N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

Luisa Valério Franca

Minimizacao da agregacao proteica de fragmentos de anticorpos de

cadeia unica (scfv) com aplicacao em terapias de células CAR-T

BRASILIA
2025


https://docs.google.com/document/d/181ztkJ89Gp0NZFX8-WQRX2Wql70U3MQcTo96cvZ5ko8/edit?pli=1&tab=t.0#heading=h.pau0zuc5esfk

Luisa Valério Franca

Minimizacao da agregacao proteica de fragmentos de anticorpos de cadeia unica (scFv)

com aplicaciio em terapias de células CAR-T.

Dissertagdo apresentada para Banca Examinadora do
Programa de Po6s-Graduagdo em Ciéncias Biologicas
(Biologia Molecular) da Universidade de Brasilia, como
exigéncia para obtengdo do titulo de Mestre em
Biologia Molecular.

Orientadora: Profa. Dra. Andrea Queiroz Maranhao
Coorientador: Prof. Dr. Marcelo de Macedo Brigido

BRASILIA
2025


https://docs.google.com/document/d/181ztkJ89Gp0NZFX8-WQRX2Wql70U3MQcTo96cvZ5ko8/edit?pli=1&tab=t.0#heading=h.pau0zuc5esfk

AGRADECIMENTOS

Esta ¢ a ultima secdo da minha dissertagdo que eu escrevi. Inesperadamente, foi a
mais dificil e demorada de escrever. Talvez porque seja a parte mais intima de todo esse
documento. Nao me entenda mal, ndo foi dificil por falta de gratiddo — na verdade, hé varias
pessoas as quais sou eternamente grata por terem me ajudado durante esses dois (longos)
anos de mestrado. A realidade ¢ que eu ndo sei como sintetizar, em uma s6 pagina, a
montanha-russa de sentimentos que vivenciei no Lab O1.

Em primeiro lugar, eu quero agradecer a minha familia. Minha mae Adriana, meu pai
Wilton, minha irma Leh; aos meus avos, tios, tias e primos. Obrigada por serem minha
familia. Um obrigada especial para o Duck (meu filhote), para a Luna, o Lino e a Neji (os
cachorrinhos na familia) e para a gatinha Tina.

Eu também quero agradecer as amizades que me acompanharam durante essa jornada.
A comunidade dentro do laboratorio ¢ impressionante: completos desconhecidos que se
juntam numa grande familia, unidos pelo desejo comum de fazer ciéncia (independente dos
obstaculos diversos e do financiamento insuficiente). Agradego a Loteria da Babilonia, que
me ensinou que € possivel acertar um jackpot de vez em quando, mesmo que o prémio
acumulado seja parcialmente consumido pelo tempo.

Ah, e o que falar das Ratazanas do Lab 01?7 O que mais vou sentir falta ¢ das nossas
conversas divertidas — e censuraveis, ca entre nds — que aconteciam na copa. Nos intervalos
entre experimentos, o departamento era tomado por risadas altas (de quem ri na cara do
desespero) e pelo cheiro de um cafézinho passado na hora. E no mais? Um salve pros meus
queridos amigos do pilotis!

Agradego aos meus professores, principalmente a prof. Andrea e o prof. Marcelo, por
terem me ensinado o que ¢ ser uma pesquisadora. Agradecimentos extras a prof. Janice e ao
prof. Aisel, por sua ajuda inestimavel. Também cabe agradecer a UnB, que foi a minha
segunda casa durante os ultimos sete anos. Vou além, agradego infinitamente a universidade
publica por me proporcionar as vivéncias e as experiéncias imprescindiveis para meu
crescimento profissional e (especialmente) meu crescimento pessoal.

Por fim, eu agradeco a “eu” de sete anos atras. Agradeco por ter confiado que
chegariamos em algum lugar. Se cheguei ou nao, eu ndo sei — mas, com certeza, caminhei até

um lugar novo. E continuarei caminhando...



“Provacdo. Agora entendo o que € provagdo. Provagdo: significa que a vida esta me
provando. Mas provagdo: significa que eu também estou provando. E provar pode se
transformar numa sede cada vez mais insaciavel.”

— A Paixdo Segundo G.H., Clarice Lispector

“No fim das contas, ¢ disso mesmo que deveriamos ser feitos: de trocas,

compartilhamento de expectativas, asticias, desafios inventados, sanidade de corpos mitidos
que se arriscam em gangorras, balancos, escorregas. A meninada malandra sabe que a vida
ndo ¢ feita da gente ou do outro; mas da gente e do outro; com o outro.”

— Cronicas Exusiacas e Estilhagos Pelintras, Luiz Antonio Simas.

“A Companhia, com modéstia divina, evita toda publicidade [...] e provoca toda

espécie de conjecturas. Uma insinua abominavelmente que ha séculos nao existe a
Companhia e que a sacra desordem das nossas vidas ¢ puramente hereditaria, tradicional; [...]
Outra, ndo menos vil, argumenta que ¢ indiferente armar ou negar a realidade da tenebrosa
corporagdo, porque a Babilonia ndo ¢ outra coisa sendo um infinito jogo de acasos.”

— A Loteria da Babildnia, Jorge Luis Borges

“Assim como os musicos, 0s matematicos e os atletas de elite, os cientistas atingem o

auge cedo e declinam rapido. Nao ¢ a criatividade que se esvai, € a energia: a ciéncia ¢ um
esporte de resisténcia. Para produzir aquele unico experimento esclarecedor, mil
experimentos nao esclarecedores t€ém de ser jogados no lixo; € uma batalha entre a natureza e
a determinacgdo. [...] Nao se trata de perfei¢dao, mas apenas do incansavel e sedento empenho
de um organismo para estar a altura do seu ambiente. Esse ¢ o motor que impele a evolugdo.”
— O Gene, Siddhartha Mukherjee



SUMARIO

SUMARIO 5
LISTA DE FIGURAS. .....ooo ettt s it e et e s tee s teeestae e taeesstaesssaessseessseesssaesnsaessssesnsseensseenes 7
LISTA DE TABELAS . ...ttt et ettt s vt e st e st e e s te e sabeeeabaeesbaeessseessseesseessseesaseennses 8

RESUMO...uuioiiiiniuinseissinsaissanssssssissssssssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1

ABSTRACT 2

1. INTRODUCAO 3
1.1 Mieloma MUIEIPIO.......cocuiiiiiiecie ettt et e e s e e sireeeaaeeenaeeenns 3
1.2 Tratamentos contra Mieloma MUItIPIO..........cceeeiiieriiiieeiece e 7
1.3 Imunoterapia com anticoOrpos tETAPEULICOS. .....ccvvierrrreeerieerieeerrreerreeesreessraeeesaeeesreeenns 8

1.3.1 Anticorpos anti-BCMAL..........ccciiiiiiieieeeee ettt 11
1.4 Terapia Celular com Receptor Quimérico de Antigeno (CAR-T)......cccceeeevvvevvveennenn. 13
1.4.1 Exaustao de células CAR-T: agregacao molecular............cccceeevveeeiiieniieeeennnns 16
1.4.2 Otimizacao de fragmentos de anticorpos para imunoterapias...........ccceeeveeennenn. 17

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS.....ouinninrinssinsnissesssesssnssessesssssssssssssasssssssssssssssssssssass 19
2.1 JUSHIFICALIVAL ..ttt st ettt st 19
2.2 ObBJEIVO ZETAL....eiiiiiiiiiie ettt et e et e et e e s e e e sb e e e nbee e abeeenaaaeenaaeeens 19
2.3 ODbjJetiVOS ESPECIIICOS. ..uvvieitiieiiiieciieeeiteestee ettt et e et e e s e e s ae e e s beeessseeessseeesaeeenns 19

3. MATERIAIS E METODOS 21
3.1 Desenho dos fragmentos de anticorpo SCFV.......cccvieiiiiiiiiicicee e 21

3.1.1 Humanizagao dos fragmentos de anticorpo anti-BCMA.............cceeevvveecveeennee. 22
3.1.2 Harmonizagao dos scFvs: Andlise de agregacao in silico.........ccceevvveerveeennneennns 24
3.2 LiNhagens CEIUIATES. .....c.cuuiiiiiieeiie ettt et e et e e s eeennee s 25
3.2.1 CElulas baCterianas. .......cocueerueeeiieriieiieeriie ettt ettt s 25
3.2.2 Cultura de células eUCariOtICAS. .......ervieiuieeiieiieeieeite et 26
3.3 Transformagdo bacteriana por choque tE€rmMiCO........ccueeeeveierireeeriiieeeiie e eeree e 27
3.4 Extragao de DNA plasmidial...........cccciieviiieiiiieiiiieieeeeeee et 28
3.5 Quantificacao dos acidos nucleicos purificados...........ccccveerciieeriiieeniieeriie e 28
3.6 Digestao com enzimas de TeSTIICAD. .. .cuuierureeriieerieeeiieeeireeetreesaeeeereeesreeeseseeensseeens 29
3.7 Analise de DNA por eletroforese em gel de agarose.........ceccveeevveeerieeecveeseieeeeieeenne 29
3.8 Expressao heterologa dos scFvs em E. COll......ooooiiieiiiiiiiiiiiiicie e 30
3.8.1 Selecao de clones ProdULOTES. .......cuiiervieerieeeieeeieeeeeeeee e e aee e e saaeeeenes 30
3.8.2 Padronizagao da EXPIeSSA0.......cevuieerureerirereririeesieeeiteeesreessseeessseeesseeessseeessseennns 30
3.8.3 Indugdo da expressao heterdloga por IPTG em maior escala............cceeeuveeneee. 31
3.9 Extragdo de proteinas CitoplasmatiCas.........cccveeeuveeeiiiieniiieeeiie e eeee e eree e 32
3.9.1 Extracao por método eNZIMALICO......c.ueervrreriieeiiieeiieeeiieeeieeeeeeeeeaeeesreeessreeenns 32
3.9.2 Extracao por MEt0do fiISICO......eiiiiiiriiiiiiiieeeiie ettt 32
3.10 Obtengao dos scFvs anti-BCMA purificados..........cccveeviiieriieeriieeieecie e 33

3.10.1 Purificacao por Cromatografia de Afinidade...........ccceevviieviieerieenieecieeee, 33



3.10.2 Concentragdo e dialise dos scFvs purificados..........cccoeevveviierciienieniieieeieene. 34

3.11 Andlise de proteina por eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante...... 35
3.11.1 Coloragdo do gel por Comassie Blue...........cceevvieviieriiiiiiniieieenie e 36
3.11.2 Coloragao do gel por Nitrato de Prata...........cccceeevvieriieiiieniieieecie e, 36

3.12 Imunodetecgao por Western Blotting..........c.cccvvevieeiierieiiiieiieeiecseeeieeee e 37

3.13 Quantificacdo de proteinas purificadas..........cceevvieriieiiieniieeciieieeeeee e 37
3.13.1 POr fTUOTIMELIIA. ..ottt sttt st 37
3.13.2 Por ESpectrofOtOmMELtria........ccuveeiieiieeiieiieeieeiie ettt sve e 38

3.14 EXCIUSA0 MOIECUIAT.......cocuiiiiiiiiiiieeeee e 38
3.14.1 Padronizacao da Coluna de Cromatografia............cccecveevveeciieniieeiienieeieeeeenn 39
3.14.2 Fracionamento por Exclusdo Molecular.............cccoecveeviieniiieiiiniieiieciecieees 39

3.15 Espalhamento Dindmico da Luz (DLS)......ccccooiieiiiiiieiieieeeeeeeee e 40

3.16 Citometria de FIUXO.....coviiiiiiiiieiieieciee e s 41

4. RESULTADOS 43

4.1 Predigdo in silico do perfil de agregagdo dos scFvs anti-BCMA..........c.ccccvvevveniennen. 43

4.2 Otimizagao da expressao heteréloga dos scFvs em E. cOli......cccccvevviiiiiniieiienienen. 44
4.2.1 Obtengao de linhagens de E. coli transformadas............cccceevveriienienieenieennnnnn, 44
4.2.2 Comparativos das condi¢des de cultivo celular...........ccoocoveviieiiieniinciienieeienne, 46

4.3 Padronizagao da Obtengao dos scFvs anti-BCMA recombinantes.............c...ccueene.... 49
4.3.1 Comparativo das condigdes de eXtragao..........ceevvrerueerieerreenieesieenreeieenieeeveenens 49
4.3.2 Otimizacao da purificacdo por Cromatografia de Afinidade............c.ccoeeeuvennnnn. 51

4.4 Escalonamento da producao dos SCEFVS........ccoviiiiiiiiiniieiiecieeeeceeeeee e 55
4.4.1 Producao em escala de 100 mL.........ccccooooviiiiiiieiiie e 55
4.4.2 Producao em escala de 200 ML.........cccoooiviiiiiiiiiiie e 57

4.5 Anélise do Perfil de Agregacao por Exclusdo Molecular............ccccoevveviienienieenenne. 60
4.5.1 Padronizacao da cromatografia..........cccceevieeiieiieeiienieeieeeie et 60
4.5.2 Exclusdao Molecular dos scFvs anti-BCMA...........ccceeciiiviiiiieiiecieeeeee e 61

4.6 Anédlise do perfil de agregacgdo por Espalhamento Dindmico da Luz (DLS)............... 62
4.6.1 Padronizagao inicial do protoColo.........cceervieriieriieriierieeiieeee et 62
4.6.2 Estudo da influéncia das concentragdes dos scFvs na agregacao....................... 65

4.7 Capacidade de Ligacdo ao BCMA por Citometria de FIuXo.........cccovvveeiieniiniiiennns 71
4.7.1 Citometria com a linhagem celular Raji.........cccoocuveiiiniiiiiiiniiiiieieceeceee 71
4.7.2 Citometria com a linhagem celular U266.............cccoeevieriieiiiiniiiiieieeeeee e 73

4.7.2.1 Avaliagdo inicial de ligacdo em células tumorais...........cccecuverveeriienieennnne 73

4.7.2.2 Andlise do reconhecimento antigénico em fun¢do da concentracao dos

ANTICOTPOS TECOMDINANLES. ....cuvvieeiieeiiiieerieeereieeesteeesteeeeteeeeaeeesseeessseeessseeensseeennns 76
5. DISCUSSAO 79
6. CONCLUSAOQ..c..coutmiinciscsscsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 85

REFERENCIAS. c.veueeeeeeeeesesesesessssssssssssenssssssssssssssssssssssesssssssssssssnsssssssssssssssssssssssasssssssssasses 87



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Impacto global do mieloma multiplo..........cccooiiiiiiiiiiiiiie e, 4
Figura 2: Previsao do impacto do mieloma multiplo até 2050...........cccceeevrieeririeeiiiieeriie e 5
Figura 3: Estrutura dos fragmentos de cadeia inica (SCFV).......cocouveeviiieiiiiiiiieeieeeeeeee e 9
Figura 4: Expressao do BCMA durante ontogenia dos linfocitos B..........c.cceeeeieeeiieenneeenee. 11
Figura 5: Imunoterapias contra mieloma multiplo..........cccveeeeiiiiriiiiiriieeeiee e 12
Figura 6: Estrutura do anticorpo J22.9-xi e interagdo com 0 BCMA.........c.cccoovieviieeniieennnn. 13
Figura 7: Influéncia da sinalizagdo tonica na exaustao de células CAR-T...........ccccveeeureenneen. 17
Figura 8: Representagao esquematica do vetor pET-SUMO com scFv anti-BCMA Murino.. 22
Figura 9: Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos do scFv anti-BCMA murino............. 23
Figura 10: Esquema da sintese dos vetores plasmidiais........c..ccceveeerieeerieeeeieeeiiee e e 25
Figura 11: Etapas iniciais da producao em sistema bacteriano.............ccceeeeveeercreeerveeerveeennen. 31
Figura 12: Probabilidade de agregagao dos SCEFVS.......cccviveiiiieiiieeiieecieecee e 44
Figura 13: Perfil de restri¢ao dos vetores de expressao dos scFvs recombinantes.................. 45
Figura 14:Produg@o do SCFV MUIINO.......c.ciiiiiieciieeciecee et 47
Figura 15: Producao do scFv HUManizado............c.coovieeiiiieiiiecieece et 47
Figura 16: Producao do scFv Harmonizado..............ccccuveeiiieeiiiieciiecceeeeee e 48
Figura 17: Produgao do SCFV CaltiCO......cccuvieiiiieiiieeiieeeiie ettt e ees 49
Figura 18: Otimizagao da extragcdo das proteinas heterdlogas..........cceecveeevieeevieeecieeeeiee e, 50
Figura 19: Avaliagdo da purificagdo do scFv Murino por IMAC.........cccceeevvvevieeecieeeiieeee, 52
Figura 20: Avaliagdo da purificagdo de scFv Humanizado por IMAC...........ccceeeevvveeveeennenn. 53
Figura 21: Analise da purificacdo em pequena escala dos scFvs Murino e Humanizado........ 55
Figura 22: Otimizagao da purificacao dos scFvs por IMAC.........cccccveevieeecieeeieeeee e 56
Figura 23: Purificacdo dos scFvs produzidos em maior escala...........ccccceeeeeveeecieencieeencreeennne, 58
Figura 24: Imunodetecgao dos SCFVS purificados...........cecuvieeiiieiiieeeiie e 59
Figura 25: Padronizagdo da cromatografia de exclusdo molecular.............ccceeevvveerieeenneennee. 61
Figura 26: Comparagao do perfil de exclusao molecular entre os SCFVS........cccvveevivenneennnee. 62
Figura 27: Determinagao do tamanho hidrodindmico dos scFvs por DLS...........c.ccccvveenen. 64
Figura 28: Analise da agregacao do scFv Murino em fun¢ao da concentragao....................... 66
Figura 29: Analise da agregacao do scFv Humanizado em fun¢do da concentragao............... 67
Figura 30: Analise da agregacdo do scFv Harmonizado em fun¢do da concentragao............. 69
Figura 31: Analise da agregacao do scFv Cadtico em funcao da concentragao....................... 70
Figura 32: Reconhecimento do antigeno BCMA em células Raji........cccccveeeeiieeciieccieeninnnns 72
Figura 33: Analise fenotipica das células de mieloma multiplo U266.............cceevcvveerreeennenn. 74
Figura 34: Ligacao dos scFvs em células de mieloma multiplo U266..............cceeveverennennnee. 75
Figura 35: Capacidade de ligagcdo dos scFvs em diferentes concentragoes............cccveeennvnnnee. 76

Figura 36: Ligacao especifica dos scFvs anti-BCMA em células alvo............cccceevveeeveennnnenn. 78



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Estagios clinicos do Mieloma MUItiplo...........cccovveeiiieeiiieecieeceeeeee e 6
Tabela 2: Imunoterapias anti-BCMA para Mieloma Multiplo Refratario.......................... 15
Tabela 3: Padronizacao da purificagdo por IMAC...........coovieeiiiieciieeeeeee e 34
Tabela 4: Condigdes otimizadas de purificacdo por IMAC..........cceeeevvieeciieeeiieeeeeeen 34
Tabela 5: Reagentes para polimerizagao do gel de Poliacrilamida..............ccccceveeennnnnee. 36
Tabela 6: Condigdes das etapas de purificacao por exclusdo molecular.......................... 39
Tabela 7: Quantificagdo dos DNAs plasmidiais purificados............cceeeeeeviieerieeenieeeinneenns 45

Tabela 8: Concentracao obtida dos scFvs anti-BCMA Murino ¢ Humanizado (50 mL)... 54
Tabela 9: Rendimento da produgao dos scFvs anti-BCMA Murino ¢ Harmonizado

(TOOML). .ttt ettt et b ettt sae et et e eb e be et e saeenbeennens 57
Tabela 10: Rendimento médio da producao dos scFv anti-BCMA...........c.cccceevieeiiennnnne. 60
Tabela 11: Resultados do DLS d0os SCFVS.......ooiiiiiiiiriiiicieceieeeeeeee e 63
Tabela 12: Parametros de agregacao por DLS em diferentes concentra¢des do scFv
IMIUTIIION ¢ ettt ettt et e h e et esa et et e e s bbe et e esabe et e e saeeenbeasnbeenseesneeenne 66
Tabela 13: Parametros de agregagao por DLS em diferentes concentragdes do scFv
HUMANIZAAO. ...ttt sttt sttt 68
Tabela 14: Parametros de agregacao por DLS em diferentes concentra¢des do scFv
HarmoOnIZad0. .....coueeiieie ettt 69
Tabela 15: Parametros de agregagao por DLS em diferentes concentragdes do scFv
CAOTICO. 1 ettt ettt et b et e a ettt e h e h e et e a ettt eh e e bt et sat et et 71
Tabela 16: Intensidade de Fluorescéncia Média (MFI) dos SCFVS.......ccccoevvieriencieeniiennnnnn. 75

Tabela 17: Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) da citometria com diferentes
CONCENracOEs A0S SCEVS......uviiiiiiiiie et e e e et eeaaaea e 77



RESUMO

O mieloma multiplo (MM) ¢ um tipo de cancer hematoldgico caracterizado pela
proliferagdo anormal de células plasmaticas, que apresentam superexpressao do antigeno de
maturacao de células B (BCMA). Apesar dos avangos nos tratamentos, o MM ainda ¢
considerado incurdvel. A imunoterapia com células T geneticamente modificadas para
expressar receptores quiméricos de antigeno (CAR-T) representa uma importante mudanga de
paradigma contra neoplasias hematoldgicas, incluindo MM. No entanto, a exaustdo celular
das células CAR-T, mesmo na auséncia do alvo, ¢ um fator limitante da eficacia desta
abordagem. Um dos fatores que contribui para a exaustdo das células CAR-T ¢ a agregacdo
dos fragmentos de anticorpos de cadeia unica (scFvs) na por¢do extracelular dos CARs
levando, consequentemente, a reducdo da sua atividade antitumoral. Portanto, este trabalho
tem o objetivo de projetar novos scFv anti-BCMA, considerando a redugdo de sua
imunogenicidade pela humanizacdo e, adicionalmente do seu potencial de agregacao,
processo aqui denominado, em conjunto harmonizagdo. Para tal, um scFv anti-BCMA
murino disponivel na literatura foi utilizado como base para o desenho de versdes
humanizadas e da versdao harmonizada. O potencial de agregagao tedrico das sequéncias foi
analisado in silico, resultando em trés scFvs com graus crescentes de agregacao prevista:
humanizado, harmonizado e cadtico. Os anticorpos foram expressos em formato soluvel em
linhagens de Escherichia coli e purificados por métodos cromatograficos. Os resultados da
deteccao imunologica por western blotting confirmaram a expressao de anticorpos em
bactérias transformadas apds indug¢ao, com um acimulo dependente do tempo. As analises de
exclusdo molecular e de espalhamento dinamico da luz (DLS) corroboram os perfis de
agregacdo previstos, pois o scFv harmonizado exibiu padrdes de agregacdo inferiores em
comparacdo as demais versdes de scFvs. Além disso, andlises com citometria de fluxo
demonstraram que todos os scFvs sdo capazes de se ligar ao antigeno BCMA expresso em
células de linhagem de MM. Com isso, os resultados preliminares possibilitam o
aprimoramento da compreensdo de agregacdao de anticorpos e sugerem que a harmonizacao

pode ser aplicada para o desenho de novos CARs.

Palavras-chave: scFv; Agregacdo Proteica; Terapia com células CAR-T; BCMA;
Mieloma Multiplo.



ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is a type of hematologic cancer characterized by plasma cell
abnormalities that overexpress B-cell maturation antigen (BCMA). Despite advances in
treatments, MM is still considered incurable. Immunotherapy with T cells genetically
modified to express chimeric antigen receptors (CAR-T) represents a major paradigm shift
against hematologic malignancies, including MM. However, CAR-T cell exhaustion, even in
the absence of the target, is a limiting factor in the efficacy of this approach. One of the
factors contributing to CAR-T cell exhaustion is the aggregation of single-chain antibody
fragments (scFvs) in the extracellular portion of CARs, consequently leading to reduced
antitumor activity. Therefore, this work aims to design new anti-BCMA scFvs, considering
the reduction of their immunogenicity through humanization and, additionally, their
aggregation potential, a process herein collectively referred to as harmonization. To this end,
a murine anti-BCMA scFv available in the literature was used as the basis for the design of
humanized and harmonized versions. The theoretical aggregation potential of the sequences
was verified in silico, resulting in three scFvs with increasing degrees of predicted
aggregation: humanized, harmonized and chaotic. The antibodies were expressed in soluble
form in Escherichia coli strains and purified by chromatographic methods. The results of
immunological detection by western blotting confirmed the antibody expression in
transformed bacteria after induction, with time-dependent accumulation. Size exclusion and
dynamic light scattering (DLS) analyses corroborate the predicted aggregation profiles, as the
harmonized scFv exhibited lower aggregation patterns compared to the other scFv versions.
Furthermore, flow cytometry analyses demonstrated that all scFvs are capable of binding to
the BCMA antigen expressed on MM cell lines. Thus, these preliminary results allow for
improved understanding of antibody aggregation and suggest that harmonization can be

applied to the design of new CARs.

Keywords: scFv; Protein Aggregation; CAR-T Cell Therapy; BCMA; Multiple
Myeloma.



1. INTRODUCAO

1.1 Mieloma Multiplo

Atualmente, o cancer ¢ uma das principais doengas que impactam a populacdo
mundial, configurando uma relevante questdo de saude publica. Tanto a incidéncia quanto a
taxa de mortalidade de neoplasias tém aumentado mundialmente e, com isto, cresce também
o impacto econdmico associado ao cancer (Chen ef al., 2023). O Mieloma Multiplo (MM) ¢
um tipo de neoplasia hematologica caracterizada pela proliferagdo anormal de células
plasmaticas, ou plasmocitos (linfocitos B) tumorais cujo desenvolvimento inicial ocorre na
medula dssea.

De modo semelhante a outras neoplasias, a tumorigénese do MM envolve multiplas
alteracdes genéticas que interrompem a homeostase celular, e levam a proliferacdo
descontrolada de células. Durante a ontogenia dos linfocitos B, os processos de maturagdo de
afinidade nos centros germinativos favorecem o acumulo de mutagdes nas regides dos genes
de imunoglobulina, além de translocagdes e aneuploidias cromossomicas (Gonzalez et al.,
2007). Esses eventos genéticos podem resultar em alteragcdes que promovem a sobrevivéncia
e a proliferagdo descontrolada das células, contribuindo para a transformag¢ao dos plasmocitos
em células tumorais (Garcillan et al., 2018).

No Brasil, dados do Observatorio de Oncologia (Globocan) apontam
aproximadamente 13 mil 6bitos por MM registrados entre 2018 e 2021, além de uma
prevaléncia de casos em pacientes do sexo masculino e acima de 65 anos de idade. Neste
cenario, o Observatério também estima que os custos de tratamento contra canceres
acumulam em mais de 3 bilhdes de reais para o sistema publico de saude, em 2022 (Melo et
al., 2022). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, sigla em inglés,
disponivel em gco.iarc.fr/today), agéncia pertencente a Organizagdo Mundial da Satde,
estimou uma incidéncia de 1,8 casos de MM por 100.000 habitantes na América Latina, com
uma taxa de mortalidade de 1,3 por 100.000 habitantes (Figura 1). Além disso, a mortalidade

atribuida ao MM foi de aproximadamente 11 mil, em dados brutos, no mesmo ano.



Incidence Mortality

Asia 1

Europe -

Northern America 4

LACH

Africa 4

Oceania

80k

_ ‘ Number (in thousands) International Agency
Cancer TODAY | IARC - https://gco.iarc.who.int/today for Research on Cancer

Data version : Globocan 2022 (version 1.1) ARy
World Health
© Al Rights Reserved 2025 (&) Smicion

Figura 1: Impacto global do mieloma multiplo. Incidéncia, em azul, e mortalidade, em vermelho, do mieloma
multiplo em diferentes continentes, apresentando a América Latina (LAC, sigla em inglés) como a quarta regido
mais afetada em ambas caracteristicas. Fonte: Adaptado de Cancer Today, GloboCan, Organizagdo Mundial da
Satde (2022).

Por fim, o Globocan também realizou estimativas da incidéncia e mortalidade futuras
de MM, com base nos dados epidemioldgicos obtidos mundialmente em 2022. As projegdes
indicam um aumento expressivo até 2050, com o nimero de mortes por cancer estimado para
alcangar 133 mil entre homens e 106 mil entre mulheres, em comparagdo as 67 mil e 54,5 mil
registradas, respectivamente, no ano-base. Especificamente na América Latina e Central, a
taxa de mortalidade deve dobrar no mesmo periodo, passando de 6,2 mil para 12,5 mil para
homens e de 5,2 mil para 10,2 mil em mulheres (Figura 2). Ademais, as tendéncias
crescentes de expectativa de vida em paises em desenvolvimento apresentam um contexto
relevante de saude publica, em que as taxas de incidéncia e mortalidade do MM podem ser
intensificadas pelo diagnostico tardio e demais barreiras no tratamento oncoldgico (Curado et

al., 2018).
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Figura 2: Previsio do impacto do mieloma multiplo até 2050. Estimativa de incidéncia e de mortalidade do
mieloma multiplo. Dados calculados para homens e mulheres dos paises da América Latina, considerando as
informagoes coletadas em 2022. Fonte: Cancer Tomorrow, GloboCan, Organiza¢do Mundial da Satide (2022).

Dentre os fatores de risco para MM, os mais relevantes sao a idade, o sexo e o
historico familiar. Os eventos e sintomas definidores de MM sdo baseados no Critério CRAB,
sigla em inglés para as alteragdes nos niveis de célcio (C), insuficiéncia renal (R), anemia (A)
e danos 0sseos e lesdes osteoliticas (B). Além dos danos em diferentes o6rgaos, altos niveis de
proteina (como a proteina monoclonal e a B2-microglobulina) no sangue ou na urina e
predisposi¢ao a infec¢des também sdo observados em pacientes com MM (Kuehl; Bergsagel,
2002). Desta forma, as manifestacdes clinicas do MM estdo relacionadas ao estagio da
doenca (Tabela 1). A organizacdo de Trabalho Internacional sobre Mieloma (IMWG,
International Myeloma Working Group), fundado pela Fundacao Internacional do Mieloma,
categoriza tais estagios do MM em:

1) Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado (MGUS, sigla em inglés):

Condicao inicial benigna e geralmente relacionada a idade, em pacientes sem nenhum

dos critérios CRAB e que apresentam um nivel sérico baixo (<3 g/dL) de

imunoglobulinas — geralmente chamadas de proteina M ou monoclonal, neste
contexto, que podem ser detectadas em formatos variados, como anticorpo intacto ou
como componentes livres da cadeia leve. Deve ser monitorada por médicos

onco-hematologistas pelo risco de progressao para MM (Landgren et al, 2009);



2) MM Latente ou Indolente (SMM, Smouldering Myeloma sigla em inglés): Estagio
com pouca altera¢do nos critérios CRAB, mas com niveis elevados de plasmocitos
anormais na medula 6ssea (>10% ) de Proteina Monoclonal (>3 g/dL);

3) Mieloma Multiplo: Cenario sintomatico da doenca, com maior progressao dos
critérios CRAB, além da presenga significativa de proteinas séricas e urindrias e
elevada infiltragdo de plasmoécitos na medula 6ssea (>60%). O mieloma pode evoluir

e se manifestar em sitios extramedulares, configurando uma forma mais agressiva da

doenga.
Tabela 1: Estagios clinicos do Mieloma Multiplo.
Critérios MGUS SMM MM
Proteina Monoclonal <3 g/dL >3 g/dL Presente
Células plasmaticas na <10% >10% >60%

medula dssea

Detecgao de proteinas <500 mg/ 24h >500 mg/ 24h Presente
na urina
Eventos definidores de Ausentes Ausentes Critérios CRAB
MM presentes, intra ou
extramedular

MGUS: Monoclonal gammopathy of undetermined significance, ou Gamopatia Monoclonal de Significado
Indeterminado; SMM: Smouldering Multiple Myeloma, ou Mieloma Latente; MM: Mieloma multiplo; CRAB:
alteragdes nos niveis de calcio, na funcdo renal, de anemia e lesdes 6sseas. Fonte: Adaptado de Cowan (2022).

Além desses critérios definidores de mieloma, o diagnostico da doenga também ¢
realizado por exames laboratoriais e citogenéticos. Testes sorologicos, como a SPEP (sigla
em inglés para eletroforese de proteinas séricas), a imunofixacdo de proteinas séricas e a
dosagem das cadeias leves livres (FLC, do inglés Free Light Chain) no soro, sdo essenciais
para detectar e caracterizar a presenga da proteina M (Rajkumar et al., 2020). Além disso, a
cariotipagem e a caracterizagdo citogenética por hibridizacdo fluorescente in situ (FISH, sigla
em inglés) sdo recomendadas para identificar alteragdes genéticas distintas de plasmocitos
tumorais, como trissomias € mutagdes (translocacdes, por exemplo) em loci de
imunoglobulina, majoritariamente IgH (Lakshman et al, 2018).

Uma vez que o estagio sintomatico do MM ¢ detectado por exames laboratoriais e de

imagem (tomografia e ressonancia magnética), o tratamento deve ser iniciado rapidamente a



fim de maximizar a eficacia terapéutica e melhorar o prognoéstico do paciente. Assim como
em outras neoplasias, a sobrevida global do MM ¢ influenciada por caracteristicas do proprio
paciente, pela sua resposta ao tratamento, pela carga tumoral e pelo perfil bioldégico do tumor
(Palumbo et al., 2015). A avaliagdo do risco prognostico dos pacientes € feita por sistemas de
classificagdo como o International Staging System (ISS, ou Sistema de Estadiamento
Internacional), que considera os niveis elevados de f2-microglobulina e lactato desidrogenase

sérica (LDH), além de quantidades reduzidas de albumina sérica.

1.2 Tratamentos contra Mieloma Multiplo

Os tratamentos existentes para MM sao focados na morte ou redugdo dos plasmocitos
tumorais e, idealmente, devem controlar a progressdo da doenca e reduzir o risco de
mortalidade relacionado ao mieloma. A selecdo do tratamento para o MM deve considerar a
idade dos pacientes, assim como a presenca de comorbidades pré-existentes, a fim de
otimizar a eficacia terapéutica e minimizar riscos associados. Em suma, o tratamento padrao
para MM inclui a terapia inicial, seguida de transplante autdlogo de células-tronco
hematopoéticas em pacientes elegiveis, e terapia de manutencdo com um agente
imunomodulador. Essa abordagem esta associada a uma sobrevida livre de progressao
mediana de 41 meses, em contraste com 8,5 meses observados na auséncia de tratamento
(Cowan et al., 2022).

A Fundagao Internacional de Mieloma da América Latina (ou IMF, sigla em inglés)
recomenda que a terapia inicial, também chamado de “terapia de indu¢do”, seja baseada na
combinacdo de pelo menos dois medicamentos, incluindo um inibidor de proteassoma —
como o bortezomibe e o carfilzomibe — ou um agente imunomodulador (a Talidomida ou a
Lenalidomida, por exemplo), associados ao corticosteroide dexametasona. Um ensaio clinico
de fase 2 demonstrou o beneficio clinico do bortezomibe em pacientes com MM refratario,
em comparagao ao tratamento exclusivamente com dexametasona, apesar da maior incidéncia
de eventos adversos graves (Richardson et al, 2005). De forma semelhante, um ensaio
clinico de fase 3 conduzido por Mateos et al. (2013) avaliou a eficicia do tratamento com
lenalidomida e dexametasona em pacientes com SMM. Este estudo revelou um aumento
significativo na sobrevida global apods 3 anos, além de uma taxa de sobrevivéncia de 94% no
grupo tratado, em comparagdo a 80% no grupo controle. Por fim, estratégias que combinam

os trés farmacos mencionados no tratamento inicial do MM demonstraram amplos beneficios



clinicos, com sobrevida livre de progressdo de 65 meses, ou aproximadamente 5 anos (Joseph
et al., 2020).

O transplante autologo de células-tronco hematopoéticas —no qual o proprio paciente
¢ o doador— ¢ considerado o padrdo-ouro associado ao tratamento convencional em
individuos elegiveis, ou seja, aqueles sem disfuncdes significativas nos sistemas cardiaco,
pulmonar, renal ou hepatico. A elegibilidade ao procedimento ¢ regulada pelo Sistema
Nacional de Transplantes no Brasil e financiado pelo Sistema Unico de Saude, o SUS, onde
ha o maior programa publico de transplante de 6rgaos, tecidos e células do mundo (Sistema
Nacional de Transplantes, Ministério da Saude do Brasil). Os protocolos de tratamento para
MM que combinam quimioterapia seguida de transplante demonstraram melhorar as taxas de
resposta e a sobrevida global, em comparagdo com a quimioterapia em dose convencional
(Spencer et al., 2009). Ademais, a terapia de manutengdo com lenalidomide apds o
transplante prolonga significativamente a sobrevida dos pacientes e atrasa a progressao da
doenca, conforme evidenciado por uma meta-analise conduzida por McCarthy et al. (2017).

Além dos farmacos convencionais, os imunoterapicos representam uma abordagem
inovadora e promissora no tratamento de neoplasias, por meio da modulagdo do sistema
imunologico para reconhecer e eliminar as células tumorais (D’ Agostino et al., 2017). Dentre
esses agentes, podemos citar os anticorpos monoclonais e as terapias celulares, que tém
demonstrado eficicia significativa contra diversos tipos de cancer, contribuindo para a

sobrevida dos pacientes.

1.3 Imunoterapia com anticorpos terapéuticos

Atualmente, os anticorpos terapéuticos correspondem a classe de farmacos com maior
crescimento no mercado farmacéutico, por suas caracteristicas intrinsecas altamente
favoraveis para o uso clinico (Suurs et al, 2019). Estruturalmente, cada molécula de
anticorpo ¢ composta por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves idénticas (Figura 3). As
regides Fab (do inglés Antigen Binding Fragment), localizadas nas porg¢des N-terminais das
cadeias, sdo responsaveis pelo reconhecimento especifico do antigeno por meio das regides
determinantes de complementaridade (CDRs), sequéncias hipervariaveis que formam a
interface de ligagdo ao antigeno: o paratopo. Assim, a ligagdo de um anticorpo ao seu
antigeno ocorre por meio desta interacdo especifica entre o paratopo € o seu epitopo

especifico, que sdo regides presentes no antigeno-alvo. A regido de reconhecimento ao



antigeno (Fab) apresenta a cadeia leve completa (VLCL) associada ao fragmento Fd,
constituido pelo dominio varidvel da cadeia pesada (VH), bem como pelo seu primeiro
dominio constante (CH1). Ja a por¢ao Fc (Fragmento cristalizavel), constituido pela regido de
dobradi¢a (hinge) e demais dominios constantes da cadeia pesada (CH2CH3) interage com
receptores imunoldgicos e com componentes do sistema complemento, sendo essencial para a
mediacdo das funcdes efetoras da Ig. A estrutura dos anticorpos € estabilizada por ligacdes
dissulfeto intra e intercadeias, localizadas tanto nos dominios constantes quanto nos variaveis
(Goulet; Atkins, 2020).

Os avangos da engenharia de anticorpos monoclonais permitiram o desenvolvimento
de terapias altamente especificas com imunofirmacos, oferecendo abordagens mais
direcionadas e eficazes em comparacdo as terapias convencionais (Ahmad et al., 2012). A
engenharia de anticorpos envolve o estudo de multiplas versdes, ampliando suas aplicagdes
terapéuticas. Dentre os formatos de anticorpos, os fragmentos de anticorpos de cadeia unica
(scFv) contém os dominios varidveis das cadeias leve (VL) e pesada (VH), unidos por um
conector (/inker) peptidico curto e flexivel. Dessa forma, os scFvs possuem menor tamanho

molecular e mantém o dominio de ligagdo ao antigeno.
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Figura 3: Estrutura dos fragmentos de cadeia unica (scFv). O esquema apresenta uma imunoglobulina como
um tetramero das cadeias pesadas (laranja) e leves (bege, ou laranja claro), além do scFv com as regides
variaveis unidas por um peptideo conector flexivel (/inker). As CDRs estdo destacadas pela textura diferencial
nas regides de reconhecimento ao antigeno. Fonte: Ahmad et al. (2012)

No desenvolvimento de imunoterapias baseadas em anticorpos, a selecdo do antigeno

alvo constitui uma etapa estratégica fundamental. Neste caso, € crucial que o antigeno esteja



preferencialmente expresso nas células malignas, com minima ou nenhuma presenca em
tecidos saudaveis. Assim, a especificidade reduz os efeitos colaterais e potencializa a eficécia
do tratamento (Goulet; Atkins, 2020). Para o tratamento de pacientes com mieloma multiplo,
um dos antigenos alvo estudado em imunoterapia contra canceres hematoldgicos € a proteina
de membrana CD-38, com fun¢des relacionadas a adesao celular de linfocitos B e a atividade
ectoenzimatica (Deaglio et al, 1998), além de uma expressdo alta e heterogénea em células de
MM (Lin et al., 2004). O Daratumumabe (nome comercial Dalinvi, da marca Darzalex),
anticorpo monoclonal humano do tipo IgG1, ¢ um exemplo de imunoterapico cujo alvo € o
CD38, e ¢ indicado pela Anvisa em combinagdo com a terapia de inducao desde 2017. Além
deste, o anticorpo quimérico Isatuximabe (Sarclisa, nome comercial do fabricante
Sanofi-Medley) também apresentou beneficios clinicos significativos na sobrevida de
pacientes com MM refratario (Attal ef al. 2019), e recebeu aprovagdo da Anvisa e do FDA
(Food and Drug Administration) em 2024.

Um dos principais antigenos-alvo de células de MM ¢ o antigeno de maturacdo de
células B (BCMA) (Novak et al., 2004). Também conhecido como CD269, o BCMA ¢ uma
proteina transmembrana da superfamilia 17 de Receptores de Fator de Necrose Tumoral
(TNFRSF17), foi um dos primeiros alvos estudados para imunoterapia contra o MM, por
atuar tanto como biomarcador como alvo terapéutico, sendo um dos antigenos mais
relevantes do MM (Sanchez et al., 2018). Além da fungdo relacionada a sobrevivéncia e
homeostase celular, o BCMA ¢ expresso em plasmocitos, linfocitos B produtores de
anticorpos, € em todas as linhagens tumorais de MM (Figura 4). Ademais, a expressao
diferencial do BCMA ja foi observada em diferentes neoplasias hematologicas, além do MM
(Dogan et al., 2020). Esta relacio do BCMA com as neoplasias foi estudada em células de
pacientes com Linfoma de Hodgkin (Chiu et al., 2006), Leucemia Mielogénica Aguda
(Bolkun et al., 2016) e também Leucemia Linfoide Cronica (Ferrer et al., 2023), por
exemplo. Portanto, 0 BCMA representa um alvo promissor para o desenvolvimento de

imunoterapias contra o MM, e foi escolhido como antigeno-alvo neste trabalho.
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Figura 4: Expressio do BCMA durante ontogenia dos linfocitos B. Os linfocitos B expressam diferentes
proteinas de membrana ao longo da diferenciagdo celular, sendo que o BCMA ¢ majoritariamente observado nas
fases finais do desenvolvimento dos plasmdcitos e células B de memoria. Fonte: Adaptado de Garcillan (2018).

1.3.1 Anticorpos anti-BCMA

Atualmente, as terapias anti-BCMA disponiveis estdo agrupadas em trés categorias
principais (Figura 5): farmacos conjugados anticorpo-droga (ADCs, sigla em inglés),
anticorpos biespecificos e terapia celular com células CAR-T. Um dos exemplos de farmacos
baseados em ADCs anti-BCMA incluem o J6MO-mcMMAF (GSK2857916,
GlaxoSmithKline) um conjugado de anticorpo humanizado com um farmaco anti-neoplasico,
com capacidade de recrutar células imunes efetoras e eliminar os plasmoécitos tumorais de
maneira seletiva (Tai et al., 2014; Offidani et al., 2021). O medicamento Belantamabe
Mafodotina-blmf (BLENREP, nome comercial), composto por este anticorpo acoplado a uma
droga citotdxica, teve aprovacao acelerada pelo FDA em 2020 para pacientes com MM
refratario com 4 tratamentos prévios. No entanto, este medicamento ainda ndo recebeu

aprovacao pela Anvisa.
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Figura 5: Imunoterapias contra mieloma multiplo. A ilustracdo apresenta a célula tumoral expressando o
BCMA como alvo para terapias baseadas em anticorpos biespecificos, conjugados & droga e em terapias com
células CAR-T. Os dominios do receptor quimérico estao simplificados a direita. Fonte: Paul et al. (2023).

Além deste, também existem anticorpos biespecificos direcionados ao BCMA e ao
antigeno CD3, conhecidos como Acoplador de Células T Biespecifico ou BITE® (Bispecific
T cell Engagers, em inglés). Entre os medicamentos aprovados para o tratamento do MM
refratario, destacam-se o Elrexfio (Elranatamabe, da Pfizer; Lesokhin et al., 2018) e Tecvayli
(teclistamabe, da Janssen-Cilag Farmacéutica). Ambos os medicamentos sd3o compostos por
anticorpos biespecificos, com reconhecimento aos antigenos CD3 e BCMA, e receberam
aprovacao pela Anvisa em 2023. Ademais, o Linvoseltamab (nome comercial Lynozyfic, da
Regeneron) ¢ um biespecifico anti-BCMA e anti-CD3 em desenvolvimento, que recebeu
aprovacao condicional inicial pela agéncia regulatoria da Unido Europeia. Por fim, o AMG
420, desenvolvido pela Amgen, ¢ um BiTE que combina um anticorpo anti-CD3, baseado no
Blinatumomabe (Blincyto; um farmaco direcionado para a molécula CD19 e tratamento de
leucemia linfoblastica aguda), com um anti-BCMA para a eliminagdo seletiva das células de
mieloma (Hopp et al., 2017).

Por fim, o anticorpo escolhido como alvo deste estudo foi o anticorpo quimérico
anti-BCMA J22.9-xi (PDB: 4ZFO) (Figura 6). Este anticorpo foi obtido por meio da
tecnologia de hibridomas (Yokoyama et al., 2006), por meio da imuniza¢ao de camundongos
da linhagem C57BL/6 com o dominio extracelular do BCMA humano. As regides

codificadoras dos dominios varidveis leve e pesado murinos foram clonadas em construgdes
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com os dominios constantes kappa e de IgG1l humanos, o que resultou no fragmento de
anticorpo Fab quimérico J22.9-xi, ou “J22” (Tiller et al., 2009). Tal anticorpo demonstrou
alta afinidade ao antigeno BCMA humano, e apresentou efeitos citotoxicos e anti-tumorais
tanto em ensaios in vitro, quanto em ensaios in vivo em modelo xenografico de mieloma
multiplo (Oden et al., 2015). Devido a esses estudos com o anticorpo quimérico anti-BCMA
J22-9.xi, além da disponibilidade da estrutura cristalografica, este anticorpo foi selecionado
como objeto de estudo desta dissertagdo. A fim de estudar fragmentos de anticorpos contra
MM, este trabalho visa obter sequéncias humanizadas a partir do anticorpo murino
anti-BCMA J22. O processo de humanizacdo ¢ necessario para a reducao do potencial

imunogénico das moléculas, uma vez que o anticorpo J22-xi tem origem murina.

Figura 6: Estrutura do anticorpo J22.9-xi e interacdo com 0 BCMA. O esquema apresenta os dominios da
cadeia pesada, em azul, e os da cadeia leve, em amarelo, constituindo o Fab com dominios variaveis (VH e VL)
e constantes (CH e CL). O dominio extracelular do BCMA também ¢ representado na figura e interage com o
Fab do J22. Fonte: Adaptado de Oden et al. (2015).

1.4 Terapia Celular com Receptor Quimérico de Antigeno
(CAR-T)

Além dos anticorpos terapéuticos, a imunoterapia baseada em células T expressando
um receptor quimérico de antigeno (células CAR-T) é uma forma de tratamento promissor
contra diversas neoplasias hematoldgicas, e representa uma importante mudanca de
paradigma dos recursos terapéuticos contra casos de canceres hematologicos refratarios
(Jeryczynski et al., 2021). O processo de geragdo de células CAR-T comega com a

leucoferese e separagdo de células T CD3" do paciente oncologico, que recebe
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quimioterapicos para deplecdo linfocitaria, a fim de criar um ambiente imunoldgico receptivo
as células CAR-T. Entdo, as células autdlogas sdo geneticamente alteradas para a introducao
do receptor quimérico por vetores virais, € passam por processos de cultivo celular para a
proliferagdo das células CAR-T antes da infusdao de volta no paciente (Mikkilineni;
Kochenderfe, 2017). Assim, a imunoterapia baseada em CAR-T ¢ personalizada, e tem como
base a modificagdo genética ex vivo das células T do paciente para expressao de um receptor
quimérico contra antigenos tumorais especificos. O termo “quimérico” se refere aos dominios
presentes na molécula, que basicamente incluem: um dominio extracelular de
reconhecimento ao antigeno (normalmente baseado em fragmentos de anticorpos); elementos
espagadores de membrana e dominio transmembranar; e os dominios intracelulares de
ativagdo da célula T, geralmente compostos pelas cadeias Zeta do CD3 (CD3() do complexo
TCR (receptor de células T) e de dominios co-estimulatorios.

O primeiro desenho de células CAR-T foi desenvolvido por Gross, Waks e Eshar em
1989. Inicialmente, um vetor viral foi utilizado para transduzir as células T com um gene
quimérico com segmentos codificadores de VH e VL de um anticorpo, unidos aos quatro
dominios constantes das cadeias alfa e beta do TCR (receptor de célula T). Esta construcao
demonstrou reconhecimento antigénico especifico e resposta funcional contra células alvo in
vitro, uma vez que os dominios intracelulares do CD3 foram capazes de ativar o linfocito
apos interagdo com o alvo. Desta forma, a ativagdo das células CAR-T ocorre de maneira
independente da apresentacao de antigeno pelo complexo principal de histocompatibilidade e
evita um dos possiveis mecanismos de evasdao tumoral (Feins et al, 2019). Nos anos
seguintes, os receptores quiméricos evoluiram em diferentes geracdes, incorporando avangos
estruturais voltados a otimizagdo da ativagdo e da eficacia citotoxica das células CAR-T,
como: adi¢do de novos dominios intracelulares do CAR, incluindo dois co-estimuladores na
3% geragdo, e genes para secre¢do de citocinas na quarta geracao (Jayaraman et al., 2020)

Atualmente, o FDA ja aprovou sete imunoterapias de CAR-T para canceres
hematologicos refratarios, enquanto diversos ensaios clinicos continuam avaliando o uso de
células CAR-T em diferentes contextos clinicos. No caso de imunoterapias contra 0 MM, o
BCMA ¢ o principal alvo estudado, além do CD19, CD20 e CD22 (Lu; Jiang, 2020). Como
exemplo, 0 BCMA ¢ o antigeno-alvo no Abecma™ (idecabtagene vicleucel), medicamento
de terapia celular baseada em CAR-T contra mieloma multiplo recidivante ou refratario
(MMRR) aprovada pelo FDA em 2021 (Tabela 2). Além disso, o ciltacabtagene autoleucel
(cilta-cel, ou Carvykti™) também direcionado ao BCMA recebeu aprovagao do FDA em

2022, além da aprovagdo pela Anvisa no mesmo ano. Esta imunoterapia direcionada ao
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BCMA em MMRR utiliza, de forma inovadora, dois dominios de anticorpos de camelideos
(VHH, fragmentos de cadeia pesada de dominio nico) para reconhecimento de dois epitopos
diferentes do antigeno BCMA. Com a disponibilizagdo do tratamento com células CAR-T
anti-BCMA, essa imunoterapia proporciona um periodo de remissdo consideravel para os
pacientes com MM, que pode ser expandido por meio de transplante de células-tronco
hematopoiéticas, radioterapia e outras abordagens terapéuticas complementares (Nasiri et al.,
2024).

Apesar de os tratamentos com células CAR-T oferecerem uma alternativa promissora
para pacientes com MM, esta neoplasia ainda ndo ¢ considerada curavel. Além disso, a
imunoterapia com células CAR-T enfrenta desafios relevantes, especialmente em relagdo ao
acesso limitado para os pacientes e aos efeitos adversos associados a terapia (Nasiri et al.,

2024).

Tabela 2: Imunoterapias anti-BCMA para Mieloma Multiplo Refratario.

Nome Ensaio Clinico Composicioe  Aprovacao pelo  Aprovacao
e Fabricante Geracio do FDA pela Anvisa
CAR-T

Idecabtagene  NCT03361748 2* geragdo, com Aprovado como Sem

vicleucel (KarMMa-2), dominio 3* linha de aprovagdo
(bb2121, Celgene co-estimulatorio tratamento em

ide-cel, Corporation 4-1BB e scFv 2021

Abecma) anti-BCMA

Ciltacabtagene NCT04133636 2° geragdo, com Aprovado como Aprovado
autoleucel (CARTITUDE- 4-1BB e dois 5* linha de como 4* linha
(JNJ-68284528, 2), Janssen VHH anti-BCMA  tratamento em de tratamento

cilta-cel); Farmacéutica 2022 em 2022
Carvykti
Orvacabtagene NCT03430011 2* geragdo, com Sem aprovagdo Sem
autoleucel (EVOLVE), scFv humano aprovagao
(JCARHI125, Celgene anti-BCMA
orva-cel) Corporation

Fonte: Adaptado de Paul et al. (2023)
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1.4.1 Exaustao de células CAR-T: agregacao molecular

A terapia CAR-T apresenta limitagdes intrinsecas as células T que devem ser
consideradas, a fim de evitar a reducdo da eficacia do tratamento oncolédgico. Dentre elas, ja
foi observado que a exaustdo celular de células CAR-T ¢ um dos fatores que impactam
negativamente a imunoterapia tanto de tumores liquidos, quanto de tumores so6lidos (Delgoffe
et al., 2021). A exaustdo celular ¢ o termo que designa um conjunto de alteragdes
epigenéticas, fenotipicas e metabdlicas dos linfocitos T, que resultam na limitagdo da resposta
imune. Estas células em exaustdo t€m as capacidades funcionais reduzidas, além da maior
expressao de moléculas inibitérias e imunossupressoras, como PD-1, TIM-3 e LAG-3 (Blank
et al., 2019). Este estado ¢ observado no contexto de infecgdes virais cronicas e de
neoplasias, em que ha a exposi¢ao continua ao antigeno-alvo. A combinag¢do da estimulagao
constante do antigeno com o ambiente tumoral imunossupressor pode favorecer esta
transformagdao de células previamente ativas em células hiporreativas e disfuncionais
(Gumber; Wang, 2022).

Dentre os fatores que também podem induzir o estado de exaustdo, a sinalizacdo
tonica — ou seja, a ativagao celular independente de antigeno — ¢ um dos mais significativos
nas imunoterapias com células CAR-T. Neste caso, ¢ hipotetizado que a agregagdo dos
anticorpos de cadeia Unica (scfv) da porcdo extracelular resultaria na sinalizagdo tonica e a
exaustdo celular (Long et al., 2015). Neste estudo sobre a estrutura do CAR, os autores
levantaram a hipotese de que interacdes entre os scFvs anti-GD2 poderiam induzir a
agregacdo dos receptores na superficie celular. De fato, as construcdoes de CARs exibiram
auto-agregacdo na membrana celular, ao contrario do CAR controle anti-CD19 (Figura 7).
Ademais, as células que apresentaram agregacdo dos receptores também exibiram fendtipos
inibitorios consistentes com exaustao celular, inclusive a redug¢dao da eficacia dos efeitos
anti-tumorais in vivo.

Portanto, considerar a influéncia da agregacdo proteica na exaustdo celular ¢ de suma
importancia para o desenvolvimento de imunoterapicos eficazes contra tumores primarios e
refratarios. Dessa forma, este trabalho visa estudar a agregacao de fragmentos de anticorpos,
aplicaveis para imunoterapias com células CAR-T. Para tal, o processo de aprimoramento de
sequéncias para reducdo da agregacdo, desenvolvido nesta dissertacdo, sera denominado

“harmonizacao”.
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Figura 7: Influéncia da sinalizacido tonica na exaustio de células CAR-T. A imagem (A) apresenta a
microscopia de fluorescéncia de células T transduzidas com CAR anti-CD19 (a esquerda) e anti-GD2 (& direita)
fusionados a proteina fluorescente azul, com a visivel agregagdo dos receptores anti-GD2. Além da formagdo
dos agregados, o perfil de marcadores de exaustdo apresentado em (B) evidencia a maior expressdo de
receptores inibitorios, a partir da sinalizagdo tonica. Fonte: Adaptado de Long et al. (2015)

1.4.2 Otimizagao de fragmentos de anticorpos para imunoterapias

Considerando a exposi¢ao prolongada aos medicamentos utilizados nas terapias tanto
de indugdo quanto de manutengdo, ja existem estagios refratarios da doenca ndo responsivos
ao imunomodulador lenalidomide, ao bortezomibe e ao anticorpo daratumumabe
(Jeryczynski et al., 2021). Pelo perfil dindmico de células tumorais, a resisténcia de MM as
imunoterapias precisa ser considerada. Desta forma, os avangos terapéuticos devem focar no
controle de progressao do MM, além da otimizagdo das terapias disponiveis, por meio do
aprimoramento de seu design para aumentar sua eficacia e reduzir a toxicidade.

E notavel que as alternativas de construgdes dos scFvs apresentam particularidades
quanto a instabilidade e a agregacdo, uma vez que sdo moléculas produzidas de maneira
sintética (Condado-Morales et al., 2024). Assim, a tendéncia a agregacdo dos scFvs
imunoterapicos representa um desafio significativo, uma vez que a otimizagao da estabilidade
estrutural da molécula ¢ essencial para sua funcionalidade. Alids, a propensdo a agregacdo
também ¢ observada no caso de anticorpos biespecificos, com probabilidades observadas de

até 50%, devido a flexibilidade dos fragmentos e a possivel troca entre os dominios
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intermoleculares (Chen; Zhang, 2021). Apesar destes desafios, os scFvs podem ser
otimizados por alteragdes de formato ou por mutagdes na sequéncia primaria. Além disso,
houve um progresso significativo nas ferramentas computacionais para predi¢cao e desenho de
novos fragmentos de anticorpo com caracteristicas bioldgicas e biofisicas moduladas para
reducdo da agregacao (Guo et al., 2025).

Em relagdo as propostas de engenharia de anticorpos no contexto de receptor
quimérico em células CAR-T, a literatura apresenta um cenario de investigacdo do
comportamento dos scFvs nesta circunstancia. A selecdo de scFvs envolve a avaliagdo in
vitro ¢ in vivo das capacidades de ligagdo, a solubilidade ¢ a estabilidade das moléculas nas
células CAR-T, uma vez que essas caracteristicas impactam diretamente nas fungdes
celulares. Dentre os aspectos analisados dos scFvs, a otimizagdo da afinidade do anticorpo
esta relacionada a atuagdo seletiva ao alvo, com reducdo do efeito off-target (Duan et al.,
2022). Além disso, scFvs distintos podem apresentar propriedades diferentes no contexto do
CAR, mesmo que tenham o mesmo antigeno de interesse. Entre eles, a distribui¢ao uniforme
na membrana celular ou, em contraste, a disposicdo em agregados moleculares, que
possivelmente resultam da instabilidade da expressio das estruturas membranares. E
hipotetizado que esta formagdo seja induzida pela extensa maquinaria de modificagdes
pos-traducionais de células eucariontes. E, desta forma, influencia negativamente o
enovelamento proteico ideal do receptor, além de impactar as funcdes essenciais de
reconhecimento (Fujiwara et al., 2020). Estas observagdes sdo corroboradas por outros
estudos de células CAR-T, e apoiam a importancia da otimizagdo de scFvs para este contexto,
como o trabalho de Zhang et al. (2023), que identificou que anticorpos distintos —
especificamente contra o antigeno carcinoembrionario (CEA), em CARs da terceira geracao —
afetam diferencialmente a atividade das células CAR-T. Com isso, diferentes estruturas
exibiram capacidades de expressdao diferenciais, e também obtiveram resultados diversos
quanto a afinidade do anticorpo e a habilidade citotoxica das células. Em sintese, a
investigacdo de novas constru¢des de fragmentos de anticorpos possui um potencial robusto

de otimizagao da eficacia de imunoterapias.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 Justificativa

O mieloma multiplo ¢ uma das neoplasias mais prevalentes na populagao brasileira e,
apesar dos tratamentos disponiveis, ainda ndo ¢ considerado curavel. As células CAR-T
representam imunoterapias promissoras no tratamento de tumores hematologicos, mas
apresentam limitagcdes que precisam ser exploradas. Diante do exposto, a exaustdo celular
independente de antigeno ¢ um tema relevante nestas imunoterapias baseadas em células
CAR-T, devido a possibilidade de redugdo da eficacia do tratamento. H4 uma demanda pela
investigacao do potencial de agregagdo proteica relacionado a sinalizagdo tonica, que ja foi
observada como uma condi¢do que reduz a atividade antitumoral das células CAR-T.

Assim, esta pesquisa visa contribuir para o aprimoramento de imunoterapias baseadas
em CAR-T, focando no estudo de agregagdo proteica da por¢do de ligagdo ao antigeno de
anticorpos anti-BCMA contra mieloma multiplo. Contamos com uma rede de apoiadores ¢
colaboradores no Instituto Nacional de Cancer (INCA, Rio de Janeiro), que apresentam
interesse no estudo de moléculas terapéuticas inovadoras, eficazes e aprimoradas para o
tratamento de neoplasias. Por fim, o projeto busca colaborar com o desenvolvimento do
conhecimento cientifico nacional, na drea de imunoterapicos com a perspectiva de reduzir os

custos associados ao tratamento e, no futuro, disponibiliza-lo no Sistema Unico de Saude.

2.2 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho ¢ a obteng¢ao de novos scFvs anti-BCMA humanizados
e harmonizados, com menor propensdo a agregagdo proteica, além da caracterizagcdo

biologica e biofisica destes fragmentos de anticorpos.

2.3 Objetivos especificos

1) Obtencao dos fragmentos de anticorpos anti-BCMA:

a) Desenho dos scFvs anti-BCMA murino, humanizados e harmonizados;
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b) Analise do potencial de agregacdo das moléculas in silico, por meio do
software Tango.
2) Expressdo dos scFvs anti-BCMA em células de bactéria, para analise dos anticorpos
em formato soluvel:
a) Transformagdo bacteriana em linhagens de E. coli com vetores de expressao
induzivel dos scFvs;
b) Otimizacao da produgdo, extragdo e purificacao.
3) Caracterizagdo e analise comparativa dos scfv anti-BCMA:
a) Analise do tamanho das moléculas purificadas por meio de Exclusao
Molecular e Espalhamento Dinamico de Luz (DLS);
b) Analise da capacidade de ligacdo ao antigeno BCMA por Citometria de Fluxo

com linhagens de células tumorais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Desenho dos fragmentos de anticorpo scFv

O vetor de expressdo escolhido para a producdo de proteina recombinante em
bactérias foi o pET-SUMO (Figura 8) , com aproximadamente 5,6 kb ¢ com a marca de
resisténcia ao antibidtico canamicina. Os fragmentos de anticorpos no formato scFv foram
clonados na ordem VL-Linker- VH, e estdo ligados por uma sequéncia codificadora de um
peptideo linker flexivel constituido por 15 residuos de aminodcidos, (GLY,SER);. As
sequéncias sdo flanqueadas por sitios de restrigdo das enzimas BamH I e Hind III, além de
um sitio de Xho I que sera utilizado para a estratégia de sintese dos scFvs. Os genes estao sob
controle do promotor T7 e regulacdo do operador /ac, componentes relevantes para o alto
nivel de expressdo de proteina recombinante e para o controle induzivel da producdo dos
scFvs, respectivamente. Isto serd possivel pela presenga da proteina repressora Lacl, sob
regulacao do promotor lacl, que interage com o operador /ac e inibe a transcricdo do gene de
interesse, quando nao ha presenga de alo-lactose ou do indutor mimético

Isopropril-B-D-tiogalactopiranose (IPTG, Promega).

Neste vetor, as proteinas de scFvs recombinantes sdo produzidas como proteinas de
fusdo, onde na extremidade amino-terminal hd uma regido de seis histidinas — His-tag — para
purificagdo por cromatografia de afinidade a metal (Ni**, por exemplo), seguida pela regido
codificadora da proteina Modificadora do tipo Ubiquitina (SUMO) que ¢ fusionada as
sequéncias codificadoras dos scFvs, a fim de aumentar a solubilidade e o enovelamento
proteico e, consequentemente, a eficiéncia da expressdo heterdloga (Butt et al., 2015).
Ademais, os scFvs também apresentam ainda uma sequéncia de um peptideo derivado da
molécula HA (hemaglutinina, do virus influenza), ou HA-tag em seu carboxiterminal, para

detec¢do imunologica, além do terminador de transcricao do fago T7 na regido 3°.
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Figura 8: Representacio esquematica do vetor pET-SUMO com scFv anti-BCMA Murino. O cassete de
expressdo simplificado apresenta os componentes de regulacdo do operon lac (promotor ¢ cédon da lacl, e o
operador LacO), a resisténcia a canamicina (KanR), assim como a constru¢ao da proteina de interesse. O scFv
anti-BCMA esta sob controle do promotor do fago T7, ¢ possui a sequéncia da proteina SUMO (modificadora
do tipo ubiquitina). Por fim, o scFv ¢ flanqueado por duas sequéncias de peptideos fag (ou etiquetas): His-Tag e
HA-Tag.

3.1.1 Humanizacao dos fragmentos de anticorpo anti-BCMA

Inicialmente, foi realizado o processo de humanizagdo do anticorpo, que visa reduzir
sua imunogenicidade em organismos humanos, preservando a afinidade e a eficacia
terap€utica. Para tal, as regides de cadeias variaveis leve (IgKV 6-15*01) e pesada (IgHV
4-1*01) do anticorpo foram extraidas do Protein Data Bank (PDB: 4ZFO) e numeradas
seguindo o esquema de numeracdo de Kabat. A numeragdo de Kabat ¢ um padrdo adotado
para identificacdo das regides determinantes de complementariedade (CDR) em um
anticorpo, e ¢ baseada na variabilidade dessas sequéncias hipervariaveis que sao responsaveis
pela ligagdo ao antigeno. Dessa forma, os limites das CDRs das cadeias leve (CDR-L1, L2 e
L3) e pesada (CDR-HI1, H2 e H3) foram definidos com base na posi¢do dos aminoacidos

iniciais e finais de cada sequéncia. Vale ressaltar que todas as construcdes, incluindo essa que
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contém os dominios variaveis murinos, foram clonadas no mesmo sistema de expressao em
bactéria, a fim de possibilitar uma comparagdo das caracteristicas fisico-bioldgicas. Esta

construcao foi chamada de scFv anti-BCMA Murino (Figura 9).
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Figura 9: Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos do scFv anti-BCMA murino. As CDRs estdo
destacadas em azul, e o linker em verde entre o (A) VL e o (B) VH. Os codons foram otimizados para a
expressao em bactéria. Fonte: obtido pelo software Geneious.

Em seguida, o programa IgBLAST (NCBI) foi utilizado para identificar sequéncias
germinais de anticorpos humanos com alta similaridade ao J22, permitindo a escolha de
sequéncias mais proximas de anticorpos naturalmente encontrados no repertério humano.
Essa abordagem substitui as regides constantes e de framework murinas por sequéncias
humanas, para reduzir a imunogenicidade, além de orientar o design dos anticorpos
humanizados e harmonizados. A busca pelo arcabouco humano germinal mais similar aos
dominios varidveis murino resultou em sequéncias de IgK1l do VL com cerca de 66.3%
similaridade, e IgH3 do VH com 71,1% ou 65,6%. Em seguida, foi feito o transplante das
CDRs murinas para as sequéncias de arcabouco humanas, e a combinagdo destes dominios

variaveis resultou na construcao do scFv anti-BCMA Humanizado.
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3.1.2 Harmonizag¢ao dos scFvs: Andlise de agregac¢ao in silico

Apo6s a obtengdo do anticorpo humanizado, as sequéncias de VL e VH humanizadas e
murinas foram utilizadas para analise do potencial de formagdo de agregados, por meio do
software TANGO (Fernandez-Escamilla et al., 2004). Este programa apresenta um algoritmo
de mecanica estatistica capaz de identificar as regides potenciais formadoras de agregacao do
tipo B- amildides a partir de uma sequéncia peptidica, considerando a estabilidade e os
parametros fisico-quimicos da proteina. As andlises foram realizadas com as sequéncias do
VL-linker-VH, e nao incluem demais dominios do vetor de expressdao. Com este software, foi
observado uma propensdao maior do VH humanizado para agregacdo, em vista disso os
fragmentos humanizados codificam o mesmo VL, mas apresentam diferencas no desenho do
VH para testar a hipotese inicial de agregagdo. A partir das analises do VH, a sequéncia
humanizada foi otimizada com mutagdes direcionadas a reduzir o potencial de agregacao de
residuos de aminoacido fora das regides das CDRs. Este scfv mutado para menor
possibilidade de agregacdo molecular apresenta aminoécidos provenientes ou do murino
original, ou de IgH humano similar, e serd chamado de scFv anti-BCMA Harmonizado. Além
da otimiza¢do da sequéncia para reduzir o potencial de agregar, outra sequéncia do anticorpo
foi desenhada para aumentar o potencial de agregacdo do anticorpo humanizado, servindo
com um controle da metodologia utilizada. Esta constru¢do sera chamada de scFv
anti-BCMA Cadtico, com a finalidade de testar a hipdtese em que as modificagdes no
anticorpo Harmonizado nao alteram a agregacao ou a afinidade pelo antigeno.

A sequéncia de nucleotideos dos scFvs foi gerada por transcri¢ao reversa utilizando a
ferramenta Backtranseq (EMBOSS) e teve seus codons otimizados para a expressdo em
sistema bacteriano (Escherichia coli) pelo Codon Optimization Tool (Integrated DNA
Technologies, IDT), com a finalidade de aumentar a eficiéncia da tradugdo das proteinas
heter6logas. Para a sintese quimica, aliquotas de Sug do vetor pET-SUMO, provenientes de
trabalhos prévios do laboratorio (L.S. Rodrigues, 2024), foram enviadas a empresa FastBio.
A estratégia de sintese envolveu a substitui¢do do inserto original do plasmideo pelas
sequéncias dos genes de scFv anti-BCMA, pela digestao inicial com as enzimas de restricao
BamH I e Hind III e a insercdo da sequéncia codificadora do scFv Murino ou do scFv
Humanizado. Entdo, o plasmideo com a sequéncia Humanizada foi utilizado como base para
a segunda etapa de clonagem para gerar os scFvs Harmonizado e Cadtico (Figura 10). Como
todas as construgdes humanizadas apresentam o mesmo VL, esta etapa de clonagem inseriu

os VHs modificados por meio da digestdo com as enzimas Xho I e Hind III.
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Figura 10: Esquema da sintese dos vetores plasmidiais. A sintese das constru¢des dos scFvs anti-BCMA
Murino ¢ Humanizado foram feitas a partir de um pET-SUMO anti-Zika (AZ1p), com a digestdo ¢ clonagem
nos sitios de Bam HI e Hind III. Ento, o vetor com o scFv Humanizado foi utilizado para a subclonagem dos
VHs Harmonizado e Cadtico, pelos sitios de Xho I e Hind III. Assim, isto resultou em quatro vetores
pET-SUMO com os scFvs anti-BCMA.

3.2 Linhagens celulares

3.2.1 Células bacterianas

Para obtencdo dos scFvs, duas linhagens de Escherichia coli foram selecionadas para
a transformagdo bacteriana, considerando as vantagens especificas de cada uma para a
expressao ¢ estabilidade dos scFvs. A fim de amplificar os plasmideos pET-SUMO com os
genes dos scFvs, a linhagem escolhida foi a E. coli XL1-BLUE MRF’(Stratagene, California,
EUA, cat: 200230), que possui o gendtipo: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl
supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F" proAB lacl'’Z AM15 Tnl0 (TetR)]. A XL1-BLUE
MREF’ apresenta delecdo em todos os sistemas de restricdo conhecidos da E. coli K12,
incluindo o gene da subunidade HsdR (para evitar a degradagdo do plasmideo ndo metilado
pelo sistema da endonuclease EcoK), além de ser deficiente das enzimas endonuclease A
(endA 1, para aumentar a eficiéncia da extra¢dao plasmidial) e recombinase A (recA1, a fim de
aumentar a estabilidade do DNA exdgeno e impedir recombinacao génica). A escolha desta
linhagem foi baseada na finalidade de aumentar a eficiéncia da introdu¢ao de DNA exdgeno,

uma vez que a E. coli XL1-BLUE MRF’ dispde de modificagdes que evitam a degradagdo de
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plasmideos introduzidos na bactéria, permitindo que ele permaneca intacto e tenha maior

chance de ser replicado e expresso.

Para a otimizagdo de expressao e a producao dos scFvs, a linhagem escolhida foi a E.
coli SHuffle pLys Y (New England Biolabs, Ipswich, EUA, cat: C3030J), que sera referida
como SHy ao longo deste trabalho. Esta linhagem foi engenheirada para o enovelamento
correto de proteinas com pontes dissulfeto no citoplasma bacteriano (Lobstein et al., 2012), e
apresenta o genotipo: Mini* lysY (CamR) / fhud2 lacZ::T7 genel [lon] ompT ahpC gal
Aatt::pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, laclg) AtrxB sulAll R(mcr-73::miniTnl0--TetS)2 [dcm]
R(zgb-210::Tnl0 --TetS) endAl Agor A(mcrC-mrr)114::1S10. A E. coli SHy foi obtida a
partir de linhagens bacterianas com dele¢do de enzimas redutases, entdo apresenta vias de
reducdo-oxidacdo alteradas para a catalise de ligagdes dissulfeto dentro do citoplasma. Além
disso, a SHy expressa constitutivamente uma copia cromossomica da isomerase de ligacao
dissulfeto DsbC, enzima que promove a corre¢ao de proteinas mal oxidadas, além de ser uma
chaperona citoplasmatica que auxilia no enovelamento de proteinas. Ademais, SHy
apresenta resisténcia ao antibidtico cloranfenicol, e também expressa uma copia da RNA
Polimerase T7, que permite a transcrigdo de genes sob controle do promotor do fago T7, ou
seja, os scFvs estudados neste trabalho. Nota-se que esta linhagem possui o plasmideo Mini",
que expressa uma versdo mutante da lisozima T7 sem atividade de lisozima (para prevenir a
degradacdo da peptideoglicana), mas que preserva sua fungdo repressora sobre a RNA
polimerase T7. Diante disto, a E. coli SHy foi selecionada para investigar as condi¢des

Otimas da expressao das proteinas recombinantes deste projeto.

3.2.2 Cultura de células eucaridticas

As linhagens de células de mamifero utilizadas neste estudo foram: Raji, derivada de
linfocitos B de Linfoma de Burkitt, caracterizada pela expressdo dos marcadores BCMA,
CD19 e CD20; e a linhagem de células de Mieloma Multiplo U266 (BCRIJ: 0240), que
expressa BCMA+, mas ¢ negativa para CD19 e CD20. Ambas as linhagens foram mantidas
em cultura sob condi¢des adequadas de crescimento para viabilizar a anélise da interagdo dos
scFvs com o antigeno BCMA nativo presente na membrana plasmatica das células.

As linhagens celulares armazenadas em nitrogénio liquido em Solugdo de

Congelamento (90% de Soro Fetal Bovino (SFB, Imunoquimica, RJ, Brasil) e 10% de
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Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma Aldrich)) foram brevemente descongeladas em
banho-maria a 37 °C. Entdo, as células foram adicionadas a 9 mL de meio RPMI 1640
(Gibco) suplementado e centrifugadas a 300 x g por 5 min, para a troca da Solugdo de
Congelamento por meio de cultivo. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi
ressuspendido em meio RPMI suplementado. Em seguida, as células foram cultivadas em
garrafas de 25 cm’ em meio RPMI 1640 (Gibco) com 10% de SFB e 1% de
penicilina/estreptomicina, em incubadora (HERACell Vios 160i, Thermo Fisher Scientific) a
37 °C e 5% de CO,. A viabilidade celular foi monitorada por meio de contagem em Camara

de Neubauer via diluicdo em corante Azul de Tripan 0,4% (Manufacturing Chemists Inc).

3.3 Transformacao bacteriana por choque térmico

Inicialmente, os vetores plasmidiais pET-SUMO com as construgdes dos anti-BCMA
scFvs foram transformados na linhagem de E. coli XL1-BLUE (Stratagene, Califérnia, EUA,
cat: 200230) para o acimulo de copias dos plasmideos. Em seguida, a E. coli SHuffle pLys Y
(New England Biolabs, Ipswich, EUA, cat: C3030J) foi transformada para a produgdo dos
scFvs. O processo de transformagdo de ambas as linhagens foi realizado via choque térmico

(Maranhao, 2016) .

Inicialmente, uma colonia isolada de E. coli foi utilizada para o preparo de um
pré-inéculo em 10 mL de meio LB (Peptona 1% (p/v), Extrato de Levedura 0,5% (p/v) e
NaCl 1% (p/v), pH 7,0). A cultura foi crescida a 37°C e 200 rpm durante a noite. No dia
seguinte, o inoculo foi feito com 1/100 do pré-inoculo e a cultura incubada até atingir uma
densidade 6tica a 600nm (ODy,) entre 0,1 e 0,3, em que as células estdo na fase exponencial
inicial de crescimento. A partir desta etapa, as amostras foram mantidas em gelo ou 4°C. A
cultura foi centrifugada a 3000 x g por 15 minutos, e o pellet foi lavado com 10 mL de
solucdo de cloreto de célcio (CaCl, 5S0mM filtrado em membrana 0,22pum). Apdés uma
segunda centrifugacdao nas condig¢des anteriores, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de CaCl,
e mantido no gelo por 1 hora. Depois desta incubagdo, as células bacterianas sao consideradas
termocompetentes, ou seja, estdo aptas a internalizar um DNA exdgeno. 500pg dos DNAs
plasmidiais sintetizados foram incubados em 100uL de células competentes por, no minimo,
30 minutos a 4°C. As amostras foram submetidas ao choque térmico de 42°C por 3 minutos, a

fim de produzir poros temporarios na membrana citoplasmatica. Entdo, ImL de LB foi
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adicionado as amostras para a regeneragao a 37°C em agitacdo leve por 1 hora. Apds a
regeneracio, a cultura celular foi inoculada em placas de petri contendo LB Agar (Agar
bacteriologico 1,4% (p/v)) com 40 pg/mL de Canamicina, e 25 pg/mL de Tetraciclina (para
as cepas de E. coli XL1-Blue) ou 10 pg/mL de cloranfenicol (para culturas de E. coli SHy), e
incubadas a 37°C por 16-20h (overnight).

3.4 Extracdo de DNA plasmidial

A extragdo plasmidial em pequena escala foi feita com o kit QIAprep Spin Miniprep
Kit (QIAGEN, Cat.:27106) de acordo com as instrugdes dos fabricantes. Para tal, um in6culo
de 10mL das E. coli transformadas foi centrifugado a 6800 x g por 3 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet bacteriano foi ressuspendido em 250uL de
Buffer P1 em preparacgao para lise celular em condigdes alcalinas. Em seguida, a solugao foi
transferida para um tubo de microcentrifuga e 250ul de Buffer P2 foram adicionados em uma
incubagdo de até 5 minutos. Entdo, foram adicionados 350ul. do Buffer N3 para a
neutralizacdo da lise celular, e para condi¢des de alta concentracdo de sal. A amostra foi
centrifugada a 17.900 x g por 10 minutos a 4°C, em microcentrifuga de bancada, para a
limpeza do lisado celular, e o sobrenadante foi transferido para a coluna QIAprep 2.0 e
centrifugado por 1 minuto. Esta coluna apresenta membrana de silica, que permite a
purificagdo seletiva de DNA plasmidial. Foram realizadas duas lavagens com 750uL e
500uL, respectivamente, de Buffer PE por centrifugacdo a fim de eliminar contaminantes de
RNA, proteinas e metabdlitos celulares. Por fim, o DNA plasmidial foi eluido da coluna

QIAprep 2.0 com agua Milli-Q pré-aquecida a 60°C e aliquotado para analises posteriores.

3.5 Quantificagdo dos acidos nucleicos purificados

Apbs a extracdo, o DNA obtido foi analisado via leitura no espectofotometro
NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Inicialmente, o equipamento
foi calibrado com 1puL de agua ultrapura, entdo foi realizada a leitura de 1yl da amostra de

DNA plasmidial purificado. A pureza das amostras foi avaliada pelas razdes de absorbancia
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A260/A280 ¢ A260/A230 com valores ideais esperados de 1,8 e 2,0, respectivamente, para

amostras sem contaminantes de proteina ou compostos organicos.

Em seguida, as amostras de DNA purificados foram quantificadas por fluorimetria por
meio do equipamento Qubit® Fluorometer (Life Technologies, cat: Q33226). Uma solugao
de trabalho foi preparada pela diluicao do reagente fluorescente Qubit na propor¢ao 1:200 em
seu respectivo tampdo, e a calibragdo do equipamento foi realizada com dois padrdes de
DNA (S1 e S2), conforme o protocolo. Entdo, foram realizadas trés leituras para calcular a

média das concentragdes das amostras.

3.6 Digestao com enzimas de restri¢ao

Ap0s a extragcdo de acidos nucleicos, uma aliquota do DNA plasmidial foi utilizada
em uma reagdo com as enzimas de restricdo: BamH I-HF (New England Biolabs, cat:R316S)
e Hind III (New England Biolab, cat: R0104S) para digestao dupla dos pET-SUMO com as
quatro construgdes de scFv. A reagdo foi incubada overnight a 37°C com os seguintes
reagentes: 1X Buffer CutSmart (New England Biolabs, cat: B7204S), 1uL das enzimas, 1ug
de DNA e agua Milli-Q em quantidade suficiente para 25ulL. As enzimas reconhecem
sequéncias unicas nos plasmideos e geram padrdes de fragmentacao com um perfil esperado,
que foram analisados por eletroforese em gel de agarose. O tamanho esperado dos fragmentos
de DNA apds a digestdo para as quatro constru¢des sdo de aproximadamente 770 e 5590

pares de base.

3.7 Analise de DNA por eletroforese em gel de agarose

As amostras de DNA purificadas e digeridas foram avaliadas por eletroforese em gel
de agarose. Para tal, o gel foi preparado via solubilizagdo da agarose (Sigma-Aldrich) a 1%
(m/v) em tampdo TAE 1X (89 mM Tris, 89 mM 4&cido borico, 2 mM EDTA, pH 8,0). Entao,
uma aliquota de brometo de etidio foi adicionada para concentragdo final de 0,5 pg/mL, ¢ o
gel foi solidificado em molde por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o gel foi
submerso em TAE 1X numa cuba de eletroforese para aplicagdo das amostras. Tanto o DNA

quanto o marcador de peso molecular DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) foram diluidos
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em tampao de amostra (Azul de bromofenol 0,25% e Sacarose 40%) na proporcao 6:1. Entdo,
o equipamento foi configurado para uma corrida a 100V por cerca de 1 hora. Por fim, os
padroes de migragdo do DNA no gel foram analisados a luz UV no transiluminador
UView™ Mini Transilluminator (Bio-Rad, cat:1660531) e fotografados para registro

documental.

3.8 Expressao heterdloga dos scFvs em E. coli

Apoés a transformacdo das linhagens de E. coli SHy, os clones produtores foram
selecionados pela triagem de crescimento em placas com o indutor ou o repressor da
expressao heterdloga. Além disso, a otimizagdo da expressao dos scFvs envolveu o estudo de
trés concentragdes do indutor IPTG (0,5mM, ImM e 2mM) e de trés intervalo de tempo de

inducdo: duas horas, quatro horas ou vinte horas (overnight) (Figura 11).

3.8.1 Sele¢do de clones produtores

Para a sele¢do de clones de E. coli SHy transformadas, colonias isoladas foram
obtidas por estriamento (semeadura por esgotamento) em placas de LB Agar (Agar
bacteriologico 1,4% (p/v)) com 30 pg/mL de canamicina e 10 ug/mL de cloranfenicol. Entdo,
cada colonia foi replicada em placas de LB agar suplementado ou com 1 mM de IPTG, para
induzir a expressao, ou com 1% (p/v) de Glicose, para o controle repressivo. As placas foram
incubadas a 37°C por 16-18 horas, até o crescimento de colonias visiveis. Neste
experimento, foi possivel identificar clones produtores, ou seja, que ativam a expressao da
proteina recombinante durante a inducdo. Assim, as colonias que apresentaram crescimento
adequado na placa com 1 mM de Glicose 1%, mas ndo cresceram significativamente na placa

com IPTG foram selecionadas para as etapas subsequentes.

3.8.2 Padronizagao da expressao

Apos a selegdo dos clones produtores, uma placa de estriamento foi feita em LB Agar
com 40 pg/mL de canamicina, e incubada a 37°C overnight. Em seguida, uma coldnia isolada
foi inoculada em 5 mL de Meio TB (em inglés,Terrific Broth: Extrato de levedura 2,4%,

Peptona 2%, glicerol 0,4 %) completo com 10% de Tampao Fosfato (K,HPO, 0,72 M,

30



KH,PO, 0,17 M, pH 7,2, filtrado em membrana de 0,22 pm) e com 1% Glicose, para
incubacdo por 16 horas a 37°C e 200 rpm. Entdo, um mL do pré-indculo de E. coli SHy
transformadas foi reservado para estoque dos clones produtores em Glicerol 25%, em freezer
a -80°C. O pré-indculo restante foi dividido em dois indculos de 30 mL de Meio TB completo
com 1% Glicose e 40 pg/mL de canamicina, para crescimento bacteriano até ODg, entre 1,5
e 2, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, a fim de obter uma alta densidade celular
e maximizar a biomassa disponivel para expressdo da proteina apdés a indu¢do. O proéximo
passo foi uma centrifugacdo de 3000 x g por 15 minutos a 30°C, a fim de retirar por completo
a glicose do meio. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido e dividido em
trés aliquotas de 10 mL de meio TB completo para testar as condi¢des de 0,5, 1 ou 2 mM de
IPTG. Entdo, as células foram incubadas a 30°C e 200 rpm com coleta de aliquotas de 1 mL a
cada 2 horas de cultivo. Por fim, as aliquotas de indu¢ao com Oh, 2h, 4h ou overnight foram

centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos a 4°C para analise das fracdes soluveis.

0.5mM 1ImM 2mM IPTG

Incubacao Incubacao
= \: 37°C 37°C -
.:" % W —— | = — — k@ —
4 -
Pré- inéculo apds In6eulo em TB Centrifugagio In6culo em TB sem
selegdo IPTG/Glicose +antibiéticos + glicose +antibidticos +
1% glicose até PTG
0OD600= 1,5
Incubacdo - - Q
o = y
<, — & — | ]
=
Coletar aliquotas 1mL Centrifugacdo e coleta do pellet celular SDS-PAGE e
0Oh - 2h - 4h - Overnight (~20h) Western Blot

Figura 11: Etapas iniciais da producio em sistema bacteriano. As bactérias SHuffle ™ transformadas com
os vetores pET-SUMO anti-BMCA foram cultivadas em placas LB Agar (com antibiético) e selecionadas pelo
crescimento na presenca de glicose ou de IPTG. Entdo, as células foram cultivadas em meio TB até atingir a
ODy esperada de 1,5. A partir das culturas com alta densidade celular, o cultivo foi dividido para as condigdes
com concentragdes crescentes do indutor de expressdo. As analises foram feitas a partir de aliquotas coletadas
em tempos distintos, para a eletroforese e gel de proteina e imunodeteccdo por western blotting. Criado no
BioRender.

3.8.3 Inducao da expressao heterdloga por IPTG em maior escala

Uma coldnia de E. coli SHy transformada foi obtida a partir de estriamento em placa

de LB Agar com 40 pg/mL de canamicina e 10 pg/mL de cloranfenicol. A seguir, um
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pré-inoculo de 10 mL de meio LB com 40 pg/mL de canamicina e 1% de Glicose foi
incubado a 37°C e 200 rpm. No dia seguinte, o pré-indculo foi adicionado a 200 mL de Meio
TB completo, com 1% Glicose e 40 pg/mL de kanamicina até o crescimento bacteriano
atingir ODg, 1,5 - 2. Entdo, o IPTG foi adicionado para um concentragao final de 1 mM para
inducdo durante 4 horas a 30°C e 200 rpm. Apds esta etapa, a cultura celular foi centrifugada
a 12.000 x g a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e os pellets foram

armazenados em freezer -20 °C para posterior extragdo e purificacao.

3.9 Extragdo de proteinas citoplasmaticas

A etapa de extragcdo dos scFvs € necessaria, uma vez que as proteinas expressas pela
bactéria sdo acumuladas no citoplasma. Os pellets bacterianos pods-indugcdo foram
descongelados em gelo, e ressuspendidos em vortex com 10-20 mL de Tampao de Ligacao
(Fosfato de Sodio Monobéasico 50mM, NaCl 500mM, pH 8) com 1mM do inibidor de
protease PMSF (Fluoreto de Fenilmetanosulfonil, SIGMA, cas: 329-98-6). Entao, este extrato

bacteriano foi submetido aos métodos enzimaticos e/ou fisicos de rompimento celular.

3.9.1 Extragao por método enzimatico

A lisozima ¢ uma glicosidase com capacidade de hidrolisar componentes da
peptidoglicana presente na parede celular bacteriana e, consequentemente, lisar as células.
Uma solucdo estoque de 10 mg/mL da Lisozima (SIGMA, cat: 12650-88-3) em Tampao Tris
IM pH 9,5 foi preparada no dia da extragdo e adicionado ao extrato bacteriano para uma
concentracdo final de 1 mg/mL. Apds incubagdo de 30-45 minutos em gelo, com agitagdo
periodica, o extrato foi ou purificado, ou submetido a uma etapa adicional de extragdo por

sonicacgao.

3.9.2 Extragao por método fisico

O Ultrassonicador QSonica Q70 com a probe Microtip foi configurado para cinco

ciclos com as seguintes condi¢cdes: Amplitude 50%, Pulse On-Time 107, Pulse Off-time
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1’20 e Process time 12°. Cada amostra tem um intervalo de 12 minutos no gelo entre cada
ciclo, a fim de evitar o aumento de temperatura da amostra. Entdo, uma centrifugagdo com
14000 x g por 40 minutos a 4°C foi realizada para separar as fragdes soluveis (contendo o
esperado das proteinas citoplasmaticas) e insoluveis (com DEBRIS celulares). Por fim, os
sobrenadantes foram filtrados em filtro de membrana poliéter sulfona (PES) de 0,22 um para
serem armazenados em freezer a -20°C ou utilizados nas etapas subsequentes de

processamento.

3.10 Obtengdo dos scFvs anti-BCMA purificados

3.10.1 Purificag¢do por Cromatografia de Afinidade

Além da purificagdo por kit, as proteinas também foram purificadas por meio de
cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC, sigla em inglés) via coluna de
niquel HisTrap HP 1 mL (Cytiva, cat: GE29-0510-21). Todas as cromatografias foram
realizadas no equipamento AKTA Pure (Cytiva®). As solu¢des foram filtradas em membrana
de poliéter sulfona (PES) de 0,22um e desaeradas em equipamento de banho ultrassonico
Elmasonic S 40 H (ELMA) durante 30 minutos. O sistema foi configurado para realizar a
cromatografia com o Tampao A, de Ligacdo (Fosfato de Sédio Monobasico 50 mM, NaCl
500 mM, pH 8) e o Tampao B, de Elui¢do (Fosfato de So6dio Monobasico 50 mM, NaCl 500
mM e Imidazol 500 mM, pH 8). A etapa de elui¢do foi configurada para ser realizada de
forma isocratica ou por meio de um gradiente linear de concentragdo de imidazol, variando
entre 50 e 500 mM, indicado na Tabela 3. A ordem das etapas e as condi¢des da purificacdo
otimizadas estdo listadas sequencialmente na Tabela 4. O flow through, contendo proteinas
ndo ligadas a coluna, foi coletado pela valvula de Outlet e as elui¢des foram coletadas por
fracionamento em aliquotas de 1 mL. As amostras que apresentaram picos nas leituras de UV

(a 280 nm) foram selecionadas para processamento nas etapas seguintes.
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Tabela 3: Padroniza¢do da purifica¢do por IMAC.

Etapa CV da Eluicao % Tampao B Concentracao
(Volume de coluna) Imidazol (mM)
1 1 10 50
2 1 20 100
3 1 40 200
4 1 50 250
5 2 60 300
6 2 80 400
7 2 100 500

Tabela 4: Condicoes otimizadas de purificacdo por IMAC.

Etapa Fluxo Volume de Porcentagem Concentragao
(mL/minuto) Coluna (CV) Tampao B (%)  Imidazol (mM)

Equilibrio 1 2 1 5
Aplicagdo da 0,5 — 1 5
amostra

Lavagem 1 25 4 20
Eluicao 1 10 100 500
Equilibrio 1 5 1 5

3.10.2 Concentragao e dialise dos scFvs purificados

A concentragdo e troca de tampao das amostras de scFvs purificados por afinidade
foram realizadas utilizando as unidades de ultrafiltracio Amicon™ (Millipore,
cat:UFC803024) com membrana de corte de 30 kDa. As amostras foram concentradas por
meio de centrifugacdo a 7500 x g por 30 - 60 minutos a 4°C. Em seguida, este concentrado

foi submetido a processos sucessivos de dilui¢do e concentracdo em tampao PBS (NaCl 135
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mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 2 mM, pH 7,2), a fim de realizar a troca de

tampao para as etapas subsequentes.

3.11 Analise de proteina por eletroforese em gel de

poliacrilamida ndo desnaturante

O sistema Mini-Protean Tetra cell, 4-gel System (BioRad) foi utilizado para fazer as
analises das proteinas em condi¢des desnaturantes e redutoras. Para tal, dois géis de
poliacrilamida com as fases separadora a 12% e concentradora a 4% foram polimerizados
com os reagentes listados na ordem indicada na Tabela 5. A preparacao de dois géis idénticos
permite a andlise simultdnea das proteinas por diferentes métodos, sendo um utilizado para
coloragdo e o outro para Western Blot. Inicialmente, o sistema foi montado para a preparacao
de géis com 1 mm de espessura. Os reagentes do gel foram misturados, sendo que o APS e o
TEMED sao os ultimos a serem adicionados a solucao por serem os agentes polimerizadores
e catalisadores, respectivamente. Apos adicionar os reagentes do gel separador nas placas de
vidro, uma quantidade arbitraria de Isopropanol 100% foi lentamente acrescentada por cima
do gel, a fim de permitir a polimerizagdo nivelada desta fase. Depois de polimerizado, o
sistema ¢ entdo lavado com agua destilada para retirar o 4lcool e para a polimerizagado do gel
concentrador. Em seguida, as placas de vidro contendo os géis sdo posicionadas em cuba
eletroforética vertical, e submergidos em Tampao de Corrida (Tris 125 mM, Glicina 960 mM,
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 0,5% e pH 8,3). As amostras a serem analisadas foram
fervidas a 100°C em Tampao de amostra (Tris 200 mM, SDS 4%, B-mercaptoetanol 4%,
Glicerol 20%, Azul de Bromofenol 0,1%, pH 6,8), e entdo foram incubadas em gelo por um
breve periodo. Apds a montagem do sistema, as amostras € o marcador de peso molecular
BLUelf Prestained Protein Ladder (GeneDireX, cat:PM008-0500) foram aplicadas no gel e o
sistema foi conectado a fonte de alimentagdo PowerPac High-Current Power Supply (BioRad,
Cat.:164-5052). A corrida foi configurada para uma voltagem constante de 120V por

aproximadamente 2 horas e meia.
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Tabela 5: Reagentes para polimerizacao do gel de Poliacrilamida.

Reagente Gel separador 12% Gel concentrador 4%
Agua Milli-Q 3,2mL 2mL
Acrilamida/Bis 30% 4 mL 540 uL
1,5 mM Tris-HCI pH 8,8 2,8 mL -
1 mM Tris-HCI pH 6,8 - 900 puL
SDS 10% 100 puL 40 uL
Persulfato de amonio 100 pL 20 upL

(APS) 10%

TEMED 10 uL 6 uL

3.11.1 Coloragdo do gel por Comassie Blue

Para um dos métodos de coloragdo, um gel espelho foi submergido em solucao
corante (Azul de Comassie R-250 0,25% (p/v), metanol 30% (v/v) e acido acético glacial
7%). Ap6s 20 horas, o gel foi incubado repetidamente com solucao descorante (Metanol 30%
(v/v) e Acido acético glacial 7%) até as bandas de proteinas estarem visiveis e o gel

translacido.

3.11.2 Coloragao do gel por Nitrato de Prata

Para amostras purificadas, o protocolo de coloragdo SilverQuest™ (Thermo Fisher
Scientific, cat: LC6070) foi utilizado por ter a capacidade de corar nanogramas de proteina.
Primeiro, o gel é submerso em Solugdo de Fixacdo (40% Etanol, 10% Acido Acético) por 20
minutos, ou overnight, para remover o excesso de detergente do gel. Apods uma lavagem por
10 minutos com Solucao de 30% Etanol, o gel ¢ incubado na Solugdo de Sensibilizac¢ao (1%
Sensitizer e 30% Etanol). Depois, ha duas etapas de lavagem de 10 minutos cada; a primeira
com Solucdo de 30% Etanol, e a segunda com agua ultrapura. Entdo, o gel ¢ incubado na
Solugdo de Coloracdo (1% Stainer) por 15 minutos sob abrigo da luz, e lavado por 20-60

segundos com agua Milli-Q. Por fim, o gel ¢ incubado com a Solu¢do Reveladora (2,5%
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Developer) para reduzir os ions de prata para prata metalica até desenvolver as bandas de
proteina esperadas. Para armazenar o gel, ¢ adicionado a Solugdo de Parada (1% Acido

Acético) e entdo ¢ feita uma ultima lavagem com agua Milli—Q.

3.12 Imunodeteccao por Western Blotting

Apos a eletroforese, um dos géis espelhos foi usado para imunodetecc¢ao das proteinas
por Western Blot. O gel, seis papeis filtro e a membrana de nitrocelulose foram incubados em
Tampao de Transferéncia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1% (m/v), Metanol 20%
(m/v)), e entdo o sistema de eletrotransferéncia semi-seca (TE 77 PWR Semi-Dry Transfer,
Amersham Biosciences, Cat: 2408120003) foi montado na seguinte ordem: trés papeis filtro,
membrana de nitrocelulose 0,2 um, um dos géis espelho, e trés papeis filtro. As condi¢des de
transferéncia foram 150mV por lh. Entdo, a membrana foi incubada por 1h em 10 mL de
Solug¢do de Bloqueio (PBS 1X com 0,1% Tween-20 e 5% de leite desnatado) e, apos este
periodo, lavada trés vezes com PBS-T. O anticorpo priméario anti-His (Invitrogen, Cat:
AS5588) na concentracdo 1:2.000 em 10 mL de PBS-T, e o anticorpo secundario anti-IgG
Mouse conjugado a Fosfatase Alcalina na dilui¢ao de 1:2.500 em TBS-T (20 mM Tris, 150
mM NacCl e 0,1% Tween 20, pH 8) foram incubados em agitacao leve por 1h cada, sendo que
foram realizadas trés lavagens com PBS-T entre cada incubagdo dos anticorpos. Para a
revelagdo, a membrana foi brevemente incubada em Tampao da Fosfatase Alcalina (APB,
sigla em inglés: 5 mM MgCI2, 100 mM NaCl e Tris 100 mM, pH 9,4) para o equilibrio do
pH; entdo 100uL de NBT/BCIP(Roche, Cat: 11 681 451 001) foi adicionado a solugdo com a
membrana e coberto com papel aluminio durante 10 minutos, ou até a revelagdo das bandas

de proteina.
3.13 Quantificacao de proteinas purificadas

3.13.1 Por fluorimetria

Para a primeira quantificagdo, o kit de quantifica¢do por fluorimetria Qubit™ Protein
BR Assay (Invitrogen Cat. Q33211) foi utilizado. Neste método, as aminas das proteinas
interagem com o reagente de marcacdo e resulta em uma fluorescéncia que ¢ mensurada pelo
equipamento. Inicialmente, uma Solug¢ao de Trabalho foi preparada com o tampao fornecido

pelo kit e com o reagente de marcagao na concentragdo de 1:200, para a dilui¢do das amostras
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purificadas e dos padrdes de calibracdo. Entdo, SuL das amostras ou 10puL dos dois controles
de calibragdo (Padrdo 1: 0 mg/mL BSA e Padrdo 2: 10 mg/mL BSA) foram adicionados aos
tubos de 0,5 mL (Qubit™ assay tubes, Cat.: Q32856) e completadas com a solucio de
trabalho para o volume final de 200uL. A leitura no equipamento foi realizada apds
incubagdo a temperatura ambiente por 15 minutos, conforme protocolo. A concentragao das

amostras foi determinada pela média de trés leituras.

3.13.2 Por Espectrofotometria

O outro método utilizado para a quantificacao foi por meio da absorbancia. Para tal, a
absorbancia a 280 nm das amostras foi quantificada no Espectrofotometro (Jasco V-530
UV/VIS), apods calibracdo do equipamento com leitura apenas do tampao presente nas
amostras. Entdo, o valor da absorbancia foi dividido pelo coeficiente de extingdo molar das
construgdes, seguindo a Lei de Lambert-Beer, em que a absorbancia ¢ diretamente
proporcional a concentragdo da amostra:

A=elc

Sendo que: A = absorbancia (sem unidade), € = coeficiente de extingdo molar
(L-mol*-cm™), 1 = caminho Optico (cm) e ¢ = concentragao da substancia (mol/L).

O coeficiente de extingao molar de cada constru¢ao foi calculado utilizando o
programa ProtParam (Expasy Server), sendo eles: scFv anti-BCMA Murino: 1,303 mg/mL;
Humanizado: 1,384 mg/mL; Harmonizado: 1,384 mg/mL; e Caotico: 1,385 mg/mL.

3.14 Exclusao Molecular

O fracionamento em coluna de exclusdo molecular com a coluna HiLoad® 16/600
Superdex® 75 pg (Cytiva, Ref: 28-9893-33) foi utilizado para avaliar a agregacdo dos
fragmentos de anticorpos purificados por cromatografia de afinidade. A matriz desta coluna ¢
feita de polimeros de agarose-dextrana com 34 um de tamanho e um volume de coluna de
aproximadamente 120mL. Isto possibilita a filtracdo em gel de alta resolugdo, com o objetivo
de separar proteinas com pesos moleculares entre 3.000-70.000 Da. As cromatografias foram
realizadas no equipamento AKTA Pure (Cytiva®), em uma sala com temperatura constante

de 20 °C.
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3.14.1 Padronizac¢do da Coluna de Cromatografia

Uma corrida padrdo foi realizada com proteinas de massa molecular conhecida, a fim
de determinar as fracdoes de eluicdo correspondentes aos scFvs. Para tal, a proteina
ovoalbumina (~45 kDa) foi utilizada em concentragdes a 10 mg/m, pelo tamanho molecular
ser proximo ao dos scFvs. As amostras foram dissolvidas em Tampao Fosfato de Sédio (0,2
M pH 6,8) e filtradas em membrana de poliéter sulfona (PES) de 0,22um. Entdo, para a
coluna HiLoad, 500uL das amostras foram injetadas no equipamento, conforme recomendado

pelo manual, a um fluxo de 1 mL/min.

3.14.2 Fracionamento por Exclusao Molecular

As amostras concentradas de anticorpos purificados por afinidade foram submetidas a
uma nova etapa de purificagdo por cromatografia de exclusdo molecular, com o objetivo de
identificar a presenca e a distribuicdo de particulas agregadas. A coluna foi previamente
equilibrada com 2 CV de Tampao Fosfato de Sodio e, apds cada purificacdo, a coluna era
novamente equilibrada com o mesmo tampao. As amostras foram injetadas no equipamento
por meio de capilares, e coletadas via fracionamento em aliquotas de 1 mL. As condigdes da

corrida foram as seguintes:

Tabela 6: Condicoes das etapas de purificacdo por exclusiao molecular.

HiLoad 16/600

Etapa Fluxo (mL/minuto) Volume de Coluna (CV)

Equilibrio 1 0,5

Aplicacdo da amostra — -

Elui¢ao 1 1

Equilibrio 1 3
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3.15 Espalhamento Dinamico da Luz (DLS)

A distribuicdo de tamanho das proteinas purificadas foi determinada por
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical). Esta técnica de biofisica baseia-se no movimento browniano de moléculas em
uma solugdo, que ocorre pela colisdo aleatoria destas com componentes do solvente. Assim,
as moléculas de menor tamanho se difundem rapidamente, em comparagdo com moléculas
maiores que apresentam taxas de difusdo mais lentas. No DLS, um feixe de luz ¢ direcionado
a uma parte fixa da amostra, ¢ o espalhamento da luz ¢ detectado para criar um padrao de
flutuagdo de intensidade. Essas flutuagdes sdo resultantes do movimento randomico das
particulas que passam pela area de incidéncia do feixe de luz, e variam de acordo com o
tempo e com a taxa de difusdo das moléculas. Neste caso, particulas menores se difundem
mais rapidamente e apresentam mais flutuagdes de intensidade do espalhamento da luz,
enquanto que particulas maiores se comportam de maneira oposta.

O equipamento realiza varias detecgdes dessas flutuagdes em um intervalo de nano ou
microssegundos, para comparar e quantificar a similaridade entre os padrdes de intensidade
ao longo do tempo, por meio de uma fungao de autocorrelagdo. As particulas pequenas, que
se difundem rapidamente, vao apresentar um coeficiente de correlacdo que varia com rapidez
ao longo do tempo. J& as particulas maiores demoram mais tempo para a variagao deste
coeficiente de autocorrelagdo, pelo fato de que difundem lentamente pela amostra. Entdo, o
software do equipamento utiliza o coeficiente de autocorrelagdo para determinar o coeficiente
de difusdo translacional (D,), que representa a probabilidade de movimentagao das moléculas
devido ao movimento browniano. Esse valor ¢ entdo aplicado a equacao de Stokes-Einstein
para calcular o raio hidrodinamico (R;) e o didmetro em nandmetros das moléculas globulares
analisadas.

O equipamento foi configurado para os seguintes parametros: temperatura a 25°C;
dispersante PBS pH 7,2 (NaCl 135 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 2 mM)
com viscosidade 1,02 e indice de refracdo 1,332; detec¢do do espalhamento a 173°
backscatter. As proteinas purificadas, dialisadas em PBS e quantificadas foram diluidas no
mesmo tampdo para concentracdes de 0,05 - 0,1 - 0,3 e 0,6 mg/mL, a depender do
experimento, em cubeta de quartzo 10 mm (PCS8501, para andlises de 0,5 mL, ou DTS2145,
para experimentos com 0,1 mL de amostra). Entdo, as amostras foram submetidas a 3
minutos em camara de vacuo, a fim de eliminar possiveis bolhas na solu¢do. Foram

realizadas 7 medigdes com tempo de coleta de 10 segundos por leitura, a uma temperatura de
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25°C. Os resultados foram analisados no Software Zetasizer® (versao 7.10) e estdo expressos
como diametro hidrodindmico médio (d.nm), a intensidade relativa da luz espalhada por cada
populacao (% Intensidade), quantidade relativa estimada de massa (% Massa) ou nimero de
particulas (% Numero) e porcentagem do indice de polidispersidade (Pdl). Vale ressaltar que
o Pdl ¢ uma medida de heterogeneidade das particulas, e foi utilizada para analisar a

uniformidade das amostras.

3.16 Citometria de Fluxo

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada a fim de avaliar a expressao do antigeno
BCMA, e também a ligacdo dos anticorpos em formato de scFv. As linhagens de células
humanas Raji e U266 foram caracterizadas com marcagdes imunogénicas para verificar a
presenga ou auséncia dos antigenos BCMA, CD19 e CD20. Para tal, as culturas celulares
foram centrifugadas a 1800 rpm por 10 minutos e lavadas duas vezes com Tampao FACS (em
inglés, Fluorescent Activated Cell Sorting, tampao PBS com 2% de Soro Fetal Bovino e
10mM de EDTA). O sobrenadante foi descartado, as células foram ressuspendidas no mesmo
tampdo, e 10 pL da solucdo foram utilizados para contagem em camara de Neubauer via
diluicdo 1:1 (v/v) em Azul de Tripano 0,4% (p/v). Apos a contagem e identificacdo da
viabilidade celular, 0,5 x10° células foram utilizadas para cada condi¢do experimental.

Inicialmente, as células foram incubadas com 20uL do reagente FCR Binding
Inhibitor (eBioscience cat: 14-9161-73) por 30 minutos a 4°C, para reduzir a potencial
coloracdo de anticorpos ndo especificos causada pelos receptores IgG presentes na membrana
celular. A seguir, as células foram incubadas com os scFvs nas concentracdes de 0,5 -1 -2 pg
(sendo 200 pL de volume final), também por 30 minutos a 4°C. Para as caracterizacdes, 0,25
ng/ teste do anticorpo anti-human-CD19-PE (eBioscience cat: 12-0199-42), 1:10 (v/v) do
anti-human-CD20-FITC (BD Biosciences) e 1ug do anti-BCMA comercial (Thermo Fisher
cat: MAS5-31673) foram utilizados nas marcagdes Unicas ou duplas.

Em seguida, os anticorpos secundarios anti-His Tag-FITC (Invitrogen cat: AD1.1.10)
ou anticorpo anti-IgG Murino-FITC (Sigma-Aldrich cat: F0257) na diluig¢do 1:10 (v/v) foram
adicionados as amostras adequadas e incubados ao abrigo da luz. Depois, o Tampao FACS foi
adicionado em quantidade suficiente para 1 mL, a fim de realizar uma lavagem final e retirar

os anticorpos ndo ligados. Por fim, as células foram ressuspendidas em 200uL de tampao de
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FACS e transferidas para tubos apropriados para leitura no Citdmetro Accuri™ C6 Plus
Personal (BD Biosciences).

Os dados obtidos foram analisados por meio do software FlowJo e os resultados
foram expressos em porcentagem de células positivas para cada marcagdo em estudo. As
estratégias para selecionar as populagdes de interesse, a partir daqui chamadas de “gates”. As
células linfoides foram selecionadas via delimitagdo do tamanho pela complexidade celular
utilizando os parametros de dispersdo frontal (FSC, do inglés Forward Scatter) e dispersao
lateral (SSC, do inglés Side Scatter), respectivamente. Entdo, outro gate ¢ selecionado pela
anélise do grafico FSC-H (Height, altura) por FSC-A (Area) para identificagdo de células
unicas dentro dos linfécitos. Apos a selecdo das células tnicas e a exclusdo de agregados, a
identificacdo de eventos especificos foi realizada utilizando os anticorpos conjugados aos

fluoroforos descritos anteriormente.
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4. RESULTADOS

4.1 Predicdo in silico do perfil de agregacdo dos scFvs

anti-BCMA

O Software Tango considera que a sequéncia de peptideos estd desnaturada e exposta,
entdo contempla apenas a estrutura primaria da proteina. Desta forma, o software indica que
determinados segmentos de residuos de aminoacidos apresentam probabilidade acima de 5%,
e sdo considerados como sequéncias com um potencial tedrico de agregacao.

A andlise do perfil de agrega¢do do scFv anti-BCMA Murino indicou que este
fragmento de anticorpo possui um nivel baixo de propensdo a agregacio, com cerca de 10%
na CDR-L2 e na CDR-H2. Porém, o primeiro anticorpo Humanizado analisado apresentou
propensdo a agregacdo maior que 20% nos residuos de aminoacidos 165 a 170, antes da
CDR-H2 do VH. Ja o segundo Humanizado obteve maior propensdo a agregar nos residuos
anteriores a CDR-H3, com potencial maior que 60% para os aminodcidos 217 a 220. As
analises do scFv Harmonizado, com as alteragdes dos aminoacidos do VH para residuos
menos propensos a agregacdo identificados no anticorpo murino ou provenientes de outros
germinais humanos (encontrados pelo IgBlast), resultaram em uma redu¢do do potencial de
agregar observado nos scFvs Humanizados. Com isso, as mutagdes no scFv Harmonizado
foram capazes de reverter o potencial de agregacdo do scFv Humanizado, reduzindo o
potencial de agregacdo do VH para menos de 10%. O anticorpo Caoético foi obtido a partir do
conjunto de residuos de aminoacidos com maior propensdo de agregar, identificados nos
germinais humanos e no scFv Humanizado. Isto posto, a predicdo do potencial de agregacgao
do scFv Cadtico foi definido como maior que 50% nos residuos 167 a 169, e também nos

residuos 215 a 220 do VH. Os graficos gerados pelo Software estao apresentados na Figura
12.
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Figura 12: Probabilidade de agregacio dos scFvs. As sequéncias primarias dos scFvs anti-BCMA foram
analisadas no software Tango, ¢ os graficos evidenciam as diferengas na propensao a agregar de cada anticorpo.
O eixo x apresenta o potencial tedrico de agregagdo em porcentagem, € 0 €ixo y mostra a sequéncia peptidica
(VL-linker-VH) dos anticorpos. O scFv Murino apresentou o maximo da propensdo a agregacio nas regides
proximas ao carboxi-terminal do VH, com 10%, ja o Humanizado apresentou um potencial de 60%. As
alteragdes na sequéncia de aminodcidos para o scFv Harmonizado possibilitaram a reducdo do potencial de
agregacdo; enquanto que, para o scFv Cadtico, elas reverteram para a maior probabilidade de agregar.

4.2 Otimizacao da expressdo heterologa dos scFvs em E. coli

4.2.1 Obtengao de linhagens de E. coli transformadas

Os genes sintetizados no vetor pET-Sumo foram amplificados por meio da
transformagdo por choque térmico na linhagem de E. coli XL1-Blue. Entdo, duas colonias de
cada construgdo foram selecionadas para purificagdo de DNA e digestdo com as enzimas de
restricdo BamH I e Hind III, a fim de confirmar os clones transformantes. O gel de agarose
1,2% (p/v) da Figura 13 apresenta as amostras de DNA intacto e digerido das construcdes
dos scFv anti-BCMA, sendo que o tamanho esperado dos fragmentos apds a digestao dupla
era de aproximadamente 770 pb e 5590 bp. Conforme esperado, ambos os clones de cada
constru¢do apresentaram o padrdo de bandas previsto. Além disso, foi observado que as
amostras de DNA intacto do scFv Murino Clone 2, scFv Humanizado Clone 1 e Clone 2
exibiram bandas com migragdao mais lenta no gel em comparacdo aos demais DNAs. Esse
padrdo sugere diferengas na conformacdo estrutural, possivelmente indicando que os DNAs

com menor mobilidade estdio em uma forma menos compacta. Por outro lado, as bandas
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intactas de menor tamanho aparente podem corresponder a conformacgdo super enrolada

(supercoiled) dos plasmideos, que ¢ a mais indicada para uma transformagdo bacteriana
eficiente (Kimoto; Taketo. 1996).

Cl1 C2 1kb

HH i

D : I1 D

J
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Figura 13: Perfil de restricio dos vetores de expressio dos scFvs recombinantes. Analise por luz
ultravioleta de gel de agarose com os DNAs plasmidiais purificados e submetidos a digestdo enzimatica dupla
com BamH I e Hind III. A imagem apresenta dois clones de bactérias E. coli transformadas com os plamidios

codificadores dos scFvs murino (M1 e M2), Humanizado (H1 e H2), Harmonizado (Al e A2) e Cadtico (Cl e
C2), com as amostras divididas em DNAs intactos (I) ou digeridos (D).

A Tabela 7 indica as quantificagdes do DNA purificado de indculos a partir de 5 mL

de culturas das coldnias transformadas. Os clones que exibiram a maior concentracdo de

DNA foram selecionados para a transformagdo em E. coli SHy, sendo eles: Murino Clone 1,

Humanizado Clone 1, Harmonizado Clone 2 e Caético Clone 2.

Tabela 7: Quantificacdo dos DNAs plasmidiais purificados.

Construgao Concentracao (ng/ul) Construgao Concentragdo (ng/ul)
scFv Murino C1 72,8 scFv Harmonizado C1 75,4
scFv Murino C2 58,2 scFv Harmonizado C2 92,1
scFv Humanizado C1 105,0 scFv Caotico Cl1 66,2
scFv Humanizado C2 83,5 scFv Caotico C2 75,0
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4.2.2 Comparativos das condi¢des de cultivo celular

Ap6s a confirmagdo dos plasmideos, 200 ng do DNA purificado foram utilizados para
a transformacdo de E. coli SHy. Os clones transformantes foram selecionados em placas de
LB Agar contendo ImM do indutor IPTG ou Glicose 1%. Em seguida, as placas foram
avaliadas pelo crescimento de coldnias em glicose, mas multiplicacdo reduzida na condi¢do
com I[PTG. Assim, dois clones que obtiveram esses padroes de crescimento foram
selecionados para a otimizagao da expressao, sendo: scFv Murino Clone 4 e Clone 21; scFv
Humanizado Clone 20 e Clone 22; scFv Harmonizado Clone 27 e Clone 28; scFv Cadtico
Clone 3 e Clone 10.

Para o primeiro teste de produ¢do, as condi¢des testadas foram indugdo a 30 °C com
0,5 mM, 1 mM ou 2 mM do IPTG por 2h, 4h ou 20h (overnight). As aliquotas de cultura
celular coletadas em cada intervalo de tempo foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida e Western Blotting. Os resultados deste experimento indicam que a producao
de todos os scFvs foi realizada com sucesso, apontando um acumulo dependente de tempo.
Quanto ao scFv Murino (Figura 14), o inoculo a 37°C do clone 4 comegou com ODyy, de
0,05 e atingiu a densidade optica de 1,55 depois de 4 horas e meia. J& o clone 21 atingiu
ODg= 1,65 depois de 3 horas e 20 minutos, mas esta diferenca de crescimento entre clones
pode ser consequéncia do clone 21 ter iniciado com 0,2 de densidade Optica. Ambos os
clones apresentaram expressdo consideravelmente maior a partir de 4 horas de indugdo, com
pouca diferenca qualitativa em relagdo a produgdo overnight. Nao foi observada distingdo de
expressao entre as concentracdes de IPTG testadas, além da presenga dos scFvs ter sido
identificada assim que o indutor foi adicionado ao meio (zero horas de indu¢ao).

Sobre o scFv Humanizado (Figura 15), o in6culo dos dois clones iniciou com 0,2 de
densidade 6ptica e atingiu ODy,, esperada apos 3 horas e 20 minutos. Também foi observado
que houve expressdao das proteinas desde o inicio da indu¢dao, mas com maior acimulo das
proteinas a partir de 4 horas de indugdo. Nota-se que ha a presenca de proteinas heterdlogas
com tamanho molecular menor que o esperado, com aciimulo observado principalmente na

inducdo overnight, possivelmente resultado de degradacao proteica.
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Figura 14:Producao do scFv Murino. Os testes iniciais da padronizagio do cultivo de SHy transformadas com
scFv Murino foram feitos em meio com IPTG a 0,5, 1 ou 2 mM, e por 2h, 4h e 20h (overnight). (A) Western
Blot e SDS-PAGE dos pellets celulares nas condi¢des de cultivo dos Clone 4 ¢ do Clone 21, indicado pela linha
vermelha. (B). (C) Curva de crescimento dos clones de scFv Murino em meio com glicose, representando

amostra unica.

0h 4h overnight
M 05.1.2 05-1-2 05.2 €
A C
3
-
= . i
- - Curva de crescimento scFv Humanizado
&
- —e—Clone 20 —e—Clone 22
H
g 15
B oh 4 ovemight oh 4h  ovemight 2
M 05-1-2 05-1-2 05-2 C- M 05-1-2 05-1-2 05-2 C- o 1

0 0,5 1 1.5 2 2,5 3 3.5 4

id & &b 3§ gak

Horas apés indculo

Figura 15: Producio do scFv Humanizado. (A) Western Blot e SDS-PAGE dos pellets celulares do clone 20 e
do clone 22 (B), dos testes iniciais da produgdo de SHy transformadas com scFv Humanizado, indicado pela
linha vermelha, e cultivadas em meio com IPTG 0,5, 1 ou 2 mM e por 2h, 4h e 20h (overnight). (C) Curva de
crescimento de ambos os clones.

Como ndo detectamos diferenca qualitativa entre ImM e 2mM de IPTG, a expressao
dos scFvs Harmonizado e Cadtico foi testada apenas com 0,5 e 1mM do indutor. Quanto ao
scFv Harmonizado (Figura 16), o acimulo dependente do tempo também foi observado em
ambas concentracdes de IPTG testadas. Consistentemente, a expressao do scFv na incubacao

overnight resultou em um acumulo mais elevado de proteinas detectadas, o que pode
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comprometer a solubilidade e a recuperagdo da proteina de interesse devido a possivel
degradacdo proteolitica ou formagdo de agregados ao longo do processo de inducdo. Os
indculos dos clones 27 e 28 do scFv Harmonizado atingiram a densidade optica esperada com
4 horas de crescimento a 37°C e 250 rpm, sendo que o clone 27 atingiu a densidade optica
esperada em menor tempo em comparacdo ao clone 28. Esta diferenca no crescimento sugere
uma maior eficiéncia na expressio do DNA recombinante ou uma melhor adaptagdo as

condigdes do meio.
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Figura 16: Producio do scFv Harmonizado . Teste da curva de crescimento de SHy transformadas com scFv
Harmonizado, indicado pela linha vermelha, ¢ cultivadas em meio com IPTG 0,5, 1 ou 2 mM e por 2h, 4h ¢ 20h
(overnight). (A) Western Blot e SDS-PAGE dos pellets celulares nas condi¢des de cultivo do clone 27 e do clone
28 (B). (C) Curva de crescimento dos clones na etapa anterior & indugéo.

O crescimento bacteriano das SHy transformadas com o scFv Caoético (Figura 17) foi
o mais demorado entre os anticorpos testados. Os inoculos dos clones 3 e 10 iniciaram com
densidade optica de 0,3 e 0,25, respectivamente, e atingiram a ODy, esperada apds 5 horas e
20 minutos. Tal impacto na taxa de crescimento pode ser ocasionado pelo impacto da
expressdo de proteinas com maior tendéncia a agregacdo na fisiologia e no metabolismo
bacteriano. A analise por western blotting indicou que ha expressdo do scFv de ambos os
clones com zero horas de indugdo, e também que a incubagdo overnight apresenta o maior
acimulo de proteinas. Nao houve uma diferenga aparente entre 0,5 ¢ ImM de IPTG, sendo

que ambas as concentragdes induziram a expressao proteica esperada.
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Figura 17: Produgdo do scFv Caético. (A) Western Blot ¢ SDS-PAGE dos pellets celulares dos testes de
cultivo do clone 3 e do clone 10 (B), nas condigdes com IPTG 0,5, 1 ou 2 mM e por 2h, 4h ¢ 20h (overnight).
(C) Curva de crescimento dos clones evidenciando que as bactérias transformadas com o scFv Cadtico, indicado
pela linha vermelha, atingiram a ODy, esperada apos 5 horas de cultivo.

Com base nesses resultados, a condi¢do de produc¢ao foi padronizada utilizando ImM
de IPTG e um tempo de inducdo de 4 horas. A escolha dessa condi¢do considerou a
necessidade de equilibrar a producao proteica e a viabilidade celular, uma vez que tempos de
incubacdo mais prolongados podem resultar em efeitos deletérios, como estresse celular e
acimulo de proteinas mal dobradas ou agregadas, comprometendo a qualidade e o
rendimento final da proteina recombinante. A selecdo dos clones de scFvs foi baseada na
eficiéncia de crescimento, determinada pelo menor tempo necessario para atingir a densidade
optica entre 1,5 e 2. Os clones selecionados para os ensaios subsequentes foram: scFv Murino

clone 21, scFv Humanizado clone 22, scFv Harmonizado clone 27 e scFv Caotico clone 10.

4.3 Padronizacdo da Obtencdo dos scFvs anti-BCMA

recombinantes

4.3.1 Comparativo das condi¢des de extragao

Apbs a otimizacdo da expressdo dos scFvs, a etapa subsequente consistiu na
padronizacdo da extracdo de proteinas citoplasmaticas. Em seguida, as fragdes soluveis e

insoluveis foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes
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desnaturantes. Conforme a Figura 18, ambos os métodos de extracdo avaliados foram
capazes de extrair os scFvs expressos em E. coli SHy, mas com rendimentos distintos entre si.
A andlise qualitativa por eletroforese em gel de poliacrilamida revelou que a extragdo
utilizando apenas lisozima resultou na menor recuperacdo da proteina de interesse, um
resultado de acordo com o esperado. A extragdo por sonicagdo resultou em um aumento
consideravel na deteccdo do scFv por Western Blot, sendo a segunda condi¢do mais eficiente.
Com isso, a condicdo com maior acimulo de proteina observado na fracdo soluvel foi a
extragdo por lisozima mais sonicagdo. O maior rendimento aparente da extragdo com ambos
os métodos foi observado tanto pelo Western Blot, quanto pela coloragdao com Comassie Blue.
Assim, esta condigdo otimizada serd utilizada para a extra¢dao das proteinas heterdlogas nos

experimentos subsequentes.

A Lisozima Sonica¢ao Liso+Sonic B Lisozima Sonicagao Liso+Sonic
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Figura 18: Otimizacido da extracio das proteinas heterélogas. (A) Gel de poliacrilamida redutor e (B)
Western Blot das extragdes com lisozima (0,5 mg/mL), sonicagdo, ou ambos métodos (Liso+Soni). A imagem
apresenta as fragdes insoluveis (FI) e fragdes soltiveis (FS) apds extragdo de uma produgdo overnight do scFv
Murino com 1 mM de IPTG, indicado pela linha vermelha, além do controle negativo (C-) e o marcador (M) de
proteinas.

Também foi observado que os scFvs estavam presentes nas fragdes insoliveis apos
extragdo, mas em menor intensidade do que nas fragdes soltiveis correspondentes. Isto indica
que as proteinas de interesse estdo majoritariamente na fragdo solivel. Observou-se que o
controle negativo também apresentou uma banda no tamanho esperado para o scFv, embora
em menor intensidade quando comparado a condi¢do de extracao selecionada. Esse resultado
pode estar associado a lise celular parcial causada pelo processo de congelamento e

descongelamento do pellet bacteriano.
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4.3.2 Otimizacao da purificagcdo por Cromatografia de Afinidade

Apos a padronizagdo das condigdes de extracdo, a etapa seguinte foi a otimizagdo do
protocolo de purificagdo. Vale ressaltar que os scFvs apresentam a cauda de histidina
(His-tag) na extremidade amino-terminal, permitindo sua purificagdo por cromatografia em
resina de ions metalicos imobilizados (IMAC) devido a sua alta afinidade pelo niquel.
Inicialmente, a otimizagdo da purificagdo foi realizada modulando as concentragdes de
imidazol em cada etapa do protocolo. A inclusdo de imidazol nas etapas de ligacdo e de
lavagem reduz a adsorcao inespecifica de proteinas a resina de niquel, enquanto seu aumento
na fase de elui¢dao favorece a recuperacao seletiva das proteinas de interesse. Isso € possivel
pois o imidazol livre em solugdo também tem capacidade de ligagdo ao niquel, e compete
diretamente com a cauda de histidina dos scFvs pelos sitios de ligagdo no metal.

A fim de permitir o escalonamento da purificacdo, além de otimizar o rendimento da
purificagdo, o sistema de cromatografia liquida AKTA pure™ foi utilizado. Para o primeiro
experimento, os pellets celulares de producdes de 50mL do scFv Murino e do scFv
Humanizado foram ressuspendidos em Tampao de Lise, para a extracdo com lisozima
seguida pela sonicagdo. Entdo, o teste de purificacdo foi realizado com as seguintes
condigdes: equilibrio da coluna HisTrap com 5mM de imidazol, lavagem com 10 mM, e um
gradiente de imidazol na etapa de eluigdo. As aliquotas foram coletadas por fracionamento e
foram enumeradas de acordo com a concentragdao de imidazol: 1 ¢ 2 de 50 mM, 3 e 4 de 100
mM, 5 e 6 de 200 mM, 7 e 8 de 250 mM, 9, 10, 11 e 12 de 300 mM, 13, 14, 15 ¢ 16 de 400
mM e 17, 18,19, 20 de 500 mM. Esse ajuste gradativo da concentracao de imidazol tem como
objetivo otimizar a recuperacdo da proteina de interesse, tornando a eluicdo mais eficiente,
reduzindo a diluicdo da amostra e minimizando a presenga de contaminantes inespecificos. A
presenca dos scFv anti-BCMA nas aliquotas da eluigdo foi inicialmente analisada por
Dot-Blot (Figura 19B), assim como o flow through das etapas de ligacdo e lavagem. Em
seguida, uma eletroforese em gel de poliacrilamida e western blotting (Figura 19A) foi

realizada para avaliar a pureza da eluicdo dos scFvs nas concentracdes testadas.
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Figura 19: Avaliacio da purificacido do scFv Murino por IMAC. (A) Western Blot ¢ SDS-PAGE,
apresentando as amostras de flow through (FT); lavagem com 10mM de imidazol (W); lavagem automatica do
sistema (L); e aliquotas da elui¢do, sendo: 4 (100 mM); 6 (200 mM); 9 (300 mM); 13 (400 mM); 17 (500 mM).
(B) Dot-Blot de todas as aliquotas coletadas durante a eluigdo com concentragdes crescentes de imidazol. (C)
Cromatograma da purificagdo durante a etapa da eluicdo, com a detec¢ao das proteinas por luz ultravioleta (em
azul) e as concentragdes de imidazol em verde: 50 mM (1), 100 mM (2), 200 mM (3), 250 mM (4), 300 mM (5),
400 mM (6) e 500 mM (7)).

A andlise do flow through indicou que ha uma perda limitada dos scFvs durante a
etapa de ligagdo. No entanto, os cromatogramas da purificagio do scFv Murino e
Humanizado demonstram que contaminantes inespecificos sdo eliminados da coluna na etapa
de lavagem, uma vez que ndo ha deteccdo pelo Western Blot. Ainda assim, a presenca de
baixos niveis de proteinas inespecificas sugere que modificagdes no protocolo, especialmente
na etapa de lavagem, poderiam otimizar ainda mais a pureza final do produto. Considerando
estes resultados, as concentragdes de imidazol foram estabelecidas como 5SmM para a etapa
de ligagdo e 20mM na lavagem. Quanto a etapa de eluicdo, as proteinas de interesse foram
recuperadas a partir de 100mM de imidazol, sendo detectadas em todas as concentragdes
subsequentes. O scFv Murino foi eluido em maior propor¢do a partir de 200mM de imidazol,
sendo que as eluicdes com 300mM apresentaram menos proteinas inespecificas. O scFv
Humanizado (Figura 20) apresentou padrdes similares ao scFv Murino durante a etapa da
lavagem, e também obteve um pico de elui¢do com imidazol a 200mM. Porém, a analise por
Western Blot indicou que o acumulo do scFv Humanizado ocorre a partir de 300mM, com

deteccao majoritariamente a partir de 400mM de imidazol.
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Figura 20: Avaliaciao da purificacdo de scFv Humanizado por IMAC. (A) Western Blot e SDS-PAGE das as
amostras de flow through (FT); lavagem com 10mM de imidazol (W); e eluicdo, sendo: aliquotas 6 (200mM); 8
(250mM); 11 (300mM); 14 (400mM); 17 e 20 (500mM). (B) Dot-Blot das aliquotas de 1 mL coletadas durante a
elui¢do, enumeradas de 1 a 21. (C) Cromatograma da elui¢cdo, com a detec¢@o das proteinas por luz ultravioleta
em azul, e as concentragdes de imidazol em verde, sendo: 50 mM (1), 100 mM (2), 200 mM (3), 250 mM (4),
300 mM (5), 400 mM (6) e S00 mM (7).

A fim de analisar a concentracdo das amostras purificadas pelo método em etapas, as
aliquotas da elui¢do foram divididas em dois grupos para realizar a didlise e troca do tampao
de eluicdo para PBS. Assim, esta andlise do rendimento da purificagdo das proteinas
recombinantes foi feita com as fragdes eluidas com 50 a 250 mM de imidazol (denominadas
"A"), e aquelas entre 300 e 500 mM de imidazol (denominadas "B"). Como esperado, as
amostras da elui¢ao “A” dos scFvs apresentaram maior concentragdo de proteinas, uma vez
que os scFv sdo gradualmente eluidos a medida que a concentracdo de imidazol aumenta,
conforme apresentado na Tabela 8. A concentragdo da elui¢dao “A” do scFv Murino foi de 1,7
mg/mL, enquanto a amostra “B” teve apenas 32 pug/mL. O scFv Humanizado obteve a
segunda maior concentra¢do nas elui¢des “A”, com 1,33 mg/mL, e com 325 pg/mL na

eluicdo “B”.

53



Tabela 8: Concentracio obtida dos scFvs anti-BCMA Murino e Humanizado (50 mL)

Construcao Eluigao Volume total Concentracao Quantidade total de
(mL) (ng/mL) proteina purificada
(ng)
scFv Murino A 0,9 1.700 1.530
B 1,25 32 40
scFv A 0,3 1.330 399
Humanizado
B 1,5 325 4817,5

Estas aliquotas também foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e
Western Blot, e a expressdo da proteina de interesse foi observada em todas as amostras. De
maneira interessante, as elui¢des “A” do scFv Murino e Humanizado apresentaram proteinas
maiores que o esperado no gel corado com prata (Figura 21). Isto pode indicar que proteinas
agregadas ou inespecificas foram purificadas nestas condi¢des. O rendimento obtido nesta
producao foi relativamente baixo, indicando a necessidade de otimizagdo para melhorar a
recuperacdo da proteina de interesse. Ademais, a separacdo da elui¢do em multiplas fracdes
(“A” e “B”) comprometeu o rendimento total, dispersando a proteina purificada em
concentracdes menores. Considerando que as amostras “A” apresentaram maior concentragao
final de proteinas purificadas, mas as amostras “B” continham as proteinas de interesse no
tamanho esperado, os proximos experimentos serdo conduzidos com a coleta das fragdes de
elui¢do com a concentracdo fixa de 500mM de imidazol. Além disso, o aumento da escala de
producao foi considerada como uma abordagem para aumentar o rendimento e melhorar a

eficiéncia da purificagao.
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Figura 21: Analise da purificacio em pequena escala dos scFvs Murino e Humanizado. Western blot (A) e
SDS-PAGE corado com nitrato de prata (B) das amostras de scFvs purificados de uma produgio de 50 mL, com
o tamanho esperado de 45 kDa. As amostras dos scFvs Murino (“M”) e Humanizado (“U”) foram agrupadas
como eluicdo “A” (50 a 250 mM de imidazol) e elui¢do “B” (300 a 500 mM), a fim de realizar a didlise ¢ a
quantifica¢do, com a evidente perda de proteinas com este método de purificagdo.

4.4 Escalonamento da producdo dos scFvs

4.4.1 Producao em escala de 100 mL

Diante da variabilidade observada no rendimento das produgdes com 50 mL de meio de
cultura, o experimento subsequente foi realizado utilizando um volume duas vezes maior.
Essa abordagem teve como objetivo avaliar o impacto do aumento da escala na expressdo e
recuperagdo da proteina de interesse. Inicialmente, as quatro construgdes de scFv foram
inoculadas em 100 mL de meio TB Completo sob as condi¢des experimentais previamente
otimizadas. No entanto, apenas o scFv murino e o scFv Harmonizado apresentaram
crescimento adequado, e também atingiram a densidade Optica esperada (1,65 e 1.8,
respectivamente) com 2h de incubagdo. Ainda assim, o experimento foi conduzido conforme
planejado, com 4h de indugdo com 1mM de IPTG a 30 °C. Apos a indugdo, as culturas foram
centrifugadas e o pellet bacteriano obtido foi armazenado e posteriormente submetido a
extracdo proteica, conforme protocolo otimizado. As fragcdes soluveis e insoluveis foram
separadas por centrifugagdo. Em seguida, as proteinas de interesse foram purificadas por
cromatografia de afinidade ao Niquel, no equipamento Akta, com as etapas de lavagem e

eluicdo a 20mM e 500mM de Imidazol, respectivamente. As aliquotas da fragdo solavel (FS),
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do flow through (FT), da lavagem e das elui¢cdes foram analisadas por Dot-Blot, a fim de
avaliar a presenca dos scFvs apos a purificagdo. Como a Figura 22 apresenta, os scFvs
Murino e Harmonizado foram detectados nas etapas de ligagdo ¢ de lavagem da coluna,
indicando que had perda das proteinas de interesse. Nao obstante, ambos scFvs foram

purificados com sucesso, sendo que sao eluidos a partir da terceira aliquota de eluicao.
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Figura 22: Otimizacdo da purificacdo dos scFvs por IMAC (A) Dot-Blot das aliquotas dos scFvs Murino e
Harmonizado, apresentando as fragdes soluveis (FS), o flow through (FT), a lavagem (Wash), e as aliquotas 1 a
8 da eluicdo. (B) Cromatogramas das purificacdes de uma producdo em média escala com 100 mL, com o foco
na elui¢@o dos scFvs, que ocorre majoritariamente nas fragdes 3 a 5.

As aliquotas 3 a 8 foram concentradas e dialisadas em filtros de ultrafiltracao
Amicon®Ultra-4 com ponto de corte de 30 kDa (Merck, Alemanha), em ciclos de
centrifugacdo até o volume final aproximado de ImL. Entdo, as amostras dialisadas foram
quantificadas pelo método QuBit®, e a média de trés leituras resultou na concentracao final
de 0,83 mg/mL do scFv Murino e 1,2 mg/mL do scFv Harmonizado. Os rendimentos dessa
producdo sdo apresentados na Tabela 9.

De maneira interessante, a producdo de 100 mL do scFv Harmonizado resultou em
um rendimento superior ao do scFv Murino. Com isso, o rendimento final obtido foi de 12
mg de proteina por litro de cultura, do Harmonizado, ¢ 8,3 mg por litro, do scFv Murino.
Uma possivel explicagdo para essa diferenca pode estar na densidade dptica no momento da
inducdo, que variou entre as condic¢des testadas. No experimento atual, o scFv Harmonizado
foi induzido com ODg, de 1,8, enquanto o scFv Murino foi induzido com ODy,, de 1,65.
Essa variagdo na densidade celular pode ter impactado a eficiéncia da expressao,
influenciando o rendimento final das proteinas de interesse. Diante disso, os resultados
indicam que a ampliacdo da escala de producgdo, aliada a indugdo em uma ODg, mais

elevada, contribui para um aumento no rendimento final dos scFvs.
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Tabela 9: Rendimento da producio dos scFvs anti-BCMA Murino e Harmonizado

(100mL).
Quantificacio por QuBit® Quantificacao por
espectrofotometria
Construcgao Volume Concentragdo  Rendimento Concentracdo Rendimento
total (mg/mL) (mg por litro)  (mg/mL) (mg por litro)
(mL)
scFv Murino 1 0,83 8,3 0,13 1,3
scFv 1 1,2 12 0,34 3,4

Harmonizado

E importante destacar que as proteinas foram quantificadas adicionalmente por
espectrofotometria a 280 nm, a fim de viabilizar e padronizar os experimentos de
caracterizacdo biofisica. Como resultado, as concentragdes obtidas foram inferiores as
quantificadas pelo método QuBit®. Especificamente, o scFv Murino apresentou
concentracdo de 0,13 mg/mL por este método, e o scFv Harmonizado apresentou ter 0,34
mg/mL. A substituicdlo do método de quantificacdo de proteina do QuBit pela
espectrofotometria revelou discrepancias entre essas duas abordagens, com variagdes de 3,5 a
6 vezes na concentragdo estimada. Com isso, os rendimentos finais dos scFv Murino e
Harmonizado reduziram para 1,3 e 3,4 mg de proteina por litro de cultura, respectivamente.
Considerando a necessidade de maior precisao para as caracterizagdes biofisicas, as proximas

produgdes serdo quantificadas por espectrofotometria a 280nm.

4.4.2 Producao em escala de 200 mL

A producdo em média escala foi realizada com 200mL de meio TB com os clones
previamente selecionados de E.coli SHy transformadas com os scFvs. Os pellets celulares
foram coletados apos centrifugagdo da cultura celular de 4h de indu¢do com 1 mM de IPTG,
e foram submetidos a extragdo proteica com lisozima e sonicacdo. As fragdes soluveis foram
purificadas com sucesso por cromatografia de afinidade ao Niquel com a coluna HisTrap no

sistema HPLC, nas condi¢des otimizadas estabelecidas anteriormente. Os cromatogramas
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estdo apresentados na Figura 23 e apresentaram o perfil esperado para as purificagdes, com

um pico de absorbancia a partir da fragao 3 da eluicdo com 500 mM de Imidazol.
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Figura 23: Purificacio dos scFvs produzidos em maior escala. A imagem apresenta os cromatogramas
durante a eluigdo das produgdes com volume de 200 mL dos scFvs Murino (A), Humanizado (B), Harmonizado
(C) e Cadtico (D). Nota-se que a eluigdo ocorre a partir da fragdo 3 para os quatro anticorpos testados.

O gel corado com Comassie Blue e o Western Blot indicados na Figura 24
apresentam as aliquotas das fracdes de lavagem e de elui¢do dos scFvs purificados. Nota-se a
auséncia de bandas especificas dos scFvs nas fragdes de lavagem, indicando pouca ou
limitada perda dos anticorpos durante esta etapa, apesar da detec¢do de UV observada nos
cromatogramas. Além disso, as quatro amostras das purificagdes dos scFvs apresentam
bandas com tamanho esperado de aproximadamente 45 kDa. No entanto, tanto o Western Blot
quanto o gel corado por Comassie Blue exibiram bandas de tamanho molecular menor que o
esperado. Isto indica uma possivel degradagdo proteica, pela deteccdo dessas proteinas
menores no Western Blot. Nao obstante, estas amostras purificadas foram submetidas a
concentracdo e dialise em sistema Amicon, a fim de realizar as caracterizagdes biofisicas.
Como o valor de corte de peso molecular do sistema utilizado foi de 30 kDa, ¢ esperado que

essas proteinas com menor tamanho sejam eliminadas das amostras.
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Figura 24: Imunodetecciio dos scFvs purificados. (A) Western Blot, com anticorpos anti-His fag e (B) Gel
corado com Comassie Blue, com controle positivo, dos anticorpos purificados a partir de produg¢des de 200 mL.
As amostras de cada scFv foram divididas entre as aliquotas da lavagem e da eluicdo, e apresentam a eficiéncia
obtida nestas etapas, além da purificac¢ao especifica. O tamanho esperado dos anticorpos ¢ aproximadamente 45
kDa, indicado pela linha vermelha, ¢ com isso, as bandas observadas estdo na faixa condizente com o peso
molecular dos scFvs. Ha detecgdo de moléculas menores, possivelmente resultado da degradagdo das proteinas.
A linha vermelha indica o tamanho esperado de 45 kDa dos scFvs.

A quantificagdo das produgdes dos scFvs em 200mL de cultura foi realizada exclusivamente
por espectrofotometria, conforme metodologia previamente estabelecida. A média da
concentracao final de trés producdes estd apresentada na Tabela 10, assim como o rendimento
final das produgdes. Como o volume final das amostras de scFv purificadas ap6s a didlise foi
de aproximadamente 1mL, o rendimento médio foi calculado a partir da quantidade total de
proteina em relagdo ao volume inicial de 200mL da cultura bacteriana.

O scFv Harmonizado apresentou o maior rendimento entre as construgdes testadas,
alcancando 4mg por litro de cultura, enquanto o scFv Caotico obteve o menor rendimento,
atingindo apenas metade desse valor. J& os scFvs Murino e Humanizado mostraram
desempenhos intermediérios, com rendimentos de 3 mg e 3,4 mg por litro, respectivamente.
Essas diferencas podem estar relacionadas a fatores como estabilidade estrutural, solubilidade
e impacto da expressdo da proteina no metabolismo bacteriano, influenciando tanto o
crescimento celular quanto a eficiéncia da producdo heterdloga. Em particular, o menor
rendimento observado para o scFv Caodtico pode estar associado a uma maior propensao a
agregacdo, resultando em menor disponibilidade da proteina funcional. J& o scFv
Harmonizado, que obteve o maior rendimento final, possivelmente apresentou menor
propensdo a agregacdo, conforme predito in-silico, o que favoreceu sua solubilidade e

permitiu uma recuperacao mais eficiente apds a producdo bacteriana.
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Tabela 10: Rendimento médio da producio dos scFv anti-BCMA.

Construcao Concentrag¢ao final Rendimento médio
(mg/mL) (mg por litro)
scFv anti-BCMA Murino 0,6 3
scFv anti-BCMA Humanizado 0.68 3.4
scFv anti-BCMA Harmonizado 0,8 4
scFv anti-BCMA Caotico 0,4 2

4.5 Andlise do Perfil de Agregacao por Exclusdo Molecular

4.5.1 Padronizacao da cromatografia

A padronizacao do perfil de eluicdo na Coluna de Superdex HiLoad 75 pg permitiu a
identificacdo do volume e a fragdo esperados da eluicdo das proteinas de interesse.
Inicialmente, uma corrida teste foi realizada com 10 mg/mL de Ovoalbumina diluida em
Tampao Fosfato, por possuir um tamanho molecular de 45 kDa, que ¢ proximo aos scFvs. A
detec¢do de multiplos picos de absorbancia no comprimento de onda de 280 nm (faixa do
ultravioleta) na purificagdo sugere a presenca de trés isoformas da Ovoalbumina. Diante desta
analise, foi determinado que moléculas com aproximadamente 45kDa sdao eluidas com
aproximadamente 70 mL de Tampao Fosfato (Figura 25).

Com isto definido, partiu-se para a otimizagdo da corrida para os scFv. Para tal, dois
volumes de amostra foram testados com o scFv anti-BCMA Murino: 100uL ou 500uL,
ambos na concentracdo de 0,6 mg/mL. Entdo, foi estabelecido que 500uL seriam aplicados
no equipamento, devido a maior diferenciacdo de picos no cromatograma. Depois, as
concentragdes de 0,6 mg/mL e 0,96 mg/mL foram testadas, e as condi¢des otimizadas para a
Superdex HilLoad foram: 500uL a 0,9 mg/mL. Esta etapa de otimizagdo foi relevante pelo

fato de que ndo havia tanta disponibilidade das amostras purificadas.
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Figura 25: Padronizacio da cromatografia de exclusio molecular. Cromatogramas da padronizagdo da
coluna de exclusdo molecular Superdex HiLoad. (A) Corrida teste com Ovoalbumina 10mg/mL. (B) Graficos da
otimiza¢do do volume de aplicagdo das amostras, sendo testados 100 pL (linha laranja) e 500 pL (linha
vermelha). (C) Corrida teste da concentracdo necessaria para a exclusdo molecular das amostras, com as
condigdes testadas: 0,6 mg/mL (linha vermelha) e 0,96 mg/mL (linha azul). A partir desta padronizacado, as
exclusdes subsequentes foram realizadas com 500 puL de amostra a aproximadamente | mg/mL. Por fim, o
volume de elui¢do esperado para os scFvs é de 70 mL.

4.5.2 Exclusdao Molecular dos scFvs anti-BCMA

A exclusao molecular demonstrou que os scFvs apresentam perfis distintos de eluigdo,
ou seja, diferem quanto a presenga de agregados. Os scFvs Murino, Humanizado e Cadtico
apresentaram picos de detec¢do a 280 nm nas fracdes de ~40 mL da eluicdo, o que representa
moléculas de maior massa molecular e indica que a propor¢do de agregados ¢ maior que a de
moléculas monoméricas. A exclusdo molecular do scFv Humanizado demonstrou a presenga
de agregados e também de particulas menores, na fragao eluida com 70 mL, evidenciando um
perfil de agregacdo variavel e similar as amostras de scFv Cadtico. Apesar da presenga desta
fracdo de 40 mL durante a purificagdo do scFv Harmonizado, estas amostras apresentaram a
detec¢do superior de particulas menores ou monoméricas em 70 mL de elui¢do. Na
comparacdo dos cromatogramas dos scFv Murino com os scFv Harmonizado, nota-se a
purificacdo distinta com 40 mL e 70 mL de elui¢do, respectivamente.

Diante do exposto, os cromatogramas da exclusdo molecular indicaram uma diferenga
quantitativa das fracdes agregadas e monoméricas entre os scFvs testados (Figura 26), sendo
que o Harmonizado apresentou a maior propor¢do de proteinas com menor tamanho

molecular. Assim, estes resultados preliminares corroboram a hipotese inicial de redugao da
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formagdo de agregados proteicos, modulado pela harmonizagdo do fragmento de anticorpo

anti-BCMA.

may scFv Humanizado scFv Murino
4 scFv Harmonizado 14 scFv Harmonizado
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® ) ) 0 s E) C I o0 £ 0

o 3 2 © ) w0
70 mL. 40 mL. 70 mL 40 mL 70 mL.

Figura 26: Comparacio do perfil de exclusdo molecular entre os scFvs. Comparagdo dos cromatogramas das
exclusdes moleculares dos scFvs: (A) Humanizado (rosa) e Harmonizado (verde); (B) Murino (vermelho) e
Harmonizado (verde); ¢ (C) Murino (laranja), Humanizado (rosa escuro), Harmonizado (verde) e Caotico (rosa
claro). As linhas verticais denotam os volumes de elui¢do esperados de 40 mL e 70 mL, no eixo horizontal dos
graficos. Fonte: obtido no sofiware UNICORN 6.3.

4.6 Andlise do perfil de agregacdo por Espalhamento Dindmico

da Luz (DLS)

4.6.1 Padronizacao inicial do protocolo

As amostras de scFv purificadas foram analisadas por Dot-Blot, a fim de avaliar o
reconhecimento especifico nas fragdes da eluicdo para prosseguir com a concentracdo €
dialise no Tampao PBS. Em seguida, os scFvs dialisados foram quantificados por
espectrofotometria de absor¢ao molecular no UV-visivel, como estabelecido anteriormente, e
as amostras foram diluidas para normalizar a concentragdo de cada anticorpo para 0,1
mg/mL. Foram realizadas sete leituras das amostras do DLS, sendo que cada leitura
representa uma média de 13 registros da dispersao dinamica das particulas no equipamento.
Assim, a média foi calculada com base nessas 7 leituras, que apresentaram trés populacdes de
particulas com tamanhos diferentes em cada variante de scFvs (Tabela 11).

Em relagdo as populagdes de particulas menores (P1) observadas, o scFv Humanizado

apresentou o maior didmetro molecular hidrodinamico entre as variantes dos anticorpos, com
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51,57 nm. Esse diametro molecular equivale a mais de 3 vezes o diametro da populacao P1
do scFv Harmonizado, de 15,41 nm de didmetro. Vale ressaltar que o didmetro hidrodindmico
molecular da maior particula detectada (P3) nas amostras de scFv Harmonizadas apresentam
apenas didmetro de 47,02 nm, que € menor que o P1 do scFv Humanizado. Como predito, as
amostras de scFv Humanizado exibiram as maiores tendéncias a agregar, apresentando
didmetros hidrodindmico molecular na maior popula¢do P3, de ~150 nm, representando 42%
do total das particulas detectadas com um maior indice de Polidispersdo ou heterogeneidade
molecular. Ja as amostras de scFv Murino apresentaram particulas com tamanho entre 21,43
nm (P1, 16% do total das particulas) e 94,03 nm (P3, 43% das particulas identificadas), que
sugerem um potencial de agrega¢do intermedidrio deste anticorpo. Curiosamente, as amostras
do scFv Cadtico apresentaram particulas entre 25,79 nm (P1), 40,93 nm (P2) e 90 nm (P3) de
diametro hidrodindmico molecular, sendo que P1 caracteriza 22% do total das particulas
analisadas. Estes resultados indicam que os anticorpos Murino e Cadtico possuem tendéncias
a agregacdo equivalentes entre eles e inferiores ao Humanizado, no entanto, a variante
harmonizada apresentou a menor tendéncia a agregar, observacdo que estd em

correspondéncia com o desenho molecular realizado (Tabela 11).

Tabela 11: Resultados do DLS dos scFvs.

Construgéo Pico Didmetro (nm) Estimativa MW (kDa) Intensidade (%) Massa (%) Pd (%) Polidispersdo

P1 21,43 +£1,361 865,7=131,9 1,1 16,1 6,2  Monodisperso

scFv anti-BCMA Murino P2 64,97 = 8,225 1,16e+4 £ 1,21e+3 9.5 28.6 13,7 Monodisperso

P3 94,03 £ 14,25 2.75e = 4,79e+3 52,9 42,6 14,7 Monodisperso

Pl 51,576,503  6,75e+3 = 1,0le+3 3.9 21,9 13,9 Monodisperso

scFv anti-BCMA Humanizado P2 118,5 £ 20,49 4,73et+4 = 1,25e+4 52,1 23 18,7 Monodisperso
P3 1492 £ 74,08  8,12e+4+3,18e+4 43,9 41,9 31,8  Polidisperso

P1 15,41 £2,363 406,1 £253.6 0,6 20,2 14 Monodisperso

scFv anti-BCMA Harmonizado P2 27 £2.,836 1,49e+3 £247.8 1,9 27 10,4 Monodisperso

P3 47,02 £ 7,673 5,44e+3 = 574,6 6,6 324 16,2 Monodisperso

Pl 25,79 £ 0,89 1,33e+3 £ 158,7 2.3 22,1 3,4  Monodisperso

scFv anti-BCMA Cadtico P2 40,93 + 3,52 3,93e+3 £ 1683 1,3 8.6 8,5 Monodisperso

P3 89,78 + 7.82 2.47e+4 £ 2 20e+3 11,8 13,7 8,5 Monodisperso

A Figura 27 apresenta os graficos de distribuicao de particulas de cada amostra (com

o tamanho hidrodindmico expresso em didmetro no eixo X e o numero de particulas
detectadas no eixo y) no experimento de DLS. Ao comparar os scFv Humanizado e Murino,
nota-se a formacdo de populagcdes moleculares muito similares, com uma leve tendéncia do
Humanizado a apresentar particulas ligeiramente maiores (Fig. 27A e Tabela 11). Isto

evidencia que o processo de humanizac¢do do anticorpo mantém ou incrementa ligeiramente a
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tendéncia de agregagdo do scFv. A comparacdo dos resultados entre os anticorpos Murino e
Harmonizado, observa-se que o processo de harmoniza¢do diminuiu o tamanho e a propensao
a agregacdo das trés populacdes (Fig. 27B e Tabela 11). Essas diferencas sdo mais
observaveis quando comparamos os resultados entre os anticorpos Humanizado e
Harmonizado (Fig 27C e Tabela 11). Estes ultimos resultados corroboram a hipdtese inicial
de que o desenho do scFv Harmonizado reduziria consideravelmente o potencial de
agregagdo proteica da molécula. E importante enfatizar que os resultados da harmonizacio do
anticorpo também geraram diferencas até na comparagdo com o scFv Murino original. Por
fim, o scFv Cadtico (Fig 27D e Tabela 11) apresentou um perfil varidvel de agregagao, com a
amplitude do tamanho das particulas similar as detec¢des do scFv Murino. A vista disso, este
resultado evidencia que a agregacdo experimental ¢ influenciada consideravelmente pela
sequéncia primaria da proteina.

A scFv Murino
scFv Humanizado

scFv Murino

scFv Harmonizado

1000 1 10 100 1000

C scFv Harmonizado D scFv Caético
scFv Humanizado scFv Humanizado

ﬁ il
)

0 L -
1 10 100 1000 1 10 100 1000

Figura 27: Determinacio do tamanho hidrodinidmico dos scFvs por DLS. Dados provenientes do
experimento de DLS dos scFvs descritos na Tabela 11, com os picos 1 ¢ 3 especificados. A imagem apresenta os
graficos de tamanho (em nandmetros) e o numero de particulas detectadas, sendo que as comparagdes foram
feitas em duplas e evidenciam a redugdo hipotetizada do tamanho dos scFv Harmonizados. (A) scFv Murino
(azul) e scFv Humanizado (vermelho); (B) scFv Murino (azul) e scFv Harmonizado (verde); (C) scFv
Harmonizado (verde) e scFv Humanizado (vermelho); e (D) scFv Caoético (laranja) e scFv Humanizado
(vermelho).
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4.6.2 Estudo da influéncia das concentracoes dos scFvs na agregagao

A fim de estudar a influéncia das concentracdes dos anticorpos na propensdo a
agregar, um experimento foi realizado com a varia¢do das concentragdes finais dos scFvs em
PBS: 0,6 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,1 mg/mL e 0,05 mg/mL. A leitura no equipamento de DLS
foi realizada depois de incubagdo overnight a 4 °C das amostras, nas mesmas condi¢des
descritas anteriormente, com cinco repeti¢des, mas em microcubeta de quartzo de 50 mm de
caminho optico. As amostras de scFv Murino a 0,05 mg/mL obtiveram as leituras de menor
particula para este anticorpo — com ~18 nm representando 7,7% do total de particulas
detectadas — enquanto que as concentragdes de 0,1 e 0,3 mg/mL exibiram particulas
superiores a 60 nm, sendo essas as concentracdes em que as particulas apresentaram maior
homogeneidade de tendéncia a agregacdo (Figura 28). A maior concentra¢do de 0,6 mg/mL
demonstrou que o scFv Murino apresentava particulas de tamanho intermediario entre 27 nm
e 48 nm de diametro, representando 15,9% e 15,3% do numero total de particulas,
respectivamente. De maneira similar, as leituras com 0,3 mg/mL de scFv Murino detectaram
particulas entre 31 e 64 nm de diametro. Curiosamente, a concentracdo de 0,1 mg/mL
apresentou particulas polidispersas de 163 nm, correspondendo a 41,5% do total de
particulas, o que corrobora os dados do DLS anterior. Também foram detectadas particulas
maiores que 1000 nm, porém esses picos foram considerados sinais de particulas
contaminantes nas analises, como microbolhas de ar. Dessa forma, foi demonstrado que, no
scFv Murino, o incremento das concentragcdes acima de 0,05 mg/mL promove a agregacao

molecular em particulas de aproximadamente 30 nm de diametro hidrodinamico.
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Figura 28: Anailise da agregacio do scFv Murino em fun¢io da concentragdo. O grafico apresenta a
deteccdo de particulas do anticorpo murino em concentragdes crescentes de 0,05 mg/mL (preto), 0,1 mg/mL
(azul), 0,3 mg/mL (verde) e 0,6 mg/mL (vermelho). O aumento da concentracdo — especialmente 0,6 mg/mL —
apresentou um aumento esperado no tamanho de particulas, ao mesmo tempo que a redugdo para 0,05 mg/mL
permitiu a observagdo de agregados com menor tamanho hidrodindmico.

Tabela 12: Parametros de agregacio por DLS em diferentes concentracdes do scFv

Murino.
Co(nnc,g/lgz;}ﬁo Picos Tamanho (nm) Massa (%)

0.6 1 27 15,9

0 44.8 52
03 1 31 11,1

2 64,9 51,7
0,1 1 163 41,5

2 1140 43,4
0,05 1 18,6 7.7

2 32,5 38,9

A analise do scFv Humanizado (Figura 29) revelou que na concentragao de 0,6
mg/mL, 75% do nimero total de particulas apresentam um didmetro de 42 nm, e cerca de
11% das particulas sdo maiores que 150 nm de didmetro hidrodindmico. A variagdo de
tamanho também foi identificada na concentragdo de 0,3 mg/mL, sendo que a distribui¢ao

variou entre 29,6 nm (31% das particulas) e 54 nm (51% das particulas), ou seja, com
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predominancia de particulas mais agregadas. Nas concentragdes mais baixas, como 0,1
mg/mL, observou-se uma propor¢do majoritaria de particulas a partir de 35 nm (66,4%), com
uma menor fragdo de 149 nm correspondendo a 12,5% do total das particulas. Ja em 0,05
mg/mL, houve a deteccdo das menores particulas, com tamanho a partir de 27 nm até
particulas com 98 nm de didmetro, ambas representando 26% das particulas detectadas.
Nota-se que o menor tamanho de particulas do scFv Humanizado foi de 27 nm na menor
concentragdo de 0,05 mg/mL. Esses resultados sugerem uma distribuicdo parcialmente
homogénea de tamanho do scFv Humanizado, com predominancia de particulas acima de 35
nm em todas as condigdes testadas, além de uma redugdo de tamanho dos agregados para 27
nm na menor concentragdo de 0,05 mg/mL. A vista disso, o anticorpo humanizado obteve

resultados similares ao original murino, conforme predito nos experimentos iniciais de DLS.
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Figura 29: Analise da agregacdo do scFv Humanizado em funcio da concentracdo. O grafico apresenta a
detecgdo de particulas do anticorpo humanizado em concentragdes crescentes de 0,05 mg/mL (azul), 0,1 mg/mL
(preto), 0,3 mg/mL (verde) e 0,6 mg/mL (vermelho). Os dados mostram que o scFv Humanizado tem maior
homogeneidade de tamanho hidrodinamico detectado em amostras de 0,6 a 0,1 mg/mL. Ademais, as menores
particulas do anticorpo foram detectadas na concentragdo de 0,05 mg/mL, indicando que a formagdo de
agregados ¢ influenciada pela concentracdo da amostra deste scFv.
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Tabela 13: Parametros de agregacio por DLS em diferentes concentracdes do scFv

Humanizado.
Co(nnclt;l/lgﬁi:ﬁo Picos Tamanho (nm) Massa (%)

0,6 1 42,8 75,5

2 156,3 11,4
0,3 1 29,6 31

2 54 51,4
0,1 1 35,6 66,4

2 149 12,5
0,05 1 27 26,2

2 98 26,1

J& as anadlises das amostras de scFv Harmonizado (Figura 30) indicaram que esses
anticorpos formaram predominantemente particulas com diametro inferior a 30 nm em todas
as concentracOes analisadas, sugerindo uma menor tendéncia a agregacdo conforme
hipotetizado. Na concentracao de 0,6 mg/mL, a maioria das particulas estava na faixa de 31
nm, correspondendo a 73% das particulas, enquanto 10,8% apresentaram didmetro
hidrodinamico de 16 nm e 5,2% com 29 nm. Assim, o scFv Harmonizado exibiu a maior
proporcao de particulas abaixo de 32 nm nesta concentracao, em contraste aos resultados dos
scFvs Murino ¢ Humanizado a 0,6 mg/mL. Para concentracdes de 0,3 mg/mL, 64% das
particulas tinham 23 nm de didmetro, com uma fracdo menor de 78 nm (23% de particulas).
Nota-se que o Harmonizado obteve o menor didmetro de particula nesta concentragdo, em
comparacao aos outros scFvs testados. Em 0,1 mg/mL, foram observados diametros entre
25,7 e 31 nm, representando 15% e 38% da massa, respectivamente. A menor concentracao
(0,05 mg/mL) obteve resultados semelhantes, com particulas majoritariamente de 32 nm
(44,7% das particulas) e uma fracdo de 19,5 nm (37,1%). Diante desses resultados, o scFv
Harmonizado apresentou moléculas com os menores didmetros, inclusive em todas as

concentracdes estudadas. Com isso, os dados do DLS do anticorpo Harmonizado apoiam a

68



hipotese de reducdo da tendéncia a agregacdo proteica, com base nos ajustes das sequéncias

realizados no anticorpo humanizado.
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Figura 30: Analise da agrega¢do do scFv Harmonizado em fun¢do da concentracio. O grafico apresenta a
detecgdo de particulas do anticorpo harmonizado em concentragdes crescentes de 0,05 mg/mL (preto), 0,1
mg/mL (azul), 0,3 mg/mL (verde) ¢ 0,6 mg/mL (vermelho). Observa-se que este anticorpo apresentou uma
distribui¢do de particulas majoritariamente menores em todas as concentragdes testadas, o que sustenta a
hipotese da redugao de agregacdo predita pela alteragdo da sequéncia primaria do scFv Harmonizado.

Tabela 14: Parametros de agregacdo por DLS em diferentes concentracdes do scFv

Harmonizado.
CO(I:;:;;:‘E?O Picos Tamanho (nm) Massa (%)

0,6 1 16,2 10,8

2 31 73
0,3 1 23,5 64,3

2 78,1 23,7
0,1 1 25,7 15,3

2 31 37,9
0,05 1 19,5 37,1

2 32,5 44,7

As andlises do scFv Cadtico (Figura 31), como controle negativo de desenho

molecular, evidenciaram uma distribui¢do de particulas heterogéneas com um deslocamento
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para maiores tamanhos de particulas. As concentracdes de 0,6 e 0,3 mg/mL apresentaram
fragdes acima de 32 nm e abaixo de 64 nm de didmetro hidrodindmico, sendo que houve uma
predominancia de agregados superiores a 200 nm em 0,3 mg/mL (59% das particulas).
Inesperadamente, a concentragao de 0,6 mg/mL apresentou a menor particula detectada dos
scFvs, com 14 nm de didmetro, porém esta fracdo representa apenas 7,5% das particulas e
estd em contradicdo com as demais leituras do scFv Cadtico realizadas. O padrdo de
particulas maiores que ~40 nm se manteve nas concentracdes mais baixas (de 0,1 e 0,05
mg/mL), onde mais de 60% das particulas correspondia a tamanhos acima dos 200 nm. Isto
sugere que a proteina mantém o potencial de agregagdo mesmo em condicoes diluidas. No
geral, foi possivel detectar majoritariamente particulas maiores nas amostras de scFv Cadtico,

o que sustenta a hipdtese inicial de agrega¢ao predita para este anticorpo.
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Figura 31: Analise da agregacido do scFv Caético em funcdo da concentracido. O grafico apresenta a
detecgdo de particulas do anticorpo cadtico em concentragdes crescentes de 0,05 mg/mL (preto), 0,1 mg/mL
(azul), 0,3 mg/mL (verde) e 0,6 mg/mL (vermelho). A variacdo da concentragdo deste anticorpo teve,
aparentemente, pouca influéncia no tamanho das particulas, uma vez que a maioria das detecgdes foram de
aproximadamente 100 nm. A concentracdo de 0,6 mg/mL mostrou leituras de particulas de 10 nm, em
contradicdo com o esperado pelos experimentos anteriores com os outros scFvs. Graficos obtidos no software
ZetaSizer.
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Tabela 15: Parametros de agregacio por DLS em diferentes concentracdes do scFv

Cagtico.
Concentracao Picos Diametro (nm) Massa (%)
(mg/mL)
0.6 I 14 7
) 34 23,2
0,3 1 68 78
o) 226 59,3
0,1 1 59 5,4
’ 226 60,2
0,05 1 39 6.2
2 226 37,6

4.7 Capacidade de Ligagao ao BCMA por Citometria de Fluxo

4.7.1 Citometria com a linhagem celular Raji

As células vivas e unicas foram identificadas pelos graficos de FSC x SSC (Forward
Scatter e Side Scatter, respectivamente) e FSC-A x FSC-H (Forward Scatter, da area pela
altura), respectivamente, demonstrados na Figura 32. A presenca de duas populagdes de
linfocitos foi identificada no controle ndo marcado, € um gate foi estabelecido para excluir a
autofluorescéncia de ambas as populagdes de cé€lulas. Esta duplicacdo da populaciao de
células Raji foi observada em outros experimentos do grupo de pesquisa, ¢ foi considerada
como artefato do cultivo desta linhagem. Inicialmente, a amostra de controle positivo de
ligacdo com um anticorpo anti-BCMA comercial demonstrou que essa linhagem celular
apresenta o antigeno alvo dos scFvs, como esperado. As construgdes de scFvs anti-BCMA
previamente purificadas foram testadas na concentracdo de 1 upg/ por teste, e foram
detectados por anticorpo anti-His Tag conjugado ao fluoréforo FITC. A linhagem celular Raji

foi utilizada de maneira preliminar para avaliar a capacidade de ligagdo ao BCMA presente
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na membrana de linfécitos. Foi observado que todos os fragmentos de anticorpo
apresentaram ligagdo ao BCMA, sendo que o scFv anti-BCMA Murino apresentou a maior
porcentagem de 23,6%. Os scFvs Harmonizado e Cadtico obtiveram a segunda maior
porcentagem de ligagdo, com detec¢dao de 21,5%. Ja o anticorpo scFv Humanizado exibiu
19,8% de ligacdo ao BCMA e, apesar de ter sido o menor valor obtido, foi capaz de ligar

especificamente ao antigeno-alvo.
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Figura 32: Reconhecimento do antigeno BCMA em células Raji. A citometria de fluxo foi realizada com
anticorpos fluorescentes anti-His tag, além do anti-BCMA comercial como controle positivo. (A) Os gates para
a seleg@o da populagdo de células unicas esta apresentado a esquerda, ¢ para a selegdo das células ndo marcadas
(NS) com anti-His a direita. (B) O grafico a esquerda mostra a presenga do antigeno BCMA, por meio da
ligagdo do anticorpo comercial; ja o grafico a direita apresenta a detecg@o da ligagao especifica dos quatro scFvs
anti-BCMA desta pesquisa. (C) Os graficos de scatter plot mostram que os scFvs foram capazes de ligar ao
alvo, sendo detectados: 23,6% para o Murino, 19,8% do Humanizado, 21,5% para os Harmonizado e Cadtico.

O fato do scFv Humanizado ter revelado um potencial para agregagdo com as analises
in-silico pode estar relacionado com a menor capacidade de ligacdo observada neste
experimento, uma vez que o scFv Harmonizado expressa o mesmo arcabougo humano, mas
com alteragdes especificas para reduzir este potencial de agregacao. De maneira interessante,
o scFv Caotico apresentou a mesma capacidade de ligagdo que o scFv Harmonizado, e esta
relagdo sera continuamente examinada nas proximas citometrias de fluxo. Posto isso, foi
determinado que os scFvs anti-BCMA produzidos na E. coli SHy apresentam capacidade de
ligacdo ao BCMA em linhagens tumorais de células semelhantes a linfoblastos, o que

representa um achado promissor para a validacao funcional desses anticorpos.
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4.7.2 Citometria com a linhagem celular U266

4.7.2.1 Avaliacao inicial de ligagao em células tumorais

Os experimentos iniciais com a linhagem celular de MM envolveram a caracterizagao
das células pela andlise da presenca dos antigenos BCMA, CD19 e CD20. Primeiramente, as
células foram avaliadas com base nas propriedades de tamanho e granulosidade pelo grafico,
FSC x SSC. Esta analise inicial demonstrou que a linhagem apresenta duas populagdes
distintas: células de tamanho intermedidrio € com poucos granulos, chamadas de
“linfociticas”, e células com muitos granulos intracelulares, a partir daqui chamadas de
“granulociticas”. Considerando isto, trés gates foram estabelecidos: populagdo
“granulocitica”, populagao menos granulosa (“linfocitica”) e populagdo com todas as células
(“all cells”) (Figura 33). E importante ressaltar que, neste ensaio preliminar, os scFvs foram
analisados como amostras Unica.

Tanto a populagdo “granulocitica” quanto a “all cells” ndo expressam o antigeno
CD-19, uma vez que nao foi detectada a ligagdo de nenhum dos dois anticorpos anti-CD19
conjugados ao fluor6foro APC. No entanto, observou-se um leve deslocamento na populagdo
“linfocitica” em relagdo ao controle ndo marcado, possivelmente devido a uma ligagdo
inespecifica do anticorpo. Este deslocamento também foi observado quando utilizamos o
anticorpo anti-CD19 conjugado a ficoeritrina (PE). Nenhuma das populagdes analisadas
expressa o antigeno CD-20, pois o anticorpo anti-CD20 conjugado a FITC ndo apresentou
diferenga de ligacdo em relagdo a amostra controle. Porém, todas as populagdes exibiram
sinal positivo quando avaliadas com o anticorpo primdrio Rituximab e o secundario anti-IgG
murino. Esse resultado sugere uma possivel ligagdo inespecifica do Rituximab, uma vez que

nao ¢ esperado que a linhagem U266 expresse CD19 ou CD20.
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Figura 33: Analise fenotipica das células de mieloma multiplo U266. (A) Citometria de fluxo das células
U266, com os trés gates selecionados como: “All cells”, composto pela populagdo mais granulosa, ou
“Granulocitica”, e menos granulosa ou “Linfocitica”. (B) Graficos da deteccdo com anticorpo anti-CD19
conjugado a PE nas trés populagdes de células. (C) Detecgdo do antigeno CD20 com anticorpo FITC nas trés
populacdes estudadas.

O anticorpo anti-BCMA comercial utilizado para avaliar a expressdo do antigeno
nessa linhagem revelou que as trés populacdes expressam o BCMA, com a menor MFI
observada na populacdo linfocitica (3671) e a maior na granulocitica (16362). De maneira
interessante, o anti-BCMA comercial obteve menor MFI em relagcdo aos scFvs na populacao
“granulocitica” (Figura 34). Quanto a ligacdo dos scFvs produzidos neste trabalho, foi
observado que todos apresentaram capacidade de ligacdo — na concentragcdo de 1 pg — em
todas as populacdes analisadas. Também foi possivel identificar que a interagdo dos
anticorpos variou entre as populacdes com diferentes caracteristicas de granulosidade. Na
populacdo mais granulosa, os valores de MFI foram mais elevados para os scFvs Murino
(38392) e Cadtico (38081), seguidos pelo Humanizado (33576) e Harmonizado (27406).
Esses resultados podem estar relacionados a maior expressio do antigeno BCMA na
populagdo “granulocitica”, como evidenciado pela maior ligagdo do anticorpo anti-BCMA
comercial. J& na populagdo “linfocitica”, os valores de MFI foram consideravelmente
menores para todas as constru¢des, com o scFv Humanizado apresentando a maior MFI

(4096), seguido pelo Murino e Cadtico (3701) e, por fim, o Harmonizado (3223).

74




scFv Caotico ’ /”\\ ’ ; / \\“y /\\

scFv Harmonizado/

scFv Humanizado

oo O Y\ A

NM

Anti-BCMA +

Figura 34: Ligacao dos scFvs em células de mieloma multiplo U266. Citometria de fluxo das células U266
com os anticorpos anti-BCMA comercial (verde), Murino (laranja), Humanizado (rosa), Harmonizado (roxo) e
Caotico (azul). As populagdes analisadas estdo apresentadas em (A) “all cells”, (B) “mais granulociticas” ¢ (C )
“menos granulociticas”.

Tabela 16: Intensidade de Fluorescéncia Média (MFI) dos scFvs.

“All Cells” “Granulociticas” Linfociticas”

Amostra MFI MFI MFI
Nao marcada 2.273 10.725 1.848
Anti-BCMA 5.646 16.362 3.671
comercial

scFv Murino 5.555 38.392 3.701
scFv Humanizado 6.074 33.576 4.096
scFv Harmonizado 4819 27.406 3.223
scFv Caotico 5290 38.081 3.701

Com este experimento, a linhagem U266 foi brevemente caracterizada, com a
confirmagdo da expressdo do BCMA e a presenca de CD19 e CD20 nestas células. Apesar de
ndo ser possivel avaliar a diferenca estatistica neste experimento, todas as construgdes de
scFvs foram capazes de se ligar especificamente ao antigeno-alvo. Nota-se que o scFv
Harmonizado aparentou ter a menor ligagdo entre os anticorpos testados neste experimento.
Como foi identificado que as trés populagdes expressam o antigeno BCMA, os proximos

experimentos serdo realizados com base na populacao “all cells”.
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4.7.2.2 Analise do reconhecimento antigénico em funcao da concentracdo dos

anticorpos recombinantes

Em seguida, foi realizada uma titulagdo dos fragmentos de anticorpos a fim de
determinar a concentracdo necessaria para a detec¢do da ligacdo ao antigeno BCMA. As
condi¢des testadas incluiram 0,5, 1 e 2 pg de anticorpo por ensaio (Figura 35), sendo cada
condi¢do avaliada em triplicata para a andlise estatistica por ANOVA One-Way seguida do
pos-teste de Tukey. Os resultados também permitiram comparar as diferentes construgoes,
identificando o scFv com melhor desempenho na interacdo com o antigeno em linhagens
tumorais de MM. O anti-BCMA comercial apresentou a maior intensidade de fluorescéncia
média, o que confirma a presenga do antigeno-alvo na membrana das células da linhagem
U266 como esperado. Isto pode ser explicado pelo fato de que a detec¢do do anticorpo
comercial foi realizada com o anticorpo secundario diferente dos fragmentos de anticorpos
neste experimento, € ndo propicia uma comparagdo direta entre essas amostras. Com isto, as
andlises de diferenga estatistica entre os fragmentos de anticorpos foram feitas entre si,

desconsiderando a ligagdo do anticorpo comercial as células.
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Figura 35: Capacidade de ligacdo dos scFvs em diferentes concentragdes. Citometria de fluxo com as
células U266 da titulagdo com as concentragdes de 0,5 pg (A), 1 ng (B) e 2 pg (C) dos scFv anti-BCMA Murino
(laranja), Humanizado (vermelho), Harmonizado (verde) e Cadtico (rosa).
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Tabela 17: Intensidade Média de Fluorescéncia (MFI) da citometria com diferentes
concentracoes dos scFvs.

0,5 pg lpg 2pg
Amostra MFI MFI MFI
Anti-BCMA 38541 40939 41990
comercial
scFv Murino 8346 7893 7680
scFv Humanizado 8855 8201 6070
scFv Harmonizado 10454 12014 15782
scFv Cadtico 8614 8930 10171

Dados apresentam a média de triplicatas experimentais.

Inicialmente, todos os anticorpos apresentaram ligacdo especifica na concentragdo de
0,5 ng sem diferenca estatistica (p > 0,05) (Figura 36). Ja na concentragdo de 1 pg, o scfv
Harmonizado demonstrou a maior intensidade de fluorescéncia média (MFI, sigla em inglés)
com diferenca significativa com p < 0,01 em rela¢do aos anticorpos Murino e Humanizado, e
também com diferenga de p < 0,05 em relacdo ao scFv Cadtico. Nota-se que, nesta
concentragdo, o scFv Cadtico obteve uma MFI similar aos anticorpos Humanizado e Murino.
Por sua vez, o scFv Harmonizado na concentracdo de 2 ug apresentou uma diferenca
altamente significativa (p <0,001) em relacdo aos scFvs Murino e Humanizado, e também em
relacdo ao scFv Cadtico (p< 0,01). Curiosamente, o anticorpo Cadtico obteve a segunda
maior MFI na condigdo com 2 pg, e apresentou uma diferenca estatisticamente significativa
(p <0,05) em relagdao ao scFv Humanizado.

Estes resultados sugerem a hipdtese de que a harmonizacdo, ou seja, a redugdo do
potencial de agregacdo do anticorpo, pode estar relacionada com a capacidade de liga¢do ao
antigeno-alvo, uma vez que o scFv Harmonizado apresentou a maior MFI em duas das trés
condigoes testadas. A observacao da ligagao do anticorpo Caodtico em 2 ug foi um resultado
nao esperado, e indica que a manipulacdo tedrica da sequéncia de anticorpos pode resultar em
alteragcdes conformacionais, que podem tanto reduzir quanto aumentar a afinidade pelo

antigeno.

77



A £ scFv Murino B C
0.5 nug E3 scFv Humanizado 1pg
B3 scFv Harmonizado
scFv Cadtico

2pg

ns *E —_— *Ek

15000+ 15000+ - —_—

—|— 200004 ——
I

10000+ ——— 10000+ 15000+

10000

50004 5000+

50004

=

]

Figura 36: Ligacdo especifica dos scFvs anti-BCMA em células alvo. Analises da Intensidade de
Fluorescéncia Média (MFI) da citometria de fluxo com células U266 da titulagdo com (A) 0,5 pg, (B) 1 pge (C)
2 pg dos scFvs Murino (laranja), Humanizado (vermelho), Harmonizado (verde) e Caotico (rosa). Estatistica
feita com ANOVA One-Way e pos-teste de Tukey. * p <0,05; ** p<0,01; ** p<0,001; *** p<0,0001.
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5. DISCUSSAO

As neoplasias s3o o conjunto de doencas que mais afligem a populacdo mundial,
segundo dados da Organizacdo Mundial da Satde. Diante das caracteristicas multifatoriais
dos tratamentos oncoldgicos, a patologia pode reduzir drasticamente a expectativa de vida
dos pacientes. Entre os canceres hematologicos, o mieloma multiplo (MM) afeta as células
plasmocitarias, ou seja, linfocitos B produtores de anticorpos. O prognostico dos pacientes
com MM ¢ complexo, e pode variar de meses a décadas. Em vista disso, o cancer ainda ¢
uma das doengas cuja cura € considerada como potencialmente incerta, com diversos
elementos que complicam a remissdo dos tumores (Engelhardt et al., 2024). Apesar disso, o
cenario de terapias oncologicas estd em constante evolucdo, e requer abordagens
técnico-cientificas inovadoras para o aumento da eficacia das terapias.

Os medicamentos utilizados contra cancer devem eliminar as células tumorais
replicantes a fim de garantir a efetividade do tratamento, além de apresentarem caracteristicas
farmacoldgicas pertinentes, porém com minimos danos aos tecidos saudaveis. A medicina de
precisdo com terapias direcionadas representa a jun¢do destas qualidades, sendo um avango
significativo das alternativas de tratamento contra multiplas neoplasias (Kannampuzha et al.,
2023). Dentre os recursos terapéuticos da medicina de precisao, os anticorpos estao entre os
mais impactantes.

Os anticorpos, como moléculas mediadoras do sistema imune, correspondem a uma
classe de medicamentos altamente relevantes. Desde a introdugdo do primeiro anticorpo
monoclonal terapéutico (mAb), o anti-CD3 OKT3, o desenvolvimento de mAbs teve um
crescimento expressivo nas Ultimas décadas. Devido a alta especificidade dos anticorpos, os
imunoterdpicos sdo alvos de estudo contra inumeras doengas oncologicas, infecciosas e
autoimunes (Lyu et al., 2022). Com isso, ¢ estimado que o mercado global de mAbs
terapéuticos ultrapasse 400 bilhdes de dolares até 2028 (Global Marketing Insight, 2023).
Este avanco economico também reflete a evolugdo da pesquisa e do desenvolvimento (P&D)
de novas tecnologias de imunoterdpicos anti-tumorais. Assim, os produtos derivados dos
mAbs incluem designs mais eficientes € com menor imunogenicidade, como os fragmentos
de anticorpos de cadeia tnica (scFvs) (Mufioz-Lopez et al., 2022).

A partir disto, e considerando que a humanizagdo dos fragmentos de anticorpos
utilizados em terapias CAR-T ¢ um fator relevante para a reducdo da imunogenicidade dessas

células (Sterner; Sterner, 2021), esta pesquisa realizou o desenho e as analises biofisicas de

79



novas construgdes de scFv anti-BCMA. O scFv anti-BCMA Murino ¢ completamente
baseado na estrutura do J22, enquanto o scFv Humanizado foi gerado a partir do processo de
transplante de CDRs murinas originais para sequéncias de frameworks humanos. Com base
nas andlises de sequéncia do anti-BCMA Humanizado, geramos duas versdes com mutacoes
pontuais nos VHs: scFv Harmonizado e scfv Caotico. Estas alteragdes foram realizadas a fim
de reduzir ou aumentar, respectivamente, o potencial tedrico de agregag¢do da proteina, por
meio de analises no algoritmo Tango (Site: tango.crg.es/). Com isso, nossa hipétese principal
foca no impacto dessas alteracdes nas sequéncias primarias na agregacao molecular dos
fragmentos de anticorpos scFv anti-BCMA, em vista do contexto maior de otimizagao de
terapias com células CAR-T.

Apoiado nisso, o trabalho de Di Mambro (2020) realizou a humanizagio in-silico
bem-sucedida de um scFv anti-fungico, e indica que as construgdes com a sequéncia
VL-linker-VH apresentaram maior solubilidade em comparagdo a orientagdo VH-linkerl-VL
(Di Mambro et al, 2021). Assim, as modificagdes da estrutura primaria dos scFvs
apresentadas neste trabalho sdo similares aos dados encontrados na literatura. Inclusive, os
efeitos das alteracdes na sequéncia de aminoacidos dos scFvs sdo evidentes no trabalho de
Landoni et al. (2021). O estudo identificou que os receptores quiméricos com scFvs
modificados apresentaram uma distribuicdo homogénea na membrana celular, indicando
reducdo da agregacdo proteica. Além disso, o trabalho também apresenta que as alteragdes
sdo suficientes para impactar positivamente a eliminacdo de células tumorais pelas células
CAR-T em modelo in vivo.

Diante do fomento a P&D (pesquisa e desenvolvimento) de imunoterapicos na area de
neoplasias hematologicas, este trabalho apresentou a otimizagao da expressao de novos scFvs
contra MM em sistema bacteriano. Isto pois o sistema de expressdo em bactérias apresenta
diversas caracteristicas desejaveis para a obtencdo de proteinas heterologas, e ¢ um dos
métodos mais estudados desde a introdu¢ao da insulina humana recombinante na década de
1980. A taxa de crescimento acelerado com baixo custo de producgdo, o genoma facilmente
manipulavel e a alta produtividade sdo algumas das propriedades interessantes do sistema de
producao bacteriano. No caso da expressdo de imunoglobulinas, a linhagem bacteriana
utilizada necessita de alteragdes para aumentar a estabilidade e o enovelamento de proteinas
no citoplasma, especialmente para a formacdo das pontes dissulfeto dessas proteinas (Rashid,
2022). Assim, a linhagem de E. coli SHuffle® utilizada neste trabalho ¢ frequentemente

associada a obtenc¢do de anticorpos.
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A expressdo de imunoglobulinas documentada no trabalho de Waraho-Zhmayev
(2018) corrobora as observagdes desta pesquisa, uma vez que os anticorpos quiméricos foram
expressos com sucesso no citoplasma bacteriano. No trabalho, dois mAbs contra HER2 ¢
VEGEF foram purificados de producgdes com a otimizagdo das concentragdes do indutor, com
resultados a partir de 0,1mM, além da temperatura de inducdao a 30°C (Charoenpun et al.,
2018). A purificagdo de scFvs por métodos cromatograficos também ¢ documentada, sendo
que o trabalho de Shin et al. (2020) utilizou o método de Coluna Ni-NTA. Este método foi
testado inicialmente durante a otimizacdo dos scFvs deste trabalho, mas gerou resultados
insatisfatorios de rendimento em comparagdo a purificagao por HPLC. O trabalho de Shin
(2020) obteve 1mg de proteina purificada de 4g de pellet bacteriano, sendo que os scFvs
anti-BCMA desta pesquisa atingiram entre 2 ¢ 4 mg de proteina por litro de cultura
bacteriana. Portanto, a otimizacdo da obtencdo dos scFvs deste projeto foi concluida de
maneira satisfatoria. Nota-se que, dentre os scFvs testados, o anti-BCMA Caotico apresentou
o menor rendimento da purificagdo. Uma vez que todas as construgdes possuem a proteina
SUMO, a fim de permitir a expressao solivel e o dobramento correto (Butt ef al., 2005), isto
pode indicar que as alteragdes na sequéncia afetaram negativamente tanto a produgdo da
proteina de interesse pela bactéria, quanto a etapa de obtencao e purificagdo. Assim, ainda ha
a necessidade de testar o possivel impacto da SUMO no rendimento da producdo e na
formacdo de agregados, por meio da remocdo desta proteina e purificacdo dos scFvs em
proximos experimentos.

O estudo de Oden et al.(2015) identificou que o J22, anticorpo murino quimérico,
apresenta a capacidade de ligagdo ao BCMA in vitro em concentragdes de 500 ng até 5 ng,
via ensaios de citometria de fluxo com células de MM. Esta observacao corrobora os dados
referentes aos quatro scFvs anti-BCMA desenhados nesta pesquisa, inclusive o baseado no
murino original, uma vez que identificamos as afinidades ao BCMA a partir de 500 ng. No
entanto, a comparagao entre os anticorpos humanizados permitiu a identificagcdo de diferengas
significativas apenas a partir de 1 pg. Notadamente, o scFv Harmonizado foi a construgao
com maior deteccdo da MFI, possivelmente pelas mutagdes efetuadas nos residuos de
aminoacidos adjacentes ou dentro das CDRs. Nesta linha, as andlises de citometria da
constru¢do de scFv Cadtico indicaram que o fragmento apresenta a capacidade de ligacao
significativamente maior que o scFv Humanizado, nas concentragdes de 2 pg. Mesmo que
esta observagdo nao tenha sido esperada, ¢ hipotetizado que a propensdo a formar agregados
moleculares — observados no scFv Cadtico pelos estudos anteriores — tenha causado um

aumento do sinal e da deteccao do anticorpo pelo método de imunofluorescéncia utilizado. A
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partir disso, concluimos que a conservagdo de aminoacidos murinos singulares nas
sequéncias humanizadas pode influenciar no aumento da especificidade do anticorpo.
Adicionalmente, isto corrobora a hipotese de que o processo de harmonizagdo do anticorpo
impacta positivamente na fun¢ao da proteina em ensaios in vitro.

Ainda sobre a ligagdo especifica ao antigeno alvo, este trabalho também investigou a
afinidade dos scFvs das linhagens tumorais de mieloma multiplo: as células Raji, de linfoma
de Burkitt. Apesar de ndo ser a linhagem alvo deste trabalho, as células Raji expressam o
BCMA, que foi detectado por meio de anticorpo comercial anti-BCMA. Desta forma, esta
linhagem, além de conveniente, ¢ adequada para os ensaios preliminares de citometria de
fluxo. Conforme observado, os scFv anti-BCMA purificados neste trabalho apresentaram
ligacdo ao BCMA presente em células de mais de uma linhagem tumoral. Isto ¢ um
indicativo da aplicagdo multipla de anticorpos terapéuticos, com um potencial amplo de
funcionalidades clinicas.

Recentemente, o grupo de pesquisa que identificou o J22 publicou a humanizagdo do
anticorpo (Marino; Daumke, 2024). O estudo inseriu cerca de 40 mutagcdes no anticorpo
murino original, além de novas mutacdes especificas dentro das CDRs, com andlises de
cristalografia de raio-X. Em compara¢ao a humaniza¢ao de Marino ¢ Daumke (2024), o scFv
desenvolvido nesta pesquisa apresenta seis residuos de aminoacidos distintos no VH,
indicando que o processo de humanizacdo pode ocasionar a conservagdo de sequéncias
germinais humanas encontradas em altas frequéncias, chamadas de Zona de Vernier no
estudo citado. Nao obstante, foram identificados cerca de 20 aminoacidos diferentes entre os
VL humanizados, o que mantém o aspecto de inovagdo em ambos os estudos. Ademais, os
autores indicam que uma alanina (A46) na regido de framework 2 do VL ¢ essencial para a
formacdo de um “bolsdo” hidrofobico com os aminoacidos Y36, L47 e F55, que interagem
diretamente com o BCMA. Considerando isso, a humanizag¢ao do scFv anti-BCMA desta
pesquisa manteve a A46 e, possivelmente, evitou a disrup¢ao de um dos sitios fundamentais
de reconhecimento ao alvo pelo anticorpo. Isto pode ser identificado pela ligagao especificas
dos scFvs anti-BCMA deste estudo em linhagens tumorais, fato que € corroborado pela
literatura (Oden et al., 2015). Por fim, o estudo de Marino e Daumke (2024) nao avalia as
demais caracteristicas biofisicas dos fragmentos do J22, especialmente a agregagado tedrica ou
experimental destas proteinas.

Diante desta questdo, Long ef al. (2015) observou que os ectodominios, os fragmentos
de anticorpos, ¢ os endodominios (especificamente o sitio do co-estimulador, 41BB ou

CD28), influenciam na atividade citotoxica, proliferativa e de produgdo de citocinas das
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células CAR-T. Neste estudo do grupo, determinadas construcdes de receptores quimeéricos —
como o CD28 e as regides de framework — resultaram no aumento de marcadores de exaustdo
celular no cultivo ex-vivo, além da redugdo da atividade citotoxica in vivo. Considerando esta
sinalizag¢do tonica associada a exaustdo celular, a agregacao dos fragmentos de anticorpos ¢
observada como um dos fatores fundamentais para o desenvolvimento deste fenotipo.
Ademais, todos os componentes do receptor quimérico sao mutaveis e permitem a introdug¢ao
de modificagdes que potencializam a imunoterapia. Excepcionalmente, os CARs com o
anti-CD19 (FMC63) foram as tnicas construgdes estudadas atualmente que ndo apresentaram
essas caracteristicas desvantajosas de agregagdo e exaustao (Jayaraman et al., 2020). Em
suma, a engenharia dos anticorpos ¢ relevante para o aprimoramento da terapia em células
CAR-T a fim de evitar reducao da eficacia da imunoterapia.

Em relagdo a hipdtese inicial deste trabalho, as construcdes de anticorpos anti-BCMA
apresentaram perfis distintos de formagao de agregados pelas analises de exclusao molecular
(EM) e espalhamento dinamico da luz (DLS). A EM possibilitou a identificacdo inicial da
agregacdo dos scFvs anti-BCMA, indicando que o processo de harmonizagdo do anticorpo —
ou seja, a reducdo da agregacdo teorica — gerou os resultados esperados de redugdo da
formacdo de agregados. Inclusive, os scFvs Harmonizados apresentaram particulas menores
que o scfv baseado no anticorpo murino original. Esta diferenca aparente também ¢
evidenciada pela compara¢do do Harmonizado com o scFv Humanizado, que apresentou
moléculas majoritariamente maiores pela deteccdo na EM. Ademais, as analises do scFv
Cadtico indicam que as alteragdes para aumentar a agregagao tiveram um efeito variado. Pela
avaliagdo da EM, esta construcdo apresentou particulas tanto de maior massa molecular,
quanto de menor massa em propor¢des similares.

A modificagdo de fragmentos de anticorpos, a fim de reduzir a agregacdo, ¢
amplamente estudada. Por exemplo, o grupo de Yamauchi et al. (2019) identificou que scFvs
no formato ciclico apresentam maior estabilidade na manutengdo da estrutura monomérica
nas andlises por DLS, em contraste ao scFv linear. Em compara¢do a outros scFvs da
literatura, o trabalho de de Aguiar et al. (2021) observou que um scFv anti-FGF2, baseado em
um anticorpo inteiro, gerou a formagao de particulas de aproximadamente 100 nm. Quanto as
observagdes do DLS, as particulas dos scFvs apresentaram cerca de 20 nm até 90 nm, além
do fato de a concentragdo da amostra influenciar a agrega¢do das proteinas. Porém, de
maneira interessante, o tamanho observado das particulas dos scFvs Harmonizados foi
notadamente menor que as outras construgdes, com majoritariamente 15 a 30 nm, e

apresentou uma distribuicio homogénea com a variagdo da concentracdo. Sobre as
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construgdes com o scFv Cadtico, os resultados do DLS corroboram a hipotese da maior
formag¢do de agregados. Isto pois as particulas detectadas nessas amostras estavam
principalmente nas faixas de 30 a 90 nm, com agregados maiores que 100 nm. A partir destas
analises, identificamos que as alteragdes preditas para as sequéncias primarias do anti-BCMA
Humanizado impactaram, de fato, na formacdo de agregados moleculares. Por fim, o
resultado da harmonizag¢do do anticorpo, baseada na predicdo tedrica de agregacao, resultou
em proteinas com menor propensdo a formar agregados, além de preservar a capacidade
principal de ligacdo especifica ao antigeno alvo. Isto € um fator essencial, uma vez que o
design de anticorpos exige que as mutacdes para otimizagdo da estrutura estejam atreladas a
manuten¢do da seletividade e da baixa imunogenicidade da molécula (Pang et al., 2025).
Considerando os variados métodos de engenharia de fragmentos de anticorpos na
literatura, um deles ¢ a estratégia de adi¢dao de pontes dissulfeto no conector (/inker), a fim de
“grampear” os dominios variaveis (Boucher et al., 2023). Os scFvs com esta caracteristica
(chamados pelo estudo de “spFv”) apresentaram resultados promissores, pois demonstraram
maior estabilidade em situacdes de estresse térmico, o que reduz o potencial de agregacao das
moléculas. Ademais, estes spFvs também mantiveram a capacidade de ligacdo especifica ao
antigeno, e a estrutura cristalizada refor¢a que houve a manuten¢do dos dominios necessarios
para reconhecimento do alvo. Assim, o aprimoramento das caracteristicas biofisicas de scFvs
¢ um caminho relevante para o desenvolvimento de moléculas terapéuticas com qualidades
superiores de eficicia, seguranga e producdo. Diante disso, estratégias de engenharia da
molécula do CAR-T sdo uma das opg¢des vidveis para evitar o comprometimento funcional e,
consequentemente, a progressdo da patologia. O desenho de moléculas CAR otimizadas ¢
determinante para as propriedades desejadas na terapia, sendo possivel a manipulagdo em
todos os dominios no receptor (Fu et al., 2024). Assim, a engenharia de anticorpos ¢ uma das
ferramentas investigadas entre as condi¢des que ocasionam o fenotipo de exaustao celular. A
evolucdo de anticorpos quiméricos para fragmentos parcial ou totalmente humanos
possibilitou a redu¢do da imunogenicidade e o aumento da eficacia de imunoterapias. Além
das abordagens convencionais in vitro, as metodologias in-silico possuem um potencial
consideravel no aperfeigoamento das propriedades biologicas dos anticorpos, como a
afinidade especifica e a agregacdo molecular (Li et al., 2023). Com isso, o desenho racional
de anticorpos com o auxilio de ferramentas computacionais, e validadas experimentalmente,

¢ um dos caminhos para otimizagao de imunoterapias que requerem mais investigacoes.
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6. CONCLUSAO

Considerando o avango na incidéncia e na mortalidade de neoplasias mundialmente, a
busca por modalidades de tratamento ¢ constante. No contexto de canceres hematologicos, o
mieloma multiplo (MM) é uma patologia severa, ¢ que ainda nao ¢ considerada curavel. Entre
as intervengdes clinicas, a imunoterapia baseada em células T com receptor quimérico de
antigeno (CAR-T) ¢ uma das mais promissoras. Diante da necessidade de investigar a
otimizagdo desta terapia, a busca por novos medicamentos envolve diversos componentes das
células CAR-T. Especificamente sobre os dominios de reconhecimentos de células tumorais,
fundamentado em fragmentos de anticorpos, as moléculas de cadeia unica (scFv) sdo
altamente modulaveis, e a redu¢do do potencial de agregacao pode impactar positivamente no
aprimoramento da atividade antitumoral das células CAR-T.

Em vista aos nossos objetivos iniciais de obtengao de novos fragmentos de anticorpos
anti-BCMA, concluimos que foi possivel otimizar tanto a expressao, quanto a purificagao das
proteinas no sistema bacteriano de producdo heterdloga. Os vetores plasmidiais utilizados
nesta pesquisa mostraram-se modulaveis, pela indu¢do com IPTG, e atingiram o objetivo
desejado de estabelecer um protocolo aprimorado para produgdo dos scFvs. Além disso, as
construgdes desenhadas dos quatro scFvs anti-BCMA foram analisadas in-silico no que se
refere a agregagdo molecular, e conseguimos realizar a validacdo experimental por duas
metodologias: exclusdo molecular (EM) e espalhamento dindmico da luz (DLS). Nosso
processo de humanizagdo e harmonizacdo do anticorpo anti-BCMA J22.9-x1 (PDB: 4ZFO)
foi capaz de gerar novas versdes com a funcdo desejada, uma vez que os quatro scFvs
apresentaram ligacdo especifica ao antigeno alvo nas analises preliminares por citometria de
fluxo. Satisfatoriamente, os scFvs anti-BCMA Harmonizados apresentaram a maior ligagdo,
estatisticamente significativa, em relagdo aos anticorpos originais Murino ¢ Humanizado a 1
e 2 ug na citometria com células de MM. Ademais, nossa constru¢do de um anticorpo
teoricamente mais predisposto a agregar (o scFv Cadtico) gerou resultados heterogéneos
quanto a formacdo de agregados, com grande amplitude de tamanho das particulas
observadas pela EM e pelo DLS. De maneira interessante, ele obteve diferenca significativa
na capacidade de ligacdo as células alvo na concentracdo de 2 ug, em relagdo ao scFv
Humanizado. Isto pode ser investigado em outros experimentos de ligagdo, como ensaios
imunoenzimaticos. Nao obstante, nossa hipotese inicial de modificagdo na sequéncia primaria

dos nossos fragmentos de anticorpos anti-BCMA, a fim de modular a agregacdo, foi
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confirmada de maneira satisfatoria. Nota-se que ainda podemos aprofundar os conhecimentos
da estrutura dos nossos fragmentos de anticorpos, com o auxilio de softwares de modelagem
in-silico. Além do mais, adicionar outras metodologias, como ultracentrifugag¢do analitica,
sdao caminhos interessantes para examinar ainda mais as caracteristicas biofisicas dos scFvs.
Diante do aspecto de prova de conceito deste trabalho, ¢ fundamental continuarmos
com mais andlises biologicas e biofisicas, para estabelecer e quantificar nossa hipotese de
harmonizagdo dos anticorpos. Especialmente, ¢ necessario investigar o comportamento dos
fragmentos de anticorpos humanizados e harmonizados no formato de receptor quimérico em
culturas de células humanas. Além da validacdo da expressdo dos anticorpos em células de
mamifero, avaliar as caracteristicas funcionais ¢ primordial, por meio de ensaios de atividade
citotoxica contra células tumorais. Por fim, a oligomeriza¢ao dos scFvs no formato de CAR
também ¢ algo a ser investigado, com o propdsito de corroborar a predisposi¢ao (ou nao) de
formarem agregados moleculares e de influenciarem nas fungdes biologicas das células

CAR-T.
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	Tabela 10: Rendimento médio da produção dos  scFv anti-BCMA. 



	4.5 Análise do Perfil de Agregação por Exclusão Molecular  
	4.5.1 Padronização da cromatografia 
	Figura 25: Padronização da cromatografia de exclusão molecular. Cromatogramas da padronização da coluna de exclusão molecular Superdex HiLoad. (A) Corrida teste com Ovoalbumina 10mg/mL. (B) Gráficos da otimização do volume de aplicação das amostras, sendo testados 100 μL (linha laranja) e 500 μL (linha vermelha). (C) Corrida teste da concentração necessária para a exclusão molecular das amostras, com as condições testadas: 0,6 mg/mL (linha vermelha) e 0,96 mg/mL (linha azul). A partir desta padronização, as exclusões subsequentes foram realizadas com 500 μL de amostra a aproximadamente 1 mg/mL. Por fim, o volume de eluição esperado para os scFvs é de 70 mL. 

	4.5.2 Exclusão Molecular dos scFvs anti-BCMA 
	 
	Figura 26: Comparação do perfil de exclusão molecular entre os scFvs. Comparação dos cromatogramas das exclusões moleculares dos scFvs: (A) Humanizado (rosa) e Harmonizado (verde); (B) Murino (vermelho) e Harmonizado (verde); e (C) Murino (laranja), Humanizado (rosa escuro), Harmonizado (verde) e Caótico (rosa claro). As linhas verticais denotam os volumes de eluição esperados de 40 mL e 70 mL, no eixo horizontal dos gráficos.  Fonte: obtido no software UNICORN 6.3. 


	4.6 Análise do perfil de agregação por Espalhamento Dinâmico da Luz (DLS) 
	4.6.1 Padronização inicial do protocolo 
	Tabela 11: Resultados do DLS dos scFvs. 
	Figura 27: Determinação do tamanho hidrodinâmico dos scFvs por DLS. Dados provenientes do experimento de DLS dos scFvs descritos na Tabela 11, com os picos 1 e 3 especificados. A imagem apresenta os gráficos de tamanho (em nanômetros) e o número de partículas detectadas, sendo que as comparações foram feitas em duplas e evidenciam a redução hipotetizada do tamanho dos scFv Harmonizados. (A) scFv Murino (azul) e scFv Humanizado (vermelho); (B) scFv Murino (azul) e scFv Harmonizado (verde); (C) scFv Harmonizado (verde) e scFv Humanizado (vermelho); e (D) scFv Caótico (laranja) e scFv Humanizado (vermelho).   

	4.6.2 Estudo da influência das concentrações dos scFvs na agregação 
	 
	Figura 28: Análise da agregação do scFv Murino em função da concentração. O gráfico apresenta a detecção de partículas do anticorpo murino em concentrações crescentes de 0,05 mg/mL (preto), 0,1 mg/mL (azul), 0,3 mg/mL (verde) e 0,6 mg/mL (vermelho). O aumento da concentração – especialmente 0,6 mg/mL –  apresentou um aumento esperado no tamanho de partículas, ao mesmo tempo que a redução para 0,05 mg/mL permitiu a observação de agregados com menor tamanho hidrodinâmico.   
	Tabela 12: Parâmetros de agregação por DLS em diferentes concentrações do scFv Murino. 

	 
	Figura 29: Análise da agregação do scFv Humanizado em função da concentração. O gráfico apresenta a detecção de partículas do anticorpo humanizado em concentrações crescentes de 0,05 mg/mL (azul), 0,1 mg/mL (preto), 0,3 mg/mL (verde) e 0,6 mg/mL (vermelho). Os dados mostram que o scFv Humanizado tem maior homogeneidade de tamanho hidrodinâmico detectado em amostras de 0,6 a 0,1 mg/mL. Ademais, as menores partículas do anticorpo foram detectadas na concentração de 0,05 mg/mL, indicando que a formação de agregados é influenciada pela concentração da amostra deste scFv. 
	Tabela 13: Parâmetros de agregação por DLS em diferentes concentrações do scFv Humanizado. 

	 
	Figura 30: Análise da agregação do scFv Harmonizado em função da concentração. O gráfico apresenta a detecção de partículas do anticorpo harmonizado em concentrações crescentes de 0,05 mg/mL (preto), 0,1 mg/mL (azul), 0,3 mg/mL (verde) e 0,6 mg/mL (vermelho). Observa-se que este anticorpo apresentou uma distribuição de partículas majoritariamente menores em todas as concentrações testadas, o que sustenta a hipótese da redução de agregação predita pela alteração da sequência primária do scFv Harmonizado. 
	Tabela 14: Parâmetros de agregação por DLS em diferentes concentrações do scFv Harmonizado. 

	 
	Figura 31: Análise da agregação do scFv Caótico em função da concentração. O gráfico apresenta a detecção de partículas do anticorpo caótico em concentrações crescentes de 0,05 mg/mL (preto), 0,1 mg/mL (azul), 0,3 mg/mL (verde) e 0,6 mg/mL (vermelho). A variação da concentração deste anticorpo teve, aparentemente, pouca influência no tamanho das partículas, uma vez que a maioria das detecções foram de aproximadamente  100 nm. A concentração de 0,6 mg/mL mostrou leituras de partículas de 10 nm, em contradição com o esperado pelos experimentos anteriores com os outros scFvs. Gráficos obtidos no software ZetaSizer. 
	Tabela 15: Parâmetros de agregação por DLS em diferentes concentrações do scFv Caótico. 



	4.7 Capacidade de Ligação ao BCMA por Citometria de Fluxo 
	4.7.1 Citometria com a linhagem celular Raji 
	Figura 32: Reconhecimento do antígeno BCMA em células Raji. A citometria de fluxo foi realizada com anticorpos fluorescentes anti-His tag, além do anti-BCMA comercial como controle positivo. (A) Os gates para a seleção da população de células únicas está apresentado à esquerda, e para a seleção das células não marcadas (NS) com anti-His à direita. (B) O gráfico à esquerda mostra a presença do antígeno BCMA, por meio da ligação do anticorpo comercial; já o gráfico à direita apresenta a detecção da ligação específica dos quatro scFvs anti-BCMA desta pesquisa. (C) Os gráficos de scatter plot mostram que os scFvs foram capazes de ligar ao alvo, sendo detectados: 23,6% para o Murino, 19,8% do Humanizado, 21,5% para os Harmonizado e Caótico. 

	4.7.2 Citometria com a linhagem celular U266 
	4.7.2.1 Avaliação inicial de ligação em células tumorais 
	Figura 33: Análise fenotípica das células de mieloma múltiplo U266. (A) Citometria de fluxo das células U266, com os três gates selecionados como: “All cells”, composto pela população mais granulosa, ou “Granulocítica”, e menos granulosa ou “Linfocítica”. (B) Gráficos da detecção com anticorpo anti-CD19 conjugado a PE nas três populações de células. (C) Detecção do antígeno CD20 com anticorpo FITC nas três populações estudadas.  
	Figura 34: Ligação dos scFvs em células de mieloma múltiplo U266. Citometria de fluxo das células U266 com os anticorpos anti-BCMA comercial (verde), Murino (laranja), Humanizado (rosa), Harmonizado (roxo) e Caótico (azul). As populações analisadas estão apresentadas em (A) “all cells”, (B) “mais granulocíticas” e (C ) “menos granulocíticas”. 
	Tabela 16: Intensidade de Fluorescência Média (MFI) dos scFvs.  


	4.7.2.2 Análise do reconhecimento antigênico em função da concentração dos anticorpos recombinantes 
	Figura 35: Capacidade de ligação dos scFvs em diferentes concentrações. Citometria de fluxo com as células U266 da titulação com as concentrações de 0,5 µg (A), 1 µg (B) e 2 µg (C) dos scFv anti-BCMA Murino (laranja), Humanizado (vermelho), Harmonizado (verde) e Caótico (rosa). 
	Tabela 17: Intensidade Média de Fluorescência (MFI) da citometria com diferentes concentrações dos scFvs.  

	Figura 36: Ligação específica dos scFvs anti-BCMA em células alvo. Análises da Intensidade de Fluorescência Média (MFI) da citometria de fluxo com células U266 da titulação com (A) 0,5 µg, (B) 1 µg e (C) 2 µg dos scFvs Murino (laranja), Humanizado (vermelho), Harmonizado (verde) e Caótico (rosa). Estatística feita com ANOVA One-Way e pós-teste de Tukey. * p <0,05; ** p<0,01; ** p<0,001; *** p< 0,0001. 
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