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2. Descricéo

Os diversos tipos de cancer estdo entre as doencas que mais afetam a populacdo mundial, sendo
gue, em muitos deles, ndo existem tratamentos eficazes e, portanto, a busca por novas drogas e
agentes antitumorais tém sido o maior desafio da industria farmacéutica. Diante disso, a
imunoterapia tem surgido como uma abordagem promissora no tratamento de diversas neoplasias,
estratégia em que o sistema imune do proprio paciente é artificialmente estimulado a responder
contra as células malignas que podem representar uma ameaca. Recentemente, a utilizacdo de
células T engenheiradas para expressar Receptores de Antigenos Quiméricos (CARS) tem
demonstrado excelente resposta clinica, especialmente no tratamento de neoplasias
hematoldgicas. A imunoterapia com CAR-T-cells envolve a tecnologia de transferéncia génica, em
que os linfocitos T do paciente sao retirados e modificados, sendo a regido de reconhecimento do
antigeno substituida por um fragmento de um anticorpo especifico para o alvo tumoral, aumentando
0 potencial citotoxico dessas células e levando a morte das células malignas. O principal formato
utilizado para esse fim sdo os fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) e para garantir o
sucesso do tratamento, o fragmento do anticorpo utilizado deve possuir alta especificidade para o
marcador tumoral, a fim de evitar off-targets e uma afinidade ideal, capaz de gerar uma ativacéo
correta dos linfécitos. Assim, o desenvolvimento do scFv € uma etapa fundamental no processo da
imunoterapia celular e abordagens modernas de engenharia de proteinas podem ser usadas para
desenvolver o fragmento ideal. Este trabalho prop&e a obtencéo de fragmentos de anticorpos do
tipo scFv que apresentem diferentes afinidades por marcadores tumorais expressos na superficie
de células B em linfomas e que tem sido alvo para diversas constru¢des de CAR. Para isso sera
utilizado uma abordagem que utiliza analises de simulac¢éo de dindmica molecular para proposi¢ao
de mutacdes que promovam a melhor interagdo do anticorpo, com seu antigeno. A capacidade dos
scFv selecionados de promover atividade citotdxica e ativagao linfocitaria seré avaliada por ensaios
de ELISA, citometria de fluxo e kits para dosagem de citocinas, marcadores de superficie celular e
ativacao de fatores de transcri¢cdo. As células a serem usadas nos ensaios serdo provenientes de
linhagens estabelecidas, como Jurkat, Raji e K562. Os scFv seréo expressos de forma
recombinante em linhagem de Escherichia coli comercial (Shuffle), utilizando plasmideo pET28a
gue insere uma cauda de histidina (His-tag) na porcao N-terminal da proteina, possibilitando sua
posterior purificacdo usando cromatografia de afinidade em resina de niquel. Um passo adicional de
purificacdo sera feito em coluna cromatografica de gel-filtracéo, garantindo a obtencéo de proteinas
com alto grau de pureza e sem a presenca de acidos nucleicos provenientes do organismo usado
na expressao, uma vez que além dos passos de purificacéo ja descritos, € sabido que acidos
nucleicos sdo degradados durante o processo de sonicacdo, usado na etapa de lise celular. Por
fim, importante ressaltar que todas etapas envolvendo a expressao e purificacdo de proteinas
recombinantes seréo realizadas no Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) do NPDM, que



possui Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) no 102/99, processo n°:
01250.030106/2018-96.

3. Justificativa de Uso

A Fiocruz Ceara atua no estado desde 2009, e em 2018, inaugurou sua sede que fica na cidade de
Eusébio. O nucleo promove o intercambio de profissionais e iniciativas para a estruturacdo de suas
acOes na regido. Enquanto a sede administrativa j4 esta em plena atividade, o uso das instala¢ges
laboratoriais esta previsto para segundo semestre de 2020. Enquanto isso, colaboracfes foram
firmadas com instituicbes de pesquisa publicas e privadas do Estado, dentre as quais, destacamos
a parceria com a Universidade Federal do Ceara. Desta forma, a utilizacdo da unidade multiusuario
€ de fundamental importancia para continuidade das pesquisas em andamento e fortalecimento do
processo de colaboragéo com os grupos de pesquisa do NPDM.
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