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INTRODUGAO:

Apesar dos esforcos para o desenvolvimento de novas drogas e tratamentos, o cancer ainda
representa um problema de salde publica mundial. Ainda, levando em conta o crescente ritmo de
envelhecimento da populacdo, é importante projetar um crescimento expressivo na prevaléncia destas
doencas pelos proximos anos, demandando ofertas de servicos de atendimento e tratamentos
adequados, além de investimento em alternativas aos tratamentos convencionais ja estabelecidos
(Kanavos, 2006).

No cancer, o escape a eliminacdo pelo sistema imune e o estabelecimento da doenca ocorrem
pela modulacao e regulacéo da resposta imune do hospedeiro. Em muitos casos, esta condicdo cronica
leva a diferenciacdo das células T CD8+, que sofrem com o estimulo constante do antigeno, formando
uma populacédo de células T com deficiéncia em sua fungéo, as quais ndo conseguem proliferar ou se
tornar células efetoras funcionais (Mclane et al., 2019).

Essas populagdes de linfécitos exauridos apresentam niveis persistentemente elevados de
expressao de multiplos receptores inibitérios, conhecidos como pontos de controle imunolégicos, os
guais sdo componentes enddégenos do sistema imune responsaveis por coordenar a resposta imune
fisiolégica, controlando negativamente a estimulagdo de linfocitos T (Di Cosimo et al., 2020). Sob
condic¢des fisioldégicas normais, sua fungéo é servir de um ponto de controle, mantendo a auto toleréncia
e prevenindo imunopatologias. Entretanto, essas moléculas também participam de mecanismos de
escape, causando disfungbes nas populagfes de células T em diversos tipos de tumores (Cai et al.,
2020).

O ponto de controle imunolégico TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3) é expresso

por uma variedade de células imunes como T CD4+, T CD8+, NK, macréfagos, células dendriticas e
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células B (Wolf et al., 2020). O TIM-3 é um regulador negativo de células T CD4+ e CD8+ produtoras de
IFN- (Anderson, 2012; Yan et al., 2013), além de atuar diretamente na exaustdo de células T e
indiretamente na promoc¢ao de células supressoras derivadas de mieldides 3, regulacdo da resposta de
citocinas em células mieloides e expressao no endotélio associado a tumor. Além disso, o TIM-3 pode
influenciar o desenvolvimento do cancer diretamente por meio de sua expressao em células-tronco
cancerigenas. Esse potencial de multiplos modos de acdo do TIM-3, posiciona o TIM-3 como um
candidato atraente como alvo clinico (Anderson, 2012).

Até o momento, a molécula de TIM-3 foi descrita interagindo com quatro ligantes distintos, aos
guais pode se ligar simultaneamente: Galactina-9, Fosfatidilserina, HMGB-1 (high mobility group protein
B1) e CEACAM-1 (carcinoembryonic antigen-relates cell adhesion molecule -1), no entanto, ainda existe
controvérsias a respeito dessas interacdes. No entanto, a inibicdo das interacdes de TIM-3 com os
receptores das células imunes, pode trazer informacdes relevantes que auxiliem na modulacdo dessa
molécula e consequente a melhora do progndstico dos tumores relacionados a sua expressao, uma vez
gue os tumores evadem o sistema imunolégico a partir da selecdo de variantes celulares resistentes a
células efetoras, regulando positivamente os receptores imunes inibitérios das células T (Beatty and
Gladney, 2015; Vinay et al., 2015).
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Figura 1. Modelo de sinalizagéo de TIM-3 em células T. FONTE: (Acharya et al., 2020)

Neste contexto, o bloqueio deste ponto de controle imunolégico pode restaurar a capacidade das
células T de eliminar tumores.

O uso da tecnologia do DNA recombinante permitiu a clonagem e expressao de proteinas
heterdlogas em larga escala, este método tdo extenso leva a producgéo e purificagdo de proteinas com
alto rendimento. Uma das técnicas mais utilizadas dentro da expressédo e purificagdo heterdloga é
construir uma proteina de fusdo recombinante contendo a proteina de interesse e um marcador de
afinidade. O fragmento constante do anticorpo IgGl (dominio Fc) é um marcador de afinidade
conveniente que afeta positivamente o rendimento, a solubilidade, a estabilidade, o dobramento e até a

atividade das proteinas.
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Ainda, no caso de proteinas cujas modifica¢cdes pds-traducionais podem ser fundamentais para
sua funcionalidade, a utilizacéo de protocolos de expressao em células eucaridticas é o mais adequado.
Dessa forma, o presente trabalho produziu o ponto de restricado imunolégico TIM-3 fusionado a porcao
FC da imunoglobulina IgG1, expressando essa molécula em células HEK293. As linhagens de células
de rim embrionario humano 5 (HEK) sdo usadas para o desenvolvimento de proteinas recombinantes
porque sao altamente transfectaveis. Essas células contém a regido inicial 1 (E1) do genoma adenoviral
e expressam as proteinas adenovirais E1A e E1B. Ja as células, 293T, sao derivadas de HEK293 -
transfectadas de forma estavel com o antigeno T de SV40 e com suspensado adaptada (Arena et al.,
2018).

METODOLOGIA:

Bactérias DH5a quimiocompetentes foram transformadas com a construcéo sintética pcDNA3.1-
TIM-3_ECD-FC (Figura 2), clones positivos foram selecionados para crescimento em meio Luria-Bertani
(LB) e antibi6tico ampicilina. Em seguida, realizou-se a extracdo de DNA plasmidial para amplificacéo

da construcdo sintética, obtendo-se 1942.2 ng/ul de DNA plasmidial purificado.
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Figura 2. Representacédo esquematica da constru¢cdo pcDNA3.1-TIM-3-FC enviado para sintese.

O DNA plasmidial foi entdo transfectado em células HEK 293-T para expressao transitoria da
proteina recombinante, realizando-se cromatografia de afinidade com a proteina G do sobrenadante das
células para a purificacdo de TIM-3_ECD-FC. O rendimento da purificacéo foi de 1,3 mg/L e a analise
por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) da proteina

recombinante purificada exibiu uma Unica faixa em ~ 50kDa (Figura 3), sugerindo alta pureza.
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1- Protein marker ladder kaleidoscope
2- Sample TIM-3-FC

3- Flow TIM-3-FC

4- Eluted TIM-3-FC

Figura 3. SDS-PAGE da amostra de TIM-3-FC, flow e eluido da purificacao.

A funcionalidade da proteina foi primeiramente analisada por ELISA indireto, avaliando o
reconhecimento do TIM-3-Fc por anticorpos de conformacéo especifica anti-TIM-3 e anti-humano Fc,

confirmando o seu adequado estado de dobramento.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nossos resultados parciais demonstram o sucesso da clonagem, expressao e purificacdo de TIM-
3 _ECD-FC funcional em células HEK-293T. Andlises funcionais para avaliar a capacidade
imunomoduladora da molécula estdo sendo realizadas para validar o seu potencial como ferramenta
imunoterapéutica antitumoral. Ademais, a transfeccdo de células HEK-293 com a construcao plasmidial
pcDNA3.1-TIM-3-FC esta em andamento para estabelecimento de linhagem celular com expressao
continua de TIM-3_ECD-FC.
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