regiGes de arcabouco ndo
serem apenas andaimes, elas desempenham um papel decisivo no arranjo tridimensional das
CDR. Além disso, em alguns casos mostrou-se que certos residuos de aminoacido das regides
de arcabouco participam diretamente na combinacdo com o epitopo (Presta, 2006). O outro
aspecto esté relacionado com a complexidade da técnica. Enquanto o procedimento para

produzir um mAb quimérico é relativamente rapido, a producédo de um mAb humanizado é
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comparativamente mais cuidadosa, necessitando de um tempo consideravel e é um processo
no qual a manutencéo da afinidade depende, em Gltimo caso, do ensaio e erro (Merino, 2011).
Assim, o principal objetivo na producdo de mAb humanizado é eliminar a imunogenicidade

do anticorpo murino nem sempre é alcangado.

O desenvolvimento de anticorpos com fins terapéuticos tem crescido de maneira
significativa na Gltima década. Inicialmente foram utilizados anticorpos de origem murino,
embora estas moléculas tenham o inconveniente de gerar uma resposta imune a elas. Os
anticorpos murinos podem transformar-se em moléculas “humanizadas”, de maneira que ndo
sdo reconhecidos pelo sistema imunoldgico. Os anticorpos humanizados também sdo
caracterizados por uma meia-vida mais longa demorando mais tempo a induzir resisténcia a
terapia e provocar uma resposta conhecida como resposta HAHA ( Human Anti-Humanized
Antibody), em apenas 9% dos pacientes (Hwang and Foote, 2005). Isso porque aparentemente
hé& epitopos associados com o idiotipo do anticorpo.

Recentemente foram desenvolvidas estruturas com capacidade para reconhecer
multiplos antigenos, com diferentes tamanhos e propriedades. Juntamente com 0 aumento de
identificacdo de alvos terapéuticos, a utilizagdo de anticorpos, tanto “nu” como conjugados
com toxinas, farmacéuticos e compostos radioativos, tem aumentado significativamente. Os
anticorpos utilizados com maior frequéncia no tratamento contra o céncer sdo as
imunoglobulinas G (IgG). Os avangos no campo da genética humana e molecular permitiram
a sintese de fragmentos de IgG. Estes anticorpos modificados sdo caracterizados por
apresentar afinidade antigénica diferente, um nimero varidvel de sitios de unido ao antigeno

e diferentes propriedades farmacologicas.

As mais utilizadas sdo os fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) do inglés single
chain Fv) (Grigorenko et al., 2015), que sdo compostos por cadeias variaveis pesadas e leves
unidos por um peptideo. Estas moléculas possuem um peso molecular de = 25 kDa e sdo
eficazes como veiculos de radionucleétidos. Também foram desenvolvidas estruturas de
maior tamanho, como os chamados diabodis e minibodis, com o peso molecular mais baixo
estas estruturas facilitam sua excrecéo renal e sua especificidade no local do tumor, enquanto

se mostra menor toxidade das IgG completas.
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Vaérias técnicas permitem a geracao de anticorpos monoclonais totalmente humanos,
ideais por terem pouco risco de apresentarem algum tipo de resposta no paciente. Estes
podem ser obtidos por trés técnicas principais, como: a expresséo e sele¢do de fragmentos de
Ig com as fragOes varidveis de cadeia Unica, Fab e ScFv, em bactérias, gracas as bibliotecas
de bacteriofagos por phage display (Figura 5) ; a utilizacdo de camundongos transgénicos,
que j& produzem anticorpos humanos; e também por meio da imortalizacdo de células B
humanas, produtoras de anticorpo, com infecgéo viral que foram inseridos dentro de seu
DNA tais genes (Rader, 2012).

Bibhoteca ScFv

Figura 5.Construcéo de uma biblioteca de fagos para geragéo de anticorpos monoclonais: A : sdo geradas

bibliotecas dos genes das regides varidveis das cadeias pesadas e leves a partir de um repertério de células B
que ndo foram recrutadas pelo sistema imunoldgico por meio de técnicas de biologia molecular, como o0 PRC,
utilizando iniciadores néo especificos. B: estas sequéncias sdo cortadas por meio de enzimas de restri¢éo e
unidas por meio de PRC resultando um repertdrio de sequéncias de genes que codificam fragdes varidveis de
cadeia simples (ScFv). C:estes genes de ScFv unem-se a sequéncia genética de um bacteriéfago para ser
expressados junto com uma proteina de superficie para, em seguida, fazer a selecdo dos bacteriéfagos que
apresentem maior afinidade pelo antigeno para estudar e, em seguida, transfectadas a bactérias para amplificar
e produzir as ScFv.

Atualmente, a tecnologia com fagos filamentosos é uma das mais utilizadas e bem
estabelecidas para o desenvolvimento de novos anticorpos monoclonais humanos. A
construcdo de anticorpos monoclonais recombinantes mediante a tecnologia de bibliotecas
de fagos com genes, que codificam as regides variaveis de lg, tem-se mostrado Gtil na

investigagdo basica e em usos clinicos. Sendo uma das melhores estratégias estabelecidas e
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otimizada (Thie et al., 2008). As regides ScFv sdo as candidatas usadas nesta tecnologia por
conter os dominios de unido antigénica das lg. Estas construcbes de bibliotecas de genes
fornecem, entdo, alguns repertorios de anticorpos com alta afinidade para um amplo nimero
de antigenos, no qual esta determinado pelo tamanho da biblioteca e alcanga medidas de 6,7
x 10° (da Silva et al., 2008; Kim et al., 2005; Rader, 2012). Outra maneira de selecionar
anticorpos por phage display contra antigenos de interesse é fazendo uma sele¢do guiada.
Desta maneira podem se obter fragmentos de anticorpos na forma de scFv com sequencia
totalmente humanos, anticorpos hemi-humanos e totalmente humano, a partir de bibliotecas
apresentadas em fagos onde os genes codificadores dos dominios VH e VL de um scFv
ligante sdo trocados por um repertdrio de genes codificadores destes dominios variaveis V(da
Silva et al., 2008; Dall’ Acqua et al., 2005; Kim et al., 2005; Rader, 2012). Nesta técnica, um
dos dominios, por exemplo, o VL é mantido, enquanto o outro, codificando o VH, € trocado
por uma série de variacOes dele, em seguida é feita a selecdo contra determinado antigeno,
para se obter o fragmento scFv (VH e VL) com a maior afinidade. (Chain shuffling.) (Figura
) (da Silva et al., 2008; Dall’Acqua et al., 2005; Thie et al., 2008).
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Biblioteca de anticorpos

Figura 6: Representacdo esquematica da selecao guiada usando-se a técnica de chain shuffling. A partir
de um dominio VH sabidamente ligante ao antigeno de interesse e de uma biblioteca de VLs humanos é feita a
selecdo guiada de VLs humanos com afinidade pelo antigeno. Posteriormente um ou mais VLs humanos
escolhidos podem ser usados para a selecdo de VHs humano com maior afinidade pelo antigeno de interesse, a
partir de uma biblioteca de VHs humanos.
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1.4. O antigeno CD20 e os anticorpos anti-CD20

O CD20 humano é uma molécula de superficie expressa exclusivamente em células
B, desde o seu estagio pré-B até o estagio de célula B madura periférica ndo sendo expresso
em condi¢Bes normais em plasmocitos (A expressdao do CD20 é de aproximadamente
100.000 moléculas/célula, em células B normais, e ndo se encontram quantidades
significativas dessa molécula sollvel no soro ou em outros tipos celulares (Figura 6)
(Ginaldiet al., 1998).

Em células B malignas, como acontece com as células B do Linfoma non-Hodgkin
(NHL), da Leucemia linfocitica crénica (CLL), do Linfoma Folicular (LF) e Linfoma da
Zona Marginal (MZL), o CD20 tem sua expressao aumentada (Du et al., 2007; Maloney,
2012). Devido a essas caracteristicas 0 CD20 vem sendo alvo de estudos relacionados ao
tratamento de linfomas e algumas doencas autoimunes nas quais sdo usados anticorpos contra
esse antigeno para se obter a deplecdo das células B (Klein et al., 2012; Pateinakis and
Pyrpasopoulou, 2014)

O CD20 humano é uma molécula de superficie que atravessa a membrana plasmatica
quatro vezes. Apresenta massa molecular variando de 33 a 37 kDa. Uma de suas
caracteristicas marcantes é uma volta (“loop”) extracelular de aproximadamente 44
aminoécidos (da lisina 142 a Ser 185). Esse loop entre os dominios 3 e 4 transmembranicos
contém uma ponte dissulfeto entre as cisteinas 167-183. A expressdo do CD20 é de
aproximadamente 100.000 moléculas/célula, em células B normais, e ndo se encontram
quantidades significativas dessa molécula solivel no soro ou em outros tipos celulares
(Figura 6) (Johnson et al., 2009; Maloney, 2012)
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Figura 6.Modelo da molécula de CD 20 humana. Representacion de la secuencia de aminoacidos que
codifica para la porcidn trans-membrana de la proteina CD20 (adaptado de Carpeta et al.).

Vaérios anticorpos anti-CD20 foram descritos desde a década de 1990, tanto murinos como
quiméricos, humanizados e humanos. Dentre os diferentes anticorpos desenvolvidos contra
0 CD20 humano, aquele com maior aplicacdo terapéutica é o rituximabe ((Alduaij and
Illidge, 2011; de Lorenzo-Pinto et al., 2013; Ferndndez et al., 2015)0 rituximabe (Rituxan®,
MabThera®) é um anticorpo quimérico, onde os dominios varidveis murinos sao fusionados
as regides humanas constantes de IgG1 e Ck, seu uso clinico foi aprovado pela FDA para o
tratamento de linfomas non-Hodgkin em 1997, e desde entédo as publicagdes envolvendo esse
anticorpo cresceram exponencialmente (Espafia et al., 2013)A ligacdo do rituximabe ao
antigeno, aferida na ordem de nanomolar, é dependente da ligacdo entre as duas cisteinas
(Binder et al., 2006). O epitopo desse anticorpo foi mapeado utilizando-se bibliotecas de
peptideos apresentada em fagos. Este se encontra na regido do loop extracelular, sendo,
aparentemente, descontinuo (Binder et al., 2006; Herter et al., 2013; Johnson et al., 2009).

Os estudos mais recentes relativos aos tratamentos de linfomas de células B visam
principalmente compreender a forma de atuagdo dos anticorpos anti-CD20 na deplecédo das
células malignas e apontam diferentes mecanismos que variam de acordo com o epitopo de
ligagdo do anticorpo no antigeno CD20 (de Lorenzo-Pinto et al., 2013; Ferndndez et al.,
2015).A funcdo efetora dos anticorpos anti-CD20 pode ser mediada por ADCC
(citotoxicidade celular dependente de anticorpo), CDC (fixacdo de complemento), ADCP
(fagocitose dependente de anticorpo), inducdo de apoptose por meio de formacao de bolsas
lipidicas com aumento do influxo de célcio e ativacdo de apoptose, e também por aumento
da sensibilidade a drogas.(Beers et al., 2010; Binder et al., 2006; Bologna et al., 2013; de
Lorenzo-Pinto et al., 2013; Fang et al., 2011; Fernandez et al., 2015; Herter et al., 2013; Klein
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et al., 2012; Mayes et al., 2011; Pievani et al., 2011; Stathis and Ghielmini, 2012; Xu et al.,
2013).

O rituximabe j& se mostrou bastante eficiente no tratamento de linfoma Non-Hodgkin,
e apesar de ser um anticorpo quimérico sé causa resposta HACA em 3% dos pacientes com
linfoma. Porém essa resposta € bem maior quando o rituximabe é usado para o tratamento
de doencas autoimunes e leva a uma tolerizacdo a terapia (de Lorenzo-Pinto et al., 2013;
Espafa et al., 2013; Mayes et al., 2011; Shuptrine et al., 2012; Stathis and Ghielmini,
2012).Com o intuito de minimizar os efeitos adversos dos anticorpos anti-rituximabe e
aumentar a atividade efetora da terapia a busca por anticorpos molecularmente engenheirados
é feita por varios grupos de pesquisa.(Alduaij and Illidge, 2011; de Lorenzo-Pinto et al.,
2013; Fernandez et al., 2015; Holliger and Hudson, 2005; Maloney, 2012; Pateinakis and
Pyrpasopoulou, 2014; van Oers and Kersten, 2011).

Atualmente existem trés geracOes de anticorpos anti-CD20, alguns em fases de teste
e outros aprovados para uso clinico (Tabela 2). Os anti-CD20 de primeira geragdo sdo 0s
anticorpos murinos ou quiméricos, como o rituximabe, 0s de segunda geracao sao aqueles
modificados para reducdo da imunogenecidade (humanizados e humanos) e os de terceira
geracdo, além de serem humanizados ou humanos possuem modificages na porgéo efetora
Fc para aumentar a afinidade pelos seus receptores (FCR) e consequentemente aumentar sua
atividade efetora (Fernandez et al., 2015; Oflazoglu and Audoly, 2014).

Tabela 2 Anticorpos anti-CD20 aprovados ou em fases de teste clinico. Adaptada do site da Food Drug
Administration

Anticorpo Forma Tipo Indicacéo Empresa Ano de
aprovacgao ou

Fase de teste
Rituximabe Quimérico | NHL, RA Genentech 1997

Ibritumomabe Murino I NHL Biogen IDEC 2002
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Anticorpo Forma Tipo Indicacéo Empresa Ano de
aprovacgao ou

Fase de teste

Zevalin
Tositumomabe Murino 1 NHL GlaxoSmithKline 2003
Bexxar
Ofatumumabe Humano | NHL, RA, Genmab, 2009
CLL ) )
Arzerra GlaxoSmithKline
Ocrelizumabe  Humanizado | NHL, RA Genentech, Fase 3
Roche, Biogen
Veltuzumabe Humanizado | NHL, ITP = Immunomedics Fase 2
Obinutuzumabe Humanizado I NHL, Roche Fase 2
CLL
AME-133v Humanizado | NHL Applied Fase 2
Molecular
Evolution
TRU-015 FvFc 1 RA Trubion Pharma Fase 2
PRO131931  Humanizado | NHL, Genentech Fase %2
CLL
GA-101 Humanizado 1l CLL, Glycart / Roche Fase %2
NHL

Tabela 2. Anticorpos anti-CD20 aprovados ou em fases de teste clinico até 2012. NHL = Linfoma non-
Hodgkin. CLL = Leucemia linfocitica crénica. RA = Artrite reumatoide. ITP = Pdrpura trombocitopenia
idiopdtica autoimune. Adaptada do site da Food Drug Administration Disponivel em:
http://www.antibodysociety.org/news/approved _mabs.php).
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Os anticorpos anti-CD20 podem ser divididos também em dois tipos de acordo com
a sua principal forma de deplecdo das células B alvo. Os do tipo | atuam principalmente pela
formacdo de balsas lipidicas na membrana dessas células levando a um agrupamento dos
anticorpos e aumento da atividade efetora via complemento, como é o caso do rituximabe e
do ofatumumabe. J& os do tipo Il atuam principalmente por inducdo de morte celular
disparada por adesdo homotipica e pela via lisossomal, como é o caso do tositumomabe e
obinutuzumabe (Beers et al., 2010; Herter et al., 2013).Curiosamente ambos 0s tipos se ligam
ao CD20 por meio dos mesmos residuos presentes no motivo ANP (170-172), mas
aparentemente os do tipo | se ligam a uma porgdo N-terminal do motivo, enquanto os do tipo
Il se ligam ao mesmo epitopo, mas pelo seu lado carboxi-terminal (Herter et al., 2013).Essa
diferenca sutil induz alteracbes de conformacGes diferentes desse dominio extracelular,
possibilitando o reconhecimento de diferentes subpopulagdes/orientagdes das moléculas de
CD20 na superficie da célula (Figura 7)Regimes terapéuticos empregando os dois tipos de
Ac tém sido testados, mostrando sucesso quando utilizados de maneira alternada ou em

combinagéo.(Seiter and Mamorska-Dyga, 2015)
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Figura 7. Representacdo esquematica da forma de atuacdo dos anticorpos anti-CD20 de tipo | €
I1.Anticorpos do tipo I, como o rituximabe e ofatumumabe atuam principalmente pela formacéo de balsas
lipidicas levando a um agrupamento dos anticorpos e aumento da atividade efetora via complemento. J& os do
tipo Il atuam principalmente por inducdo de apoptose celular e ADCC, como é o caso do tositumomabe e
obinutuzumabe (adaptada de (CRAGG, 2011; Seiter and Mamorska-Dyga, 2015).

Alguns anti-CD20 diferentes do rituximabe ja estdo em fases de teste e até mesmo
aprovados para uso em alguns paises para determinadas patologias, dentre eles estdo outros
anticorpos murinos como o Tositumomabe, humanizados como o Ocrelizumabe, humanos
como o Ofatumumabe e com a porcdo Fc modificada, como 0 GA-101 (Beers et al., 2010;
Bologna et al., 2013; da Silva et al., 2008; de Lorenzo-Pinto et al., 2013; Du et al., 2007;
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Herter et al., 2013; Johnson et al., 2009; Kim et al., 2005; Klein et al., 2012; Maloney, 2012;
Mayes et al., 2011; Montraveta et al., 2014; Seiter and Mamorska-Dyga, 2015; Wang et al.,
2014; Weiner et al., 2010).

1.5. Rituximabe

E um anticorpo monoclonal especifico para antigeno CD20, o qual é uma
fosfoproteina de membrana que regula a conduténcia de célcio, sendo expresso nos linfocitos
B normais, nos linfoma ndo-Hodgkin derivados de células B e em 93% e nas células da
leucemia linfocitica cronica até em 99% (Alduaij and Illidge, 2011; Binder et al., 2006;
Ferndndez et al., 2015; Herter et al., 2013; Pateinakis and Pyrpasopoulou, 2014). Este mAb
é gerado pela técnica do hibridoma, que produz citotoxicidade das células alvo, por meio do
complemento ou da citotoxicidade celular dependente de anticorpos (CDC). Devido a ligagao
da proteina C1q do complemento e das regifes Fc do anticorpo quimérico as quais ficam
expostas (Binder et al., 2006; Du et al., 2007; Eisenberg and Looney, 2005; Herter et al.,
2013; Pateinakis and Pyrpasopoulou, 2014) (Figura 8).
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Figura 8: Recrutamento dos mecanismos efetores imunes por meio do dominio F¢c humano na agdo do
rituximabe. O rituximabe demonstra induzir apoptose in vitro em células B de linfoma (Du et al., 2007;
Fernandez et al., 2015).

O CD20 nao € expresso em células progenitoras da medula 6ssea, pelo qual se considera que
0 tratamento a este nivel eliminara clones que expressam 0 antigeno mencionado, mas nao
afetardo as células pluripotenciais (stem cell) que posteriormente podem repovoar a medula
6ssea com linfocitos normais. Muito menos se expressa nas células plasmaticas e em seus
derivados oncogénicos ou em componentes de linfocitos T (Binder et al., 2006; Fernandez et
al., 2015; Pateinakis and Pyrpasopoulou, 2014). Uma das vantagens do alvo antigénico é ndo
ser interno para conectar-se ao anticorpo monoclonal e por sua expressdo ser estavel. Esta
caracteristica, entre outras, faz do rituximabe uma terapia poderosa em linfomas nao-

Hodgkin e outras neoplasias que sobreexpresan CD-20.

1.6. Expressdo Em Células De Mamifero
A tecnologia de expressdo de moléculas recombinantes em células de mamiferos é o

principal meio de producdo proteinas recombinantes. Na atualidade muitas destas proteinas
sdo expressas em Ovario de Hamster Chinés (CHO), mas outras linhas celulares, tais como
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os de mieloma derivado de camundongo (NSO), células de rim de hamster (BHK), células de
rim de embrido humano (HEK-293) e células da retina humanas (PERC6), sdo sistemas
otimizados para a produgéo de biofarmacos.

As células CHO sdo o sistema de expressdo predominantemente para transfecgdo
estavel empregado para a producdo de biofarmacos pelo amplo conhecimento fisiologico e
de cultivo que se tem dessas células, bem como pela seguranca que oferece em relacéo a
suscetibilidade a patdgenos humanos. Essas células possuem a capacidade de realizar
modificagbes pos-traducionais, tais como, a N-glicosilacdo, acetilacdo, metilacéo,
fosforilac&o, glicosilagéo, prenilacéo, sulfonacéo, de forma bastante similar as endonuclease
de linhagem celulares humanas, modificagcbes pos-traducionais que ocorrem no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi. Os residuos de glicanos sao ligados covalentemente
na cadeia polipeptidica, normalmente via ligacbes N ou O. N-glicosilagfes consistem de uma
cadeia de agucar covalentemente ligada a um residuo de asparagina (Asn), comumente
envolvendo um residuo de N-acetilglicosamina (GIcNAC) e a sequéncia peptidica consenso
Asn-X-Ser/Thr. Nglicanos compartilham um nucleo de pentassacarideo e podem ser
divididos em trés classes: tipo oligomanose (ou alta manose), tipo complexo e tipo hibrido.
Por outro lado, O-glicosilagbes geralmente envolvem a ligacdo de um residuo de N-
acetilgalactosamina (GalNac) a um grupo hidroxil de um residuo de serina (Ser) ou treonina
(Thr) e apresentam uma grande variedade de nuacleos (Varki et al.). Essas estruturas de
glicanos chegam a formar complexas redes ramificadas que garantem o correto enovelamento
proteico, o tempo de vida e, muitas vezes, a atividade bioldgica das proteinas as quais sao
ligadas. Além disso esta linhagem celular vem sendo usada extensivamente e com sucesso,
com um excelente progndstico em seguranga viral. Viroses humanas patogénicas como Pélio,
Rubéola, Herpes, Hepatite B, HIV, Sarampo, Influenza e Adenoviroses, ndo se replicam em
celulas CHO. Assim, o risco de contaminacdo involuntéria e transmissao de um agente viral
adventicio sdo extremamente reduzidos, € uma linhagem de facil manipulacéo e controle de
cultivo. Por isso, é empregada na producdo de diversos produtos recombinantes (Wurm,
2004) (Jayapal et al., 2007; Kim et al., 2012).

Alternativamente, existe um numero grande de tipos celulares disponiveis para a

producdo de proteinas glicosiladas que tenham modificagdes pds-traducionais com
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compatibilidade imunoldgica para uso em seres humanos. Uma de elas e a linhagem celular
HEK293 Por serem de origem humana, de rim embrionario (Human Embryonic Kidney),
também possuem um sistema de modificacdo pds-traducional que garante a seguranca de
proteinas terapéuticas superexpressas, somado ao fato de possuirem uma robusta maquinaria
de sintese proteica e alta taxas de replicacdo (Thomas and Smart, 2005) A célula HEK
também é uma escolha popular por sua alta eficiéncia de transfeccéo e producéo de proteina;
traducdo fiel e processamento de proteinas. (Varki et al 2009)

A transfeccdo pode ser alcancada com maior sucesso usando vetores de expresséo
otimizados para isso, esses vetores terdo gene recombinante e 0 gene de selecdo, os quais
serdo expressos a partir de um RNAm policistronico, para aumentar a oportunidade de
obtencéo de alto nimero linhas celulares produtoras, o marca seletiva pode ser conduzido a
partir de um promotor débil. Embora este método geralmente reduza a eficiéncia de
transfeccdo estavel, as células que sobrevivem a sele¢cdo produzem mais proteina
recombinante. Quando estas caracteristicas estdo presentes no mesmo vetor, podem ser
expressos de forma policistronica o que confere e permite a expressao de locais de entrada
do ribossoma internos (IRES, Inglés, entrada site ribossoma). Ao ser adicionado entre o gene
de interesse e uma marca seletiva, o IRES permite a tradugo dos dois genes, devido & origem
de um sitio interno para entrada de ribossomos sem a necessidade de todo o aparato de
iniciacdo da traducdo presente em eucariotos (Gutiérrez-Escolano, 2006) (Figura 9).

e an i Gen denterese <EIE}

Ribosoma

RNAm 6\ 6\

Proteinas s Gene de interese -. ARAAA

Proteina de interese Resistencia ao antibiotico

Figura 9: Mecanismo de acéo do sitio de entrada ribossomal interno. IRES, do inglés, Interna Ribosome
Entry Site, promotor CMV, gene de interesse, marca seletiva. IVS: intron sintético. Poli A: sinal de
poliadenilacéo (Clontech).
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Apobs a transfeccdo, o transgene é transportado para o ndcleo e incorporado no
genoma por recombinacdo ndo homdloga. O sitio de ligacdo do transgene tem um papel
importante na transcricdo do gene recombinante. A Integracdo em regibes de
Heterocromatina ocasiona uma baixa expressdo ou o bloqueio do processo, embora a
integracdo de regides de eucromatina pode ser insuficiente para permitir uma expressao a
longo prazo. Em geral, a expressdo do transgene é silenciada rapidamente, provavelmente
pela influéncia das regifes de cromatina condensada perto do local de integracdo ou devido
a efeitos epigenéticos tais como a metilacéo e a acetilacdo de histonas e a metilagdo do DNA
(Kim et al., 2012; Kito et al., 2002).

O soro fetal bovino adicionado ao meio de cultura em concentracdes de 1 a 20%, é
essencial para a propagacdo das células de mamiferos(Wurm, 2004). O soro bovino é uma
fonte abundante de horménios, fatores de crescimento e elementos que promovem o rapido
crescimento celular. Além disso, a presenca de grande quantidade de albumina garante
protecdo as células contra condi¢es adversas como variages do pH e pressdo osmotica.
Contudo, a composicdo do soro € variavel e indefinida, o que possibilita um crescimento e
Producdo inconsistente. O custo da adicdo de grandes quantidades de soro torna o processo
excessivamente oneroso. E, por ultimo, a presenca de uma vasta quantidade de proteinas no
soro fetal bovino prejudica o processo de purificagdo da proteina recombinante. Esse fator é
especialmente impactante sobre a producdo de mAbs recombinantes, uma vez que 0 soro
possui grandes quantidades de anticorpos bovinos, moléculas muito similares aos anticorpos

produzidos, dificultando a purificagéo e encarecendo ainda mais o processo de produgéo.

Atualmente, os processos de producédo de anticorpos em larga escala sdo executados
em meios de cultivo sem soro fetal bovino. A composi¢do dos meios de cultura modernos
suporta um excelente desempenho da cultura de células na falta de peptideos fornecidos pelo
soro, fatores de crescimento e uma indefinida colecdo de proteinas, lipideos, carboidratos e
pequenas moléculas (Wurm, 2004).

A forma de cultivo possui papel chave na taxa de expressdo de proteinas
recombinantes. Dois formatos principais vém sendo empregados em culturas de células de

mamiferos: a cultura de células aderidas e as culturas em suspensdo, sendo o cultivo em
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celulas aderidas a mais comum. A cultura de células aderentes é uma técnica mais simples

perto dos complexos processos de produgdo em suspensao existentes(Jayapal et al., 2007).

Com intuito de produzir glicoproteinas estaveis, tém-se utilizado células de
mamiferos como sistema de expressao heteréloga, pois estas possuem uma maquinaria pés-
traducional necessaria para estabilizar biomoléculas complexas. Para este objetivo foram
construidos vetores otimizados para a produgdo dessas proteinas recombinantes em células

de mamiferos um exemplo é o vetor pPCOMIRESA600 (Quilici et al., 2013) (Figura 10)

Notl &0

pCMV
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bla Xbal 1663

peptideo conector
—— Belll 1713
pCO delta 600 com scFv anti- CD3 VL

700() bp Xhol 2020
CH2CH3

EcoRI 2735

polyA & | IRES

NEO

Figura 10: Representacédo gréafica do mapa fisico do vetor pCOmires A600 antiCD3 humanizado (Quilici
et al., 2013)

O vetor pPCOMIRESA600 possui 0s genes relacionados com as cadeias CH2 e CH3
do Fc de imunoglobulina humana IgG, que estdo presentes entre o sitio da enzima Xho | e da
enzima EcoR |, de forma que a proteina liberada pela célula de mamifero corresponda ao
fragmento FvFc do anticorpo (Quilici, 2012). O vetor pCOMIRESA600, também possui:
gene para resisténcia & ampicilina (bla), que facilita a manipulagdo em bactéria e o gene de
resisténcia a geneticina (NEOR), para a selecio de transfectomas estaveis (Sousa, 2013).

Os genes que codificam o fragmento FvFc estdo em fase com a sequéncia lider,
codificadora do peptideo sinal de imunoglobulina, dirigindo assim os produtos
recombinantes para o aparato secretério da célula (Sousa, 2013). A expressdo do gene é
dirigida pelo promotor CMV (Citomegalovirus). Este promotor tem como principal
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caracteristica promover altos niveis de transcri¢cdo do gene da proteina recombinante (Mariati
et.al., 2010). Para tanto ele possui o intron A com uma delecéo de 600 pares de base (Quilici
et al., 2013). O intron A é responsavel para que a performance do processo de splicing ocorra
de forma a permitir maior fidelidade de transcrigdo do FvFc, que encontra-se clonado como
cDNA (Le Hir et al., 2003). O vetor também possui o sinal de poliadenilacdo eficiente do
virus 40 de macaco SV40 (Smian Virus 40) que codifica a “cauda polyA” do RNA (Le et.al.,
2003).

Outra caracteristica importante é que o gene de resisténcia a geneticina (NEOF) esta
clonado a montante a um elemento IRES (do inglés Internal Ribossome Entry Site). O IRES
consiste em sequéncias localizadas na regido 5 UTR (do inglés Untranslated Region) de
alguns virus de RNA e sua presenca em um vetor de expressdo é considerada extremamente
importante para possibilitar a expresséo policistronica por permitir uma expresséo duradoura

e estavel de proteinas recombinantes, como imunoglogulinas (Gutiérrez-Escolano, 2006)

Essa caracteristica faz com que tanto 0o mRNA gerado a partir do cassete de expressao
contenha a sequéncia codificadora da proteina recombinante, o IRES e a sequéncia que
codifica a marca seletiva Neo. Esse mRNA serve de molde para a tradugdo simultanea de
ambos os cistrons, de forma que ao se selecionar a célula pela sua resisténcia a geneticina,
seleciona-se aquele com capacidade de produzir proteina recombinante (Houbebine et.al.,
1999). (Gutiérrez-Escolano, 2006)

Assim com estas ferramentas moleculares o grupo de Imunologia Molecular da
Universidade de Brasilia trabalha na producdo de proteinas heter6logas em células de
mamifero desde 2001, sendo anticorpos recombinantes e humanizados ja produzidos de
interesse clinico visando a sua aplicacdo terapéutica comercial como o anti-CD18 (Caldas
et al., 2000), e anti-CD3(Silva et al., 2009a) e deste modo, foi proposta a humanizagéo e
produgdo de anticorpos anti-CD20 totalmente humanos em células de mamiferos que foram
gerados pela tecnologia de VV domain shuffling e selecionados por phage display pela aluna
de doutorado Barbara Maciel Sidou Pimentel (dados ndo publicados).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Este projeto tem como objetivo a produgdo de novos anticorpos monoclonais

humanos anti-CD20 na forma de FvFc em células de mamiferos.

2.2.

Objetivos especificos

Sintese dos genes codificadores dos scFvs ligantes.
Clonagem dos genes em vetores de expressao de FviFc em células de mamiferos.
Obtencdo de transfectomas de células CHO produtoras de FvFc anti- CD20

Purificagdo das proteinas recombinantes no sobrenadante de cultura de popula¢fes
mistas transfectadas.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Células
- Linhagens de Escherichia coli

XL1-Blue (Stratagene®) - recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac[F
proABlaclgZ M15Tn10 (TetR)] (Sambrook e Russel, 2001).

- Linhagens de células de mamifero

CHO-K1 (ATCC: CCL-61): Linhagem celular derivada da subclonagem de uma
celula epitelial de ovéario de hamster Chinés (CHO) parental, iniciada pela bidépsia de um
ovario da fémea adulta do hamster Chinés Cricetulusgriseus. Sao células epiteliais que
crescem aderidas a superficie e necessitam de suplementacdo de soro fetal bovino e prolina
ao meio de cultura. As células foram cultivadas em meio HAM-F12 (Hyclone) contendo soro
fetal bovino (SFB) a uma concentracdo de 10 % (v/v)

HEK 293 (ATCC CRL1573): E uma linha celular derivada a partir de células de rim
embrionario humano crescidas em cultura de tecidos que contém o genoma do adenovirus
tipo 5, é amplamente utilizada como uma ferramenta para a expressao de proteinas
recombinantes, Mesmo que sejam de origem epitelial, a sua maquinaria bioguimica é capaz
de executar a maior parte da dobragem subsequente e de traducdo necessarias para gerar a
proteina madura funcional a partir de um largo espectro de ambos os mamiferos de
processamento de &cido nucleico e ndo mamiferos. Embora populares como um sistema de

expressdo transiente, as células também tem visto ampla utilizagdo nas formas estavelmente
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transfectadas. As células foram cultivadas em meio DMEM (GIBCO) contendo SFB a uma
concentracdo de 10% (v/v).

3.1.2. Plasmideos

A continuacdo se indica os vetores de expressao usado neste estudo para a clonagem,

e os plasmideos para transfretarem células de mamifero.

pCOA600 antiCD3 humanizado. Vetor de 7990 bp foi utilizado nesse trabalho para
alcancar o objetivo da Clonagem do fragmento de anticorpo Hibrido-Rituximabe na forma
scFv e como controle negativo nos experimentos de transfeccdo contém; promotor de
cytomegalovirus com delecdo de 600 pb. Lp: peptidio sinal. Fv: fragmento variavel cadeia
simples de aCD3. aCD3Fc: fragmento cristalizavel. IRES: sitio de entrada ribossomal
interno. Neo: gene de resisténcia ao antibiotico G418, poli A: sinal de poliadenilacéo. Bla:

gene de resisténcia a ampicilina para clonagem bacteriana

pBSK-scFV Hibrido-Ritux -VLHumana: Vetor de 3629pb que contem (flori) fragmento
de restricdo que contém o origem de replicacdo de DNA do bacteriéfago f1, usado para
transfectar em E. coli, gene lacZ que codifica o fragmento amino-terminal da enzima /3 -

galactosidase, gene que codifica o fragmento scFV Hibrido-Ritux -VLHumana, e gene de

resisténcia a ampicilina.

pCOMIRESAG600 com a versdo humanizada scFv A : Vetor de 7990 bp versdo scFv

humanizada. Construido por (Zaparolli 2015). Foi utilizado para a producéo.

PpCOMIRESAG600 com a versdo humanizada scFv L : Vetor de 7999bp versdo scFv

humanizada construido por Zaparolli (2015). Foi utilizado para a produc&o.

pCOMIRESAG600 com a versdo murina scFv O : Vetor 7999 bp versdo scFv murina
similar a do Rituximabe original construido por (Zaparolli 2015). Foi utilizado para a
producéo.

PGFP/NEO: 11,2 kb, Possui promotor de timidina quinase (pTK), NEOR sitio maltiplo de
clonagem, sinal de poliadenilagdo TkpA, promotor pRSV-LTR, sinal de poliadenilagéo
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SV40polyA, origem de replicacio ORI e gene da p-lactamase (bla). Utilizado para
visualizagdo da eficiéncia das transfec¢fes por possuir o gene reporter que codifica a proteina
fluorescente verde (GFP, do inglés, Green Fluorescent Protein).

3.1.3. Solucdes estoques de inibidores de proteases

PMSF (PhenilmethylsulfonylFluoride) 0,1 M
Solubilizado em isopropanol e estocado a temperatura ambiente por até 1 ano. E um inibidor
de serino e tiol proteases como, por exemplo, tripsina, quimiotripsina, trombina, papaina etc.

Adicionar a uma concentracéo final de 1 mM.

EDTA (Acido TetracéticoEtilenodiamina) 0,5M
Solubilizado em &gua, pH 8-9, estocado a 4°C por até 6 meses. E um inibidor de
metaloproteases. Adicionar a uma concentracgdo final de 5 mM.

Azida Sddica — Solucéo estoque 100X

Azida sodica 5% (p/v)

Esta solucdo era utilizada para a conservacdo dos tampdes PBS e PBS-T e nas solugdes
estoque dos anticorpos em concentragéo final de 0,05% (p/v).

3.1.4. Meios De Cultura Para Bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)
Peptona de caseina 1,000% (p/v)
Extrato de levedura 0,500% (p/v)
NaCl 1,000% (p/v)

pH 7,0.

Meio LB agar
Meio LB adicionado de agar bacterioldgico a 1,400% (p/v).
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Meio SB (Super- Broth)
Peptona de Caseina 3,000% (p/v)
Extrato de Levedura 2,000% (p/v)
MOPS 1,000% (p/v)

pH 7,0

Meio SOB

Bacto-triptona 2,000% (p/v)
Extrato de levedura 0,500% (p/v)
NaCl 0,060% (p/v)

KCI 0,002% (p/v)

pH 7,0.

Meio SOC

Meio SOB 98 mL

Solucéo estoque de Mg2+2 M 1 mL

Solucéo estoque de glicose 2 M 1 mL

Apos dissolver os reagentes em agua destilada, todos os meios de cultura foram autoclavados

a 120°C por 15 minutos.

3.1.5. Meios de cultura e solugdes para cultura de células de mamiferos

Meio Ham-F12 com L-glutamina a 2 mM(Gibco®, no catélogo: 21700-026)
Meio Base 1 pacote

NaHCOs3 1,176 g

dH20 g.s.p 1,000 L

pH 7,2

Meio de Congelamento de Células
Meio Ham-F12 com L-glutamina
Soro Fetal Bovino 20% (v/v)
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DMSO 5% (v/v)

Solucéo salina balanceada (HBSS — Hank’sBalanced Salt Mixture)
(HyClone®, n° catalogo: SH30015.01)

Mistura base 1 pacote

NaHCO3 0,350 g

dH20 g.s.p 1,000 L

pH 7,4

Tripsina-EDTA (Invitrogen®, no catalogo: 27250-018)
Tripsina 2,500 g

EDTA 0,380 g

HBSS qgsp 1,000 L

pH 8,0

Soro Fetal Bovino (LGC Biotecnologia®, no catalogo: 10-bio500)

Estocar de -5a -20 oC.

Adicionado ao meio de cultura Ham-F12 com L-glutamina a concentragdo de 10% ou 20%
(V/v).

Azul de Tripan
Corante Azul de Tripan 400 mg
PBS pH 7,2 g.s.p. 100 mL

Reagente de transfecgdo JetPEI™ (PolyplusTransfection, n° de catalogo 101-01N).
E um lipideo catidnico cuja formulagio especifica permite a transfeccdo de diversas
linhagens de células de mamifero.

3.1.6. Solucdes e tampdes de uso geral

Tampado TE
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Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTApH 8,01 mM

Tampao Tris
Tris-HCI pH 8,0 10 mM

Glicogénio
Glicogénio 20 mg/mL

Glicerol — Solugéo estoque
Glicerol 50% (v/v)

Tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4
NaCl 1,50 M

NazHPO4 0,10 M

NaNs 0,02% (p/v)

Tampao PBS-T 1X,pH 7,4
PBS 1X acrescido de Tween 20 na concentracdo final de 0,10% (v/v)

3.1.7. Solugdes e material para preparo de células competentes e transformacéo
bacteriana por eletroporagédo

Solucéo estoque de glicose 2 M
Esterilizada por filtragdo e estocada a 4°C.

Solucéo estoque de Mg 2 M

MgCl 1 M

MgSOs 1 M

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.
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Glicerol 10% (v/v)
Esterilizado por filtracdo e estocada a 4°C

Solucgéo de X-Gal

Solugdo de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo (X-Gal) dissolvido em N,N-
dimetilformamida em solugéo estoque de 2,5%. Solu¢do armazenada a -20°C e protegida da
luz. Usada no meio de cultura na proporc¢éo de 1:100.

Solucéo de IPTG

Solugdo de isopropil-tio-p-D-galactosideo (IPTG) dissolvido em &gua em solucdo estoque de
100 mM e esterilizado por filtragdo em membrana Millipore de 0,22 um. Usada no meio de
cultura na proporcao de 1:1000

Ampicilina

A ampicilina liofilizada foi ressuspendida em &gua destilada na concentracdo de 20 a 50
mg/mL. Apos a ressuspensdo, ela foi esterilizada por filtragdo em membrana Millipore de
0,22 um. Apos a filtragdo, foi estocada a -20°C e protegida da luz. Antibiotico utilizado como
marca de selecdo para plasmidios transformados em células de E. coli

Cubetas de eletroporacdo (Gene Pulser/MicroPulserCuvettes, Biorad®, no catélogo:
165-2086)

3.1.8. Solugdes e material para preparo de células competentes e transformacéo
bacteriana por CaCl2

Solucgéo de CaCl2
CaCl2 50 mM
Esterilizada por filtracdo e estocada a 4° C



Solucéo de CaCl2 + 15% de Glicerol (v/v)
CaCl2 50 mM

Glicerol 15%

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4° C

3.1.9. Solugdes Para Extra¢éo De DNA Plasmideal

Solucéo I

Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Glicose 50 mM

Solucéo 11
NaOH 0,2 M
SDS 1,0% (p/v)

Solucéo 111

Acetato de potassio 3 M
Acido Acético 2 M

pH ajustado para 4,8 - 5,0

RNAse A
RNAse A (Invitrogen®, no de catalogo 12091-021).

Clorofane

Fenol equilibrado empH 7,6 1 v

Cloroférmio 1 v

B-hidroxiquinilona 0,05% (p/v)

Equilibrado com 0,1 v de Tris-HCI 100 mM pH 7,6

Clorofil
Cloroférmio 24 v
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Alcool isoamilico 1 v

Equilibrado com 0,25 v de tampéo TE

Etanol 100%
Etanol 100% (v/v)
Etanol 70%
Etanol 70% (v/v)

Isopropanol 100%
Isopropanol 100% (v/v)

Acetato de sédio 3 M, pH 4,8

Utilizada para precipitacdo de DNA em preparacdo de pequena escala.

Acetato de amonio 7,5 M

Utilizada para precipitacdo de DNA em preparacgéo de larga escala.

3.1.10. Tampdes de Endonucleases de Restrigdo

Fermentas®:

Tango TM (10X)
Tris-Acetato pH 7,9 33 mM
Acetato de Magnésio 10 mM
Acetato de Potéssio 66 mM
BSA 0,1 mg/mL

Fast Digest Buffer TM (10X)

New England Biolabs®:

NEBuffer 1 (1X)
Bis-Tris-propano-HCI pH 7,0 10 mM



MgCl> 10 mM 33
DTT 1 mM

NEBuffer 2 (1X)
Tris-HCI pH 7,9 10 mM
MgCl; 10 mM

DTT 1 mM

NEBuffer 3 (1X)
Tris-HCI pH 7,9 150 mM
MgCl; 10 mM

NaCl 100 mM

DTT 1 mM

NEBuffer 4 (1X)
Tris-Acetato pH 7,9 20 mM
Acetato de Magnésio 10 mM
Acetato de Potéssio 50 mM
DTT 1 mM

3.1.11. Tampdes de outras reacdes

Tampéo de Reacdo 5X da T4 DNA ligase(Invitrogen®)
Tris-HCI 250 mM

MgCl. 50 mM

ATP 5 mM

DTT 5mM

PEG-8000 25% (p/v)

pH 7,6

Tampéao de Reacgdo 10X da T4 DNA ligase(Biolabs®)
Tris-HCI pH 7,5 500 mM
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MgCl; 100 mM
DTT 100 mM
ATP 10 mM 34

Tampaéo de Reacgdo 10X da T4 DNA ligase(Promega®)
Tris-HCI pH 7,6 300 mM

MgCl; 100 mM

DTT 100 mM

ATP 10 mM

3.1.12. Endonucleases de restricéo.
Fermentas®:

Cfro 1 (1,5 U/uL)
EcoR I (5 U/uL)
Pstl (1,5 U/uL)
Smal (1,2 U/uL)
Xbal (1,5 U/uL)

New England Biolabs®:
EcoR I (20 U/uL)

Kpnl (10 U/uL)

Pwvull (5 U/uL)

Smal (20 U/uL)

Xbal (20 U/uL)

Xhol (20 U/uL)

Xmal (10 U/uL)

Promega®:
Pstl (10 U/uL) 35
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3.1.13. Outras endonuclease endonucleases

T4 DNA Ligase (1 U/pL) (New England Biolabs®)
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3.1.14. Solucdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose e de poliacrilamida

Tampao de corrida TEB 10X
Trizma base 0,89 M

Acido Bérico 0,89 M
EDTA pH 8,00,02 M
dH20q.s.p. 1L

Tampao de corrida TAE 50X
Tampdo Tris-Acetato 2 M
Trizma-base 242 g

Acido Acético Glacial 57,10 mL
EDTA pH 8,0 0,05 M
dH0qg.s.p. 1L

Tampao de amostra para gel de agarose 10X
Tampéo de corrida TEB 20X 50% (v/v)
Glicerol 50% (v/v)

Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)

Xileno Cianol 0,1% (p/v)

Solucéo de brometo de etideo 20.000X
Brometo de etideo 10 mg/mL
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3.1.15. SolucBes e material para os ensaios imunologicos (ELISA, Western e Dotblot)
Tampéo de Fosfatasse Alcalina (APB)
Tris-HCI pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl2 5 mM

Solucéo de Bloqueio
Leite em p6 desnatado 5% (p/v)
Dissolvido em PBST 1X

Solucdo Reveladora para ELISA
PNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1 mg/mL
Dissolvido em APB

Solucdo Reveladora para Western e Dotblot

O NBT (Nitro Blue Tetrazole) e o BCIP (5-Bromo-4-Cloro-indolil fosfato) eram
preparados numa solucdo estoque de 50 mg/mL. O NBT solubilizado em N,N-dimetil 38
Formamida e o BCIP , em &gua. Para preparar 10 mL da solucdo reveladora, 66 pL do estoque
de NBT eram adicionados em 10 mL de APB e em seguida 33 pL do estoque de BCIP. Esta
ordem deve ser respeitada para se evitar a precipitacdo dos reagentes.

Membrana de Nitrocelulose
Hybond-C Extra (Amersham® Bioscience n°. Catalogo. RPN 303E)

3.1.16. Placas de microtitulagdo de poliestireno com 96 pogcos com fundo chato para
ELISA
3.1.17. Resina e coluna para cromatografia de afinidade

(Nunc® Maxisorp, n° catalogo: 456537)
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3.1.18. Marcadores moleculares para DNA e proteina

1 kbPlus DNA Ladder- (Invitrogen® n°. Catalogo. 10787-026) 39

Fragmentos de DNA em pb: 100; 200; 300; 400; 500; 650; 850; 1.000; 1.650; 2.000; 3.000;
4.000; 5.000; 6.000; 7.000; 8.000; 9.000; 10.000; 11.000; 12.000.

Low Mass DNA Ladder (Invitrogen® n°. catalogo. 10068-013)

Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 2.000; 1.200; 800; 400; 200 e
100. Utilizando 2 pL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 20; 10 e 5 ng,

respectivamente.

High Mass DNA Ladder (Invitrogen® n°. catdlogo 10496-016)

Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 10.000; 6.000; 4.000; 3.000;
2.000 e 1.000. Utilizando 2 uL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 30; 20 e
10 ng, respectivamente.

BenchMarkTM Pre-stained Protein Ladder Plus (Invitrogen® n°. catalogo 10748-010)

Fragmentos de proteinas em kDa: 190; 120; 85; 60; 50; 40; 25; 20, 15 e 10.

3.1.19. Kits comerciais

QIAGEN PlasmidMidi Kit (100) — Para preparacdo plasmidial em escala intermediaria
(Qiagen®, n°. Catalogo 12145).

QIAGEN Plasmid Maxi Kit (25) — Para preparacdo plasmidial em larga escala (Qiagen®,
n°. Catéalogo 12163).

QIAprep Spin Miniprep Kit (250) - Para preparacdo plasmidial em pequena escala
(Qiagen®, n°. Catalogo 27106).
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Colunas para extracdo de DNA de gel de agarose por FreezeSqueeze
Ultrafree DA Centrifugal Unit (Millipore®, n°. Catalogo 42600).

3.1.20. Anticorpos utilizados nos ensaios de ELISAt, Dotblot.

Anti-1gG humana (H + L) feito em cabra (KPL®, no catalogo: 01-10-06)
Concentragdo: 1 mg/mL
Titulacdo de uso: 1:1000 (ELISA)

Anti-1gG humana (Fc especifico) feito em cabra conjugado com fosfatase alcalina
(Sigma®, no catélogo: A9544)

Concentragdo: 1 mg/mL

Titulacdo de uso: 1:5000 (ELISA) e 1:2500 (Western blot e Dotblot)

Anti-lgG de camundongo feito em cabra conjugado a FITC (Sigma®, no catalogo:
F0257)

Concentragdo: 1 mg/mL

Titulagdo de uso: 1:100 (FACS)

Anti-1gG humana feito em camundongo conjugado a FITC (BD®, no catalogo: 555786)
Concentragdo: 1 mg/mL
Titulacdo de uso: 1:10 (FACS)
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3.1.21. Oligonucleotideos utilizados para confirmagdo das clonagens dos scFvs no vetor de expresséo pPCOMIRESA600

Os oligonucleotideos foram fornecidos pela GenOne e solubilizados em agua Milli-Q para concentragdo de uso de 10 pmoles/uL. A
(Tabela 3) mostra as sequiéncias de cada um dos oligonucleotideos.

Tabela 3. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados

Identificacéo Sequéncia Do Oligonucleotideo Utilizagdo

VH Xma | 5 GGTGTACATTGTGAGCTCGCCCG 3 Anela com o inicio da CDR 1 na regido
variavel da cadeia pesada (VH)

VH Xba | 5 TGGAACCACCGTGACCGTGT 3 Anela com o final da CDR 3 na regido
variavel da cadeia pesada (VH)

VL Bgl Il 5 CTGGAGGAGGAGGATCAGATC 3’ Anela com o inicio da CDR 1 na regido
variavel da cadeia leve (VL)

VL Xho | 5 CCTCCTACCTTCGGAGGAGGA 3 Anela com o final da CDR 3 na regido
variavel da cadeia leve (VL)
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3.2.  Métodos

3.2.1. Preparacao de DNA plasmidial.

3.2.2. Em pequena escala (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

1- Aproximadamente 3mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o
plasmideo de interesse, crescidas em meio LB/Amp (150 pug/mL) durante 16 horas a 37 °C,
eram coletados por meio de duas centrifugacdes de 5 min a 5.000 rpm em microtubos de

1,5mL, sendo o sobrenadante desprezado a cada centrifugagéo.

2- O sedimento era ressuspendido em 200 uL de Solugéo 1. Incubava-se as amostras no
gelo por 5 min.
3- Eram adicionados 400 pL de Solucgdo Il e as amostras eram homogeneizadas, por

meio de inversao do tubo varias vezes, e estas eram incubadas a temperatura ambiente por 5

min.

4- Eram adicionados 300 pL de Solucéo 111, 0 mesmo procedimento de homogeneizacéo

era repetido, e as amostras eram incubadas no gelo por 10 min.

5- As amostras eram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C.
6- Ao sobrenadante eram adicionados 5uL de RNAse A e incubava-se por 1 horaa 37°C.
7- Eram adicionados 300 uL de clorofane e, ap6s forte homogeneizacdo, as amostras

eram centrifugadas por 5 min a 5.000 g a temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada
para outro tubo.

8- Eram adicionados 300 puL de clorofil e o mesmo procedimento anterior de
homogeneizacéo, centrifugacéo e coleta eram repetidos
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9- Eram adicionados 2v de etanol absoluto gelado e as amostras eram incubadas a-20 °C

por no minimo 2 horas.

10-  Asamostras eram centrifugadas a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. O sobrenadante era

desprezado.

11-  Era adicionado 1mL de etanol 70% gelado e as amostras eram novamente

centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C. O sobrenadante era desprezado.

12- O sedimento era seco a vacuo ou por simples exposicao ao ar.

13- O sedimento era ressuspendido em 50 uL de TE e as amostras conservadas a -20 °C.

3.2.3. Em larga escala (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

1- Duzentos ml de cultura de células de E. coli, transformadas com o plasmideo de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (150 ug/mL) durante 16 horas a 37 °C, eram coletados

por meio de centrifugacdo de 15 min a 3.000 x g, desprezando-se o sobrenadante.

2- O sedimento era ressuspendido em 5mL de Solugéo | sob forte agitacdo. As amostras

eram incubadas no gelo por 10 min.

3- Eram adicionados 10 mL de Solugéo Il e as amostras eram homogeneizadas, por meio

de inversdo do tubo vérias vezes. Estas eram incubadas a temperatura ambiente por 5 min.

4- Eram adicionados 7,5 mL de Solucéo 111, 0 mesmo procedimento de homogeneizagéo

era repetido, e as amostras eram incubadas no gelo por 10 min.

5- As amostras eram centrifugadas a 10.000 x g por 30 min a 4 °C.
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6- O sobrenadante era filtrado em papel de filtro e ao sobrenadante eram adicionados
0,6V de isopropanol. Ap6s uma incubacao de 5 min a temperatura ambiente, as amostras eram

centrifugadas a 12.000 x g por 20 min a temperatura ambiente.

7- O sobrenadante era descartado e, ap0s a secagem por exposi¢do ao ar, 0 sedimento
era ressuspendido em 500 uL de TE ao qual eram adicionados 10 uL de RNAse A. As
amostras eram incubadas por 1 hora a 37 °C.

8- Era adicionado 1v de clorofane e, apds forte homogeneizacdo e centrifugacdo de 5

min a 5.000 x g a temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada para outro tubo.

9- O passo anterior era repetido mais uma vez. 45

10- Era adicionado entdo 1v de clorofil e 0 mesmo procedimento anterior de
homogeneizacao, centrifugacédo e coleta eram repetidos

11-  Eramadicionados 0,5v de acetato de amonio 7,5M e 2,0v de etanol 100% gelado e as

amostras eram incubadas por, no minimo 2 horas a -20 °C.

12-  Asamostras eram centrifugadas a 12.000 rpm por 45 min a 4 °C. O sobrenadante era
desprezado.

13-  Era adicionado 1 mL de etanol 70% gelado e as amostras eram novamente
centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C. O sobrenadante era desprezado.

14-  Era adicionado 1 mL de etanol 70% gelado e as amostras eram novamente

centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C. O sobrenadante era desprezado.

15- O sedimento era seco a Vacuo ou por simples exposicdo ao ar.
16- O sedimento era ressuspendido em 200 uL de TE. E as amostras conservadas a -20
°C.
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3.2.4. Digestdo de DNA plasmideal com endonucleases de restricao

As digestbes dos plasmideos foram realizadas com endonucleases de restricdo
conforme instrugdes dos fabricantes. O tempo de incubacéo e a quantidade de material a ser

digerido variavam de acordo com o interesse do experimento realizado.

3.2.5. Analise de DNA plasmideal em gel de agarose (Sambrook e Russel, 2001).

A agarose foi preparada numa concentragdo de 0,7 a 1,0% em tampdo TEB 1X ou
TAE 1X com 0,5 ug/mL de brometo de etideo. As Amostras de DNA eram aplicadas com
tampao de amostra para gel de agarose no gel e eram submetidas a eletroforese em tampéao
TEB ou TAE 0,5X, como descrito por (Sambrook e Russel, 2001). Para visualizagdo do DNA
luz ultravioleta eram incididas no gel utilizando um transluminador (Pharmacia-LKB®) e a

imagem era digitalizada em fotodocumentador.

3.2.6. Eluicédo de fragmentos de DNA de gel de agarose

Apos eletroforese os fragmentos de DNA a serem eluidos foram cortados do gel de
agarose. A eluicdo do DNA do gel submetendo-o ao Freeze-Squeze:

1- A banda do gel contendo o DNA era cortada e transferida para uma bolsa feita
utilizando um pedago de Parafilm. As duas extremidades da bolsa eram reunidas e seladas
com o auxilio da parte cbnica de um microtubo de 1,5 mL. A banda era inserida dentro da
bolsa pela parte ndo selada.

2- A bolsa contendo o fragmento era congelada a -40 °C.

3- Apos o total congelamento, a porcéo plana da tampa de um microtubo de 1,5 mL era

utilizada para macerar o fragmento até se liquefazer.

4- O liquido e o gel eram transferidos para colunas Ultrafree DA Centrifugal Unit
(Millipore®).
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5- O material era centrifugado por 5 min a 12.000 x g a temperatura ambiente.

6- Apos a centrifugacdo o material era precipitado com a adigdo de 0,1 v de acetato de
sodio 3M, 60 pg de glicogénio e 2,5v etanol 100% gelado. As amostras eram incubadas a -
20 °C durante a noite para um melhor rendimento da precipitacéo.

3.2.7. Reacdo de Desfosforilagdo com a fosfatase alcalina de camarao (SAP)

Esta endonuclease tem a capacidade de remover o grupo fosfato presente nas
extremidades5” de dsDNA digeridos com endonucleases de restricdo. Dessa forma, ela
impede uma auto-ligagdodo DNA plasmidial digerido sem a inserc¢éo do inserto.

1- Dois a quatro pg de dsDNA eram incubados com 5 pL da fosfatase alcalina e tampéo

0 apropriado da endonuclease em 1X para um volume final de 50 puL por 1ha 37° C

2- O sistema era inativado por 15 minutos a 65 °C. A partir desse ponto, o sistema era
utilizado em sistema de ligacdo para posterior transformacao de células competentes E. Coli.

3.2.8. Ligacdo de fragmentos de DNA

As concentracfes de DNA (vetor e inserto) utilizadas nos sistemas de ligagéo
variaram de acordo com o experimento, sendo normalmente uma razdo molar que variou de

1:1 a 1:5, aplicando-se a seguinte formula:

ng vetor x tamanho do inserto empb X razdo inserto = ng de inserto

Tamanho do vetor em pb vetor

A reacgéo de ligacdo foi realizada de acordo com instrucdo do fabricante a incubagéo
foi feita durante 16 horas a 37°C.

Apos esta fase da ligacdo, os sistemas foram transformados em células competentes

de E. Coli. Por eletroporagéo.
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3.2.9. Preparacao de células competentes e transformacéo bacteriana.

3.2.10. Por choque térmico-CacCl; (adaptado de Maranhéo, 2003).

Eram inoculados 500 pL de um pré-indculo, feito a partir de uma colonia isolada da célula
de interesse, em 50 mL de meio LB. O in6culo era incubado a 37 °C a 220 rpm até a cultura
atingir uma densidade éptica a 600nm (OD600) de 0,1 a 0,3.

1- O indculo era centrifugado a 3.000 x g por 15 min a 4 °C, o sobrenadante era
desprezado. (Apo0s essa etapa € importante que em todas as etapas subsequentes as células

sejam mantidas resfriadas para evitar uma perda de eficiéncia).

2- O sedimento era ressuspendido em 10 mL de solugdo de CaCl2 50mM estéril gelada,

com movimentos suaves.

3- Era feita uma centrifugacdo a 3.000 x g por 15 min a 4 °C, o sobrenadante era
desprezado.
4- O sedimento era ressuspendido em 1 mL de solucdo de CaCl2 50mM estéril gelada,

com movimentos suaves.

5- Apos incubacédo de 1 hora em banho de dgua/gelo, as células eram aliquotadas e estas

podiam ser utilizadas por um periodo maximo de 24 horas.

6- Eram incubados de 100 a 200 pL de célula competente com o plasmidio de interesse

a ser transformado em banho de agua/gelo por 30 min.

7- O choque térmico era realizado por meio de incubagdo do sistema de transformacéo
em banho a 42 °C por 3 min.
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8- Era adicionado imediatamente 1 mL de meio LB e o sistema era incubado por 1 h a
37°C.
9- Eram semeadas quantidades varidveis do sistema de transformacdo em placas

contendo meio LB-agar contendo ampicilinaa 150 ug/mL. As placas eram mantidas na estufa
a 37 °C por 16 horas.

3.2.11. Por eletroporacéo (adaptado de Maranhao, 2003).

1- Uma col6nia isolada da célula de interesse era inoculada em 10 mL de meio SB
contendo o antibidtico de interesse. Esse pré-indculo era mantido a 37 °C sob agitacédo de 220
rpm por 16 horas.

2- Era inoculado 1 mL do pré-inéculo em 500 mL de meio SB contendo 2,5 mL da
solugdo estoque de glicose 2M e 2,5 mL da solucdo estoque de Mg 2M. O inoculo era
incubado a 37 °C a 220 rpm até a cultura atingir uma OD600 de 0,7 a 0,9.

3- O inoculo era centrifugado a 3.000 x g por 20 min a 4 °C, o sobrenadante era
desprezado e a célula era mantida sempre gelada a partir desse momento.

4- O sedimento era ressuspendido em 25 mL de glicerol 10% estéril gelado e a seguir

eram adicionados mais 75 mL de glicerol 10% gelado.

5- Era feita outra centrifugacao a 3.000 x g por 20 min a 4 °C, repetindo a etapa anterior.
6- O sedimento era ressuspendido em 25 mL de Gilcerol 10% estéril gelado e submetido
a ultima centrifugacdo a 3.000 x g por 20 min a 4 °C.

7- O sedimento final era ressuspendido em 1 a 2 mL de glicerol 10% e as células eram
aliquotadas, congeladas em banho de gelo seco com etanol e armazenadas imediatamente a
80°C. 48
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8- Para a transformacdo, o plasmideo era adicionado, j& em um tubo resfriado
previamente, a célula competente e imediatamente colocado na cubeta de eletroporagédo

(BioAgency®) também ja resfriada.

9- A eletroporacdo era feita seguindo 0s seguintes parametros elétricos: 2,5 kV, 25 uF
e 200 Q, no aparelho Gene Pulser com PulserController da BioRad. O t esperado nessas
condi¢des é de 4,0 a 5,0 milissegundos.

10- Imediatamente apds o choque a cubeta era lavada com 3 mL de meio SOC e 0 meio

era recolhido para um tubo de centrifugacdo de 50 mL.

11- Apo6s uma incubacdo de 1 h a 37 °C e 220 rpm, dilui¢bes da transformacdo eram
semeadas em placas contendo ampicilina a 200 ug/mL. As placas eram mantidas na estufa a
37 °C por 16 horas.

3.2.12. Condic0es e preparo da Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Os oligonucleotideos com as seqliéncias controles e indutoras estdo listados em
materiais e métodos. A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada com a enzima Tag DNA
Polymerase 100U da Invitrogen (NUmero de catalogo 18038-018).



Tabela 3: Condigdes da PCR
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Reacao Temperatura Tempo

1- Temperatura de Desnaturagdo 95 °C 5 min.

2- Temperatura de Desnaturagéo 95 °C 1 min.

3- Temperatura de Anelamento 55 °C 1 min.

4 -Temperatura de Extenséao 72 °C 1 min.

5- Repetiu- se 29 vezes a partir do 2

6- Temperatura de Extenséo 72 °C 5 min.

7- End. 4°C -
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DNA Primer | Primer | dNTP MgCl Buffer | Taqg. H-O Vol.Total
5 3’ Tag.
Xma | Xba l -
10 ng 10mM | 50 mM luL Milli Q
10 uM 10 uM 10 x
l1uL 3 uL - 5uL 2uL 5uL l1uL 34 uL 50 uL
l1uL - 3uL 5uL 2uL 5uL l1uL 34 uL 50 uL
l1uL 3uL 3uL 5uL 2uL 5uL l1uL 31uL 50 uL
DNA Primer | Primer | dNTP MgCl Buffer | Tag. H-0O Vol.Total
5 3’ Tag.
Bgl Il Xho | o
10 ng 10mM | 50 mM luL Milli Q
10 uM 10 uM 10 x
l1uL 3uL - 5uL 2uL 5uL l1uL 34 uL 50 uL
l1uL - 3uL 5uL 2uL 5uL l1uL 34 uL 50 uL
l1uL 3uL 3uL 5uL 2uL 5uL l1uL 31uL 50 uL

3.2.13. Cultura de células de mamiferos

Durante toda a manutencéo da cultura, as células eram observadas em microscopio

invertido Leica DMIL e incubava-se em estufa a 37 oC, 5% de CO2 e 70% de umidade.
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3.2.13.1.1.  Congelamento de células de mamiferos — Criopreservacédo (Ruggiero,
2002).

As células em cultura aderente eram lavadas 3 vezes. Apds esse procedimento, eram

adicionados 5 mL de tripsina para que as células se soltassem da garrafa de cultura.

1- A suspenséo celular era entdo transferida para um tubo de centrifuga de 50 mL, ao
qual eram acionados 5 mL de meio Ham-F12 acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB),

para a inativacdo da tripsina que € nociva as células.

2- As células eram centrifugadas a 130 x g por 8 min.

3- O sobrenadante era descartado e o sedimento era ressuspendido no meio de cultura

remanescente do tubo.

4- As células eram distribuidas em aliquotas de 500 uL em criotubos, onde 500uL de

meio de congelamento eram adicionados
5- Os criotubos eram incubados a 4°C por 30 min, depois a — 20°C por 30 min e depois
a — 80°C durante a noite. As células poderiam permanecer estocadas a esta temperatura ou

ser transferidas para a estocagem em nitrogénio liquido.

3.2.13.1.2.  Descongelamento de células de mamiferos (Ruggiero, 2002).

1. Os criotubos eram transferidos para um banho de 37°C até o total descongelamento
das celulas.
2. As células eram plaqueadas em densidade de 2 x 102 células por garrafa de 25cm?2

em meio Ham-F12 acrescido de 10% SFB.
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3.2.13.1.3.  Tripsinizacdo, passagem das células e formacao de monocamada celular
(Ruggiero, 2002).

Quando as células atingiam a confluéncia total e cobriam 100% de toda superficie da
placa de cultura, elas deveriam ser repicadas.

1- O meio de cultura da garrafa era descartado.
2- Eram adicionados a garrafa 5 mL de tripsina numa concentracao de 1:250.
3- Apo6s 3 min, as células comecaram a se descolar da superficie da garrafa. O

descolamento das células era acompanhado por visualizac¢éo a olho nu. 50

4- A tripsina era neutralizada com cerca de 5 mL de meio acrescido de 10% de SFB.

5- A suspenséo celular era transferida para tubos falcon de 50 mL, e centrifugados a 130
X g por 8 min.

6- O sobrenadante era descartado e o sedimento ressuspenso em 3 mL de meio acrescido
de SFB.

7- Era transferida toda a populagdo células por garrafas de 75 cm? ou 150 cm? contendo

10 mL ou 30 mL de meio acrescido de SFB.

3.2.13.1.4.  Estimativa do numero de células por meio de contagem em camara de
Neubauer (adaptado de Spectoret al., 1998).

1- As celulas eram tripsinizadas e ressuspensas em 1 mL de meio de cultura.

2- A cémara de Neubauer era coberta com a laminula e eram aplicados 10 uL de
suspensdo de células em cada compartimento da Camara. Caso alguma diluicéo tivesse sido

necessaria, o0 niumero de células contado era multiplicado por esse fator de diluigdo.
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3- As células eram observadas em microscopio dptico (na objetiva com aumento de 40

vezes) e contadas nos quadrantes. Em seguida, era utilizada a férmula:

, , o s 4 ,
NuUmero de células contadas X fator de diluicdo X 10 = n°de células/ mL

Numero de quadrantes contados

3.2.13.1.5.  Determinacéao Viabilidade celular (adaptado de Spectoret al., 1998).

1- As células eram tripsinizadas e transferidas para um tubo Falcon de 15 mL, ao qual
se adicionou 5 mL de meio com SFB.

2- As células eram centrifugadas a 130 x g por 8 min.

3- O sobrenadante era descartado e as células ressuspensas em 3 mL de meio de cultura
remanescente.

4- Vinte microlitros da suspenséo celular eram incubados com 80 pL da solucdo de Azul

de Tripan (diluicdo de 5 vezes da cultura).

5- A camara de Neubauer era montada, e nela aplicou-se um volume de 10 uL da
mistura.
6- Eram contadas 200 células, entre vidveis (transparentes) e ndo-viaveis (azuis). A

celula ndo-viavel tem a membrana celular mais permeavel, e por isso, 0 corante entra na

celula, tornando-a azul. Apos a contagem, era estabelecida a porcentagem de células viaveis.

3.2.13.2. Transfeccdo de células CHO-K1 e HEK-293 utilizando o reagente
JetPEI™ (PolyplusTransfection, n° de catalogo 101-01N).

1- Em uma placa de cultura de 6 pogos eram semeadas cerca de 4,2 x 105 células por

poco, e em seguida eram adicionados 2 mL de meio contendo SFB.
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2- As células eram incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO2 e 70% de umidade durante

a noite, até que se atingisse a confluéncia de 90%.

3- No dia seguinte, o0 DNA a ser transfectado era diluido em meio de cultura sem soro.
Para placas de 6 pocos, a quantidade a ser utilizada é: 2,5 ug de DNA por pogo, para um
volume final de 500uL, completado com meio sem soro.

4- Era adicionado o reagente Jet prime & solucdo de DNA. Para placas de 6 pocos, a
quantidade do reagente a ser utilizada é 6,25 pL.

5- A solugdo era incubada por 30 min a temperatura ambiente.

6- Enguanto o complexo era formado, o meio dos pocos do dia anterior era trocado por

2mL de meio sem soro.

7- Apos este periodo, a mistura era adicionada lentamente sobre 0 pogo em movimentos
cruciformes (no total, foram adicionados 500 pL da mistura por pogo).

8- As células eram incubadas a 37°C com 5% de CO? e 70% de umidade.

9- Transcorridas de 4 a 6 horas apos a transfeccdo, o meio de cultura sem soro era
trocado para um meio de cultura com soro. Em seguida, a placa era incubada durante a noite

nas mesmas condigdes descritas no passo 7.

10-  No tempo de 48 e 72 horas pos-transfeccdo, o meio de cultura era coletado e

verificava-se a presenca dos anticorpos recombinantes.

3.2.13.3. Selecdo de células transfectadas utilizando Geneticina® (G418-Sulfato)

Como a construcdo bicistrénica (pCO 600) utilizada para expresséo dos anticorpos
recombinantes apresentam o gene de resisténcia a geneticina (NEOR), apds o processo de
transfeccdo os vetores possibilitaram que fosse feita a selecdo das células transfectadas e

eliminacdo daquelas que ndo estavam produzindo as proteinas recombinantes.
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1- Apobs 72h da transfecgdo o sobrenadante de cultura era coletado para verificagdo da
expressdo de proteinas recombinantes e 0 meio era reposto adicionado de geneticina a uma
concentracdo final de 600 ng/mL em todos 0s pogos transfectados com o plasmidio e também
no poco com as células ndo transfectadas, utilizadas como controle.

2- O meio de cultura a partir de entdo era trocado a cada 48h nas mesmas condicGes
descritas anteriormente e visualizava-se, ao microscopio Otico, a morte celular no pogo

controle de células ndo transfectadas.

3- Quando era constatado que houve a morte das células ndo transfectadas (elas mudam
sua morfologia de elipticas para esféricas e perdem a aderéncia a placa de cultura)
permanecia-se mais uma semana com o procedimento descrito acima e a partir de entéo as

celulas eram consideradas selecionadas e somente células transfectadas estavam presentes no

pOCo.

3.2.13.4. Propagacdo das células transfectadas selecionadas para aumento da
expressao.
1- Quando as células transfectadas selecionadas atingiam a confluéncia méxima no poco

era entdo procedido a propagacao das células para aumento da cultura e consequentemente
da quantidade de proteina recombinante expressa.

2- O meio de cultura do poco era descartado.

3- Eram adicionados 500 pL de tripsina ao pogo.

4- Apo6s 3 min, as células comecaram a se descolar da superficie da garrafa. O

descolamento das células era acompanhado por visualizagdo a olho nu.

5- A tripsina era neutralizada com cerca de 1 mL de meio acrescido de 10% SFB.
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6- A suspenséo celular era transferida para tubos falcon de 15 mL, e centrifugados a 130
X g por 8 min.
7- O sobrenadante era descartado e o sedimento ressuspenso em 3 mL de meio Ham-

F12 acrecido de SFB.

8- Transferia-se toda a populacdo células para garrafas de 75 cm? contendo 10 mL de
meio Ham-F12 acrescido de 10% SFB e geneticina na concentracao ja citada.

9- Quando as células chegavam novamente a uma confluéncia maxima as células eram
entdo passadas para garrafas de 150 cm? contendo 30 mL de meio Ham-F12 acrescido de
10% SFB e geneticina. A partir de entdo, as células transfectadas eram mantidas nessas
condigdes, trocando-se 0 meio a cada 7 dias nas mesmas condi¢les e coletando-se o
sobrenadante para o acumulo de quantidade suficiente para purificacdo dos anticorpos

recombinantes e realizacdo dos ensaios bioldgicos.

3.2.14. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

Eram realizados ensaios do tipo ELISA sanduiche para deteccdo e quantificacdo das
proteinas recombinantes.A deteccdo da proteina recombinante foi feita pela porcdo Fc
humana, tendo sido sensibilizada a placa com um anticorpo anti-IgG humana que reconhece
a porcdo Fc. A revelagdo foi feita com um segundo anticorpo anti- IgG humana conjugado a
fosfatasse alcalina Apos cada lavagem as placas de microtitulagdo (Nunc®) eram invertidas
sobre uma pilha de papel toalha E batidas vigorosamente até a retirada completa das solugdes
presentes. Durante as incubacg0es as placas permaneciam fechadas para evitar a evaporagédo
das solugdes. Os anticorpos utilizados estdo detalhados no tépico 3.1.23 do Material.

1- Os pocgos de interesse na placa eram sensibilizados com 150 uL por pogo com o
anticorpo anti-lgG humana H+L feito em cabra, diluido em PBS 1X 1:1.000, e eram
\incubados durante 1 hora a temperatura ambiente.
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2- Os pocos eram lavados 3X com PBST 1X, 200 uL por pogo.

3- Os pocos eram bloqueados com 180 uL por poco de solugdo de bloqueio, e eram
incubados durante 1 hora a temperatura ambiente ou durante a noite a 4°C.

4- Estes eram lavados 3X com PBST 1X e o sobrenadante de cultura das células
transfectadas eram adicionados. Eram feitas diluicbes seriadas de fator comum 3 dos
anticprpos em PBS, onde o volume final era de 100 uL por pogo e titulos de 1:1; 1:3; 1:9;
1:27; 1:81 e 1:243. A mesma diluicdo era realizada para todas as amostras. Como padréo
utilizava-se 1gG humana purificada na concentracdo especificada no material (diluida na
mesma solugdo/meio que as proteinas recombinantes). As reacdes eram feitas em triplicatas

e eram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.

5- Os pogos foram lavados novamente 3X com PBST 1X e 150 pL por poco do anticorpo
anti-Fc humano conjugado a fosfatase alcalina feito em cabra na dilui¢cdo de 1:5.000 eram
incubados por 1 hora a temperatura ambiente.

6- Os pocos eram lavados 3X com PBST 1X e uma vez com tampéo para fosfatasse
alcalina (APB).

7- O ensaio era revelado com 100 uL por pogo de pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1
mg/mL dissolvido em APB. Este era incubado por 20 a 30 min a temperaturta ambiente. A
partir dai a absorbancia era lida no leitor de ELISA —Muicroplate Reader BioRad®l modelo
450 a nm a um comprimento de onda de 405 nm. Eram considerados os valores do controle
com PBS e os valores da curva padrdo para realizar os calculos das concentragGes dos
sobrenadantes.
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3.2.15. Purificag@o de Proteinas com a coluna ImmunoPure Plus Immobilized Protein
A (Pierce®) e concentragdo das amostras eluidas com a coluna Centricon da Millipore.

1- Primeiramente foi montada a bomba peristaltica para ser utilizada com a coluna.

2- Desempacotou-se a resina na coluna, e depois colocou- se a coluna em posicéo
Vertical até que ela voltasse a ficar empacotada.

3- Abriu- se a mangueira da bomba peristaltica e filtrou- se 10 mL de Biding Buffer.

4- Posteriormente, foi colocado o sobrenadante diluido na propor¢éo de 1:1 com Biding
Buffer

5- Assim que todo o sobrenadante foi passado pela coluna, colocou-se 30 mL de Biding
Buffer.

6- Ap0s a passagem dos 30 mL, foi colocado 20 mL de Elution Buffer.

7- A eluicéo foi coletada em 20 microtubos.

8- Depois foram passados mais 10 mL de Biding Buffer na coluna.

9- Ap0s este processo a coluna foi lavada com agua Milli Q. com azida sodica a 0,5%.

10-  Posteriormente foram feitas analises por Dot Blot das fracGes eluidas da coluna.

11-  Procedeu- se a concentrdo das amostras com a coluna Centricon da Millipore.

12- A coluna foi centrifugada a 7.500 g por 10 minutos com tampé&o PBS.

13- Depois ineverteu- se a coluna e colocou- se as amostras diluidas 1:1 com tampé&o PBS.

14-  Centrifugou- se a 7.500 g por 10 minutos com tampao PBS.

15- Coletou- se as amostras em microtubos.
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3.2.16. Analise de proteinas em gel de poliacrilamida desnaturante (adaptado de Silva-
Pereira, 2003).

A eletroforese unidimensional em gel SDS- PAGE (SDS- PAGE: Sodium Dodecyl
Sulphate- Polyacrilamide Gel Eletrophoresis) foi utilizada para determinar a massa molecular
dos FvFcs recombinantes apds as etapas de purificacdo. Foram preparados dois géis SDS-
PAGE, um foi corado com a coloracéo de prata, e o outro foi transferido para uma membrana

de nitrocelulose para ser feito o Western- Blot.

1- Primeiramente foi montado o aparato de eletroforese: limpeza das placas, montagem
das placas com os espacgadores lateralis.

2- Preparou- se a solucdo do gel separador na concentracdo de 12% de policacrilamida
(proporcional a 55 kDa), removeu- se bolhas com butanou e depois lavou- se 0 gel com agua
Milli Q.

3- Mante - se a placa em posi¢éo vertical, até que a polimerizacdo do gel terminasse.

4- Preparou- se a solu¢do com o gel concentrador, vertendo sobre o gel separador e,

introduzindo o pente para a formagéo de pogos.

5- Ap0s a polimerizacdo do gel concentrador, removeu- se 0 pente.

6- Posteriormente as amostras foram preparadas: adicionou- se o tampdo de amostras
contendo - mercaptoetanol 4%, e depois cada amostra foi fervida a 100°C durante 5
minutos.

7- As amostras foram aplicadas nos po¢os com os marcadores. Descritos em materiais.

8- As condigdes de migracdo do gel foram: 20 mA, voltagem 300 V durante 4 horas.
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Coloracgéo do gel SDS- PAGE com o kit comercial Proteo Silver Stain da Sigma.

1- Apos a eletroforese o gel SDS- PAGE foi fixado por 40 minutos com a solugéo de
fixacdo em uma placa de petri de vidro;

2- Depois a solucdo de fixacdo foi desprezada e o gel foi lavado com 100 mL de etanol
30% por 10 minutos.

3- Lavou- se 0 gel com 100mL de agua Milli Q.

4- Incubou- se o0 gel com a solugéo de sensibilizagdo por 10 minutos.

5- Depois a solugdo de sensibilizagéo foi desprezada e colocou- se 100 mL da solucéo
equilibrada com prata, por 10 minutos.

6- Desprezou- se a solucdo e incubou- se com agua Milli Q. por 1 minuto.

7- Depois a agua foi desprezada e incubou- se o gel com a solugdo reveladora por 10
minutos.

8- Ap0s o aparecimento das bandas do gel SDS- PAGE, adicionou- se 5 mL da solugdo

Stop Protein Silver.

9- Depois a solugéo foi desprezada e o gel foi armazenado com agua Milli Q.

3.2.17. Eletroforese em Gel através de Microchip (Método GelChip-CE)

A separacdo, deteccdo e quantificacdo das amostras contidas nas aliquotas de cultura
induzida também foram realizadas no instrumento Agilent 2100 Bioanalyzer método
GelChip-CE (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) em combinagdo com o Kit
Protein 200 plus LabChip e o software Protein 200 Plus (version A.02.12).

1- A preparagdo (priming) e o preenchimento dos microchips com as amostras foram
realizados de acordo com o protocolo do kit Protein 200 Plus LabChip como recomendado
pelo fabricante.
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2- 16 pocos interconectados via rede de microcanais, que foram preenchidos com uma

mistura de corante e gel da seguinte maneira:

3- Quatro reservatorios com a mistura gel-corante um com a solucdo descorante

(destaining solution), um com o padrdo de tamanho molecular (ladder).

4- Os microcanais foram preenchidos pipetando-se 12 uL da mistura gel-corante dentro
dos reservatorios apropriados. A mistura foi inserida dentro dos microcanais aplicando-se
uma pressdo ao reservatorio adequado via seringa de 1mL. Os microchips recentemente
preparados (priming) foram utilizados imediatamente. Trés reservatérios adicionais para

tampdo foram preenchidos com 12 pL da mistura gel-corante.

5- As amostras foram desnaturadas misturando-se estas com tampéo de amostra (buffer
proporcionado pelo kit) na proporgdo 2:1 e aquecidas em banho de agua fervente por 3 min.
O tampdo de amostra fornecido com o kit Agilent Protein 200 plus Assay continha 4 % SDS,
um corante fluorescente apropriado, e duas proteinas controle de tamanho conhecido

servindo como marcadores internos de tamanho.

6- Apl6s a etapa de desnaturacdo, as amostra foram inseridas no microchip. Os
reservatorios das amostras e do padrdo foram preenchidos com as solucGes apropriadas. O
microchip foi agitado em um agitador tipo vortex e inserido dentro do instrumento

Bioanalyzer para anélise.

3.2.18. Analise das proteinas recombinantes por Western Blot. (Adaptado de Brigido,
2003).

Apos realizada a corrida do gel SDS- PAGE, um dos géis preparados no item 3.2.20,

foi transferido para uma membrana da nitrocelulose.

1- Foram cortados 12 pedacos de papel filtro Whatmam e uma pedaco de membrana de
nitrocelulose (todos do tamanho do gel que foi transferido).
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2- A membrana de nitrocelulose e os papeis filtros, foram molhados com o tampé&o de
transferéncia.

3- Montou-se um sanduiche com os papeis filtros e a membrana de nitrocelulose com o
gel no meio. E colocou- se sobre o eletrodo de grafite.

4- A transferéncia do gel procedeu- se com 80 mA, 10 V, por cerca de duas horas.

5- Apobs o gel ser transferido para a membrana de nitrocelulose, a membrana foi
incubada por 2 horas com a solucéo bloqueio (PBS com 5% de leite em pé Molico).

6- A membrana de nitrocelulose foi lavada com PBST por 3 vezes.

7- Ap0s as lavagens, incubou- se por 2 horas o anticorpo conjugado com fosfatase
alcalina, F(ab")2-Goat anti-Human IgG Fc.

8- Depois foram feitas 3 lavagens com PBST.

9- Apos as lavagens adicionou- se a solugdo reveladora Immun-Blot® Opti-4CN™ da
Bio rad.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Humanizacao

Como a maioria dos MAbs disponiveis no mercado sdo de origem murino, eles sdo
naturalmente antigénicos em humanos, dando origem a uma resposta imunitaria indesejavel
chamada resposta HAMA. A utilizagdo de MAbs murino como agentes terapéuticos em
humanos é limitada pelo fato do paciente poder desenvolver uma resposta imunolégica ao

MAD que ird remové-lo completamente ou, pelo menos, reduzir a sua eficécia.

Uma alternativa para resolver este problema e para obter um anticorpo com o minimo
possivel de residuos murinos foi a construcéo de biblioteca de porcdes variaveis (VH e VL)
a partir da biblioteca de Fabs humanos ja disponivel (Dantas-Barbosa et al., 2005), e a
montagem da primeira biblioteca de scFv fixando o VH do anticorpo murino anti-CD20
(sintetizado a partir da sequéncia do rituximabe disponivel em bancos de dados) e a biblioteca
de VLs humanos (VL shuffling). Apos a selecdo das sequéncias de VL humanos com alta
afinidade ao antigeno CD20 (pelo método de apresentacdo em fagos (phage display) foi
desenhado e sintetizado quimicamente um scFv hibrido contendo a cadeia VH murina (do

rituximabe) e uma cadeia VL humana (selecionada pelo VL shuffling).
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4.2. Clonagem da porcéo scFv no vetor pPCOMIRESA600

A versdo scFv foi sintetizadas quimicamente no vetor pBSK inserindo sitios para
clivagem correspondentes as endonucleases Xma | e Xho |, para possibilitar a liberagdo do
scFv e a clonagem no vector de expressdo. Foi estabelecido como vetor de expressao o
plasmideo pCOMIRESA600 (Quilici et al.,, 2013)bcom uma versdo scFv anti-CD3
humanizada(Quilici et al., 2013) desenvolvido no grupo de Imunologia Molecular qual tem
a sequéncia génica para os dominios CH2 e CH3 do fragmento cristalizavel de
imunoglobulina humana IgG presentes entre o sitio da enzima Xho | e da enzima EcoR 1, de
forma que a proteina liberada pela célula de mamifero, correspondesse ao fragmento FvFc
do anticorpo quando fosse inserido o inserto ScFv.

Este vetor de expressdo possui como caracteristica especial uma delecdo de 600 pb
no promotor de citomegalovirus que melhora a producéo das proteinas recombinantes em
celulas de mamiferos. (Quilici, 2013).Apresenta também um peptideo sinal e um sitio de
entrada ribosomal interno (IRES), separando o gene de FvFc e o gene Neo, que codifica a
enzima aminoglucosidase 3 fosfotransfersa que conferird as células transfectadas CHO-K1 e
HEK-293, resisténcia ao antibidtico geneticina, um sinal de poliadenilacdo que é uma
sequéncia que permitird a adicdo de uma série de residuos de adenina na regido 3° do RNA
mensageiro (MRNA) da proteina, fazendo com que ela fique estavel nas células hospedeiras,
como também e um sinal de terminag&o da transcricao, o gene Bla de resisténcia a ampicilina
para a clonagem bacteriana em Escherichia coli, linhagem XL1BLUE, o qual possui o gene
de resisténcia a tetraciclina. Desta forma foi desenvolvida a estratégia de clonagem e
montagem da sequéncias codificadora do anticorpo recombinante hibrido, para a sua futura
juncdo com a seqiiéncia génica da regido Fc do veto de expresséo e possibilitar a produgédo

heter6loga da proteina recombinante na forma de anticorpo FvFc. (Figural2)
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Figura 11: Estratégia para construcéo do vetor pCOA600 FvFc hibrido. Para a clonagem da porgéo ScFv

no vetor pCOA600 este e o vetor scFVHibrido Ritux VL Humana foram digeridos com as endonuclease Xho
| e Xma | para liberacdo do vetor e do fragmento génico respectivamente. Esses por sua vez foram ligados
utilizando-se a enzima T4 DNA ligasse dando origem a construgdo vetor pCOA600 FvFc hibrido. Siglas;
pCMV/IA: promotor de citomegalovirus contendo o intron A; SV40 poli A: sinal de poliadenilicacao.
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Assim os dois plasmideos originais foram amplificados utilizando células E. coli,
linhagem XL1BLUE a qual possui o gene de resisténcia a tetraciclina. As extracoes e
purificacbes de DNA plasmideal foram desenvolvidas com os protocolos experimentais
descritos em materiais e métodos, e as extracbes em grande escala foram realizadas com Kit
Quiagen. Apos as extragdes, os plasmideos foram digeridos com as endonucleases Xma | e
Xho 1, que promoveu a liberagdo dos fragmentos correspondentes, onde no vetor
pCOMIRESA600 permaneceria somente os fragmentos com as cadeias pesadas humanas e o
linker, e no pBsK era liberado o fragmento scFv e a geracdo dos sitios para clonagem no
vetor pPCOMIRESA600, Os fragmentos obtidos apds neste ensaio de restricdo foram
separados em gel de agarose 0,7% (p/v) (Figura 12) os fragmentos foram eletroeluidos em
gel de agarose preparados com tampdo TAE. Posteriormente os fragmentos scFvs foram
ligados ao vetor pPCOMIRESA600 com T4 DNA ligasse da Invitrogen dando origem a
construgcdo pCOA600 FvFc Hibrido (H) (Figura 13)

Intacto Xmal 1kbplus Xhol Xmal/Xho M Xmal/Xho kb Xmal/Xho Intacto M
plus

bp bp
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00 -5,000
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Figura 12:Analises Perfil de restricdo dos Plasmideos; pBSK-ScFvHibridoRitux-VLHumana,e
pCOA600 A) Perfil de restricio do plasmideo pBSK-scFVHibrido-Ritux -VLHumana indicando os
fragmentos liberados com a endonuclease Xma | Xho | em digestdo dupla com liberacdo de fragmentos de
entorno 2852 e 784pb; B) Perfil de restricdo do plasmideo do pCOMIRESA600 em digestdo dupla com
liberacdo de fragmentos de entorno 7271 e 720pb. Setas pretas destacando as bandas dos fragmentos liberados,
Gel de agarose 0,8%, DNA ladder1Kb plus.
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Figura 13: Desenho esquemético da versdo do vector pCOA600 FvFc Hibrido (H), mostrando seus
componentes e sitios de restri¢do das principais enzimas.

Células E. coli, linhagem XL1-Blue foram transformadas por eletroporagdo. Os
clones transformantes foram escolhidos para preparacdo de DNA plasmideal em pequena
escala para ser analisados em quanto a seu perfil de restricdo. A partir de analises da
sequéncia do ScFv, foram escolhidas para este fim as endonuclease Kpn I e Pst I esperando-
se a liberacdo de fragmentos de aproximadamente 6632 pb e 1370 pb com a endonuclease
Kpn | e de 4535, 2200 ,1135 para a endonuclese Pst I; O perfil originado estava de acordo
com o esperado, (Figura 14) dando indicio que a clonagem foi bem sucedida originando o
vetor pCOA600 FvFc Hibrido (H).
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Figura 14: Confirmacéo da ¢ a construcdo pCOA600 FvFc Hibrido (H). Perfil de restricdo com as
endonuclease Kpn | e Pst | do intacto / pCOMIRESA600) ¢ clones 1-4. Setas vermelhas indicando os
fragmentos liberados com a digestdo com a endonuclease Kpn | de aproximadamente 6632 pbel1370 pb. Setas
verdes indicando os fragmentos liberados com a digestdo com a endonuclease Pst | de 4535,2200 e 1135
respectivamente M: 1 kb Plus ladder Invitrogen®.

Apos as andlises do perfil de restricdo dos clones recombinantes em comparagao ao
pCOMIRESA600 com scFv anti- CD3 os clones foram analisados por PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para VH e VL da versdo scFv. O primeiro par de iniciadores
Xma | e Xba | amplifica os dominios VH, enquanto que o segundo par de iniciadores Bgl 11
e Xho | amplifica os dominios VL. (Figura 15). Pela observacdo das bandas, podemos

constatar que o vetor pPCOMIRESA600 contém o inserto de nosso interesse (Figura 16).
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Figura 15: Desenho esquematico dos primers utilizados para confirmacao das clonagens por PCR.
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Figura 16: Anélises em Gel de agarose 1 % com o resultado da PCR da construgcdo pCOA600 FvFc
Hibrido: nos pogos n° 1, 2 e 3 a VL com 314 pb; no poco 4 o marcador 1kb DNA ladder Plus de invitrogen;
nos pogos 5-8 a VH com 380pb

4.3.  Transfeccdo em células de ovario de Hamster Chinés (CHO) e de Rim
Embrionario Humano (HEK 293).

As células do Ovério de Hamster Chinés (CHO) tém sido as células mais comumente
utilizadas para a producgdo de proteinas heterdlogas terapéuticas. Apesar da disponibilidade
de uma ampla variedade de linhas celulares, as células CHO tornaram-se células padréo
utilizadas na producéo de proteinas recombinantes. Hoje quase 70% de todas as proteinas
terapéuticas recombinantes sdo produzidas com elas. As células obtidas a partir do rim de
embrido humano (HEK-293) também sdo uma 6tima alternativa para a producdo de
glicoproteinas. Estas linhagens celulares sdo bem caracterizadas e permitem a transfeccéo, a
amplificac&o e a selecdo de clones produtores de proteina recombinante estaveis e moléculas

complexas como 0s anticorpos.

Para as proteinas terapéuticas serem eficazes, elas devem ser sintetizadas em formas
biologicamente ativas, exigindo o plegamento correto e as modificagbes pds-traducionais.
Tais como glicosilagdo, que € um tipo de modificagdo onde certas por¢des de hidrato de
carbono sdo adicionadas a residuos especificos de aminoacidos da proteina, caracteristica
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importante para a estabilidade da proteina recombinante e também para sua ligacdo ao

antigeno.

Foi assim que as construgdes: pCOA600 FvFc Hibrido (H); pCOMIRESA600 com a
versdéo murino scFv O, (O); pCOMIRESA600 com a versdo humanizada scFv L (L) e
pCOMIRESA600 com a versdo humanizada scFv A (A) foram transfectadas para a anélise
dos niveis de expressdo transiente e estavel (em populacdo mista), em células de ovério de
hamster chinés versdo K1 (CHO- K1) e células de rim de embrido humano (HEK-293). Além
disso, foi realizada transfeccdo com o vetor pPCOMIRES A600 utilizado no experimento
como controle negativo e o vetor de pGFP/NEO (Invitrogen®) como controle positivo da
transfeccdo, este vetor possui o gene repdrter ou gene marcador (GFP, do inglés, Green
Fluorescent Protein) que tem sido muito utilizado para a detec¢do de células transfectadas
vivas, este gene foi clonado a partir da &gua-viva Aequeorea Vitoria. O GFP quando exposto
a luz ultravioleta emite luz verde brilhante que pode ser vista por meio de um microscépio
de fluorescéncia. Portanto, pode-se monitorar a expressao de GFP apos transfecgdo sem a
obtencdo de extratos de células. As transfeccdes foram feitas em triplicata, a avaliagdo da
eficiéncia da transfeccéo foi calculada por contagem do nimero de células fluorescentes em
comparagdo com células totais num quadrante numa placa de cultura apds 24 horas do ensaio
de transfeccdo. O resultado é apresentado em percentagem (Figura 17), onde pode-se
observar que as células CHO-K1 apresentam uma eficiéncia 2 vezes menor em comparagao

as células HEK-293 com umas percentagens de 30% e 70% por cento respectivamente.
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Figura 17: Eficiéncia de transfeccéo das células de mamifero. De acordo com a fluorescéncia emitida pelo
gene pGFP. (A) CHO-K1. (B) HEK-293.

4.4.  Producdo dos FvFcs recombinantes.

Apobs 72 horas da transfecgdo o meio foi substituido e adicionou-se 600 ug / ml de
geneticina, O meio contendo geneticina foi trocado a cada 48 horas. Para verificar a presenca
de proteinas recombinantes, Os meios que contém o antibiotico foram adicionados aos pogos
controles que contém as células ndo transfectadas. Estas células foram usadas como controle
de morte celular de células ndo transfectadas. A cada troca de meio as células foram
observadas em microscopio éptico onde foram observadas sua morfologia e aderéncia a
placa. Como as células ndo transfectadas sdo sensiveis a geneticina, aproximadamente trés
semanas apds a transfeccdo essa células apresentavam fenotipo de células esféricas e
perderem a aderéncia a placa de cultura demonstrando sua morte. A partir deste ponto
assumia-se que as células transfectadas viaveis estavam selecionadas. Apds este periodo as
células dos pocos transfectadas foram transferidas para garrafas de 75 cm? e posteriormente
para garrafas de 150 cm? para aumentar a producdo das proteinas recombinantes Os
sobrenadantes destas culturas foram coletados uma vez por semana e armazenados para

serem concentrados e purificados.
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Os sobrenadantes de cultura foram coletados para subsequente verificacdo por ELISA da
presenca e quantificagcdo dos anticorpos recombinantes em populagdo mista; Os anticorpos
foram quantificados a partir de comparagdes com uma curva padrdo realizada com 1gG
humana em concentra¢des conhecidas obtidas por meio de dilui¢Ges seriadas. Os resultados
revelaram a presenca dos anticorpos recombinantes no meio de cultivo, e obtendo-se uma
maior eficacia na producdo dos anticorpos recombinantes quando se utilizou como sistema
de expresséo a linhagem celular HEK -293 com producdes para cada verséo de 72,56 ng/mL
para a versdao H, 112,24 ng/mL para versdao O, 109,76 ng/mL para versdo L, e 45,98
ng/mLpara versdo A. Estes primeiros resultados sdo cerca de 5 vezes maior que na produgéo
de as proteinas recombinantes em células CHO-K1 com quantidades de 6,936 ng/mL para a
versdo H, 40,663ng/mL para versdo O, 27,956 ng/mL para verséo L, 9,693 ng/mL para versao
A (Figura 18).
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Figura 18: Niveis de produgdo dos anticorpos nos sobrenadante de cultura.Células CHO-K1 (A) HEK-293
(B). H:pCOA600 FvFc Humanizado. (O): Vetor pPCOMIRESA600 com a versdo Murino scFv O (L): Vetor
pCOMIRESA600 com a versdo humanizada scFv L. (A) Vetor pCOMIRESA600 com a versdo humanizada
scFv A.
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Os dados aqui apresentados em relacéo a transfeccdo e producgdo das proteinas séo
similares aos observados em dados da literatura para expressao de células aderidas utilizando
vetores com o promotor CMV e a utilizagdo de linhagens celulares CHO-K1e HECK-293
para producdo de proteinas recombinantes (Li et al., 2007; Suen et al., 2010) achando um
rendimento de até 12 vezes maior na células HEK-293 em comparacéo as células CHO-K1
A expressao transiente em células HEK tem atraido um interesse consideravel devido a sua
capacidade de fornecer quantidades de proteinas num periodo de tempo razoavel.(Bollin et
al., 2011) ja para expressao transitoria em CHO tem —se menores niveis de expressao em
comparacdo com células HEK transfectadas transientemente (Croset et al., 2012)

A produtividade de transfeccdo transiente depende de multiplos fatores, incluindo a
propor¢do da populacdo de células transfectadas, a capacidade das células para crescer ao
longo do tempo em um dado meio, a eficiéncia de transcricdo e traducdo nas células
hospedeiras e o processamento de proteinas recombinante; Estudos também demostram que
0 numero de células transfectadas ndo é significativamente influenciado pela quantidade de
DNA de plasmideo, propondo para isso que a expressao do gene bem sucedida € ditada, em
vez da modulacdo de células transfectadas para um estado competente de expressdo (Bollin
etal., 2011). E de grande importancia cuidar do acimulo de amonia e lactato durante a cultura
de células sendo este capaz de afetar negativamente o crescimento celular e a qualidade da
proteina. Estes dois metabolitos secundarios sdo gerados a partir de fontes de energia, tais
como glutamina e glicose (Kim et al., 2012).

E de especial cuidado, vigiar as condices especificas para a producio de glicoproteinas
recombinantes de forma fidedigna em relacdo aos processos pds traducionais, e
principalmente em relacdo a glicosilagdo, vigiando a quantidade de nutrientes, pH, e
temperatura. As concentracOes de oxigénio dissolvido ou de am6nia podem ter um impacto
significativo sobre a distribuicdo das estruturas de glicano. Além das condi¢Bes ambientais e
nutricionais da cultura de células CHO, a taxa especifica de crescimento celular também pode
afetar as estruturas de glicano. Estudos mostram claramente que as proteinas expressas nestas
duas linhas celulares de mamifero frequentemente utilizadas tém diferencas significativas no
seu padrdo de glicosilacdo (Croset et al., 2012). O tamanho e nimero das estruturas de
glicano varia, bem como a quantidade de &cido sialico, resultando em diferentes padrdes de
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isoformas, fazendo que a populacdo de proteinas seja mais ou menos &cida. O que estas
diferencas tém sobre a atividade, as interagdes da proteina, a estabilidade, a biodistribuicdo
e a meia-vida in vivo ainda ndo foi determinada (Suen et al., 2010).

Embora, a obtencdo de clones estaveis seja a mais adequada para atingir altos niveis
de producéo, ela requer maior tempo e custos mais elevados associados com a geracéo de
uma linha de células de mamiferos estavelmente transfectadas de alta producdo; por custos
de producgdo decidiu- se trabalhar com a populacdo mista de células CHO- K1 e HEK-293
produtoras dos FvFcs recombinantes, segundo (Silva et al., 2009b),esta estratégia é possivel
embora ndo seja a mais eficaz. Diante desses resultados, optou-se por manter a cultura de
celulas nessas condi¢Ges com o intuito de gerar um acimulo de sobrenadante suficiente para

preparacdo das proteinas para as proximas etapas do trabalho.

4.5. Purificagéo

As proteinas recombinantes produzidas a partir da cultura de transfectomas estaveis
obtidos como descrito acima, foram concentrados e purificados por cromatografia de
afinidade, através da coluna ImmunoPure Plus Immobilized Protein A (Pierce®). Essa coluna
apresenta a proteina A conjugada a sefarose. A proteina A tem a capacidade de se ligar a um
grande namero de moléculas de superficie celular, além das imunoglobulinas, tais como
receptores de Fc do tipo Il (FcR-11), moléculas de adeséo, receptor do fator de crescimento
do endotélio vascular, receptor de célula T (TCR), antigenos HLA-AB entre outros.
Pertencentes a superfamilia génica das Imunoglobulinas e possuem dominios “lg-like”
(regies homologas aos dominios constantes ou varidveis das imunoglobulinas), que
possuem afinidade pela proteina A (Vanamala et al., 2003). Logo, pode ser utilizada na
purificacdo de fragmentos de anticorpos que contenham os dominios CH2-CH3 de
Imunoglobulinas, como os FvFc.

Apos a purificacdo, os sobrenadantes foram concentrados utilizando a membrana de celulose
Centricon da Millipore. YM-30 (Millipore), com exclusdo de 30 kDa, e dialisadas para se
trocar o tampdo para PBS. As frac6es coletadas da coluna foram analisadas quanto a presenca
das proteinas recombinantes por ensaio de Dot Blot (Figura 19). O resultado apresentado



86

indica que a purificacdo foi bem sucedida e que as proteinas foram concentradas em uma

Unica fragéo.

__P'HF PO P-L P-A
o o

C- C+
k<73

Figura 19: Imunodetec¢éo dos FvFcs apos purificacdo e concentragdo. Dois microlitros de cada fragao
coletada foram aplicados em membrana de nitrocelulose e a presenca dos FvFcs recombinantes foi detectada
com anti-Fc humana conjugado a fosfatasse alcalina. P-H; purificacdo da versdo H. P-O: purificacdo da versédo
O. P-L: purificagdo da versdo L. P-A: purificagdo da versdo A. C+: Controle positivo com 1 pg de IgG humana.
C-: Controle negativo.

A quantificacdo dos FvFcs foi feita a partir da obtencdo de uma curva padrdo com
concentragdes conhecidas de 1gG humana (Figura 20). Com base na equacdo da reta obtida
pela curva padréo calculou-se que a concentragao dos FvFcs foram de: 752 ng para versdo H
2,063 ng para versao O, e 513 ng para versdo L e 175ng para a versédo A.

Curva padréo IgG humana

y=0,0068x +0,1131
R2=0,9977

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Concentracéo de anticorpo em ug

Figura 20: Curva-padrao para quantificagdo por ELISA. O grafico apresenta a linha tendéncia da
quantificacdo do padrdo de IgG humana utilizado. A partir desse gréfico foi obtida a equacao da reta, que foi
usada para estimar a concentracdo dos FvFc purificados.
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Os resultados obtidos n&o correspondem ao demostrado na literatura para expresséo
de proteinas recombinantes em células aderidas utilizando-se vetores com o promotor CMV
(Kim et al., 2012; Mus-Veteau, 2010), podendo ser devido ao acimulo de amdnia e lactato,
que é um produto do lixo téxico gerado pelo metabolismo celular (glicoses) e fonte de energia
(tais com a glutamina). Propondo-se assim que as condi¢des dos meios de cultura sdo de
grande importancia para manutencéo das celulas de mamifero e um fator importante que pode
afetar uma 6tima producdo de proteinas recombinantes, somando ao fato que no processo de
purificacdo por cromatografia de afinidade com a coluna ImmunoPure Plus Immobilized
Protein A (Pierce®) na bancada ndo se obteve uma taxa de recuperagdo esperada para o
volume de sobrenadante de cultura purificada, sendo essa de apenas 1%, apos verificagdo das
condicdes requeridas e do Ph dos tampdes s utilizados. Essa porcentagem de recuperacéo foi
aumentada para 20% com a utilizagdo do equipamento AKTA purifier (GE Healthcare).

Mesmo com esse ganho, considera-se uma taxa baixa de recuperacao.

Sabe-se que a proteina A é um excelente ligante na cromatografia de afinidade, a
desnaturacdo das 1gG por contato com a proteina A é conceitualmente paralelo ao fendémeno
de ajuste induzido nos sistemas de enzima-substrato. A IgG é desnaturada para entrar em
consenso com a topografia quimica da proteina A(Deisenhofer, 1981) ), a que é um ligante
de proteina eletronegativo geralmente hidrofébico e confere sua elevada especificidade e
afinidade para IgG(Langone, 1982). Outra caracteristica cromatografica importante é a
capacidade de desnaturagéo ao primeiro contato, o que aumenta a sensibilidade de Cy2 ao
composto desnaturacdo (tampdo) apos a exposicdo a um pH de 3,5, portanto eliminando a
necessidade de condi¢es mais extremas de eluigdo impostas por outros ligantes de afinidade
bioldgica, tais como a proteina L, a proteina G e de imunoafinidade. Pesquisas mostram que
0 segundo dominio constante (Cy2) de IgG colapsa completamente a pH 3, isto faz com que
as nossas condi¢Ges de eluicdo de proteina por cromatografia de afinidade propostas
preocupantes, dado que geralmente a faixa de pH é de 2-3 para proteina G, e para anticorpos
eluidos a partir de proteina A a elui¢do deve ser feita a um pH de 3,5 ou mais, e especialmente,
a atual geracdo de proteinas recombinantes que se ligam a proteina A apenas pela regido
Fc(Gagnon, 1996).
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Foi demostrado em pesquisas recentes uma eluicdo mais eficiente quando a molécula
de 1gG encontra-se numa conformagdo mais reduzida apresentando uma configuragéo
dobrada; A flexibilidade inerente da dobradica é aumentada pela flexibilidade imposta pelo
composto de desnaturacdo sob condig¢Ges acidas, o que permite que a regido Fab entre em
contato com o dominio Cy3(Latypov et al., 2012).

Assim também foi confirmado que o tamanho hidrodindmico da IgG é aumentado de
acordo com a concentracdo de NaCl até mesmo a pH baixo, diminuindo drasticamente a sua
recuperacdo pés-purificacdo (Gagnon et al., 2015); Considerando que 0 nosso tampao de
eluicdo contém grande quantidade de NaCl, isso poderia ser outra causa pelo qual obtivemos
uma baixa recuperagéo, isto pode-se resolver com a adi¢cdo de arginina para melhorar a
eluicdo da IgG da Proteina A, especificamente, porque ela relaxa interagdes hidrofobicas
(Arakawa et al., 2004) O seu residuo guanida - um analogo de guanidina - também conhecido
por ser um forte dador-aceptor de hidrogénio, permite & arginina uma melhor recuperacdo de
que a obtida com NaCl as ligagdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, em parte,
compensa 0 aumento no tamanho da IgG, em contraste com NaCl, que agrava os efeitos
sobre o tamanho do IgG. Outra maneira de enfrentar e resolver esse problema é a
implementacdo de protocolos automatizados que sdo eficientes em tempo e custo permitindo
uma purificacdo de alto desempenho, usando protocolos de cromatografia de troca anidnica
e etapas de cromatografia de troca ionica, troca de tampéo, e cromatografia de interacdo
hidrofoba para obter taxas de até 70% de rendimento global(Camper and Viola, 2009)

Apobs a quantificacdo, as mostras foram analisadas por meio de um sistema de
microeletroforese usando nanocapilares (Bioanalyzer), para determinar o grau de pureza e
confirmagédo da sua quantificacdo. As amostras foram eletroforeticamente separadas nos
microcanais preenchidos com solucdo polimérica. A deteccao foi baseada na fluorescéncia
induzida a laser por um corante fluorescente que foi adicionado a solucdo polimérica e ligado,
ndo covalentemente, as micelas proteina-SDS. O software Bioanalyzer calcula
automaticamente o tamanho e a concentracdo de cada pico separado e expde os resultados
em tempo real. A quantidade de proteina recombinante nas amostras expressa como a
porcentagem de proteina total pode ser determinada diretamente da tabela dos resultados
fornecida pelo software. Os resultados obtidos por GelChip-CE foram comparados com
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aqueles obtidos por gel de eletroforese convencional (15% SDSPAGE). Analisando o gel e

0s histogramas para cada uma das amostras podemos observar um alto grau de pureza das

proteinas purificadas (Tabela 4), ndo sendo possivel a detecgdo de contaminantes; Pode-se

observar as bandas de 67 kDa correspondente & os FvFcs (Figura 21).

FVFC % PUREZA
CHO HEK
H 100 75
O 80 53
L 100 60
A 66 50
Tabela 4: Porcentagem de pureza de FvFc purificados
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Figura 21: Analise da purificacdo dos FvFc por GelChip-CE. Bioanalyzer. Baseada na fluorescéncia
induzida a laser de um corante fluorescente, no qual foi adicionado na matriz de separagdo. As amostras foram
separadas individualmente em uma solucéo polimérica apropriada fornecida pelo kit Protein 200 Plus LabChip,
como recomendado pelo fabricante. MM € o padrdo de massa molecular. A molécula FvFc migra como um
mondmero de 67 kDa, podemos observar a formagéo desta bandas correspondentes aos FvFc.
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Posteriormente, os FvFcs foram submetidos a eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) e analisadas por Wersten-Blot (Figura 22). Para a detec¢do dos
FvFcs recombinantes utilizou-se um anticorpo anti-Fc humana conjugado a fosfatase alcalina
e arevelacao foi feita com NBT/BCIP. Observou-se uma banda de aproximadamente 67 kDa
que corresponde ao tamanho esperado para o FvFc apos a reducéo e separagdo do dimero.

1 2 3 4 5 6 7
<+— 85 KDa
S <+— 60 KDa
<«— 50 KDa

Figura 22. Anélise dos FvFcs produzidos por Western Blot: Foi realizada uma eletroforese em gel SDS-
PAGE 10% para separacdo das proteinas purificadas as quais eram posteriormente transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e revelada com 1gG de coelho e anti-IgG de coelho conjugado a fosfatase alcalina.
1- 1gG humana utilizada como controle positivo. 2 — Rituximabe. 3 - FvFc H, 4 - FvFc O, 5 - FvFc L, 6 — FvFc
A. 7 — Marcador molecular Bench MarkerTM Prestained — Invitrogen®.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Nesse trabalho, foi realizada a humanizacdo e producédo na forma FvFc de 04 (quatro)
versdes de anticorpo Anti-CD20 em células de mamiferos por meio da técnica CDR grafting
e transfecgdo transiente, com o objetivo de obter anticorpos mais especificos e menos
imunogénicos. Das versoes trabalhadas, 03 (trés) foram formadas a partir de arcabougos
humanos escolhidos em banco de dados e as CDRs murinas do anticorpo monoclonal
selecionadas da mesma maneira e 01 (uma) versdo formada por arcabougos humanos e
sequéncias de genes codificantes das regides CDRs escolhidas em bancos de dados com alta
similaridade as CDRs murinas do anticorpo monoclonal quimérico Rituximabe. O que
conferird aos anticorpos especificidade e éxito na deplecdo das células B sem ser

imunogénico para seres humanos.

A clonagem dos genes de interesse em vetores pertinentes para a expressao em células
de mamiferos € de extrema importancia para obtencéo da proteina recombinante. A escolha
do vetor PCO 600 (Quilici et al., 2013) foi uma 6tima opgdo, devido a sua dele¢do de 600
pares de bases no promotor CMV otimizando desta forma a producao de fragmentos na forma
FvFc em células de mamiferos CHO-K1 e HEK 293.

Em relacdo a purificagdo houve uma alta perda da proteina recombinante,
possivelmente, por causa da escolha incorreta das condigOes e buffers ideais para a
purificacdo, podendo ser corrigido, melhorado o tamanho da 1gG durante qualquer etapa da
cromatografia de afinidade por modifica¢gdes do pH no conteudo dos buffers, em especial no
buffer de eluicdo, e adigdo de aditivos como a arginina que debilitam os enlaces de hidrogénio
e interagBes hidrofdbicas entre 1gG e a proteina A, obtendo-se melhores resultados na
quantidade de proteina recombinante recuperada. Outra alternativa de abordar este problema
poderia ser a inclusdo de multiplos passos e diferentes métodos de cromatografia de forma
automatizada, sendo uma possivel maximizacdo do rendimento global da quantidade dos
anticorpos purificados. Embora a quantidade de proteina recombinante ndo tenha atingindo
o resultado esperado, foi possivel a produgdo, obtencdo e purificagdo desses anticorpos no
formato fragmentado FvFc anti-CD20, em populacdo mista de células de mamiferos,

podendo propor a obtencdo de clones estaveis para alcance dessas proteinas em larga escala
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utilizando as 04 (quatro) constru¢fes com o plasmideo pCOA600. A proxima etapa desse
trabalho serd determinar a capacidade de ligagdes e analises das atividades bioldgicas
efetoras: ADCC, CDC, destas moléculas.
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