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Evolucao Natural de Proteinas

® MutacOes aleatorias nos genes codificantes de
proteinas podem levar a mudancas estruturais em
dominios localizados, ou afetar completamente a
estrutura tridimensional da proteina.

® Estrutura tridimensional global protéica define sua
funcao.

® Mudancas estruturais pontuais podem afetar a funcao
protéica positiva ou negativamente.




Evolucao Natural de Proteinas

® As mudancas funcionais nao-disruptivas da estrutura
tridimensional global podem:

» aumentar a eficiéncia catalitica de enzimas;

» alterar a especificidade do substrato enzimatico;

» alterar a especificidade reacional de enzimas;

» alterar a especificidade de interacao proteina-ligante;
» aumentar a forca de interacao proteina-ligante.

® Selecao natural definira se as novas caracteristicas
funcionais serao mantidas no genoma do organismo.




Phage Display
Técnica desenvolvida em 1985 por George P. Smith.

Nobel de Quimica — 2018 dedicado a G.P. Smith,
Gregory P. Winter (peptideos e anticorpos em phage

display) e Frances H. Arnold (evolucao dirigida de
proteinas).

© Nobel Media AB. Photo: A. © Nobel Media AB. Photo: A. © Nobel Media AB. Photo: A.
Mahmoud Mahmoud Mahmoud

Frances H. Arnold George P. Smith Sir Gregory P. Winter

hdagéo Nobel, www.nobel.org




Phage Display

® Objetivo: apresentar proteinas, ou peptideos, na
superficie de bacteriofagos para estudar interacao in
vitro com ligantes/substratos.

¢ Atualmente utilizado principalmente para realizar a
evolucao dirigida de peptideos e anticorpos para uso
em diagndstico e tratamento de doencas.




Phage Display — M13

Bacteriofago M13
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Phage Display — M13

Amplificacdo do fago: replicacdo e montagem de novos fagos.
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Phage Display — M13 Recombinante

® Por meio de técnicas de Biologia Molecular, a regiao
codificante de proteina/peptideos € fusionada a regiao
codificante da proteina G3P no DNA viral.

Fragmento proteico
fusionado a uma
G3P modificada.




Phage Display — M13 recombinante

® ModificacOes no genoma viral insere sitios de digestao
de tripsina nas proteinas G3P nao-fusionadas.
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fragmento estava ligado.




Phage Display
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Phage Display e Evolucao Dirigida

Bibliotecas de peptideos com mutacfes aleatorias, ou
especificas, criadas por reacao em cadeia da
polimerase (PCR) das regioes codificantes.

Clonagem das bibliotecas em bacteriofagos M13 para
criacao de biblioteca de Phage Display.

Selecao artificial in vitro e obtencao de peptideos
mutadas com interacao muito especifica e forte com o
ligante de interesse.

Novas proteinas/peptideos nao encontrados
naturalmente, mas com melhor especificidade.




Phage Display e Evolucao Dirigida

Exemplo: Desenvolvimento de anticorpos por evolucao dirigida.

Estrutura de um anticorpo to tipo 1gG.




Phage Display e Evolucao Dirigida
Exemplo: Desenvolvimento de anticorpos por evolucao dirigida.

Mecanismos de acdo de medicamentos baseados em anticorpos.
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Phage Display e Evolucao Dirigida

Exemplo: Desenvolvimento de anticorpos por evolucéao dirigida.
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Phage Display e Evolucao Dirigida

Alguns anticorpos comerciais desenvolvidos por evolucéo dirigida em phage display.

Nome N&o- Fase de Indicacao de
Alvo Companhia
Proprietéario desenvovimento tratamento

Aprovado

AdalimumAb AbbVie (FDA. 2002) Artrite reumatoide
"~ Aprovado ~
RanibizumAb VEGF A Genentech (FDA. 2006) Degeneracao macular
: Estimulador do Aprovado LUpus eritematoso
Salluliiaie linfocito B SIS (FDA, 2011) sistémico
: Antigeno Aprovado
RaxibacumAb protetor GSK (FDA. 2012) Anthrax
: ImClone / Aprovado Cancer de pulmao
NecitumumAb Receptor EGF Lilly (FDA, 2015) (SNSC)
RamucirumAb REEg LIz Inelems s AP C?(r')]l(c:)ir ((aj zg Stlcj)lrrrr]%?)o’
VEGF Lilly (FDA, 2014) P

(SNSC)

Atualmente, j& ha mais de 20 anticorpos comerciais para tratamento de
e cancer aprovados pela FDA!




