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RESUMO

Em 1997, foi aprovado especificamente para o tratamento de pacientes com
LNH de baixo grau (folicular) ou linfomas foliculares agressivos non-Hodgkin, o
anticorpo recombinante anti-CD20: Rituximabe (MabThera®, Rituxan). Esse
anticorpo, causa uma deplecdo seletiva e transitoria de ambas subpopulagfes
de células B CD20 positivas, normais ou malignas, dentro de etapas chaves da
ontogenia das células B. Neste trabalho, objetivou-se a expresséao, producao e
purificacdo de fragmentos de anticorpos na forma FvFc especificos para o
antigeno humano CD20, por meio de células de ovario de hamster chinés
versao K1 (CHO-K1). Foram selecionadas duas versdes scFvs humanizadas,
contendo as CDRs do anticorpo monoclonal quimérico Rituximabe e uma
versdo scFv murina similar ao anticorpo original. Posteriormente, essas
versfes foram transferidas para o vetor de expressdo em células de mamiferos
pCOMIRESA600. Esse vetor possui 0s genes que codificam os dominios CH2 e
CH3 do fragmento cristalizavel de imunoglobulina humana IgG, de forma que a
proteina liberada pela célula de mamifero corresponda ao fragmento FvFc do
anticorpo. ApoOs a finalizacdo das etapas de clonagens, as células CHO-K1
foram utilizadas como sistema de expresséo e producdo de anticorpos. Essas
células foram mantidas na presenca do antibiético geneticina para a selecao da
populacdo mista de células CHO-K1 produtoras dos FvFcs recombinantes. Os
sobrenadantes de cultura foram avaliados quanto & presenca de FvFc por meio
de imunodetecgcdo ELISA. Posteriormente, foram submetidos a uma
cromatografia de afinidade, utilizando a coluna HITRAP protein A HP. Apoés a
purificacdo as fracdes coletadas da coluna, foram analisadas quanto ao grau
de pureza destes fragmentos por meio do gel SDS-PAGE e Wersten-Blot. Com
esses resultados foi possivel realizar analises da capacidade de ligacdo das
proteinas recombinantes por meio de citometria de fluxo. Os resultados
também sugerem que € possivel propor avaliagbes das proteinas
recombinantes quanto a estabilidade conformacional, e em relacdo as funcdes

efetoras realizadas pelo rituximabe.
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ABSTRACT

In 1997 was approved specifically for treating patients with low-grade NHL
(follicular) or aggressive follicular non-Hodgkin lymphomas, anti-CD20
recombinant antibody: Rituximab (MabThera, Rituxan). This antibody causes a
selective and transient depletion of both subpopulations of CD20 positive,
normal or malignant, within key steps of B cell ontogeny This study aimed to
expression, production and purification of antibody fragments in the form FvFc
specific to human CD20 antigen, using Chinese hamster ovary cells version K1
(CHO-K1). Two versions of humanized scFvs were selected, containing the
CDRs of the chimeric monoclonal antibody Rituximab and a scFv version
similar to the original murine antibody. Subsequently, these versions were
transferred to the expression vector into mammalian cells pPCOMIRESA600. This
vector has the gene encoding the CH2 and CH3 domains of the crystallizable
fragment of human immunoglobulin 1gG, so that the protein released from the
mammalian cell FvFc corresponds to the fragment of the antibody. After
completion of cloning steps, the CHO-K1 cells were used as expression system
and production of antibodies. These cells were maintained in the presence of
the antibiotic geneticin for selecting the mixed population of CHO-K1 cells
producing the recombinant FvFcs. The culture supernatants were evaluated for
the presence of FvFc by immunodetection ELISA. Subsequently, they were
subjected to affinity chromatography using a HiTrap Protein A HP column. After
purification the fractions collected from the column were analyzed for purity of
these fragments by means of SDS-PAGE and gel blot Wersten. With these
results it was possible to perform analyzes of the binding capacity of the
recombinant proteins by flow cytometry. The results also suggest that it is
possible to propose reviews of recombinant proteins for the conformational

stability, and for the effector functions performed by rituximab.
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1.1 Imunoterapia

O sistema imunolégico exerce mecanismos fisioloégicos determinados a
manter a homeostasia, a defesa e a vigilancia do organismo. Podendo atuar contra
patégenos, identificar e tentar destruir qualquer substancia exdégena que possa ser
considerada “estranha”, discriminar o proprio e o n&o proprio, promover a
especificidade, e exercer diferentes propriedades relacionadas com a adaptacédo e
memodria (Litman et al., 2010).

Embora a resposta imune seja um mecanismo defensor evoluido nos
vertebrados, em nenhum individuo ela pode ser considerada totalmente perfeita em
relacdo a todas as suas propriedades (Litman et al., 2010). Atualmente, a
imunoterapia € uma das alternativas para aperfeicoar tais mecanismos, uma vez
que, tem como finalidade promover ou inibir as respostas imunes (Bornstein et. al.,
2010).

Indmeros sdo os desafios da medicina contemporanea, dentre o0s quais
destacam-se: prover um tratamento menos “invasivo” a pacientes com tumores,
administrar farmacos de alta especificidade em pacientes com doencas auto-imunes
ou rejeicao a transplantes. Atualmente a imunoterapia é considerada um tratamento
promissor para diversas patologias envolvendo disfungbes do sistema imune,
infeccdes e neoplasias (Bornstein et. al., 2010).

Os anticorpos recombinantes podem resolver problemas de dificil solucao,
como por exemplo, o ataque de células cancerigenas (Robak e Robak, 2011).
Diferente do soro o anticorpo monoclonal, consiste em uma preparagdo homogénea
monoespecifica capaz de reconhecer um Unico alvo (Maranhao e Brigido, 2001).

Um dos éxitos da imunoterapia no tratamento do cancer € a administracao do
anticorpo recombinante Rituximabe (MabThera, Rituxan) em pacientes com linfomas

foliculares ou agressivos non-Hodgkin (Bornstein et. al., 2010).
1.2.1 Os Anticorpos
Um dos principais mecanismos fisioloégicos do sistema imune humoral é a

producdo de glicoproteinas solaveis por células B. Essas proteinas sao

denominadas anticorpos (Ac) ou imunoglobulinas (lg), possuem uma massa



molecular em torno de 150 kDa, e podem estar presentes na superficie da
membrana do linfécito B ou serem secretadas por linfécitos no estagio de
diferenciacéo terminal (Davies e Metzger, 1983). Sdo compostas por dois tipos de
cadeias polipeptidicas: cadeia pesada (H do inglés heavy) e cadeia leve (L do inglés
light) sendo que, cada imunoglobulina possui duas destas cadeias as quais formam
tetrameros (Stanfield et.al., 1990). Estes tetrameros perfazem trés fragmentos com
tamanhos aproximadamente iguais (Figura 1), sendo dois fragmentos ligadores de
antigeno (Fab) e um terceiro fragmento que induz a atividade efetora do sistema
imune, também conhecido como fragmento cristalizavel (Fc) (Stanfield et.al., 1990).

As cadeias H e L formam a unidade bésica das moléculas de
imunoglobulinas, possuem pontes dissulfeto (ligagdes bissulfidicas) e interacées nao
covalentes, sendo que, a quantidade destas interacGes varia entre os diferentes
tipos de anticorpo (Davies e Metzger, 1983). As cadeias pesada e leve e as duas
cadeias pesadas sado mantidas juntas por pontes dissulfeto intercadeia e por
interacdes ndo covalentes (Stanfield et.al., 1990). Ha também, pontes dissulfeto
dentro de cada uma das cadeias polipeptidicas, essas ligacbes bissulfidicas
intercadeias criam os dominios de imunoglobulina, caracterizados pela estrutura de
sete folhas-B-pregueadas conectadas por voltas (loops) do anticorpo (Stanfield et.al.,
1990).

Estas ligacGes bissulfidicas, estdo presentes em intervalos regulares de
aproximadamente 100-110 aminoacidos formando um dominio globular compacto
em cada al¢ca nas cadeias polipeptidicas covalentes. Logo, cada cadeia L apresenta
dois dominios, enquanto que cada cadeia H consiste em quatro ou cinco dominios
separados por uma curta regido flexivel. Além da unido entre as diferentes cadeias
por meio das pontes dissulfeto, os dominios juntam-se em pares por meio de
interacBes hidrofébicas ndo covalentes (Stanfield et.al., 1990).

As cadeias leves e pesadas podem ser divididas em duas regibes com base
na variabilidade da sequéncia de residuos de aminoacidos: regiées amino-terminais
variaveis e regides carboxi-terminais constantes. As regifes constantes estdo
presentes na cadeia leve e na cadeia pesada de forma desigual (Figura 1), a cadeia
leve tem um dominio carboxi-terminal constante CL1, enquanto que a cadeia pesada
possui trés ou quatro: CH1, CH2, CH3 e CH4. Os dominios CH2, CH3 e CH4 da

cadeia pesada formam a regido cristalizavel (Fc) que recruta e interage com



componentes efetores do sistema imune. Ja o primeiro dominio constante das
cadeias H e L executa interacfes bioldgicas, porque estdo presentes no fragmento
Fab da imunoglobulina juntamente com a regido variavel (Brodsky, 2009).

Os dominios amino-terminais variaveis das cadeias H e L, fragmento variavel
(Fv), representam a parte da molécula do anticorpo que se liga ao determinante
antigénico, o epitopo (Brodsky, 2009). Nas extremidades do dominio N-terminal
destas cadeias existem ilhas hipervariaveis (Figura 1), também conhecidas como
regides determinantes de complementariedade (CDRs) (Bassing et.al., 2002). Estas
regides hipervariaveis, consistem em uma sequencia de aproximadamente 110
aminoacidos com elevadas taxas de variabilidade, as quais conferem especificidade
a um anticorpo e sdo denominadas como: CDR1, CDR2 e CDR3 (Gelert, 2002).
Juntas, as CDRs formam o paratopo, sitios de ligacdo ao antigeno, que
correspondem a uma superficie complementar ao epitopo. Dentre as trés regides
hipervaridveis, a CDR3 € a regido determinante de complementariedade com maior

variabilidade de residuos de aminoacidos (Jung, 2004).

Regido varidavel

\ = Fab

Regides determinantes
de complementariedade

Fragmento cristalizawvel

Figura 1. Representacdo esqueméatica de uma IgG humana. Em azul escuro, as regifes
constantes da cadeia pesada. Em azul claro, as regides constantes da cadeia leve. Em verde, regido
varidvel da cadeia pesada (VH). Em branco, regido varidvel da cadeia leve (VL). Linhas laranjas,
CDRs - regides determinantes de complementaridade. Adaptada de (Brodsky, 2009).



As atividades bioldgicas executadas pelas imunoglobulinas dependem das
suas estruturas que definem os isotipos (classes). As cadeias L séo classificadas em
K ou A, de acordo com as regifes constantes carboxi- terminais que as compdem. Ja
as cadeias pesadas diferem umas das outras em relagdo ao conteudo de
carboidrato, tamanho, e classe (isotipos). A classificacdo da cadeia H tem como
base as regides constantes, as quais conferem diferentes fun¢des bioldgicas a cada
isétipo: , €, a, v, 6 (Brodsky, 2009).

No organismo humano os plasmdécitos, linfocitos que se diferenciaram,
secretam anticorpos dos seguintes isotipos: IgM, IgE, IgA, IgG e IgD. A IgA é o
principal anticorpo presente em secrecfes externas, e impede a ligacdo do patégeno
com a superficie do epitélio. A IgD esta presente na superficie das células B e, assim
como a IgE, é encontrado no soro em baixos titulos (Brodsky, 2009). A
imunoglobulina IgE é encontrada na superficie de mastdcitos e basdfilos e exerce
importantes atividades nas infec¢des helminticas recrutando eosindfilos, e também
promovendo a liberacdo de mediadores inflamatorios (Honjo et.al., 2002).

A imunoglobulina 1gG é relevante nas respostas imunes secundarias muito
comum e abundante sendo, inclusive, predominante entre os anticorpos de uso
terapéutico. Este anticorpo € dividido em quatro subclasses: IgG1, 1gG2, 1gG3 e
IgG4 (Brodsky, 2009).

Em mamiferos, os progenitores linféides iniciais e as células tronco
hematopoiéticas contém na sua configuracdo herdada genes organizados em
seguimentos que codificam as cadeias leve e pesada das imunoglobulinas (Schatz e
Ji, 2011). Nesta configuracdo (Figura 2), os loci destas cadeias tém em comum,
multiplos genes de regides variaveis (V), um ou alguns genes de regides constantes
(C) e, entre os genes V e C segmentos génicos de juncao (J) compostos por varias
porcdes pequenas de nucleotideos (Papavasiliou et.al., 2002). Os genes que
codificam a regido variavel da cadeia pesada de imunoglobulina, além de possuirem
0s seguimentos V e J, também utilizam o seguimento de diversidade (D) enquanto
que a regido variavel da cadeia leve conta com os seguimentos V e J (Schatz e Ji,
2011).

Existe a possibilidade de serem formadas cerca de 10° cadeias leves e 10*
cadeias pesadas diferentes. Visto que cada uma é formada independente da outra,

cerca de 10’ tipos de imunoglobulinas podem ser criadas a partir da unido das



cadeias leve e pesada na célula (Bassing et.al., 2002). Para tanto (Figura 2), dois
eventos genéticos estdo envolvidos na sintese das cadeias de imunoglobulina: a
organizacao e o rearranjo dos genes das cadeias leve e pesada e, a regulacdo da
expressao dos genes de imunoglobulinas (Papavasiliou et.al., 2002). A organizacao
e o rearranjo dos segmentos génicos V e J (cadeia leve) ou VDJ (cadeia pesada) é
também conhecida como recombinacdo somatica. Este processo é mediado pela
acado de recombinases e, pelas proteinas génicas ativadoras de recombinase que
reconhecem as sequéncias de DNA as quais flanqueiam todos os segmentos
génicos V, D e J (Schatz e Ji, 2011).

Sendo assim, uma molécula de imunoglobulina é formada a partir de dois
genes criados durante a fase antigeno-independente do desenvolvimento do linfocito
B. Embora existam duas coOpias cromossdmicas da cadeia H em cada célula,
somente uma podera ser expressa de forma funcional. Dessa forma, a regulacdo da
expressao dos genes de imunoglobulina é relevante para que cada célula B produza

um anticorpo de uma Unica especificidade antigénica (Schatz e Ji, 2011).
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Figura 2. Diagrama esquematico do rearranjo dos segmentos génicos que codificam para as
cadeias leve e pesada. Adaptada de (Gilbert, 2006).

Os eventos genéticos da sintese das cadeias de imunoglobulina e a geragéo
da diversidade das imunogloulinas contribuem para a formacao do imenso repertorio
de linfécitos B capazes de lidar com um universo de epitopos diferentes (Bassing
et.al., 2002). Outro mecanismo responsavel pela sintese de um grande ndamero de
imunoglobulinas diferentes de forma que cada uma atue de forma especifica para
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um determinado epitopo €, a troca de is6tipo das imunoglobulinas. A troca de

isétipo, ou troca de classe, consiste na sobreposicdo de rearranjos de DNA que



justapde os genes VDJ rearranjados a um gene diferente na regido C da cadeia
pesada. Este evento ocorre em células B maduras e ndo altera a especificidade
antigénica (Schatz e Ji, 2011).

Nas imunoglobulinas, a regido de ligacdo ao antigeno forma uma superficie
plana capaz de acomodar muitas formas diferentes, sendo assim as imunoglobulinas
sdo capazes de se ligar a uma ampla variedadeOO de antigenos, incluindo
macromoléculas e moléculas quimicas (Jung et.al., 2004). A forca com a qual um
anticorpo se liga a superficie de um epitopo é denominada: interacdo de afinidade
(De Franco et.al., 2000). A repetida estimulacdo antigénica aumenta a afinidade de
um anticorpo, sendo denominada maturacao de afinidade (De Franco et.al., 2000).

A maturacdo de afinidade, € outro evento genético possivel no linfocito B,
deve-se aos pontos de mutacdo nas regides V ocorrendo quando as células B
ativadas migram para os foliculos linféides formando centros germinativos (De
Franco et.al., 2000). Ou seja, € possivel que durante a vida do linfécito B ele
produza uma variedade de imunoglobulinas devida a mutagdes que podem ocorrer
nos genes V das cadeias pesadas e/ou leves, sendo que, a sequéncia de
aminoacidos desses anticorpos gerados por causa de um segundo estimulo € similar
a sequéncia codificada devido ao primeiro estimulo (Niiro et.al., 2002). Esta
mudanca de residuos de aminoacidos aumenta a variedade dos anticorpos e ocorre
por um tempo limitado, sendo denominada: hipermutacdo somatica (Niiro et.al.,
2002).

Porém, apesar da afinidlade ao mesmo antigeno, a maioria das
imunoglobulinas presentes no soro ndo sao idénticas entre si, e sao derivadas de
diferentes linhagens de células B. Logo, esta producdo de anticorpos € definida
como policlonal e nem sempre reprodutivel na clinica médica, porque esses
anticorpos nédo se direcionam ao mesmo epitopo (Brodsky, 2009).

Com base nestes conhecimentos, na década de 1970 os pesquisadores
Milstein e Kohler desenvolveram um dos mais importantes avangos tecnolégicos em
imunologia: a geracdo de anticorpos monoclonais. Este foi um grande salto quanto
ao poder de resolucdo e discriminacdo de anticorpos, porque diferente dos
anticorpos policlonais os monoclonais séo idénticos e capazes de reconhecer o

mesmo epitopo (Kohler e Milstein, 1975).



1.2.2- Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais (mAc) consistem em populacdes homogéneas de
anticorpos, produzidos por uma unica célula B imortalizada selecionada a partir da
hibridizacdo de uma célula B do baco de um animal imunizado por um determinado
antigeno com células de mielomas (tumores de plasmdcitos) (Maranhdo e Brigido,
2002).

Milstein e Kohler selecionaram uma populacdo de células de mieloma,
incapazes de produzir imunoglobulinas e a enzima HGPRT, e fusionaram com as
células do bago de um camundongo recém imunizado. A mutagdo na linhagem
celular do mieloma que impedia essas células de produzirem a enzima HGPRT
(hipoxantina- guanina- fosforribosil transferase), ndo permitia que essas células
sobrevivessem em cultura quando eram adicionadas drogas que inibem a sintese de
purinas e timidilato, sintese de DNA, como a aminopterina presente no meio HAT
(hipoxantina, amnopterina e timidina). No caso, a fusdo ou hibridizacdo, entre as
células tumorais e os linfécitos B do baco de um camundongo imunizado, gerava
hibridomas e, também permitia a sobrevivéncia das células fusionadas em meio
HAT, uma vez que as células B do animal imunizado expressavam a enzima HGPRT
normalmente. (Kohler e Milstein, 1975).

O éxito desta hibridizacdo experimental deve-se ao fato dos linfécitos B,
provenientes do baco do camundongo, serem HGPRT+ e produtores de
imunoglobulinas. A partir de uma populacao de hibridomas, uma célula hibrida pode
ser selecionada e clonada originando uma populacdo de células que secretam
anticorpos idénticos com a mesma especificidade para um determinado epitopo
(Kohler e Milstein, 1975).

Atualmente, o0s anticorpos monoclonais sao protagonistas nos testes
diagndsticos especificos e na imunoterapia. No entanto, para que esses anticorpos
monoclonais chegassem a clinica médica diversas abordagens em engenharia
genética foram utilizadas fazendo com que essas imunoglobulinas provenientes de
camundongo tivessem resultados clinicos consistentes. Porque, apesar do alto
poder de resolucdo e discriminacdo dos anticorpos monoclonais, o fato de, na
maioria dos casos, serem gerados por camundongos, torna limitante a sua

administragcdo continua em humanos. Esta limitagdo se d& pelo fato do sistema
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imunolégico reconhecer essas imunoglobulinas de carater murino como estranhas e,
produzir a resposta HAMA (do inglés Human Anti-Murine Antibodies) (Maranhéo e
Brigido, 2002).

A resposta HAMA, também conhecida como doenca do soro, consiste em
uma reagdo de hipersensibilidade (tipo Ill), na qual os pacientes produzem
anticorpos contra proteinas e complexos imunes compostos pelos anticorpos
injetados. Os imunocomplexos ficam depositados nos vasos sanguineos, rins e
articulacbes, levando a superproducdo de citocinas (‘chuva de citocinas”),
inflamacéo, glomerulonefrite e artrite. Outro efeito deletério da resposta HAMA é a
rapida remocao do anticorpo monoclonal que € neutralizado por anticorpos de classe
IgM e 1gG produzidos pelo paciente, devido a grande quantidade de residuos
murinos (Holliger e Hudson, 2005).

A humanizacao de anticorpos foi a responséavel por tornar o quadro favoravel
para a utilizacdo dos anticorpos monoclonais na clinica. O objetivo de humanizar
anticorpos,é fazer com que o anticorpo exerca suas funcbes na forma de uma
estrutura discreta, ndo induzindo respostas imunes significativas, sendo assim, ele
passaria pelas demais células como uma estrutura protéica comum (o que serd mais
dificil se ele tiver grandes fragmentos protéicos de origem murina). Este processo
também resguarda a especificidade e afinidade da imunoglobulina (Maranhdo e
Brigido, 2002).

1.2.3- Engenharia e Humanizacao de Anticorpos

O potencial terapéutico do uso de anticorpos monoclonais tem sido explorado
pelas empresas farmacéuticas. Investimentos e novos projetos estruturais
melhoraram a farmacocinética in vivo (Figura 3), gerando uma ampla variedade de
moléculas modificadas capazes de reconhecer um amplo repertorio imune e se
direcionar contra alvos refratarios e proteinas complexas (Marszal e Fowler, 2012).

A inovadora tecnologia do DNA recombinante tem melhorado a eficiéncia
clinica dos mAbs murinos, a primeira estratégia para reduzir a imunogenicidade foi a
producdo de mAbs quiméricos (Marszal e Fowler, 2012). O processo de
quimerizacdo envolve a fusdo génica da porcdo Fab do anticorpo murino ao

fragmento cristalizavel (Fc) de uma imunoglobulina humana, formando uma quimera
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(Figura 3) (Maranhdo e Brigido, 2002). Apesar deste processo reduzir a
imunogenicidade e melhorar o mecanismo efetor do biofarmaco, a permanéncia da
fracdo Fab murina na molécula tém provocado, em pelo menos 9% dos pacientes, a
resposta HACA (do inglés, Human Anti-Chimeric Antibody) (Weiner et. al., 2010).
Similar a resposta HAMA, a resposta HACA inviabiliza a utilizacdo dos anticorpos de
uma forma repetitiva, uma vez que o paciente passa a produzir imunoglobulinas das
classes IgG e IgM contra as versdes de anticorpos quiméricos, provocando a sua
neutralizagcdo e podendo resultar na doenca do soro (Weiner et. al.,, 2010).

Diante destas evidéncias, foi proposto que a humanizagcdo de anticorpos
deveria diminuir a quantidade de residuos de aminoacidos murinos, aumentando a
estrutura humana da molécula. Com a finalidade de reduzir ao maximo a quantidade
destes residuos e preservar a fungdo do anticorpo, surgiu a técnica CDR grafting
(transplante de CDR). Por meio de manipulacdo génica, esta técnica permite que as
trés CDRs murinas permanecam em um arcabouco (framework) humano, no caso, a
estrutura de uma Fv (Weiner et. al., 2010). Sendo assim, as regides amino- terminais
variaveis das cadeias leve e pesada sdo redesenhadas de forma homdloga a
imunoglobulina do camundongo, propiciando o transplante das sequéncias
codificadoras das CDRs murinas. Para finalizar a constru¢do do anticorpo
humanizado, uma porgdo constante humana é fusionada a Fv humanizada (Figura
3) (Presta, 2008).

Outras técnicas também podem ser abordadas para transplantar as CDRs do
anticorpo murino, tais como: a escolha de sequéncias germinais, best fit e
resurfacing. A técnica de resurfacing substitui apenas os residuos acessiveis ao
reconhecimento dos anticorpos, porque ficam expostos ao solvente. A técnica best fit
ou “melhor encaixe” consiste na escolha das sequéncias humanas que melhor se
assemelham as sequéncias murinas, hipermutadas, ndo necessariamente germinais.
A selecdo das sequencias germinais tem como base o principio das técnicas best fit
e CDR grafiting, porém somente as sequencias germinais sdo analisadas como
arcabouco, uma vez que acredita-se que essas sequencias possuem menor
imunogenicidade porque estao presentes em linfocitos B imaturos e ndo passaram
pelo processo de hipermutacdo somatica (Presta, 2008).

O reconhecimento pelo sistema imune das CDRs murinas dos anticorpos

humanizados, ou qualquer outro fragmento de anticorpo murino presente no
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arcabouco do anticorpo, resultando na resisténcia a terapia € denominada: resposta
HAHA (do inglés Human Anti- Humanized Antibody). Embora rara, a resposta HAHA
€ possivel e provoca as mesmas sintomatologias das respostas HACA e HAMA
(Weiner et. al., 2010).

Diversas estratégias (Figura 3) para a producdo de anticorpos terapéuticos
totalmente humanos estdo sendo desenvolvidas. Sao exemplos: a selegéo a partir
de bibliotecas de fragmentos de anticorpos humanos por phage display, e a
utilizacdo de camundongos transgénicos produtores de anticorpos humanos. A
técnica de transgénia em camundongos permite a substituicdo dos loci de
imunoglobulina murina por imunoglobulina humana resultando na produgdo de

anticorpos monoclonais humanos (Krauss, 2003).

Biblioteca de anticorpo
in vitro, camundongos
transgénicos e
hibridomas humanos

Tecnologia do Hibridoma
de camundongo

YYYY

camundongo quimérico humanizado humano

Construc8o de anticorpos por meio de: engenharia genética,

anticorpos de uso terapéutico através da expressdo de células
eucarioticas.

Figura 3: Resumo esquemaético das estratégias abordadas para engenharia de anticorpos.
Adaptada de (Sevastsyanovich et.al., 2009).

A possibilidade de dividir a molécula de imunoglobulina em diversos
fragmentos (humanos ou humanizados) também é uma alternativa para diminuir a

imunogenicidade (Andrade et.al., 2000). Foi isolado e caracterizado o fragmento de
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ligacdo ao antigeno (Fab), que pode ser clivado proteoliticamente com papaina e ser
desmembrado da fracdo Fc. Este fragmento pode ser quimicamente modificado,
melhorando suas propriedades de retencdo e de internalizacdo, sendo vantajoso no
tratamento de patologias onde a funcao efetora do anticorpo ndo se faz necessaria
(Fang et.al., 2011).

Outra abordagem similar capaz de otimizar essas vantagens é a manipulacdo
génica para a construcdo do fragmento scFv (Andrade et.al., 2000). O fragmento-
scFv (Figura 4) ou fragmento variavel de cadeia Unica (do inglés single chain Fv) é
composto pelas regides varidveis das cadeias leves e pesadas unidas por um
polipeptideo conector composto por aminoacidos hidrofilicos que conferem
flexibilidade a estrutura protéica (Gly, Ser)s, por exemplo. Este fragmento interage
com o antigeno e ndo possui os dominios constantes CH1, CH2, CH3 e CL1 (Figura
4). No caso, nestas constru¢cdes a molécula tem que ter alta afinidade ao epitopo,
porque sua remoc¢do da circulacdo sanguinea sera mais rapida (Andrade et.al.,
2005).

Porém, um anticorpo capaz de recrutar as funcdes efetoras do sistema imune
e também ser removido rapidamente da circulagdo sanguinea, pode ser mais eficaz
em algumas doencas (Bornstein et.al., 2009). O fragmento Fc é extremamente
relevante para recrutar essas funcdes efetoras. Outra vantagem do fragmento Fc foi
demonstrada por Andrade e colaboradores por meio de analises termodinamicas e
experimentos in vitro utilizando agentes desnaturantes. Eles mostraram que o
fragmento FvFc possui maior estabilidade conformacional que o scFv uma vez que a
presenca dos dominios carboxi-terminais conferem esta estabilidade. Estes
fragmentos (Figura 4) contém regides variaveis das cadeias leve e pesada
(fragmento Fv) essenciais a especificidade do anticorpo, as quais sao formadas por
um Unico cistron que confere uma estequiometria correta dessas cadeias (Andrade
et.al., 2005). Estes fragmentos séo obtidos a partir do fragmento scFv fusionado aos

dominios CH2 e CH3 (Fc), preservando o sitio de glicosilagdo (Fang et.al., 2011).
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Figura 4: Representacdo de uma molécula de imunoglobulina (IgG) em comparacdo com
fragmentos gerados por técnicas do DNA recombinante (FvFc e scFv). Adaptada de (Holliger e
Hudson, 2005).

Varias estratégias podem ser abordadas para modificar os fragmentos de
anticorpos, melhorando as suas propriedades em comparacdo a molécula
progenitora. Todas elas dependem de inimeros fatores, tais como: a densidade e a
acessibilidade dos epitopos, estudos cristalogréficos, a flexibilidade conformacional
do alvo e os médulos de ligacao ao antigeno. Analisando estas condi¢ces e através
da estrutura tridimensional proposta, é possivel, também, conjugar quimicamente
diferentes moléculas nos fragmentos de imunoglobulinas. Um exemplo, é a
construcdo de um scFvCD20Cys humano que foi conjugado a um micro RNA néo
codificador com atividade repressora, 0 antagomiR155. Este biofarmaco nao
encontra- se disponivel para uso clinico, porém os resultados farmacocinéticos séo
consistentes e confirmam a entrega e a funcao eficiente tanto do single chain quanto

do micro RNA nao codificador aos seus respectivos alvos (Wang et.al., 2014).

1.3 Anticorpos de uso terapéutico

A utilizacdo de anticorpos monoclonais (mAbs) para fins terapéuticos tém
solucionado muitos problemas no tratamento de varias patologias. A tecnologia do
hibridoma desenvolvida por Milstein e Kohler forneceu bases tedricas para que em
1986, o primeiro anticorpo monoclonal fosse aprovado pela FDA- do inglés Food and
Drug Administration- o Orthoclone OKT3. Esta preparacdo homogénea
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monoespecifica é capaz de reconhecer um Unico alvo: a molécula de CD3 humana
presente no complexo receptor da célula T. Este anticorpo murino foi utilizado para
reducao de rejeicdo a transplantes (Silva et.al., 2009).

Assim como o OKT3, varios outros mAbs de origem murina foram
aperfeicoados por técnicas de engenharia genética para diminuir os efeitos
colaterais sem afetar a especificidade do biofdrmaco. Diversos mAbs tém sido
aprovados pela FDA: em 1997 o primeiro anticorpo humanizado pela técnica de
transplante de CDR foi aprovado para uso clinico, o anti-IL2R Zenapax®, PDL
(Vicent, 1998). Em 2002, utilizando-se a técnica de phage display um anticorpo
totalmente humano foi aprovado, o anti-TNFa Humira Abbott (Measi, 2005). Em
2006, foi aprovado o primeiro anticorpo monoclonal produzido por camundongo
transgénico, o Panitumumabe (utilizado no tratamento para cancer coloretal) (Gibson
et. al., 2006).

Essas inovacdes tecnoldgicas perfazem uma das areas de maior crescimento
na industria farmacéutica atual, a tabela 1 mostra os anticorpos monoclonais

aprovados pela FDA (Food Drug Administration).

Tabela 1. Anticorpos monoclonais aprovados pela FDA até 2014*,

Anticorpo Molécula Tipo Indicacéo Empresa Ano de
Alvo aprovacao
OKT3 CD3 Murino Rejeicdo a Johnson & Johnson 1986
(Muromonab- transplantes
CD3)
Reopro CA17-12 Quimérico PTCA Centocor 1994
(Abciximab)
Panorex GPllIb/llla Quimérico Cancer Centocor 1995
(Edrecolomab) Coloretal
Rituxan CD20 Quimérico Linfoma Non- Biogen 1997
(Rituximab) Hodgkin IDEC
Zenapax IL2R Humanizado Rejeicao a Prot Design Labs 1997
(Daclizumab) transplantes
Simulect IL2R Quimérico Rejeicao a Novarts 1998

(Basiliximab)

transplantes



Synagis
(palivizumab)
Remicade
(Infliximab)
Herceptin
(Trastuzumab)
Mylotarg
(Gemtuzumab)
Campath
(Alemtuzumab)
Zevalin
(Ibritumomab)
Humira
(Adalimumab)

Xolair
(Orlalizumab)
Bexxar
(Tositumomab-
1131)
Raptiva
(Efalizumab)
Erbitux
(Cetuximab)
Avastin
(Bevacizumab)
Tysabri
(Natalizumab)
Lucentis
(Renibizumab)
Vectibix
(Panitumomab)
Soliris

(Eculizumab)

RSV F

TNF-a

Her2/neu

CD33

CD52

CD20

TNF-a

IgE

CD20

CD11a

EGFR

VEGF

Integrina

A4

VEGF-A

EGFR

C5

Humanizado

Quimérico

Humanizado

Humanizado

Humanizado

Murino

Humano

Humanizado

Murino

Humanizado

Quimérico

Humanizado

Humanizado

Humanizado

Humano

Humanizado

Profilaxia de RSV

Artrite reumatéide e

doenca de Crohn
Metastase de
cancer de mama

Leucemia miel6ide

Leucemia linfocitica

Linfoma Non-
Hodgkins
Artrite

reumatéide,doenca

de Crohn

Asma

Linfoma Non-

Hodgkins

Psoriase

Cancer coloretal

Cancer coloretal,
renal
Doenca de crohn,
esclerose
Degeneragao
macular

Cancer coloretal

Hemoglobindria
(PNH)

Medlmmune

Centocor

Genentech

Wyeth

Millennium/

ILEX

Biogen

IDEC

Abbott

Genentech

Corixa

Genentech

Imclone Systems

Genentech

Biogen

IDEC

Genentech

Amgen

Alexion Pharm
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1998

1998

1998

2000

2001

2002

2002

2003

2003

2003

2004

2004

2004

2006

2006

2007



Milatuzumab

Cimzia
(Certolizumab)
Simponi
(Golimumab)
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Siltuximab IL-6 Quimeérico IgG1 Doenca de Janssen Biotech 2014
(Sylvant) Castleman
Vedolizumab a4p7 Humanizado Colite ulcerativa e Millennium 2014
(Entyvio) integrina lgG1 Doenca de Crohn Pharmaceuticals/
Takeda
Ramucirumab VEGFR2 Humano 1gG1 Cancer Gastrico ImClone Systems 2014
(Cyramza)

*Adaptada do site da Food Drug Administration

Disponivel em: http://www.antibodysociety.org/news/approved_mabs.php

1.4 O antigeno CD20 e os anticorpos anti-CD20

Os linfomas sdo neoplasias malignas que se originam nos linfonodos. Em
1832 o Dr.Thomas Hodgkin fez os primeiros diagndsticos de linfomas, descrevendo-
0os como sendo formados por células mononucleadas, Linfomas de Hodgkin. Em
1900 a Dr2 Dorothy Reed e o Dr Carl Sternberg observaram células B grandes e
multinucleadas formando um complexo com as células mononucleadas,
representando aproximadamente 1% do tumor, essas células sdo denominadas
Reed-Sternberg (RS) e o complexo formado com as células mononucleares HRS.
Posteriormente, outros pesquisadores descrevem que além das células HRS, séo
encontradas diversas células que infiltram o tumor, tais como linfécitos e histidcitos
(van Oers e Kersten, 2011).

Todos os outros linfomas que ndo se enquadram neste padrdo, séo
denominados Linfomas Non-Hodgkin (LNH). Uma vez que, os Linfomas de Hodgking
sdo constituidos por células que perderam suas caracteristicas de origem, ao
contrario dos LNH que as mantém em grande parte. Atualmente, Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, a classificacdo dos Linfomas ndo-Hodgkin relaciona
as caracteristicas imunogenéticas, morfologicas e moleculares do tumor, as quais
descrevem mais de 20 subtipos, em geral, 85% séo de células B sendo raros os
linfomas de células T (Marszal e Fowler, 2012).

Em 1980 surgiu o anti-CD20 B1, o primeiro anticorpo monoclonal para o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22van%20Oers%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kersten%20MJ%22%5BAuthor%5D
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tratamento do Linfoma Non- Hodgkin de células B capaz de reconhecer um antigeno
presente e especifico nesta célula, o antigeno CD20 humano (Fang et.al., 2011). Por
ser um anticorpo monoclonal murino, o anti- CD20 B1 ou tositumomabe, nado foi
rapidamente aprovado para uso clinico. Nos anos seguintes 0s anticorpos anti-
CD20 foram geneticamente modificados para aplicacdo clinica, atualmente sdo
classificados em tipos | e Il (Ernest et al, 2005). Varios aspectos os diferenciam,
principalmente: a cinética de deplecdo das células B e a estequiometria em que
permanecem apos realizarem as interacdes com o antigeno CD20 (Klein et al,
2013). Em 1997, foi aprovado especificamente para o tratamento de pacientes com
LNH de baixo grau (folicular) ou linfomas foliculares agressivos non- Hodgkin, o
primeiro anticorpo recombinante: Rituximabe (MabThera®, Rituxan) (Kotani et.al.,
2006).

O MabThera® Rituxan e a maioria dos anticorpos anti-CD20 sao classificados
como tipo | (Figura 5), exemplos: ocrelizumab (2H7) e ofatumumab (2F2). Os
anticorpos tipo | apos estabelecerem as ligagdes com o antigeno CD20, induzem a
sua translocacdo em microdominios lipidicos dentro da membrana plasmatica,
depletando o linfécito B através dos seguintes mecanismos: morte celular
programada PCD (do inglés Programmed Cell Death), citotoxidade celular
dependente de anticorpo ADCC (do inglés Antibody Dependent Cell Mediated
Cytotoxicity), fagocitose celular dependente de anticorpo ADCP (do inglés Antibody-
Dependent Cellular Phagocytosis), citotoxidade dependente de complemento CDC
(do inglés complement- mediated cytotoxicity), (Oflazoglu e Aldoly, 2010).

O processo de translocagcédo do CD20 favorece geometricamente a formacao
de clusters de anticorpos (Figura 5) na superficie do limfécito B posicionando melhor
a regido Fc do anticorpo aumentando o recrutamento da funcéo efetora (Marszal e
Fowler, 2012). A cinética de deplecdo das células B promovida por imunoglobulinas
anti-CD20 do tipo Il (Figura 5) deve-se a adesao homotipica que eles realizam ao se
ligarem na molécula CD20. Sendo assim, eles induzem menos CDC e ADCC.
(Binder et. al., 2006). Recentes estudos comprovaram que 0s anticorpos anti-CD20
do tipo Il, ndo promovem apoptose e sim uma forma direta e ndo apoptotica de
morte celular. A interagdo de um anti-CD20 tipo Il com a molécula CD20 aumenta o

contato da actina célula a célula resultando no rompimento dos lisossomos e da
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geracdo de espécies reativas de oxigénio promovendo a morte celular. S&o
exemplos de anticorpos tipos Il: GA101 e tositumomabe (B1) (Klein et al, 2013).

Tipo | Tipo 1l
c""k
AN

Figura 5: Demonstracdo esquematica da interagdo antigeno CD20 e os dois tipos de anticorpos
anti-CD20: tipo | e tipo Il respectivamente. Adaptada de (Cragg, 2011).

O rituximabe consiste em um anticorpo monoclonal quimérico anti-CD20,
onde a fracéo Fv € de origem murina e fusionada as regides humanas constantes de
IgG1 e Ck, seu peso molecular é de 145 kDa sendo duas cadeias pesadas de 451
aminodacidos e duas cadeias leves de 213 (Lim, et.al., 2010). Este modelo quimérico,
no formato de IgG1 humana é atualmente, utilizado no tratamento de pacientes com
Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) (Keatting, 2010) e Artrite Reumatdide (AR)
(Perscovitz, 2009) e Miastenia Graves (Wang et.al.,, 2014), sendo manufaturado
pelas empresas Genentech e Biogen. O medicamento foi aprovado para uso clinico
em 1997 (Pateinakis e Pyrpasopoulou, 2014).

O antigeno leucocitario humano CD20, esta presente na superficie de células
da linhagem linfoide B, desde seu estagio pré B a linfécito B maduro, ndo sendo, em
condi¢cdes naturais, expresso em plasmocitos (Oflazoglu e Aldoly, 2010). E uma
fosfoproteina transmembréanica ndo glicosilada de aproximadamente 33 a 37 kDa
capaz de atravessar quatro vezes a membrana plasmatica, estando presente na
maioria dos linfécitos B. A principal caracteristica desta molécula € uma volta (“loop”)
extracelular de aproximadamente 44 aminoacidos (Figura 6) com uma ponte
bissulfeto entre as citeinas 167-183 localizada entre os dominios 3 e 4
transmembranicos (Ernst et. al., 2005).

O epitopo reconhecido pelo rituximabe (Figura 6) € formado pelos peptideos
(170) ANPS (173) e (182) YCYSI (186) ambos unidos por pontes disulfeto C (167) —
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C (183) (Klein, et AL, 2013). Esses residuos formam pontes de hidrogénio ao redor
dos loops das CDRs (Klein et.al., 2013). O epitopo descontinuo do CD20 contribui
com a estabilidade de ligacdo do rituximabe (Binder et.al., 2006). Outro fator que
pode contribuir (Figura 6) sdo as pontes dissulfeto entre os residuos C(167) e
C(183)5 que aparentemente se aproximam favorecendo a ligacédo do rituximabe ao
epitopo descontinuo, sendo que, os residuos de alanina na posi¢cao 170 (A170), e
prolina na posicdo 176 (P172) sdo considerados os mais relevantes para permitir

gue estas interacdes sejam formadas (Klein et.al., 2013).
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Figura 6: O epitopo descontinuo ao qual o rituximabe se liga. Em amarelo os residuos C(167) e
C(183)5 que formam pontes dissulfeto. *Adaptada de (Binder et.al., 2006).

Nas células B normais, a expressdao do antigeno CD20 é de
aproximadamente 100.000 moléculas por células, em outros tipos celulares esta
expressao é insignificante, mas nas células B malignas esta expressédo encontra- se
aumentada (Montraveta et.al., 2014).

Sendo assim, o rituximabe causa uma deplecdo seletiva e transitoria de
ambas subpopulacdes de células B normais CD20 positivas e de células B malignas
(Figura 7). Porém, a expressdo do CD20 ocorre dentro de etapas chaves do
desenvolvimento das células B que dao origem a diversas patologias, ndo sendo
expresso em células-tronco hematopoiéticas B, de modo que a hematopoiese de
células B, os plasmadcitos e outras linhagens de células ndo sao alvejadas (Ruuls
et.al., 2008).

Dados na literatura demonstram que o0 espectro de acéo deste biofarmaco em
outras patologias onde, a deplecdo de células B CD20+ pode ser relevante
(Montraveta et.al.,, 2014). Ja existem aplicagcbes nos seguintes tipos de doencas:

Lupus eritematoso sistémico (Pateinakis e Pyrpasopoulou, 2014). Sindrome de Stiff
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Person (Bacorro e Tehrami, 2010), Diabetes Mellitus do tipo | (Xinyu et.al, 2013),
Leucemia Linfoide Cronica (Keating, 2010), como adjuvante para a tolerizacao de
orgaos em procedimentos de rejeicao a transplantes (Sarkar e Philip, 2013) dentre

outras.

Figura 7: Linhagens de linfécitos que expressam o antigeno CD20. *Adaptada de (Ruuls et.al.,
2008).

Diversos estudos demonstram que o papel terapéutico do Rituximab na
deplecéo de células B esta relacionado com quatro mecanismos (Figura 8): ADCP,
CDC, ADCC e PCD (Ruuls et.al., 2008).

Varios mecanismos sao descritos sobre apoptose (Figura 8) durante o
tratamento com anti- CD20, porque ap0s estabelecida a interacdo do anticorpo com
0 CD20 ocorrem fosforilagdes na membrana plasmatica das células- alvo (Pateinakis
e Pyrpasopoulou, 2014). As vias apoptéticas incluem tanto mecanismos intrinsecos
da via de ativacdo da caspase quanto, vias dependentes de permeabilizagéo.
(Oflazoglu e Aldoly, 2010). S&do exemplos classicos: as vias das caspases 3 e 9,
interagcbes com os genes Bcl-2 e Bcl-6, com as vias Bax e Bak e com o NF«B
(Pateinakis e Pyrpasopoulou, 2014).

Os anticorpos de classe IgG1 como o rituximabe, facilitam a deposicdo de
proteinas do sistema complemento por meio da via classica quando ligam-se aos
seus respectivos antigenos, formando um imunocomplexo (Figura 8), resultando na

citotoxidade dependente de complemento (CDC). Isso acontece porque a proteina
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C1q do complemento se liga as duas regibes Fc do anticorpo quimérico as quais
ficam expostas (Amoroso et.al., 2011).

As células Natural Killer também reconhecem e se ligam a regiao cristalizavel
(receptor Fc) do rituximabe, mas por meio de seu receptor FcyRllla. Essas células
sdo entdo ativadas, devido a ligagdo entre seu receptor e por meio das interacdes
entre as por¢des hidrato de carbono, liberando granulos capazes de destruir a célula
B (Pievani et.al., 2011). Outro evento, menos descrito na literatura, € a fagocitose
dependente de anticorpo. Macréfagos e mondcitos expressam receptores Fc e
receptores para proteinas do sistema do complemento, logo existe a possibilidade
do linfocito ser fagocitado juntamente com o anticorpo (Pateinakis e Pyrpasopoulou,
2014).
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Figura 8: Mecanismos de acao propostos pelo rituximabe contra o antigeno CD20 humano.
*Adaptada de (Oflazoglu e Aldoly, 2010).

Apesar do rituximabe ser eficaz em depletar células B, cerca de 50% dos
pacientes com cancer HNL CD20 nao respondem a terapia inicial com rituximabe,
resisténcia inata, de 30 e cerca de 60% dos pacientes ndo vao mais se beneficiar

com o tratamento novamente, resisténcia adquirida (Zimmermann et al, 2014).
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Estudos mostram que alteracdes no dominio intracelular do antigeno CD20
podem afetar a funcéo das proteinas pro-apoptoticas SERCA3 e Bax/Bak resultando
num decréscimo do influxo de Ca?* intracelular inibindo a apoptose. Porém, acredita-
se que a maior parte dos mecanismos de resisténcia ndo estdo vinculados a
atividades intrinsecas das células B malignas (Zimmermann et al, 2014).

Outro mecanismo de resisténcia comum esta relacionado a constituicdo
génica dos receptores FcyR das células efetoras. Alguns genes responsaveis por
codificar esses receptores exibem polimorfismo alélico, resultando em alotipos, por
exemplo o geneFcyRIll: devido ao seu dimorfismo, pode codificar FcyRllla (CD16)
com o aminoacido fenilalanina (F) ou valina (V) na posicdo 158. Os individuos
homozigotos para FcyRllla-valina valinal58 (V_/ V) estabelecem ligagcbes mais
fortes com o fragmento Fc da IgG1 (Waleed e Tim, 2011).

Entretanto, este polimorfismo e a reducdo da eficacia do tratamento com o
rituximabe s&o contestaveis, por exemplo, de acordo com Zimmermann et. al 2014,
pacientes com doencas linfoproliferativas pos- transplantados portadores da regido
polimdrfica com fenilalanina na posicdo 158 do FcgRllla podem responder bem ao
tratamento desde que aumentadas as doses do biofarmaco, imunoquimioterapia R-
CHOP em vez de quimioterapia CHOP (ciclofosfamida, hidroxidoxorubicina,
vincristina e prednisona) ap6s monoterapia rituximab R-CHOP (Zimmermann. et al,
2014). Outro exemplo de polimorfismo ocorre no componente C1gA do sistema
complemento, e estd correlacionado com a remissdo completa apds a terapia
prolongada do rituximabe (Waleed e Tim, 2011).

Apesar da eficiéncia, em 3% dos pacientes com linfoma, a terapia com
rituximabe pode estar associada a imunossupressores e corticosterdides devido a
respota HACA (Human Anti-Chimeric Antibodies) (van Oers e Kersten, 2011). Porém
essa resposta é bem maior quando o rituximabe é usado para o tratamento de
doencas auto-imunes e leva a uma tolerizacéo a terapia (Pinto et.al., 2013). Com a
finalidade de minimizar tais efeitos colaterais, foram propostos outros modelos de
anticorpos recombinantes, de origem murina ou humanizados, dentre os quais
destacam- se Ofatumumab 6,7, Ocrelizumab8, Veltuzumab 11,12, AME-133v13,14 e
GA101 (Lim et. al., 2010). Na tabela 2 estéo representados os anticorpos anti- CD20

utilizados na clinica médica e aprovados pela FD.A.



Tabela 2: Anticorpos anti-CD20 utilizados na clinica médica e aprovados pela

FDA.

*Adaptada do site da Food Drug Administration
Disponivel em : http://www.antibodysociety.org/news/approved mabs.php



http://www.antibodysociety.org/news/approved_mabs.php
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1.5 Expresséo heter6loga de anticorpos em células de mamiferos

Na década de 1970, com o aperfeicoamento das técnicas de engenharia
genética e producdo de proteinas recombinantes, surgiu um grande interesse por
parte dos pesquisadores em padronizar técnicas e protocolos para producdo de
biofarmacos em células de mamiferos. Essas células perfazem o sistema ideal para
producdo de anticorpos. Elas possuem capacidades intrinsecas de mimetizar essa
producado pelo organismo humano, devido ao alto grau de fidelidade em relacdo as
modificacdes poés-traducionais, tais como: a N-gligosilacdo, acetilagdo, metilacao,
fosforilacao, glicosilagcéo, prenilacdo, sulfonagédo dentre outros (Jayapal et.al., 2007).

Segundo Datta etal, 2013, a producdo industrial de anticorpos
recombinantes por meio de células de mamiferos, em especial as células CHO,
correspondem a mais de 70% das proteinas terapéuticas em um mercado global

avaliado em US $ 30 bilhdes em vendas anuais (Datta et. al., 2013).

A linhagem imortalizada de ovéario de hamster chinés (CHO) e suas variantes,
como por exemplo a CHO-K1, sdo comumente utilizadas para producdo de
biofarmacos (Ruggiero, 2002). Essas células epiteliais de morfologia fibroblastéide
sdo aderentes ao plastico. Para permanecerem aderidas ao plastico apés se
propagarem, ou mesmo manterem sua morfologia, essas linhagens de CHO
necessitam de soro fetal bovino como fonte de hormonios, fatores de crescimento,

protecdo contra variacdes de pH e pressao osmotica (Jayapal et.al., 2007).

Para que as células de mamiferos possam produzir anticorpos fidedignos a
sua sequéncia génica, elas necessitam de vetores de expressdo adaptados as suas
necessidades, e previamente planejados a lidar com alguns dos mecanismos de
regulacdo da expressdo génica em eucariotos (Silva et. al., 2009). O Grupo de
Imunologia Molecular da UnB, trabalha com diversos projetos na area de expressao
heter6loga de anticorpos, varios vetores foram construidos com o objetivo de
melhorar a producdo dessas proteinas recombinantes. O vetor utilizado neste
trabalho, foi o vetor pPCOMIRESAG00. (Figura 9) (Quilici, 2012).
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Figura 9: Desenho esquemético do vetor pCOMIRESA600. Adaptado de (Qulici, 2012).

O vetor foi construido por Quilici (2012) e possibilita a producéo heteréloga
das proteinas recombinantes em células de mamiferos. O vetor pCOMIRESA600
possui 0s genes relacionados com as cadeias CH2 e CH3 do Fc de imunoglobulina
humana IgG, que estéo 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 a ampicilina (Bla), que facilita a manipulacdo em bactéria e o gene
de resisténcia a geneticina (NEOR), para a selecdo 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 0 aparato secretério da célula (Sousa, 2013). A expressdo do
gene é dirigida pelo promotor CMV (Citomegalovirus), este promotor tem como
principal caracteristica promover altos niveis de transcricdo do gene da proteina
recombinante (Mariati et.al., 2010), para tanto ele possui 0 intron A com uma
delecdo de 600 pares de base (Quilici, 2012). O intron A é responsavel para que a
performance do processo de splicing ocorra de forma a permitir maior fidelidade de
transcricdo do FvFc, que encontra-se clonado como cDNA (Le et.al., 2003). O vetor

também possui o sinal de poliadenilacdo eficiente do virus 40 de macaco SV40
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(Smian Virus 40) que codifica a “cauda polyA” do RNA (Le et.al., 2003).

Outra caracteristica importante € que o gene de resisténcia a geneticina
(NEOF) esta clonado a montante & 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 € considerada extremamente importante para possibilitar a expressao
policistrénica por permitir uma expressdo duradoura e estavel de proteinas
recombinantes, como imunoglogulinas (Houbebine et.al., 1999).

Essa caracteristica faz com que tanto o 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
traducdo simultdnea 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).

Um vetor com todas essas caracteristicas pode influénciar positivamente no
processo de producdo de anticorpos recombinantes, e ser uma estratégia

promissora para producao em larga escala.

1.6 Desenho génico de vers6es humanizadas dos dominios variaveis leve e
pesado do rituximabe.

Com o objetivo de desenvolver uma estrutura menos complexa do que a do
anticorpo inteiro, podendo apresentar um tempo de meia vida menor na circulagao
sanguinea, sendo considerado ideal nos tratamentos onde a rapida remoc¢édo do
biofarmaco pode resultar em uma melhor evolucdo do quadro do paciente
(Maranhéo e Brigido, 2002), foram produzidos dois fragmentos FvFc humanizados e
um fragmento FvFc similar a estrutura original do rituximab, onde o dominio Fc é o
mesmo que o dos dominios da IgG humana.

A especificidade da molécula original foi mantida, transplantando as CDRs
murinas do rituximabe para dois arcaboucos humanos, através da técnica CDR
grafting. Nao foi necessario realizar a constru¢cdo da molécula inteira, uma vez que o
grupo de Imunologia Molecular ja tinha uma sequencia génica para dos dominios

CH2 e CH3, clonados no vetor de expressdo pCOMIRESA600. Os scFvs foram
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desenhados de forma a propiciar a fusdo génica desses dominios e receber as
CDRs murinas do rituximabe, analisando os residuos de aminoacidos essenciais
correspondentes a sequencia que codifica a estrutura cristalografica.

Como visto, manter as CDRs murinas do rituximabe € uma estratégia
promissora, pois o0 éxito na deple¢do das células B em uma fase de desenvolvimento
chave promove um tratamento adequado a pacientes de varias patologias. As CDRs
sdo capazes de manter esta identidade da molécula progenitora. Possiveis
mutacBes que possam ocorrer na molécula CD20 afetando o epitopo do rituximabe
sao raras, ocorrem em apenas 0,4% dos pacientes. (Klein et. al., 2013).

Foram selecionados frameworks humanos para as cadeias VH e VL murinas
que estdo presentes no anticorpo original Rituximabe (Andrade et.al., 2000). E
realizadas buscas a partir de sequéncias humanas de cadeias variaveis germinais
depositadas no banco de dados que apresentaram maior similaridade com a
sequéncia do anticorpo murino (Caldas, 2000). Essas sequéncias foram alinhadas e
analisadas usando o programa Bioedit. Para a escolha das sequéncias similares, foi
considerada as sequencias depositadas no Ig Blast.

Segundo Kaswiuri et. al 2005, a correta escolha de um modelo tridimensional
humano e a identificagdo dos residuos no framework, séo cruciais para estabelecer
ligacbes com o antigeno (Kaswiuri et. al 2005). O uso das sequencias germinais
reduz a imunogenicidade da molécula. Os frameworks de dois anticorpos humanos
diferentes podem ser usados como molde para o processo de humanizacdo das
cadeias VH e VL, no caso desta humanizacédo as duas versdes humanizadas sao
similares em relacdo a estrutura tridimensional, pois as duas cadeias L poderiam
receber as CDRs do rituximab e a mesma cadeia H de imunoglobulina, logo foram
produzidos dois fragmentos scFv humanizados com a mesma cadeia pesada e
diferentes cadeias leves.

Posteriormente, foram realizadas a retro-traducao das sequéncias peptidicas
em polinucleotidicas, levando em conta a presenca de codons preferenciais para
células de mamiferos, propondo- se a sequéncia dos genes a serem sintetizados
guimicamente (Caldas et. al, 2000). Foram selecionados dois segmentos germinais
de cadeias pesadas de imunoglobulina e trés seguimentos germinais para cadeia
leves de lg, respectivamente: human VH1-46, mouse VH J558.42, Vk A27, V kL1,

V k am4. Sendo assim, foram sintetizadas quimicamente duas versdes scFvs
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humanizadas e uma versdo scFv murina similar a do rituximabe original,
respectivamente: A (humanVH1-46/Vk A27), L (humanVH1-46/V «L1l) e O (VH
J558.4/Vkam4).



Objetivos
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2.1 Objetivo Geral

Expressar, produzir e purificar, fragmentos de anticorpos anti-CD20 na forma
FvFc. Sendo, uma versao FvFc murina similar ao rituximabe original e duas versfes

FvFcs humanizadas.

2.2 Objetivos Especificos

e Clonagem dos scFvs humanizados e murino no vetor de expressao
pCOMIRESA600.

e Obtencdo da populacdo mista de células CHO-K1 produtoras dos FvFcs
recombinantes.

e Producao e purificagdo das proteinas recombinantes.



Materialis e Métodos
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3.1 Materiais

3.1.1 Linhagem de bactéria

Linhagem de bactéria Escherichia coli utilizada para os procedimentos de
clonagem neste trabalho, os genes listados indicam alelos mutantes.
- XL1-blue (Stratagene): recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F 'proAB laclqgZAM15 Tni10 (Tetr)]. E. coli foi desenvolvida para a transformacéo de
grandes moléculas de DNA, e com alta eficiéncia.

3.1.2 Linhagem de Célula de Mamifero

- CHO-K1- Linhagem celular derivada da subclonagem de uma célula de ovério de
hamster Chinés (CHO) parental, iniciada pela biépsia de um ovério da fémea adulta
do hamster Chinés Cricetulus griseus.

Sao células epiteliais, aderentes e necessitam de suplementacéo de soro fetal
bovino e prolina ao meio de cultura. Numero ATCC: CCL-61. As células foram
cultivadas em meio HAM-F12 (Hyclone) contendo soro fetal bovino (SFB) a uma
concentragéo de 10 % (v/v)

3.1.3 Meios de Cultura e solucdes para bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)
Peptona de caseina 1,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)

pH 7,0.

Meio LB agar

Meio LB adicionado de agar bacteriologico a 1,4 % (p/v).

Meio SB (Super Broth)

Peptona de caseina 3,0 % (p/v)



Extrato de levedura 2,0 % (p/v)
MOPS 1,0 % (p/v)

pH 7,0.

Meio SOB

Bacto-triptona 2,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 0,06 % (p/v)

KCI 0,002 % (p/v)

pH 7,0.

Meio SOC
Meio SOB 98 mL

2+
Solucéo estoque de Mg 2M1mL
Solugéo estoque de glicose 2 M 1 mL

Solucéo estoque de glicose 2 M

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

Solucéo estoque de Mg 2 M
MgCI2 1M

MgSO, 1 M

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

Solucéo de CaCI2
CaCI2 50 mM

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C

Glicerol 50 % (v/v)
Esterilizado por filtracdo e estocada a 4°C

35
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® 0
Cubetas de eletroporacdo (Gene Pulser/MicroPulser Cuvettes, Biorad , n catalogo:
165-2086)

ApoOs dissolver os reagentes em agua, todos os meios de cultura foram

autoclavados a 120°C por 15 minutos
3.1.4. Meios de cultura e solugfes para cultura de células de mamiferos

Para a cultura das linhagens de células de mamifero utilizadas neste estudo,
foi utilizado o meio de cultura HAM-F12 da Sigma e da Gibico. Todos esses meios
de cultura apresentam uma composicdo quimica bastante complexa, contendo sais
inorganicos diversos, vitaminas, aminoacidos e outros compostos. Era adicionado
bicarbonato de sodio no meio, com a finalidade de manter o pH durante a

estocagem a 4C°.

Meio Ham-F12 com L-Glutamina a 2 mM (Invitrogen®, no cat 21700-075)
Meio Base 1 pacote
NaHCO3 1,176 g

dHZO gs.pllL

pH 7,4

Meio de Congelamento de Células
HamF12 45%

Soro Fetal Bovino 45 % (v/v)
DMSO 10 % (v/v)

Soluc¢des utilizadas para cultura de células CHO-K1:

*Tripsina-EDTA (Invitrogen®, no catalogo: 27250-018)
Tripsina 2,5 ¢

EDTA 0,38 g

BSS.CMFgsp 1L

pH 8,0
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® o
*Soro Fetal Bovino (Invitrogen , n catdlogo: 10438-026)

[0}
Estocar de -5a-20 C.
Adicionado ao meio de cultura Ham-F12 com L-glutamina & concentra¢éo de 5% ou
10% (v/v).

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

*Reagente de transfecgao JetPEI™ (Polyplus Transfection, n°® de catalogo 101-01N)
Esse reagente de transfeccdo é um derivativo linear de uma polietilenimina. E um
composto catiénico cuja formulacdo especifica permite a transfec¢cdo de diversas

linhagens de células de mamiferos.
3.1.5 Solucgdes para extracdo de DNA plasmidial

Solucéo |

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

Solucéo Il
NaOH 0,2 M
SDS 1,0 % (p/v)

Solucéo llI

Acetato de potassio 3 M
Acido Acético 2 M

pH ajustado para 4,8 - 5,0

® o
RNAse A (Invitrogen , n de catalogo 12091-021).



Clorofane

Fenol equilibrado em pH 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

Alcool isoamilico 1 v

Equilibrado com 0,25 v de tampéo TE

Acetato de Sodio 3 M, pH 4,8

Utilizada para precipitacdo de DNA em preparagcao de pequena escala.

Acetato de amébnio 7,5 M

Utilizada para precipitacdo de DNA em preparacao de larga escala.

3.1.6 Enzimas

Enzimas de Restricdo

*Biolabs:

Not I (10U/uL)
Hind 111 (10U/pL)
EcoR | (20U/pL)
Xho | (10U/uL)
Xma | (1U/pL)
Kpn I (5U/uL)
Pst [(10U/uL)

*Fermentas:
Cfro I (10U/uL)
Xho | (10U/uL)
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*Promega
Kpn | (10U/uL)
Pst [(10U/uL)

Outras enzimas
*Invitrogen
T4 DNA Ligase (100u/ uL)
Tag DNA polimerase (100 u/uL) Invitrogen

3.1.7 Solucgdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose

Tampéo de corrida TEB 1X (Trizma- Base, Edta, Acido Bérico) pH 8,0
Tampao de corrida TAE 1X (Trizima- Base, Tris- Acetato, Acido Acetico Glacial)
Tampao de amostra para gel de agarose 10X Azul de Bromofenol 0,1 % (p/v)

3.1.8 Anticorpos utilizados no ELISA

Goat anti-Human IgG (H+L) Secondary Antibody 2 mg, da Life thecnologies, nimero
de catalogo A18807.

F(ab")2-Goat anti-Human IgG Fc Secondary Antibody, AP conjugate 500ug, da Life

thecnologies, numero de catalogo A24479. (Também utilizado no Western).
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3.1.9 Oligonucleotideos utilizados para confirmacédo das clonagens dos scFvs no vetor de expressdao pCOMIRESA600.

Os oligonucleotideos foram fornecidos pela GenOne e solubilizados em agua Milli-Q para concentracédo de uso de 10 pmoles/pL. A

tabela 3 mostra as sequéncias de cada um dos oligonucleotideos.

Tabela 3. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados

Identificagcéo Sequéncia do Oligonucleotideo Utilizacao

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 I 5 CTGGAGGAGGAGGATCAGATC & 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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3.1.10 Antibidéticos

Ampicilina

A ampicilina liofilizada foi ressuspendida em agua destilada na concentracao
de 20 a 50 mg/mL. ApoOs a ressuspensdo, ela foi esterilizada por filtragcdo em
membrana Millipore de 0,22 um. Apds a filtracdo, ela foi estocada a -20°C e
protegida da luz. Este antibiotico foi utilizado como marca de selecdo para

plasmidios transformados em células de E. coli.

Tetraciclina

A tetraciclina liofilizada foi ressuspendida em etanol 70% na concentracdo de
50 mg/mL e esterilizada por filtragio em membrana Millipore de 0,22 uym. Apos a
filtracdo, ela foi estocada a -20°C e protegida da luz. Este antibiético foi utilizado
para a semeadura e manutencao de células E. coli das linhagens XL1-blue e XL10-

gold, que possuem o gene de resisténcia a esse antibiotico.

Antibidtico/Antimicético 100X (GIBCO)
Penicilina 10.000U
Estreptomicina 10.000ug
Anfotericina B 25ug/mL
Preparada em 0,85 % de salina
Solucgédo utilizada como antibacteriano e antimicotico que foi adicionada aos meios

de cultura das células de mamifero, na concentracao final 1X.

Geneticina® (G418-Sulfato)

Liofilizada foi ressuspendida em agua destilada na concentracao de 50 mg/mL
e esterilizada por filtragdo em membrana Millipore de 0,22 um. Apéds a filtragao, ela
foi estocada a -20°C e protegida da luz. A geneticina foi utilizada para a obtengdo de
clones estaveis de construgdes com sequéncias indutoras de Z-DNA na linhagem
CHO-K1.
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3.1.11 Marcadores moleculares para DNA

®
1 kb plus DNA Ladder — (Invitrogen n°. catalogo. 10787-026)
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.

®
1 kb DNA Ladder — (Invitrogen n°. catalogo. 15615-016)
Fragmentos de DNA em pb: 201; 220; 298; 344; 396; 500; 517; 1.018; 1.636; 2.036;
3.054; 4.072; 5.090; 6.106; 7.126; 8.144; 9.162; 10.180; 11.198; 12.216.

®
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 4 pL do marcador, corresponde a massa de 200; 120; 80; 60; 40 e 20

ng, respectivamente.

®
High Mass DNA Ladder (Invitrogen n°. catalogo 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 4 uL do marcador, corresponde a massa de 200; 120; 80;

60; 40 e 20 ng, respectivamente.
3.1.12 Marcadores moleculares para proteina

BenchMark Pre-Stained Protein Ladder ( 2x 250uL), Life Thecnologies, nimero de

catalogo 10748-010.

NexusPointer Mid Range Dual Color (250ul), Bionexus, numero de catalogo
BNPM30.

3.1.13 Kits comerciais

QIAGEN Plasmid Midi Kit 100 — Para preparacao plasmidial em escala intermediaria
®

(Qiagen , n°. catdlogo 12145).

QIAprep Spin Miniprep Kit (250) - Para preparacdo plasmidial em pequena escala
®

(Qiagen , n°. catalogo 27106).

Colunas para extracédo de DNA de gel de agarose por Freeze Squize — Ultrafree DA



43

®
Centrifugal Unit (Millipore , n°. catalogo 42600). Para extracdo de DNA de gel de

agarose.

(o]
Qubit Fluorometer - para quantificacdo de DNA/RNA. Invitrogen (n catélogo:
Q32860)
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacao de DNA plasmidial

v' Em pequena escala adaptado do livro Técnicas Basicas de Biologia Molecular.
Capitulo IV (Maranh&do e Moraes, 2003).

Para as preparacdes de DNA plasmidial em pequena escala, preparava- se

um inéculo de 5,0 mL meio LB/ Amp ampicilina (150 pg/mL) com células E. coli

XL1BLUE, transformadas com o plasmidio de interesse. Imcubava-se o indculo

durante 16 horas a 37°C, sob agitacédo de 250 rpm.

ApoOs o crescimento, os 3 mL do in6culo eram centrifugados por meio de duas

centrifugagbes de 3 minutos a 3.000 rpm em microtubos de 1,5 mL, sendo o

sobrenadante desprezado a cada centrifugacao:

Ressuspendia- se o sedimento em 200 pyL de Solugdo I. Depois
incubava- se as amostras no gelo por 5 min.

ApoOs 5 min com a solucdo |, adicionava- se 400 yL de Solucdo Il e
homogeneiza- se as amostras vagarosamente varias vezes. Incubava-se
no gelo por 5 min.

Depois, acrescentava- se 300 uL de Solucéao lll, repetindo-se 0 mesmo
procedimento de homogeneizacao e incubou-se no gelo por 10 min.
Centrifugou-se a 12.000 rpm por 15 min a 4°C.

Recolhia- se o sobrenadante em microtubos e eram adicionados 10 pL
de RNAse A (na concentracdo de 10mg/mL) depois incubava-se por 2
horas a 37°C.

Foram adicionados 300 uL de clorofane e, apés forte agitacéo no vortex,
centrifugava-se por 5 min a 5.000 g a temperatura ambiente, e recolhia-
se a fase aquosa em outro microtubo.

Foram adicionados 300 pL de clorofil e repetiu-se 0 mesmo procedimento
anterior de agitacéo intensa, centrifugacao e coleta.

Foram adicionados 2,0 v de etanol absoluto gelado e incubou-se a -20°C

por no minimo 2 horas.
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e 10- Centrifugou-se a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. Desprezava-se 0
sobrenadante.

e Foram adicionados 300 pL de etanol 70 % gelado e centrifugou-se
novamente a 12.000 rpm por 15 min a 4°C.

e Secava-se 0 sedimento a vacuo ou por simples exposicao ao ar.

e O sedimento foi ressuspendido em 50 pL de TE, e as amostras

conservadas a -20°C.

v Em larga escala adaptado do livro Técnicas Basicas de Biologia Molecular.

Capitulo 1V, (Maranhao e Moraes, 2003).

Para as preparacdes de DNA plasmidial em larga escala, preparava- se um

in6culo de 5,0 mL meio LB/Amp ampicilina (150 pg/mL) com células E. coli

XL1BLUE, transformadas com o plasmidio de interesse. Imcubava- se o pré- indculo

durante 16 horas a 37°C, sob agitacédo de 250 rpm.

Depois, eram utilizados 1mL deste pré- inéculo para preparar um inoculo de

200mL de cultura em meio LB/ Amp (200 ug/mL). A cultura crescia durante a noite

por 16 horas a 37°C, sob agitacdo de 250 rpm.

Posteriormente os 200 mL eram centrifugados durante 15 min a 3.000xg,

desprezando-se o sobrenadante:

O sedimento de células era ressuspendido em 5 mL de Solucéo | sob forte
agitagcdo. Incubavam-se as amostras no gelo por 10 min.

Em seguida adicionava- se 10 mL de Solucdo Il e homogeneizavam-se as
amostras, vagarosamente diversas vezes. Depois incubavam- se as amostras
no gelo por 5 min.

Foram adicionados 7,5 mL de Solucao lll, repetindo o mesmo procedimento
de homogeneizacéo e incubou-se no gelo por 20 min.

Foram centrifugadas a 10.000 x g por 30 min a 4°C.

O sobrenadante era filtrado em papel de filtro umedecido e, eram adicionados
0,6v de isopropanol. Apos uma incubacdo de 5 min a temperatura ambiente,
as amostras eram centrifugadas a 12.000 x g por 20 min a temperatura

ambiente.
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e Desprezou-se o sobrenadante e, ap0s a secagem por exposicdo ao ar, o
sedimento foi ressuspendido em 500 pyL de TE ao qual eram adicionados 10
ML de RNAse A. Incubou-se por 2 horas a 37°C.

e Foram adicionados 1 v de clorofane e, apds forte homogeneizacdo e
centrifugacédo de 5 min a 5.000 x g a temperatura ambiente, a fase aquosa foi
coletada para outro tubo.

e O passo anterior foi repetido mais uma vez.

e Foram adicionados 1 v de clorofil e repetia-se 0 mesmo procedimento
anterior de homogeneizacao, centrifugacéo e coleta.

e Adicionaram-se 0,5 v de acetato de amoénio 7,5 M e 2,0 v de etanol 100%
gelado seguido de incubacédo por, no minimo 2 horas a -20°C.

e Foram centrifugadas a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. Desprezou-se 0
sobrenadante.

e [Foram adicionados 1 mL de etanol 70% gelado e centrifugava-se novamente
a 12.000 rpm por 15 min a 4°C.

e Apos secagem o sedimento foi ressuspendido em 200 uL de TE, e as

amostras foram conservadas a -20°C.

3.2.2 Andlise de DNA plasmidial por eletroforese em gel de agarose.
Adaptado do livro Técnicas Basicas de Biologia Molecular. Capitulo VII (de-Souza,
2003).

O gel de agarose era preparado de acordo com a faixa de tamanho (kb) de
DNA (dupla fita ou linear), em geral neste trabalho os géis eram feitos em 0,7 a 1,5
%. O tampdao utilizado era o TEB 1X ou TAE 1X com 0,5 ug/mL de brometo de
etideo.

Era acrescentado tampao nas amostras de DNA e depois, eram aplicadas no
gel e submetidas a eletroforese em tampéo TEB ou TAE 1X. Para visualizacdo do

DNA incidia-se luz ultravioleta no gel utilizando-se um transluminador (Pharmacia-

®
LKB ) e a imagem era digitalizada em aparato de fotodocumentacéo.
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3.2.3 Digestao do DNA plasmidial com enzimas de restrigédo.

As digestbes dos plasmidios utilizados foram realizadas com enzimas de
restricdo conforme instrucdes dos fabricantes. O tempo de incubacéo e a quantidade
de material a ser digerido variavam de acordo com o interesse do experimento

realizado.

3.2.4 Eletroeluicdo de fragmentos de DNA em gel de agarose com o kit
comercial Ultrafree-DA Centrifugal Filter Unit (Millipore — niumero de catélogo
42600).

1 — Preparava- se o gel de agarose com tampéao TAE 1x, de acordo com o tamanho
da banda a ser eletroeluida.

2- O tempo e a velocidade a ser aplicada na corrida, também eram proporcionais ao
tamanho da banda a ser eletroeluida. Em geral, a corrida era de 4 horas a 30Volts.
3- A banda correspondente ao fragmento de DNA a ser purificado era cortada do gel
de agarose.

4 — A banda era embrulhada em um envelope de parafilme e depois congelada no
freezer -80 °C, por 20 minutos.

5 — Depois procedia- se com a maceracdo da banda embrulhada no envelope de

parafiime, sem descongelar a agarose, a agarose congelada era transferida para as

colunas do Ultrafree DA Centrifugal Unit (Millipore®).

6- As colunas eram centrifugadas a 5000 g por 10 minutos e o sobrenadante
coletado em microtubos.

7- Depois acrescentava- se 50 uL de buffer EB na coluna, e repetia o processo de
centrifugacao.

8- O liquido era coletado e acrescentado ao microtubo de coleta.

9- Apos a centrifugagédo o material foi precipitado com a adi¢cdo de 0,1 v de acetato
de sodio 3M, 60 ug de glicogénio e 2,5v etanol 100% gelado. Procedeu-se a uma
incubacédo a -20°C durante a noite para um melhor rendimento da precipitacao.

10- No outro dia, as amostras eram centrifugadas a 12.000 rpm por 45 min a 4°C.

Desprezava-se o sobrenadante.
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11- Eram adicionados 300 pL de etanol 70 % gelado e centrifugava- se novamente a
12.000 rpm por 15 min a 4°C.

12- Secava-se 0 sedimento a vacuo ou por simples exposi¢ao ao ar.

13- O sedimento foi ressuspendido em 15 yL de agua Milli Q, e as amostras

conservadas a -4°C.

3.2.5 Precipitacdo de DNA utilizando glicogénio como carreador (Silva,
2008).

O volume do material a ser precipitado foi aferido. Em seguida, acrescentou-
se, na ordem, 3 uL de glicogénio 20 mg/mL, 1/10 do volume de acetato de sédio 3M
pH 5,0 e 2 volumes de etanol 100 % gelado. O sistema de precipitacao foi incubado
a — 20 °C durante a noite. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a
12.000 x g por 45 minutos a 4 °C. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi
lavado com 200uL de etanol 70 % (v/v) gelado, centrifugando-se a 12.000 x g por 15
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi deixado a

temperatura ambiente por cerca de 15 minutos para secar.
3.2.6 Ligacao de fragmentos de DNA (Silva, 2008).
As concentracdes de DNA (vetor: inserto) utilizadas nos sistemas de ligacao
variaram de acordo com o experimento a ser realizado, sendo normalmente numa

razdo molar de 1:3 ou 1:5 e aplicando-se a férmula:

ng vetor X tamanho do inserto em pb X razdo inserto = ng de inserto

tamanho do vetor em pb vetor

As reacg0es de ligagao foram realizadas de acordo com instrucao do fabricante
da T4 DNA Ligase da Invitrogen. ApOs incubacgdo, em geral de 16 horas a 4°C,0s

sistemas de ligacdo eram usados para transformar células de E. coli.
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3.2.7 Preparacéo de células competentes e transformacéo bacteriana.

Adaptado do livro Técnicas Basicas de Biologia Molecular. Capitulo VIII (Maranhao,

2003).

v' Por choque térmico-CaCIz.

Preparava- se um pré-indculo de 5 mL com tetraciclina na concentragédo de

50ug/mL, com uma colbnia isolada da célula XL1BLUE. Imcubava- se o inéculo

durante 16 horas a 37°C, sob agitacédo de 250 rpm.

Inoculavam-se 500 pL do pré- inéculo em 50 mL de meio LB sem antibidtico.

Incubava-se a 37°C com rotacdo de 220 rpm, até a cultura atingir uma densidade
Optica a 600nm (OD )de 0,1 a0,3.
600nm

Procedia- se com a centrifugacao de 3.000x g por 15 min a 4°C, desprezando-

se o sobrenadante e conservando as células em banho de gelo com agua, procedia-

Seé com :

A centrifugacdo de 3.000 x g por 15 min a 4°C, desprezando-se o
sobrenadante e conservando as células em banho de gelo com &gua.
O sedimento de células era ressuspendido em 10 mL de solugéo de

CaCI2 50mM estéril gelada, com movimentos suaves;

Centrifugava-se a 3.000 x g por 15 min a 4°C, desprezando-se o
sobrenadante. O sedimento era ressuspendido em 1 mL de solucéo de
CaCI2 50mM estéril gelada, com movimentos suaves.

Apos incubacdo de 1 hora em banho de &gua/gelo as células eram

consideradas competentes, e procedia- se com o processo de transformacao.

Os sistemas de transformacédo eram realizados em tubos de hemodlise
vedados com parafiime (uma vez que, o vidro promove a troca de
temperatura melhor do que o plastico) Incubavam-se de 100 a 200 pL
de célula competente com o plasmidio de interesse a ser transformado
em banho de agua/gelo por 30 min.

Procediam-se o choque térmico incubando-se o sistema de

transformag¢ao em banho a 42°C por 3 min.
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e Adicionava-se imediatamente 1 mL de meio LB e incubava-se por 1 h a
37°C.

e Para semear as placas, eram utilizadas pérolas de vidro. Semeavam-
se quantidades variaveis do sistema de transformacdo em placas
contendo meio LB-agar contendo ampicilina a 200 pg/mL. As placas

eram mantidas na estufa a 37°C por 16 horas.

v Por eletroporagéo.

Uma colbnia isolada da célula de interesse foi inoculada em 10 mL de meio SB

contendo o antibiotico de interesse. Esse pré-indculo era mantido a 37° sob agitacao

de 220 rpm por 16 horas.

Inoculava-se 1 mL do pré-in6culo em 500 mL de meio SB contendo 2,5 mL da

solucéo estoque de glicose 2M e 2,5 mL da solucdo estoque de Mg 2M. Incubava-se

a 37°C a 220 rpm até a cultura atingir uma ODGOOnm de 0,7 a 0,9. Posteriormente:

Centrifugava-se a 3.000 x g por 20 min a 4°C, desprezando-se o
sobrenadante e mantendo sempre a célula gelada a partir desse momento.

O sedimento era ressuspendido em 25 mL de glicerol 10 % estéril gelado e a
seguir adicionava-se mais 75 mL de glicerol 10 % gelado.

Centrifugava-se a 3.000 x g por 20 min a 4°C, repetindo-se a etapa anterior.

O sedimento era ressuspendido em 25 mL de Gilcerol 10 % estéril gelado e
submetido a ultima centrifugacéo a 3.000 x g por 20 min a 4°C.

O sedimento final era ressuspendido em 1 a 2 mL de glicerol 10 % e as
células eram aliguotadas, congeladas em banho de gelo seco com etanol e
armazenadas imediatamente a -80°C.

Para a transformacao, o plasmidio, jA em um tubo resfriado previamente, era

adicionado a célula competente e imediatamente colocado na cubeta de

®
eletroporacao (BioRad ) também ja resfriadas.
A eletroporacao era feita seguindo os seguintes parametros elétricos: 2,5 kV,
25 uF e 200 Q, no aparelho Gene Pulser com Pulser Controller da BioRad. O

T esperado nessas condi¢des era de 4,0 a 5,0 milisegundos.
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¢ Imediatamente apos o choque a cubeta era lavada com 3 mL de meio SOC e
0 meio era recolhido para um tubo de centrifugacédo de 50 mL.

e ApO6s uma incubacdo de 1 h a 37°C e 220 rpm, diluicdes da transformacéo
eram semeadas em placas contendo ampicilina a 200 pg/mL. As placas eram

mantidas na estufa a 37°C por 16 horas.

3.2.8 Condicbes e preparo da Reacao de Polimerizacdo em Cadeia (PCR).
Os oligonucleotideos com as sequéncias controles e indutoras estéo listados

em materiais. A reagcdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) foi realizada com a
enzima Tag DNA Polymerase 100u da Invitrogen (Namero de catalogo 18038-018).

Condicdes da PCR

Reacdo Temperatura Tempo

1- Temperatura de Desnaturacao 95 °C 5 min.
2- Temperatura de Desnaturagéo 95 °C 1 min.
3- Temperatura de Anelamento 55 °C 1 min.
4 -Temperatura de Extenséo 72 °C 1 min.

5 Repetiu- se 29 vezes a partir do 2

6- Temperatura de Extensao 72 °C 5 min.

7- End 4°C -




Preparo da PCR
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DNA Primer | Primer | dNTP MgCIl2 | Buffer | Taq. H20
5’ 3 Taq. Vol.Total
10 ng Xma | Xbal [10mM |50 mM 10 x luL | MilliQ
10uM | 10 uM
luL 3 uL - SuL 2 uL SuL luL 34 uL 50 uL
luL - 3uL 5uL 2uL 5uL luL 34 uL 50 uL
luL 3uL 3uL SuL 2 uL SuL luL 31 uL 50 uL
DNA Primer | Primer | dNTP MgCl2 | Buffer Tag. H20
5 3 Taq. Vol.Total
10 ng Bgl Il Xho!l |10mM |50mM |10 x 1uL Milli Q
10uM | 10uM
luL 3uL - 5uL 2uL 5uL luL 34 uL 50 uL
luL - 3uL 5uL 2uL S5uL luL 34 uL 50 uL
luL 3uL 3uL 5uL 2uL 5uL luL 31 uL 50 uL

3.2.9 Cultura de células de mamiferos

Durante toda a manutencdo da cultura, as células eram observadas em

microscopio invertido de contraste de fase NIKON DIAPOH e incubadas na estufa a

37 c)C, 5 % de CO2 e 70 % de umidade. O meio utilizado foi o HamF12 da Gibico

(para preparo), com adi¢céo de bicarbonato para manutencdo do pH. O meio quando

em cultura era suplementado com Soro Fetal Bovino a diferentes concentragdes,

sendo utilizado o Soro Fetal Bovino Low

sobrenadante.

IgG a 1,25% durante o acumulo de
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3.2.10 Descongelamento de células CHO-K1 e passagem de células (Silva,
2008).

1- Primeiramente, descongelou- se a 37°C criotubos com aliquotas de células CHO-
K1 preservadas em nitrogénio liquido, colocou- se em meio Ham-F12 acrescido de
soro fetal bovino 20%.

2- Centrifugou- se a 1.300 rpm por 5 minutos.
2
3- As células foram ressuspendidas e depois plagueadas na densidade de 2 x 10
2
por garrafa de 25cm em meio Ham-F12 acrescido de 10% SFB com antibidtico-

(o]
antimicotico 1% e incubadas a 37 C, 5 % de CO2 e 70 % de umidade.

3.2.11 Tripsinizacdo, passagem das células e formagdo de monocama
celular (Silva, 2008).

2
ApoOs o descongelamento e passagem para as garrafas de 25cm , quando as

células atingiam a confluéncia total de 100% elas eram tripsinizadas e transferidas
2
para garrafas de 75cm , posteriormente quando atingiarm 100% de confluéncia

2
além da tripsinizacdo e da transferéncia para garrafa maior de 150cm , também era
realizado o congelamento de aliquotas. O protocolo para tripsinizacdo tem poucas
modificacdes em relacdo ao tamanho da garrafa:

1 — O meio de cultura da garrafa era descartado.
2
2 — Eram adicionados 3 mL de tripsina para garrafas com 25cm , para garrafas com

750m2 5 mL, e para garrafas com 1500m2 7 mL . Logo ap0s a adicdo de tripsina, as
garrafas eram homogeneizadas até a tripsina ficar um pouco turva.

4 — ApOs 3 minutos, as células comecaram a se descolar da superficie da garrafa. O
descolamento das células era acompanhado por visualizagdo a olho nu.

5 — Para neutralizar a agéo da tripsina, acrescia- se o dobro de meio cultura do que
foi colocado de tripsina, o meio utilizado era suplementado com 30% de SFB.

6 — A suspensao celular era transferida para tubos tipo falcon de 50 mL, e

centrifugados a 1.300 rpm por 8 minutos.
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7 — O sobrenadante era descartado e o sedimento ressuspenso em 3 mL de meio
acrescido de 10% SFB.

2 2
8 — Era transferida toda a populacao células para garrafas de: 25cm , 75 cm ou 150

2
cm contendo respectivamente: 5, 10, ou 20 mL de meio HamF12 acrescido de

10%SFB.

2
9-. Foram realizadas 5 passagens para garrafas de 150 cm .

3.2.12 Congelamento de células CHO — Criopreservacao (Ruggiero,
2002).

1 — As células em cultura aderente eram tripsinas, como descrito no item anterior.

2 — A suspenséo celular era entdo transferida para um tubo de centrifuga de 50 mL,
ao qual se adicionava- se o dobro de meio Ham-F12 acrescido de 10 % de Soro fetal
bovino (SFB), para a inativacdo da tripsina que € nociva as células.

3 — As células eram centrifugadas a 1300 rpm por 8 minutos.

4 — O sobrenadante era descartado e o sedimento ressuspenso no meio de cultura
remanescente do tubo.

5 — As células eram ressuspendidas com 5 mL de meio para congelamento,
preparado na seguinte proporcdo: 45% de meio HamF12, 45% de SFB e 10% de
DMSO (dimetilsulfoxido).Depois, distribuidas em aliquotas de 500 puL em criotubos.

6 — Os criotubos eram incubados a 4 °C por 30 minutos, depois a — 20 °C por 30
minutos 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 Determinacao da viabilidade celular por meio da contagem em

camara de Neubauer (Silva, 2008).

1 — As células foram tripsinizadas e transferidas para um tubo falcon de 15 mL, ao
gual se adicionou 5 mL de meio Ham F12 com SFB a 10%.

2 — As células foram centrifugadas a 1300 x g por 8 minutos.
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3 — O sobrenadante era descartado e as células ressuspensas em 3 mL de meio de
cultura Ham F12 com SFB a 10%.

4 — Vinte microlitros da suspenséo celular eram incubados com 80 uL da solugao 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 yL da
mistura.

6 — Eram contadas 200 células, entre viaveis (transparentes) e ndo-viaveis (azuis). A
célula ndo-viavel tem a membrana celular mais permeavel, e por isso, o corante

entra na célula, tornando-a azul.

3.2.14 Estimativa do numero de células por meio de contagem em

camara de Neubauer (Silva, 2008).

1 — As células eram tripsinizadas e ressuspensas em 1 mL de meio de cultura.

2 — A camara de Neubauer era coberta com a laminula e eram aplicados 10 pL de
suspensao de células em cada compartimento da Camara. Caso alguma diluicdo
tivesse sido necesséria, 0 numero de células contado era multiplicado por esse fator
de diluico.

3 — As células eram observadas em microscopio Optico (na objetiva com aumento de
40 vezes) e contadas nos 4 quadrantes externos. Em seguida, era utilizada a

formula:

4
ndimero de células contadas X fator de diluicdo X 10 = n° de células / mL

namero de quadrantes contados

3.2.15 Transfecgdao de Células CHO utilizando o reagente JetPEI™
(Polyplus Transfection, n° de catdlogo 101-01N).

O reagente JetPEl consiste em um polimero catidnico derivado de
polietilenimina linear, e tem como objetivo inibir a formacédo de complexos de DNA,

permitindo a transfec¢cdo do DNA na célula.

4
1- Apos as 5 passagens de células CHO-K1, plaqueo- se 2 x 10 , de células viaveis
com 2 mL de meio HAM e SFB 10% em placas para cultura de células com 6 pocos.
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Essas células foram transfectadas quando atingiam uma confluéncia na placa entre
50 a 60%, essa confluéncia ocorria apds 24 horas.

2- Para transfectar as células CHO-K1, placas de 6 pocos foram divididas em trés
grupos de acordo com a versdo do plasmidio pCOMIRESA600: placas A foram
transfectadas com o plasmidio pCOMIRESA600 versdo A (Vk A27/ humanVH1-46),
placas O com plasmidio pCOMIRESA600 versdo O (V am4/ mouse VH J558.4) e,
placas L com o plasmidio pPCOMIRESA600 verséo L (V kL1/ humanVH1-46).

4
3— Cada placa de cultura foi semeadas cerca de 2 x 10 células por poco,
adicionando-se em seguida 2 mL de meio acrescido de 10 % SFB e solugao de
antibiotico/antimicotico.

4— As células foram incubadas na estufa a 37°C, 5 % de CO2 e 70 % de umidade

durante a noite, até que se atingisse a confluéncia ideal de 50 a 60 %.

5- Para a transfeccado de Células CHO em placas de 6 pocos, as células tinham
aproximadamente 60% de confluéncia no momento da transfecgéo.

6- Foi diluido 1uyg de DNA em 100 ul do buffer jetPEl ™ em um
microtubo.Homogeneizou- se e o microtubo foi agitado no vortex por 10 segundos.

7- Em seguida adicionou- se 2 ul de reagente jetPRIME ™. Agitou- se no vértex, por
10 s, e homogeneizou- se por spin rapidamente.

8- Incubou- se por 10 min a temperatura ambiente.

9- Posteriormente, foram adicionados 100 pl da mistura de transfecgao, gota a gota,
por poco com as células em meio de crescimento celular normal.

10- Homogeneizou- se suavemente as placas para tras e para os lados..

11- Apés 4 h de transfeccdo o meio de crescimento foi trocado e as placas
retornavam para estufa a 37°.

12- O resultado era analisado 48 horas depois.

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

1 - Ap6s 48 horas da transfeccéo o meio foi trocado por outro com geneticina a uma
concentracdo de 400 ug/mL em todos os pocos transfectados com o plasmidio e

também nos pogos controle, com células n&o transfectadas.
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2- ApoGs 48 horas, foi realizada outra troca de meio, mas com a concentracdo de
geneticina a 600 pyg/mL.

3 — Posteriormente 0 meio de cultura foi trocado a cada 2 dias nas mesmas
condi¢cbes descritas anteriormente e visualizava-se, ao microscopio 6tico, a morte
celular no poco controle de células ndo transfectadas, que ocorre quando essas
células mudam sua morfologia de elipticas para esféricas e perdem a aderéncia a
placa de cultura.

4- Quando observava- se a morte das células néo transfectadas e que as células
nos pogos transfectados com os plasmidios atingiram uma confluéncia de

aproximadamente 60%, essas células passavam para as garrafas de 15 cm2.

3.2.17 Andlises dos sobrenadantes de cultura em placas de microtitulacao

por meio de ELISA.

Eram realizadas andlises dos sobrenadantes de cultura em placas de
microtitulacdo por meio de ELISA sandwiche, utilizando os anticorpos descritos na
secdo de materiais. As placas permaneciam vedadas durante as incubacofes, e apos
as etapas de lavagens, elas eram invertidas e batidas em uma pilha de papel toalha.
Trés pocos eram utilizados como background, onde procedia- se com a incubacéo
de PBS.

1- As placas eram sensibilizadas com 150uL do anticorpo de Cabra anti- IgG
humana (H+L) diluido com PBS em 1:1000.

2- Apos 2 horas de sensibilizacdo, as placas eram lavadas 3 vezes com 200 uL de
tampéo PBST.

3- Incubavam- se as placas com 200 uL de solucéao bloqueio (PBS com 5% de leite
em pO) em temperatura ambiente por 2 horas.

4- Apos a incubacao, as placas eram lavadas 3 vezes com 200 uL de tampéo PBST.
5- As amostras eram colocadas nos pocos: as diluigdes tanto da curva padrao como
das amostras eram: 1:1, 1:3, 1:9, 1:27, 1:81. A curva padréo era realizada com a IgG
humana, e iniciava- se na concentragdo de 113ng/mL.

6- As amostras eram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas.

7- Apoés a incubacdo, as placas eram lavadas 3 vezes com 200 uL de tampé&o PBST.
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8- Depois, acrescentavam- se 150 uL do anticorpo de Cabra anti-Fc humana
conjugado com fosfatase alcalina, na diluicdo de 1:5000.

9- As amostras eram incubadas a temperatura ambiente por 2 horas

10- ApOs a incubacdo, as placas eram lavadas 3 vezes com 200 uL de tampéao
PBST e uma vez com 200 uL de tampao APB (tampdao para fosfatase alcalina).

11- Preparava- se a solucao reveladora utilizando o Kit pNPP (p-nitrophenyl
phosphate) da Thermoscientifc, e depois acrescentava- se 200 uL desta solucdo em
todos os pocos.

12- Procedia- se com a leitura dos poscos apés incubacao de 3 minutos com a placa
embrulhada em papel aluminio. A leitura era realizada no leitor de ELISA Microplate
reader Biorad, modelo 450 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 célculos das concentra¢cfes dos sobrenadantes.

3.2.18 Purificac&o de Proteinas com a coluna His Trap da GeHealthCare

e concentracdo das amostras eluidas com a coluna Centricon da Millipore.

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

2- Desempacotou-se a resina na coluna, e depois colocou- se a coluna em posi¢céo
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¢cédo de 1:1 com
Biding Buffer;

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

6- Apoés 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- ApoOs 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 fracdes 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 tampéo PBS.
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13- Depois ineverteu- se a coluna e colocou- se as amostras diluidas 1:1 com
tampéao PBS.
14- Centrifugou- se a 7.500 g por 10 minutos com tampéao PBS.

15- Coletou- se as amostras em microtubos.

3.2.19 Analise de proteinas em gel de poliacrilamida desnaturante
Adaptado do livro Técnicas Basicas de Biologia Molecular. Capitulo Xl (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 ap0s as etapas de purificacdo. Foram
preparados dois géis SDS- PAGE, um foi corado com a coloragéo de prata, e 0 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 espacadores laterais.

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 o gel com agua Milli Q.

3- Manteu- se a placa em posicao vertical, até que a polimerizacdo do gel
terminasse.

4- Preparou- se a solugéo com o gel concentrador, vertendo sobre o gel separador e,
introduzindo o pente para a formacao de pocos.

5- Apos a polimerizacéo do gel concentrador, removeu- se 0 pente.

6- Posteriormente as amostras foram preparadas: adicionou- se o tampéo 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 o0s marcadores. Descritos em
materiais.

8- As condi¢bes de migragdo do gel foram: 20 mA (miliampéres), voltagem 300 v,
durante 4 horas.
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3.2.20 Coloracao do gel SDS-PAGE com o kit comercial Proteo Silver
Stain da Sigma.

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

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

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

4- Imcubou- se o gel com a solucao de sensibilizagdo por 10 minutos.

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

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

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

8- Apds o aparecimento das bandas do gel SDS- PAGE, adicionou- se 5 mL da
solucéo Stop Proteo Silver.

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

3.2.21 Analise das proteinas recombinantes por Western Blot
Adaptado do livro Técnicas Basicas de Biologia Molecular. Capitulo XllI (Brigido,
2003).

Apoés 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 pedagco de membrana
de nitrocelulose (todos do tamanho do gel que foi transferido).

2- A membrana de nitrocelulose e os papeis filtros, foram molhados com o tampéao
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.
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5- Apds o gel ser transferido para a membrana de nitrocelulose, a membrana foi
incubada por 2 horas com a solugéo bloqueio (PBS com 5% de leite em pd Molico).
6- A membrana de nitrocelulose foi lavada com PBST por 3 vezes.

7- ApOs 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- Apds as lavagens adicionou- se a solucdo reveladora Immun-Blot® Opti-4CN™ da

Bio rad.


http://www.bio-rad.com/pt-br/product/immun-blot-opti-4cn-colorimetric-kits?pcp_loc=catprod
http://www.bio-rad.com/pt-br/product/immun-blot-opti-4cn-colorimetric-kits?pcp_loc=catprod

Resultados e Discussao
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4.1 Clonagem dos scFvs humanizados e murino no vetor de expressao
pCOMIRESA60O.

Como descrito na introdugédo, foram sintetizadas quimicamente no vetor pBSK
duas versodes scFvs humanizadas e uma versdo scFv murina similar a do Rituximabe
original, respectivamente: A (humanVH1-46/ Vk A27), L (humanVH1-46/ V «L1) e O
(VHJ558.4/Vkam4). Primeiramente, o vetor de escolha para as etapas de clonagens
foi o vetor de expressao em células de mamiferos pCOMIRESA600 desenvolvido por
Quilici (2008). Este vetor possibilitou a produgdo heterloga das proteinas
recombinantes em células de mamiferos. Nos desenhos génicos foram inseridos
sitios para clivagem com enzimas de restricdo, de forma a possibilitar a clonagem no
vetor pCOMIRESA600 (Quilici, 2008). As versdes scFvs sintetizadas quimicamente
no vetor pBSK, e os sitios para clivagem dos scFvs correspondem as endonucleases
Xma | e Xho I, presentes também em sitios Unicos no vetor pCOMIRESA600, com
uma versao scFv anti-CD3 humanizada.

O vetor pCOMIRESA600 possui 0s genes que codificam os dominios CH2 e
CH3 do fragmento cristalizavel de imunoglobulina humana IgG, que estédo 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 (Silva et.al.,
2009). O vetor pCOMIRESA600, também possui: gene para resisténcia a ampicilina
(bla), que facilita a manipulacdo em bactéria e o gene NEOR que confere as células
CHO resisténcia & geneticina, com isso selecionando transfectomas estaveis (Silva
et.al., 2009). Outra caracteristica importante é que o gene de resisténcia a geneticina
(NEOR) esta clonado a jusante ao elemento IRES (Internal Ribossome Entry Site).

Nas etapas de clonagens das versdes e também na amplificacdo dos
plasmidios originais, foram utilizadas células Escherichia coli, linhagem XL1BLUE, a
qual possui 0 gene de resisténcia a tetraciclina. As extracdes e purificacbes de DNA
plasmidial em pequena escala foram feitas com os protocolos experimentais
descritos em materiais e métodos, e as extragbes em grande escala foram
realizadas com Kit Quiagen. Apds as extragdes, os plasmidios foram clivados com
as enzimas Xma | e Xho |, o vetor e os fragmentos foram eletroeluidos em gel de

agarose preparados com tampao TAE. Posteriormente os fragmentos scFvs foram
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ligados ao vetor pPCOMIRESA600 com T4 DNA ligase da Invitrogen. Esta estratégia

de clonagem encontra- se representada na figura 10.
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Figura 10. Desenho esquemaético da estratégia de clonagem com o vetor de expressdo em células de

mamiferos pCOMIRESA600. Demonstra¢cdo da clivagem dos vetores com as endonucleases Xma | e Xho I. Os

fragmentos scFvs foram ligados, individualmente, ao vetor pPCOMIRESA600 com T4 DNA ligase. Componentes

do vetor pPCOMIRESAG600: bla (gene de resisténcia a ampicilina), pPCMV (peptideo sinal), genes para fracédo Fc

de IgG (CH2CH3), IRES, NEOF, e poly A.
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Figura 11. Desenho esquematico do vetor pCOMIRESA600 com a versdo humanizada scFv A e analise comparativa do perfil de restricdo em gel de
agarose. Em A desenho esquematico do vetor pCOMIRESA600 com a versdo humanizada scFv A (human VH1-46/ VkA27); B: foram realizadas digestdes com
a enzima Kpn | para diferenciar os clones recombinantes do plasmidio parental original ()COMIRESA600 versédo scFv anti- CD3), 1- : pCOMIRESA600 anti-CD3
intacto; 2- : pPCOMIRESA600 anti-CD3 digerido com Kpn | (bandas:6445, 1100, 300); 3-:1kb DNA ladder Plus (Invitrogen); 4-: pPCOMIRESA600 scFv A intacto; 5-
: pPCOMIRESAB00 scFv A digerido com Kpn | (bandas: 6626,1373); 6: : pPCOMIRESA600 scFv A digerido com Kpn | (bandas: 6626,1373) ; 7-: pPCOMIRESA600

scFv A intacto.



67

Pstl 53 4533pb

Notl 60 4533pb

Pstl 1188 e

Hmal 1301

Pstl 1322
Hbal 1672 1135ph mm———— S—— S— ¢— 1135pb
peptideo conector

Bglll 1722
VL

Pstl 1792 p— ®
Zhol 2029 €—— 470pb

CH2CH3
EcoFI 2748

16%0pb

bla

pCO delta 600 com a versio sckv O
7999 bp

IRES

polyA
G“Psﬂ 3519

Figura 12. Desenho esquemaéatico do vetor pCOMIRESA600 com a versdao murina scFv O e andlise comparativa do perfil de restricdo em gel de
agarose. Em A desenho esquemaético do vetor pPCOMIRESA600 com a versao murina scFv O(VH J558.4/ Vk am4); B: foram realizadas digestdes com a enzima
Pst | para diferenciar os clones recombinantes do plasmidio parental original (p)COMIRESA600 versdo scFv anti-CD3). 1- pCOMIRESA600 versao scFv anti- CD3
intacto; 2: pPCOMIRESA600 versdo scFv anti- CD3 clivado com Pst | (bandas:4533,2322,1135); 3: 1kb DNA ladder Plus (Invitrogen); 4: pPCOMIRESA600 scFv
murino intacto; 5: pPCOMIRESA600 scFv murino digerido com Pst | (bandas:4533, 1690, 1135, 470, 162).



68

A B _—

3‘ 9 10
= A = -
PstI 53 .
Notl 60 P -
1 L . <« 8000pb
Pst 11188 1 = ‘ - i

Xmal 1301
‘{lw - 2322 pb —> NS
peptideo conector

PstI 1730 1100pb —> e we
PstI 1792

bla
. < 1564pb

pCOdelta 600 com'a versio scFv L - 1135pb

7999 bp

-‘_‘_\_\_\_‘_'_‘—‘—-—-.

Xhol 2029 PstI 1955 <— 542pb

CHZCHI

EcoRI 2748 300pb —_
<€— 163pb
i IRES
polyA !
= Pst 13519 —

NEO

Figura 13. Desenho esquemaético do vetor pCOMIRESA600 com a versdao humanizada scFv L e analise comparativa do perfil de restricdo em gel de
agarose. Em A desenho esquemaético do vetor pCOMIRESA600 com a versdo humanizada scFv L (humanVH1-46/ VkL1); B: foram realizadas digest6es com
as enzimas Kpn | e Pst | para diferenciar os clones recombinantes do plasmidio parental original ()COMIRESA600 versé@o scFv anti- CD3). 1- pPCOMIRESA600
anti-CD3 intacto; 2- pCOMIRESA600 anti-CD3 digerido com Kpn | (bandas: 6445, 1100, 300 pb); 3- pCOMIRESA600 anti-CD3 digerido com Pst |
(bandas:4533,2322,1135 pb). Dois clones recombinantes foram analisados, sendo os pocos 4 a 6 referentes ao clone 1, e 8 a 10, ao clone 2. Todos foram
digeridos com Kpn | (banda Unica de 8000 pb, pocos 5 e 9 ) e com Pst | (bandas:4533, 1564, 1135, 542, 163, 62pb pocos 6 e 10). Os clones recombinantes

intactos sédo mostrados nos pocos 4 e 8. O marcador de massa molecular 1kb DNA ladder Plus_ Invitrogen esta mostrado no pogo 7.
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Apo6s as analises do perfil de restricdo dos clones recombinantes em comparacdo ao pCOMIRESA600 com scFv anti- CD3,
foram feitas as analises de PCR. As condi¢Bes padrdes para estas andlises estdo descritas em materiais e métodos. O objetivo foi
verificar se os primers desenhados amplificavam os dominios VH e VL das versdes scFvs. O primeiro par de primers Xma | e Xba |
amplifica os dominios VH, enquanto que o segundo par de primers Bgl Il e Xho | amplifica os dominios VL (Figura 16).

Como ja descrito na Introducéo, na humanizacéo dos dois fragmentos scFvs das versfes A e L, objetivou-se manter as CDRs
murinas da molécula quimérica original. Logo, o desenho dos primers teve como base as CDRs 1 e 3 dos dominios VH e VL, uma
vez que sdo idénticas nas trés versoes. A figura 14 mostra a estratégia para esta PCR, e a figura 15 mostra a analise em gel de

agarose 1,5% do resultado da PCR das trés versoes.

- VHXma VH Xba VL Bgl VL Xho
—> 380pbh == —>» 300 pb  <—

oCMVAG00 ’P& | vi || | L | w | | CH2 CH3 IRES Neo

Xma Xbal Bgll Xho 1 EcoR |

Figura 14: Desenho esquematico dos primers utilizados para a confirmacédo das clonagens por PCR.
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Figura 15: Analise em gel de agarose 1,5% com o resultado da PCR das trés constru¢cdes. No
poco n° 2 a VH da versdo O com 380 pb e no po¢o 5 a VL da versdo O com 314 pb; no pogon®9 a
VH da versdo A com 380 pb e no poco 11 a VL da versdo A com 313 pb; no pog¢o n° 15 a VH da

versdo L com 380 pb e no pogo 18 a VL da versdo L com aproximadamente 300 pb. No po¢o n® 6 o

marcador 1kb DNA ladder plus da Invitrogen.

4.2 Obtencao de populagcfes mistas de células CHO-K1 produtoras dos FvFcs

recombinantes.

Nesta etapa foram utilizadas células de ovario de hamster chinés versao K1
(CHO-K1), uma vez que, sdo consideradas um sistema de expressao heteréloga e
producédo eficiente para anticorpos (Gaillet et.al.,, 2010). Essas células epiteliais de
morfologia fibroblastoide séo aderentes e capazes de produzir os fragmentos FvFc
com fidelidade em relacdo as modificacbes pos-traducionais, como por exemplo a
glicosilacédo dessas proteinas (Gaillet et.al., 2010).

Como descrito em materiais e métodos as células CHO-K1 foram
transfectadas quando atingiram uma confluéncia na placa entre 50 a 60%, essa
confluéncia ocorria apés 24 horas.

Estas células foram transfectadas na presenca de 2ug de plasmidio com
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lipossomas (JetPEIl). Para tanto, dividimos as placas em trés grupos de acordo com
a versdo do plasmidio pCOMIRESA 600: placas A foram transfectadas com o
plasmidio pCOMIRESA 600 versdo A (humanVH1-46/Vk A27), placas O com
plasmidio pCOMIRESA 600 versdo O (VH J558.4/Vxam4) e, placas L com o
plasmidio pCOMIRESA 600 versdo L (humanVH1-46/VkL1).

Apoés 48 horas, as células transfectadas foram mantidas na presenca do
antibiético geneticina para a selecdo da populacdo mista de células CHO-K1
produtores dos FvFcs recombinantes. A concentragdo de geneticina que melhor se
adequou para manter as células transfectadas foi 600 ug/mL. Sendo que, nas
primeiras 48 horas a pressdo seletiva foi de 400 ug/ mL, depois as pressdes
seletivas foram de 600 ug/mL. Pois, a producdo das proteinas recombinantes foi

extremamente baixa nas concentracdes 500 ug/ mL e 800 ug/mL.

Embora,a obtencdo de clones estaveis seja a mais adequada para atingir
altos niveis de producédo, ela requer mais tempo, decidiu-se trabalhar com a
populacdo mista de células CHO- K1 produtoras dos FvFcs recombinantes, segundo
Silva 2008, esta estratégia é possivel embora ndo seja a mais eficaz. Assim que as
células sobreviveram e atingiram a confluéncia de 60%, as células foram
tripsinisadas e transferidas para garrafas de 15 cm2. O sobrenadante de cultura foi

avaliado quanto & presenca de FvFc por meio de imunodetec¢cdo ELISA

O método “ELISA sanduiche” foi utilizado para confirmar a producdo dos
FvFcs recombinantes. O anticorpo de Cabra anti-lgG humana (H+L) utilizado na
sensibilizacdo das placas e o anticorpo de Cabra anti-Fc humana conjugado com
fosfatase alcalina, mostram a fusdo dos scFvs aos dominios CH2 e CH3 clonados no
vetor pPCOMIRES A600, e que, também foi possivel a expressdo da molécula FvFc
inteira. Os anticorpos utilizados e a metodologia estdo descritos na secao de
materiais e métodos.

ApOs esta etapa, antes das células serem transferidas para as garrafas de 75

2

cm®, foi feita a contagem de células vidaveis produtoras dessas proteinas

recombinantes, para cada construcdo: L= 18.10°, A= 19. 10’, e O=17. 10"

Como a quantidade de células era suficiente para o crescimento e producao

dos FvFcs recombinantes, passamos a reduzir a concentracdo do SFB de 10% para
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5% apds 48h, depois de 5% para 2,5% apds 48h no meio de cultura, depois para
1,25% com low IgG apo6s 48h com. A utilizagdo do soro fetal bovino em baixas
concentracfes no meio de cultura, se faz necessaria para minimizar a contaminacao
com proteinas do soro fetal bovino, melhorando a purificacdo das proteinas
recombinantes. Assim como foi necessario retirar a geneticina do meio de cultura,

para diminuir o stress da célula.

Essa diminuicdo gradativa é relevante nao so para adaptacao das células que
necessitam de SBF para aderirem, mas também para que o promotor CMV néo se
torne responsivo a quantidades reduzidas de SFB e passe a regular negativamente
0 processo de transcricdo (Silva et.al., 2009). Logo, a cada 48h o sobrenadante era
recolhido para analises por meio de imunodeteccdo ELISA, para as avaliacdes
guantitativas do sobrenadante com low IgG em relacdo a producdo dos FvFcs

recombinantes.
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Tabela 4: Quantificacdo estimada do total de proteinas recombinantes em

ng/mL, referente ao acumulo de sobrenadante de cada garrafa da verséo O.

Garrafas Média de Producdo |Total em Semanas Quantificagao
dos FvFcs em ng/mL mL Total

o1 11,22 ng/mL = 0,019 45 3 504,9 ng/mL

02 7,01 ng/mL = 0,015 90 6 630,9 ng/mL

03 3,59 ng/mL = 0,008 150 10 538, 5 ng/mL

Tabela 5: Quantificacao estimada do total de proteinas recombinantes em

ng/mL, referente ao acumulo de sobrenadante de cada garrafa da versao A.

Garrafas Média de Producdo |Total em Semanas Quantificacéo
dos FvFcs em ng/ mL mL Total

Al 2,01 ng/mL = 0,003 150 10 301,5 ng/mL
A2 2,2 ng/mL * 0,012 120 8 264 ng/mL
A3 2,9 ng/mL * 0,012 135 9 391,5 ng/mL
A4 5,53 ng/mL = 0,025 45 3 249 ng/mL
A5 6,27 ng/mL * 0,006 75 5 470,25 ng/mL
A6 4,24 ng/mL £ 0,020 90 6 381,6 ng/mL
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Tabela 6: Quantificacdo estimada do total de proteinas recombinantes em
ng/mL, referente ao acumulo de sobrenadante de cada garrafa da verséo L.

Garrafas Média de Producédo | Total em Semanas Quantificagao
dos FvFcs em ng/ mL mL Total

L1 15,59 ng/mL = 0,020 45 3 701,55 ng/mL

L2 11,76 ng/mL * 0,007 60 4 705,6 ng/mL

L3 7,06 ng/mL £ 0,014 75 5 529,5 ng/mL

Estes sobrenadantes eram congelados semanalmente com inibidores de protease

e posteriormente foram purificados.

Diante dos resultados apresentados, a melhor alternativa foi manter a pressao
seletiva das células sempre que a producdo caisse, e retirar esta pressdo seletiva
sempre que a quantidade de células aderidas com a morfologia fibroblastéide fosse
muito reduzida e ndo houvesse mais producao das proteinas recombinantes. Com isso,

foi feito o acimulo de muito sobrenadante, durante algumas semanas.

As tabelas mostram a quantidade em mL que foi acumulada de cada garrafa e o
namero de semanas (uma vez que a troca de meio era realizada semanalmente), foi
estimado a quantificacao total em ng/mL referente ao acumulo de sobrenadante de cada
garrafa.

4.3 Producéo e purificacdo das proteinas recombinantes

O sobrenadante de cultura, das proteinas recombinantes que foram produzidas a
partir das culturas de populacdes mistas de células CHO-K1 transfectadas obtidas como
descrito no item anterior, foram submetidos a uma cromatografia de afinidade, utilizando
a coluna HITRAP protein A HP da GE, uma vez que a proteina A tem afinidade a Fc
humana. Apos a purificacdo as fragbes coletadas da coluna foram quantificadas por
ELISA. Depois foram analisadas quanto ao grau de pureza destes fragmentos de
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interesse por meio de SDS-PAGE e posteriormente Western-Blot. Apds a purificacao
das proteinas recombinantes a quantidade estimada para cada verséo foi de: 596 ng

para verséo A, 906 ng para versao O, e 1.273 ng para versao L.

Como podemos perceber o grande acumulo de sobrenadante com baixas
concentracbes de proteinas, interfere na quantidade total de proteinas apos a
purificagdo, porque ocorreu uma perda substancial durante este processo. Embora a
perda de proteinas recombinantes durante este processo foi baixa.

Apos a purificacdo, os sobrenadantes foram concentrados utilizando a membrana
de celulose Centricon da Millipore. Na construcdo L obtivemos a maior produgéao e
concentracdo enquanto que na versao A nao foi possivel obter a mesma proporgcado apés
a purificacdo dos FvFcs recombinantes.

No caso, a proteina A produzida pelo Staphylococcus aureus tem alta afinidade a
fracdo Fc da IgG 1 da imunoglobulina humana. Logo, o principio desta técnica contribuiu
muito para uma boa purificagdo. A figura 16 mostra o gel SDS- PAGE de poliacrilamida
desnaturante com coloracao prata e a figura 17 o gel Western Blot, os fragmentos FvFcs

possuem 55 kDa.
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Figura 16 Gel SDS-PAGE mostrando as trés construgbes, apds o0s processos de
purificacdo. Os fragmentos FvFcs possuem 55 kDa, respectivamente A, O e L. Ao lado o

marcador de proteinas da Invitrogen BenchMark pre-stained.
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55kDa

Figura 17 Analise por Western Blot dos fragmentos FvFcs A, O e L, ap0s 0s processos de
purificagcdo. Os fragmentos FvFcs A, O e L, possuem 55 kDa. O M representa o marcador de

proteinas Nexus Pointer Mid Range Dual Color da Bionexus.

Os resultados demonstram que os trés plasmidios podem promover a
expressdo das proteinas recombinantes em células CHO- K1 e, é possivel produzir

essas proteinas trabalhando com popula¢des mistas destas células.

Com esses resultados € possivel concluir que o vetor influenciou
positivamente no processo de producdo das proteinas recombinantes. Foi
demonstrado por Quilici e colaboradores (2013), que a versao truncada A600 do
Intron A presente na posicdo downstream do promotor CMV deste vetor de
expressdo, pode melhorar a expressdo heteréloga de fragmentos de anticorpos
humanizados, uma vez que, este vetor quando utilizado na transfeccéo de células
CHO- K1 e HepG2 aumentou a expressao génica do gene reporter da Luciferase
(dado também demonstrado por grPCR: aumento dos niveis de mRNA) (Quilici, et.al.
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2013). Logo, o pCOMIRESA600 € uma oOtima alternativa para producdo destas

proteinas recombinantes.

Além do desempenho do vetor, as condigBes da cultura sdo extremamente
relevantes para que as células CHO-K1 produzam as proteinas recombinantes.
Segundo Kim e colaboradores (2012), o acumulo de amoénia e lactato durante a
cultura de células CHO é capaz de afetar negativamente o crescimento celular e a
qualidade do produto. Estes dois produtos de lixo toxico sdo gerados a partir de
fontes de energia, tais como glutamina e glicose. Sendo assim, € preciso que 0s
meios de cultura ndo contenham excesso desses nutrientes e que, as trocas do meio

sejam pelo menos semanais (Kim et.al., 2012).

Segundo Omasa e colaboradores (2010), as células CHO necessitam de
condicdes especificas para produzirem glicoproteinas recombinantes de forma
fidedigna em relacdo aos processos poOs traducionais, principalmente em relacdo a
glicosilacdo. A glicosilacdo € considerada o processo poés traducional mais longo,
diversos fatores podem interferir neste processo, resultando em impactos
significativos na estrutura da molécula e na sua atividade biol6gica. Omasa e
colaboradores descrevem que o teor de nutrientes, pH, temperatura, e as
concentracfes de oxigénio dissolvido ou de ambnia podem ter um impacto
significativo sobre a distribuicdo das estruturas de glicano. Além das condicbes
ambientais e nutricionais da cultura de células CHO, a taxa especifica de crescimento
celular também pode afetar as estruturas de glicano (Omasa et.al., 2010).

Na literatura sdo descritos varios fatores que podem melhorar os niveis de
expressao destas proteinas, recentemente um outro trabalho do grupo, desenvolvido
por Gullis e colaboradores (2014), propde a solugdo para o problema do rapido
acumulo na producao de proteinas recombinantes e a quantidade de células viaveis.
Os resultados deste trabalho mostram que a proteina XBP-1, relacionada com
apoptose celular, pode ser downregulada por meio da co- transfecgdo com o
plasmidio do sistema T- Rex (Invitrogen). Este processo também associa a producao
de proteinas recombinantes a temperatura mais baixa 30 °. As células transfectadas
eram CHO- K1 aderentes, porém o trabalho ndo foi desenvolvido com a populagéo
mista de células e sim com clones estaveis, o vetor era similar ao que foi utilizado

neste trabalho, o pPCOMIRES, (sem a dele¢ao de 600 pb no intron A). Pode ser que
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esse processo seja reprodutivel para populagdo de células mistas, e que o vetor
PCOMIRES A600 possa melhorar a producdo dos FvFcs recombinantes propondo

estas condi¢cdes (Gullis et.al., 2014).

Em 2010, Serpieri e colaboradores (2010), compararam 0 processo de
producdo de uma IgG anti-CD3 completa com o processo de producdo de dois
fragmentos FvFcs da mesma molécula, um dos resultados apresentados foi que néo
houveram diferencas significativas nos niveis de producdo destas construcdes.
Sendo assim, seria muito dificil que houvesse diferencas entre a producdo do
rituximabe e as versbes FvFcs (Serpieri et.al., 2010).

Segundo Datta e colaboradores (2013), € extremamente relevante clonar o
gene de interesse num vetor de expressdo adequado e realizar a transfeccdo e a
otimizacdo da integracdo do transgene no genoma do hospedeiro, para uma
producdo em larga escala da proteina recombinante. Os resultados aqui
apresentados mostram esta proposta, logo podemos propor a possibilidade de se
produzir essas proteinas recombinantes em larga escala, utilizando clones estaveis

ou linhagens de células em suspenséao (Datta et.al., 2013).



Conclusao e Perspectivas
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Pode-se concluir que é possivel expressar e produzir fragmentos FvFcs anti-
CD20 humanos, com popula¢gdes mistas de células CHO-K1, utilizando o vetor de
expressdo em células de mamiferos pCOMIRESA600. Este vetor possibilitou o
processo de transfeccdo transiente das células e também a fusdo génica das
versfes scFvs aos dominios CH2 e CH3 de uma IgG humana. Uma vez que, 0s
fragmentos mostrados no gel SDS-PAGE e no Western-Blot, correspondem a
55kDa.

Recentemente, foi determinada a capacidade de ligacdo das trés
constru¢des por meio de citometria de fluxo, utilizando células RAJI (células que
possuem o antigeno CD20 humano). As trés versdes FvFcs estabelecem ligacdes
com o antigeno CD20 humano. Logo, podemos concluir o sucesso da construcdo e
expressdo dos fragmentos FvFcs anti-CD20 humanos e propor a obtencédo de
clones estaveis ou producdo com linhagens de células em suspensdo, para
obtencdo destas proteinas em larga escala utilizando as trés construcées com o

plasmidio pPCOMIRESA600. A figura 18 mostra uma analise destes resultados.

Com estes resultados € possivel propor, avaliacbes das proteinas
recombinantes produzidas quanto a estabilidade conformacional, e se podem
exercer 0s mesmos mecanismos fisiol6gicos que o rituximabe. Demonstrando com
isso que as CDRs murinas permaneceram no arcabouco das regides scFvs e que a
estrutura Fc humana é capaz de estabilizar o fragmento FvFc e recrutar as
atividades efetoras: ADCC, CDC, ADP e PCD.
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Figura 18 Capacidade de ligagdo & molécula CD20 das trés construgdes FvFcs em

comparacdo com o anticorpo rituximabe.

Esses dados sugerem que a capacidade de ligacdo das trés construcdes €
consideravel com a atividade ligante do rituximabe. Pode-se observar que os FvFcs
humanizados (construgcdes A e L), possuem uma capacidade de ligagcdo & molécula
CD20 comparavel com a capacidade de ligacdo da versdo FvFc murina similar ao

anticorpo quimérico rituximabe (construgéo O).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Maranh%C3%A3o%20AQ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Coelho%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Brigido%20MM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22van%20Oers%20MH%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kersten%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21658618
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