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Resumo

Atualmente no Brasil ocorrem cerca de 20.000 atédenfidicos anuais, sendo 90%
deles causados por serpentes do géBetbrops A soroterapia ainda € o tratamento mais
comum para acidentes com animais peconhentos, rapesdoxicidade gerada pela
utilizacdo de anticorpos equinos. Esse tratameodie induzir inflamacéo, faléncia renal e
até choque anafilatico. Entretanto atualmente s&giudos vém sendo desenvolvidos no
intuito de minimizar esses efeitos colaterais,umdo o desenvolvimento de anticorpos
mais especificos e menos imunogénicos, que podesidostituir ou até mesmo atuar em
conjunto com a soroterapia convencional.

A fosfolipase A (PLA;) é o principal antigeno encontrado no veneno daesée
Bothrops atroxe € o responsavel pela miotoxicidade, inflamacaw@&ose. Anticorpos
monoclonais (mAbs) contra esse antigeno foram pidds em camundongos e se
mostraram capazes de neutralizar eficientementdivedaale miotdéxica dessa PLA
(Kanashiroet al, 2002). O objetivo desse trabalho foi entdo humaaro anticorpo anti-
PLA, A85/9-4 produzido por Kanashiro e colaboradore®©220visando o seu uso clinico
no tratamento de envenenamentos com essa serpente.

Inicialmente os genes codificadores das cadeiaawess leve e pesada do mAb
foram sequenciadas a partir da clonagem do cDNindaoglobulina vindo do hibridoma.
Para humanizar esse anticorpo as regides detern@inde complementaridade (CDRS)
murinas foram transferidas para arcaboucos humgaasinais escolhidos em bancos de
dados devido a sua alta similaridade com as se@$nwrinas. A porgcao variavel (Fv)
humanizada proposta tem apenas 16 residuos de&uigaos ndo-humanos na cadeia leve e
9 na cadeia pesada. As seqiéncias codificadorgsodg®es variaveis foram sintetizadas e
clonadas na forma de scFv (fragmento variavel deiaainica) em vetor de expressao em
Pichia pastoris Entretanto, durante a expressao do scFv ver#seown formacao de
agregados no sobrenadante de cultura, dificultasudo purificacdo e comprometendo o
rendimento. Para diminuir essa agregacao as poxgies/eis do anti-PLAforam entdo
clonadas e expressas na forma de FvFc o que tpossivel a purificacdo e a realizagcao

dos testes de afinidade do anticorpo humanizaddta@mento FvFc recombinante se



XX

mostrou capaz de reconhecer tanto o extrato bratgpetonha quanto a fosfolipase
purificada, além de ter sua ligagao inibida petspnca do mAb original.
Os testesin vitro sugerem que os FvFcs humanizados possam apresentar

desempenho similar ao mAb em futuros testes deatiezaicdon vivo.
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Abstract

Nowadays in Brazil there are about 20000 snakedants annualy and 90% of
them are with thd&othropsspecies. The serotherapy is the commonest treatmemimal
poison accidents, despite of the toxicity triggef®d equine antibody utilization. This
conduct can induce inflammation, kidney failure améphylactic shock. Nowadays several
studies have been developed to minimize thesetedlaeffects included the developing of
more especific and less immunogenic antibodies toatid be used to substitute the
conventional serotheraphy or in association with ifeatment.

The Phospholipase,APLA,) is the principal antigen found in tigothrops atrox
venom and causes miotoxicity, inflammation and ogist Monoclonal antibodies (mAbs)
against this antigen were produced in mice and akle to neutralize the miotoxic activity
of PLA; efficiently (Kanashircet al, 2002). The objective of this work was to devetop
humanized form of the antibody anti-PLA2 A85/9-&€g¢wuced by Kanashiret al (2002),
aiming its clinical use for snake poisoning treatine

Initially the light and heavy chains of the mAb wedetermined by cloning Ig
cDNA from mAb’s hybridoma. To humanize this antipppthe light and heavy chain’s
CDRs of the murine mAb were transferred to a huframework, chose on the database of
human germline V genes because their high simjlarith the murine sequences. The
proposed Fv has 16 non-human residues in the dighin and 9 in the heavy chain. The
sequences of the variables regions were synthesizédnitialy cloned as a scFv (single
chain variable fragment) in expression vectorRarhia pastorisheterologous expressions.
But during the expression this form induced agregagtnd couldn’'t be purified. To
minimize this agregation the variable regions of #nti-PLA were cloned as a FvFc
fragment and in this form was possible the purifamaand tests of afinity of the humanized
form. The recombinant FvFc antibody fragment wde &t recognize the total venom and
the purified PLA. And was inhibit by the original mADb.

The results of then vitro tests suggest that the humanized FvFcs can bésimi

results of the original mAb im vivo neutralization tests.



1 — Introducgao

1.1- Acidentes ofidicos no Brasil

Os acidentes com serpentes peconhentas - acidditiess - sdo muito frequentes no
Brasil e demais paises tropicais (Bochner & Stnehi2003). Vital Brazil foi o primeiro a
discutir a epidemiologia dos acidentes ofidicosBnasil, no inicio do século XX. Segundo
dados daquela época ocorriam anualmente cerca 80 4nortes anuais causadas por
acidentes ofidicos, que se deviam principalmenf@ta de conhecimento da populacdo em
relacéo a prevencao aos acidentes e ao tratamasvoqrdida (Brazil, 1911).

Até mais da metade do século XX todos os dadosistgtas e epidemiologicos sobre
esses acidentes no Brasil eram baseados apenas‘bobeins de observacdo de
envenenamentos por mordidas de serpentes”, os erais enviados voluntariamente pelos
pacientes tratados com antivenenos no InstitutarBah em S&o Paulo e no Instituto Vital
Brazil no Rio de Janeiro (revisado por Bochner &u&tiner, 2003). Apenas em 1986 o
Ministério da Saude criou o “Programa Nacional dmt®le de Acidentes por Animais
Peconhentos”, que passou a organizar a producétribulcdo dos antivenenos e a catalogar
esses acidentes (Brasil, 1987).

Atualmente, segundo dados do Ministério da Sauddrasil ocorrem entre 19 e 22
mil acidentes ofidicos por ano (Brasil, 2001). Segde esse dado ainda é subestimado, pois
corresponde apenas aos casos que chegam a seifecadust. Segundo o SINAN, Sistema de
Informacgédo de Agravos de Notificacdo, 6rgdo tamldénMinistério da Saude, esse numero
esta crescendo: em 2001 foram 18.895 casos, cadiBd48 em 2005, 0 que representa um
aumento de 51%, que se deve, principalmente, ane#pada zona urbana e consequente
invasao do habitat das serpentes (Tatsch, 2006).

As vitimas mais frequentes desses acidentes sdensoemtre 20 e 30 anos, em geral
trabalhadores rurais, os quais muitas vezes n&uposequipamentos de protecdo adequados,
como luvas e botas (Silvet al, 2003). Oitenta por cento das picadas ocorrem nesepé
pernas, 19% nas maos e antebracos e 1% em difelentdidades do corpo (Fundacentro,
2001).



1.1.1 — Os acidentes com o0 géneBmthrops

De acordo com dados do Ministério da Saude, dersireasos de acidentes ofidicos
16,3% nao possuem identificacdo da serpente (Meieiral, 2000). Entretanto, dentre os
casos em que a serpente € informada, o géBettwropsé o responsavel por 90,5% das
notificagdes. Portanto, sdo registrados anualnEh@00 acidentes botropicos com letalidade
em torno de 0,6% dos casos tratados (Brasil, 2@0dyra 1).

Bothrops 90,5%

Micrurus 0.4%

Crotalus 7,7%

Lachesis 1,4%

Figura 1. Distribuicdo dos acidentes ofidicos segdn o género da serpente peconhenta
no Brasil. Bothrops — jararacas, Crotalus — cascavéis, Lachesurucucus e Micrurus
corais. Dados do Ministério da Salde. (adaptadgraksl, 2001).
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O quadro clinico caracteristico dos acidentes ba@o§ € caracterizado por dor,
hemorragia e processo inflamatério agudo no loaaindrdida, incoagulabilidade sanguinea,
gengivorragia, equimoses e hematuaria. Esse quadnodg agravado pode levar a necrose e
amputacdo do membro onde ocorreu a mordida e tarabid&@morragia intensa e insuficiéncia
renal, responsaveis pela morte da vitima, quando®¢Medeirost al., 2000).

De acordo com os acidentes catalogados apesar \¢@eno crotalico ser o que
apresenta maior letalidade (por levar a insufig@nmenal mais rapidamente) o veneno
botrépico € o que leva ao maior nimero de necreseaputacdes (Ribeiro & Jorge, 1997 e
Pinhoet al, 2004).



1.2— O veneno deBothrops atrox

Dentre as espécies de serpentes do género Botarmositradas no Brasil esta a
Bothrops atrox Sua localizacdo geografica abrange toda a regiézonica brasileira (Pardal
et al, 2004) (Figura 2).

Bothrops atrox
(jararaca, jararaca-do-norte)

Figura 2. Foto de uma serpente da espécRothrops atrox e sua distribuicdo pelo
territério nacional. A B. atroxé encontrada principalmente na regido norte dsiBeaé
popularmente conhecida como jararaca ou jararagede (adaptada de Medeirets al
2000).

O veneno deBothrops atroxé caracterizado por uma intensa atividade proieslit
oriunda de seus componentes, que abrange proteiaa®sfolipases (Guércet al, 2006).
Essa caracteristica ja havia sido descrita desdieio do século XX por Vital Brazil por ser
responsavel pela intensa necrose observada nos dasenvenenamento por essa serpente,
que na época era nomedgrchesis atroXBrazil, 1911).

Dentre os componentes do veneno das serpentesdmgéthropsexistem trés tipos
de enzimas as quais participam na fisiopatologiaedeenenamento causado pessas
serpentes, as serino-proteinases, as metalo-pasémine as fosfolipases,.AAs serino-
proteinases agem sobre o sistema de coagulacadiiseage sao responsaveis pela
hemorragia, as metalo-proteinases Zn-dependent®dRS) também produzem hemorragia e
as fosfolipases A(PLA;) agem na membrana celular induzindo miotoxicid@@mnarozziet
al., 2006). As SVMPs e as PLAao também potentes indutores da inflamacdo esecr

tecidual tipica dos envenenamentos botropicos (#rdtinangeet al, 2000).



1.2.1 - A fosfolipase A(PLA>)

As PLA; encontradas nos venenos de serpentes sédo poteatesinas que tém como
funcdo auxiliar na digestdo da presa. Além do verdm serpentes muitos outros venenos
animais contém miotoxinas, como os de abelhas@amées (Lomontet al, 2003). Mais de
150 PLA ja foram caracterizadas em venenos animais (Mal&itambeau, 2000).

Nos venenos das serpentes do géBetbropsas miotoxinas sdo quantitativamente os
mais importantes componentes, 0 que caracterizéntenso poder necrosante. Varias delas
vém sendo isoladas e caracterizadas nas Ultimasla®e todas pertencem ao grupo das
fosfolipases A (Gutiérrez & Lomonte, 1995).

Os efeitos da injecdo intramuscular da Rlbétropica sdo uma série de rapidos e
drasticos eventos degenerativos iniciados em dizehembrana celular que culminam com a
desorganizacédo das miofibrilas, digestdo dos maiofntos, condensacao da cromatina e, por
fim, necrose do musculo esquelético (Zamuetéal, 2004). Em casos severos esses efeitos
locais podem levar a perda permanente de tecidmpeatacdo (Rucavado & Lomonte, 1996).

As PLA; encontradas nos venenos botropicos se dividem ashgidupos, um que
apresenta o aminoécido lisina na posicao 49 daipe({K49-PLA) e outro que apresenta um
acido aspartico nessa posicao (D49-PLAmbas sado responsaveis pelo efeito necrosante,
entretanto atuando por diferentes mecanismos (Kaoat al, 2002 e Zulianet al, 2005) e
todas apresentam similaridade significativa, conncpe variacdes de residuos de aminoécidos
entre as diferentes espécies, como pode ser oblsemaaFigura 3.

As D49-PLA séo responsaveis por catalisar a hidrélise daepéster na regiasn2
dos glicerofosfolipideos desestabilizando assim embrana celular. As K49-PLLAn&o
apresentam essa atividade, pois ndo apresentand® a@partico 49, sitio de ligacdo ao
calcio, que é cofator dessa atividade catalitiaamanteet al, 2003). O sitio catalitico das
K49-PLA, € formado por uma combinacdo de residuos de anidosa basicos e
hidrofébicos, sendo a propria lisina 49 um desseis@acidos, proximos a regiao C-terminal
da proteina que interagem eletrostaticamente etrpemaa bicamada da membrana celular.
Esses eventos levam a uma desestabilizacdo da ameandmperda da permeabilidade seletiva

a ions como o calcio. Esse desbalanco idnico émportante mediador da necrose muscular



observada cerca de 3 horas ap0s a injecdo do vébhenmnteet al, 2003 e Gutiérrez &
Lomonte, 2005).

K49-PLA2 B. atroy P! s L ¥ E L G K MTIT L Q E T G K NUP ¥ T S Y G A4 Y G
B.aspe A S L F E L G K M1 L Q ET G K NUP 4 K S Y G A Y G
B. atroy B $ L ¥ EL G K MTIT L Q ET G XK NUP LT S Y GV Y G
Pl C N C G VI § RSB EP ED A T X E CCY I % V HEK
A C N C G VL 6 R 6K P KD AT DBERTCTCTY - - V HEK
B C N C G VvV 6 8§ R U KP KD IT B8 B cC Y . . V HEK
Pl C C Y K K I T
A C C Y K K I
B C C Y
D4S-PLA2B. atroy p3 f L 4 o0 F & & M I_N ¢ F ¥ kK F 4 § | 4 Y I . Y G
V.ammodvte ¢ N L F Q F A& KE M1 N G K L G A F & ¥ W N Y | 58 Y G
B. jararacuss p . L & o F U ¢ M1 ! & F 8 (@ X% ¢ F ) P ¥ Y I | Y G
B.jararace g b L W QF G 0 M MNP V M - E ¥ V V P N Y L ¥ Y G
P3 C Y ¢ G WG G G G Q@ P R DATUDTZ RTCTCTEV HDTCC
C C Y ¢ G WG G G G T P K DATUDTZ RTCTCTF VY HDCC
D C Y ¢ G WG G G G ¢ P K DA TDU RTCTCTF Y HDCC
E C Y ¢ G WG G I G K P R DATUDZ RTCTCTF VY HDCC
P3 Y c iy T
C Y G & I B [
D Y G . I | A
E Y 6 ¢ | | ¢

Figura 3. Alinhamento dos residuos de aminoacidos-términais de PLA;, encontradas

em venenos de algumas serpentes do gén8athrops. P1, A e B — K49-PLA P3, C, D

e E — D49-PLA. P1: K49-PLA deB. atrox P3: D49-PLA deB. atrox A: miotoxina Il de

B. asper B: PLA;deB. atrox C: PLA, deVipera ammodytes meridionali®: PLA; deB.
jararacussy e E: PLA de B. jararaca Residuos nao-idénticos entre as seqliéncias séo
mostrados destacados. Setas: residuos presenfessigdo 49 que diferenciam os dois
tipos de PLA. (Adaptada de Kanashigt al, 2002).

1.3— A soroterapia e a busca por novos tratamentos

Apesar do alto niumero de registros de acidenté#cof, que ocorre ndo sé no Brasil,
e de uma enorme quantidade de informacfes acernatdeeza dos venenos animais terem
sido relatadas na literatura cientifica nas Ultissadas, ndo foram adicionadas novidades na
terapia dos envenenamentos por toxinas animaisni€p dratamento existente, desde as
Ultimas décadas do século XIX, ainda € a soroter@icavado & Lomonte, 1996).

A soroterapia consiste em injetar no paciente uno smtiveneno composto por
anticorpos, ou fragmentos de anticorpos policlopaeiuzidos principalmente em equinos

(Rucavado & Lomonte, 1996). Entretanto, por ese&gemenos comerciais serem produzidos



contra uma mistura dos venenos de serpentes doangdnero (Ex: soro botropico, soro
crotalico), eles normalmente ndo sédo capazes dealiear todas as atividades antigénicas dos
venenos, podendo inclusive ndo ter nenhum tipo edgralizacdo dependendo da espécie
(Zamunéret al, 2004 e Silveet al., 2007).

Foi observado, por exemplo, que a atividade miasacite do veneno dgothrops
jararacussu ndo apresenta neutralizacdo pelo soro anti-bawémomercial brasileiro
produzido pelo Instituto Vital Brasil (Zamunét al, 2004). Esse soro anti-botrépico é feito
com uma mistura de venenos do género Bothropspsgme nessa mistura ndo esta o veneno
de B. atrox que apresenta 56% de neutralizagdo da atividadeenrosante por esse soro
(Pardalet al, 2004).

Mas o maior problema do tratamento soroterapicgidi@nal é que, por apresentar
grande quantidade de substancias heterdlogas denfgaccomo 0s préprios anticorpos
equinos, e devido a necessidade de se aplicarsvdoises repetidas, esse tratamento pode
gerar respostas imunolégicas adversas (Tamaebdzdi, 2006). A freqUéncia relatada dessas
respostas € muito variavel, de 4,6% até 87,2%yriamalesde respostas leves como urticéria,
tremores, tosse, nauseas, dor abdominal, pruridtber facial, até respostas graves, mais
raramente, semelhantes a reagcdo anafilatica oulaat@fle, com arritmias cardiacas,
hipotenséo arterial, insuficiéncia renal e chogloel @uadro obstrutivo das vias respiratérias
(Brasil, 2001).

Devido as graves consequéncias que podem sexdzamugelos acidentes ofidicos e as
reacOes causadas pelo tratamento soroterapiccitnaai, vém se aumentando as buscas por
tratamentos alternativos mais efetivos, como p@n®to, o uso de inibidores naturais de
origem animal e vegetal.

Dentre esses inibidores estdo alguns polissacara@onicos como a heparina, que ja
demonstrou ser um inibidor da atividade cataliieaPLA, de B. jararacussu(Melo et al,
1993) e deB. asper(Lomonte et al, 1994); alguns polissacarideos sulfatados como o
fucoidan, que se mostrou capaz de neutralizar eitogfcitotoxico e miotoxico da PLAde
varios venenos crotalicos por se ligar a regida@r@inal da proteina, citada anteriormente
como responsavel pela interacdo e desestabilizdagamembrana plasmatica (Lomonte &
Angulo, 2003); e alguns peptideos inibitérios en@dos nas proprias serpentes, como 0

AnMIP isolado recentemente do plasmaAdmpoides nummifeda América Central, que se



mostrou capaz de inibir ndo sé a RLi8olada da préprid. nummifercomo também d8.
asper(Quiroset al, 2007).

Dentre esses novos tratamentos propostos estartamhbéo de anticorpos especificos
para as enzimas responsaveis pelas a¢oes fisiogiaas do veneno (como a PY)A menos
imunogénicos ao paciente, como 0s anticorpos monaid (mAbs), anticorpos especificos
produzidos por um unico clone de células B. Essasoglobulinas vém se mostrando téo
eficazes na neutralizacdo dos efeitos do envenariamgeanto os soros policlonais presentes
nos antivenenos (Gutiérrez & Lomonte, 1995, Tamaret al, 2006), uma vez que se
mostraram capazes de neutralizar alguns dos seitsseEomo a atividade miotdxica da
prépria PLA em mais de 80%, em experimentos realizados emraongos (Gutiérrez &
Lomonte, 1995, Kanashirt al, 2002).

Sabendo disso, apds a caracterizacdo de doisdpdd A do veneno dd. atrox
uma pertencente as K49-PiA outra as D49-PLA Kanashiro e colaboradores, 2002,
conseguiram produzir dois anticorpos monoclond#8@36 e A85/9-4, desenvolvidos contra
essas enzimas capazes de inibir a atividade maatpgorém ndo a edematogénica, quando as

fosfolipases eram pré-incubadas com os mAbs eailjstem camundongos.

1.4— Imunoglobulinas

O que se busca ao se utilizar os soros de animaisizados com peconhas de
serpentes para o tratamento de acidentes ofidiaaséencdo de anticorpos que neutralizem a
atividade desses venenos. Os anticorpos ou imunalgias (lg) séo glicoproteinas que tém a
capacidade de se ligar a antigenos especificaneergerutar sistemas efetores para elimina-
los. A classe mais comum e abundante de imunogiebié a IgG, sendo, inclusive,
predominante entre os anticorpos de uso terapé&iiticoet al, 2005).

Cada IgG é formada por duas cadeias leves e peraiuteias pesadas idénticas entre
si. Cada cadeia leve € composta de um dominiovwer{&L) e um constante (CL), e cada
cadeia pesada é composta de um dominio variavel \kes constantes (CH1, CH2 e CH3).
Dentro de cada VH e VL sao encontradas trés altjzmmnadas regibes determinantes de
complementaridade, as CDRs 1, 2 e 3, que juntasafo os sitios de ligacdo ao antigeno, o

paratopo. Este corresponde a uma superficie corepkam ao epitopo (regido que €



reconhecida no antigeno) e define sua especifieidadhbaset al, 2000) (Figura 4). A
localizac&o das CDRs é bem definida e conservadengo ser identificadas pela numeracéao

dos residuos de aminoacidos das sequéncias deWhsegundo Kabatt al, 1991.

Fab

Fc

Figura 4. Representacdo esquematica de uma Ig&m verde, dominios constantes da
cadeia pesada. Em vermelho, dominios constantesadeia leve. Em azul, dominio
variavel da cadeia pesada (VH). Em rosa, dominicAvel da cadeia leve (VL). Linhas
amarelas, CDRs — regides determinantes de complaritame. Fv — fragmento variavel,
Fc — fragmento cristalizavel e Fab — fragmentormtauda digestdo com papaina (adaptado
de Maranhéo & Brigido, 2001).

Desde o estabelecimento da técnica de producddbdddmas para a obtencdo de
anticorpos monoclonais, em 1975, e da aprovac@oHRi2A —Food and Drug Administration
- do primeiro mAb (o anti-CD3 OKT3 usado para rettugle rejeicdo a transplantes) em
1986, a busca pelo uso de mAbs na terapia vemerrgscexponencialmente. Gracas as
inovacoes tecnoldgicas e ao desenvolvimento deaxptis engenheirados para a terapia essa
area representa uma das areas de maior crescimeimolUstria farmacéutica atual, com 19
deles ja em uso clinico e mais de 150 em faseedtie, tmovimentando um mercado de mais
de 30 bilhdes de ddlares anuais (Katral, 2005).

Porém, apesar do uso de anticorpos monoclonaisfipargerapéuticos ter um grande
potencial, esses tipo de tratamento possui umea;@oirimitada, pois como sédo de origem
murina, ou seja, produzidos a partir de hibridomados de esplendcitos de camundongos, 0s
mAbs sdo imunogénicos, isto é, provocam uma regguasnoral no organismo do paciente,

conhecida como a resposta HAMAYman Anti-Mouse Antiboglylsaacset al,1992). Em



testes realizados foi verificado que a resposta MWAdorre em mais de 80% dos pacientes
(Hwang & Foote, 2005). Como conseqiéncia dessaosesmps mMAbs sdo rapidamente
eliminados do corpo do paciente além de levar a i@sigténcia a terapia, que pode ocorrer
por eliminacdo desses anticorpos ou sua neutrabzdcsurushitet al, 2005).

Desde a década de 1980 varios estudos vém setmodem o objetivo de se reduzir a
imunogenicidade dos mAbs. Esses estudos sdo baseadentativa de se humanizar esses
anticorpos, ou seja, por meio de manipulacdes aisétrocar o maximo possivel de residuos

murinos para residuos humanos (Kashetial, 2005).
1.4.1 — Humanizacéao de anticorpos

A humanizacdo de anticorpos de interesse clinisa @ producdo de anticorpos
recombinantes derivados de anticorpos monoclonaisnos com uso potencial na clinica
médica. Busca-se deste modo produzir biofarmacaos iotunogenicidade reduzida e com
uma acdo efetora melhor. A estratégia de trabativolee a substituicdo progressiva das
sequéncias murinas por sequéncias homodlogas humasasdo obter moléculas com o
maior namero possivel de residuos humanos engqusmtpreserva a atividade ligante
(Morrisonet al, 1984).

Inicialmente os anticorpos humanizados consistianm®léculas quiméricas, com as
regides constantes (responséaveis pelas atividatsras) de imunoglobulinas humanas
fusionadas as regides variaveis (responsaveisielacdo com o antigeno) dos anticorpos
murinos produzidos pelo hibridoma (Morris@t al, 1984) (Figura 5). Sendo os dois
anticorpos recombinantes mais vendidos atualmesigeashticorpos quimeéricos: o anti-ThF
Remicad®, Centocor, e 0 anti-CD20 RituximabIDEC, que juntos movimentam um
mercado de mais de 3 bilhdes de délares anuaissf\W2005). Entretanto, apesar de serem
menos imMuNogénicos que 0S anticorpos murinos, essevrpos quiméricos ainda provocam
uma resposta em 40% dos pacientes conhecida camposta HACA (Himan Anti-Chimeric
Antibody (Hwang & Foote, 2005).

Atualmente, entretanto, trabalha-se com um nivedlaimaior de humanizacdo dos
anticorpos por meio da técnica @®R-grafting ou humanizacéo por transplante de CDR. A

técnica deCDR-graftingconsiste na transferéncia das CDRs, presentesadasas variaveis
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leve (VL) e pesada (VH), de um anticorpo murincapam arcabouco humano mais similar ao
murino (Caldast al, 2000) (Figura 5).

Humanizagéo

Anticorpo Monoclonal por Transplante de CDR

Murino

Figura 5. Representacdo esquematica das técnicas hilemanizacdo de anticorposEm
verde, o0 anticorpo monoclonal murino. A moléculantgra originada da fuséo das cadeias
variaveis leve e pesada murinas com os dominiostaotes humanos (em laranja). E o
anticorpo humanizado pelo transplante das CDR masirftinhas verdes) transferidas para
arcabougos variaveis humanos, em amarelo (Maratigdgido, 2001).

O primeiro anticorpo humanizado pela técnica degplante de CDR foi aprovado
para uso clinico em 1997 (o anti-IL2R ZendhaRDL) e desde entdo varias humanizacées
vem sendo realizadas com muitos anticorpos hundeszem fase de testes clinicos e alguns
ja aprovados para uso na terapia (Ktral, 2005). J& foi demonstrado que esses anticorpos
humanizados permanecem mais tempo no organismadenpe, demoram mais tempo a
induzir uma resisténcia a terapia e provocam uisposta, conhecida como resposta HAHA —
Human Anti-Humanized Antibodyem apenas 9% dos pacientes (Hwang & Foote, 2005)

A humanizacado por transplante de CDR ainda é dctécenais utilizada atualmente,
entretanto é discutida a necessidade de se mégiiaisaesiduos de aminoacidos murinos nos
arcabougos humanos, residuos considerados impEstpata a manutencdo da estrutura das

CDRs murinas transplantadas para os arcaboucos nesm@surushitaet al, 2005).
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Entretanto, outras técnicas de humanizacdo vénosgenvolvidas, todas com o objetivo de
reduzir ao minimo possivel o numero de residuosnmsino anticorpo humanizado.

Dentre essas técnicas podem ser citadas, por exempéscolha dos arcaboucos
humanos germinais que receberdo as CDRs murinasspellaridade entre as estruturas
tridimensionais das CDRs murinas e as CDRs humdonaanticorpo humano germinal
escolhido, desenvolvida com sucesso para o anticarpi-lisozima D1.3., por Hwang e
colaboradores, 2005. Ou a analise dos residuosnileacidos cruciais para a ligacdo do
anticorpo murino ao antigeno e transferéncia apeéesses residuos para o anticorpo humano
germinal, e ndo das CDRs inteiras, realizada carasso para um anticorpo que reconhece a
glicoproteina associada a tumor TAG-72, por Kashmicolaboradores, 2005. Ou ainda a
busca do melhor arcabouco humano fusionando as QOD&®as a uma mistura de
arcaboucos germinais humanos e realizando simffling ou varredura daqueles que
mantiveram a melhor afinidade de ligacdo ao antigeambém realizada com sucesso para
uma anticorpo anti-EphA2 (receptor de tirosina gaénhumano super expresso em muitos
canceres), por Dall’Acqua e colaboradores, 2005.

1.5— Expressao heterdloga de anticorpos e fragmentos dnticorpos

O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinand@s técnicas de producéo de
proteinas heter6logas em microorganismos vem plissido varios avancos na producéo de
anticorpos (Maranhd@o & Brigido, 2001). Inicialmerds anticorpos aprovados para uso
clinico eram anticorpos inteiros e produzidos efulag de mamifero, entretanto, atualmente
a producdo de anticorpos de interesse clinico maafae fragmentos vem aumentando, no
intuito de facilitar sua producdo em microorganisrt@mo a bactérigscherichia colie em
leveduras como Richia pastori$ e aumentar a taxa de producéo (Chapetah, 1999).

A expressdo de um anticorpo de interesse na foerfeagmentos depende da funcgao
gue se quer obter desse anticorpo. Caso seja Adaeasfuncdo efetora do anticorpo na
terapia é preciso se manter a regido Fc (como @)F@F Fc é responsavel pelas atividades
efetoras dos anticorpos, ou seja, € a regido qeeohhecida pelos demais componentes do

sistema imune levando a respostas como a citomeidalular dependente de anticorpos
(ADCC) e a citotoxidade dependente do sistema cemghto (CDC) (Abbast al., 2000).
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J& em outros casos outros fragmentos que mantégagid ao antigeno, mas nao
possuem o Fc (como o Fab e o scFv), podem ser ¢jspdo exemplo, para diagndsticos,
deliveryde drogas, quando se busca apenas a formacdadedomplexos, quando se deseja
uma eliminacao rapida desses fragmentos do orgaresnguando ndo se deseja as respostas
efetoras oriundas da regiao Fc (revisado por Hmallg Hudson, 2005 e por Chowdhury &
Wu, 2005) (Figura 6).

Fah

Fc WL

Fragmento Yariavel

(b) A, (C) de Cadsecigvlllnica S

Figura 6. Representacdo esquematica de alguns fragmtos de anticorpos.
Comparacéo entre uma IgG inte{eg o fragmento FvFc, que apresenta a regido Fc e duas
por¢cBes variaveifh), e o fragmento variavel de cadeia Unica, SfvEm verde, regides
constantes da cadeia pesada; em vermelho, regifs$antes da cadeia leve; em rosa,
regifes variaveis da cadeia leve (VL); em azulidesgvariaveis da cadeia pesada. Linhas
amarelas, CDRs - regides determinantes de complaritzde. Linha vermelha —
peptideo conector. Fv — fragmento variavel, Fagrrento cristalizavel e Fab — fragmento
oriundo da digestdo com papaina (adaptado de MawamBrigido, 2001).

Vérios fragmentos de anticorpos, principalmentesscfa foram expressos di coli,
entretanto, como na maioria das vezes esse fragrfieatretido no periplasma da bactéria a
taxa de producéo final do scFv purificado € babm, geral em torno de microgramas de
proteina por litro de cultura, dificilmente ultragando 2 mg/L (Freyret al, 2000 e
Damascencet al, 2004). Por isso, atualmente busca-se a proddeéses fragmentos em
outros microorganismos, como as levedBascharoyices cerevisiadichia pastoris

Estas leveduras vém demonstrando altos niveis pieesséo de fragmentos como o

scFv, chegando a atingir taxas de producdo de grdmaroteina final purificada por litro de
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cultura, como a expressao de 1,2 g/L de um schyaatigeno carcinoembriénico realizada
por Freyre e colaboradores, 2000, ou a expressdogde de um scFv humanizado anti-A33
(glicoproteina expressa em cancer de colon) cordqor Damasceno e colaboradores,
2004.

1.5.1 — Expresséao heterdloga eRichia pastoris

Durante as duas ultimas décadas, a levedura méfibat Pichia pastoristem se
mostrado um modelo de sucesso de producdo de nastéieterélogas e € o sistema de
expressao que tem se mostrado mais eficiente ppradacao de fragmentos de anticorpos
funcionais. Isso se deve a simplicidade das tésmleananipulacédo genética dessa levedura, a
sua capacidade de producdo e secrecdo de altds de/eproteinas heterdlogas e a sua
capacidade de realizar varias modificacbes poOsitiadais eucaridticas, como glicosilacao,
formacéo de pontes dissulfeto e processamentoqtitate (Cereghino & Cregg, 2000).

Em relacdo a outras leveduras utilizadas para aess@o de genes, como
Saccharomyces cerevisjaeP. pastorissem a vantagem de n&o realizar a hiperglicosilagéo
proteina secretada, como acontece na primeira, aé poderia tornar a proteina mais
imunogénica em humanos e/ou interferir no enovelmneda mesma, tornando-a
biologicamente inapta (Cregg, 1999). A expectatida sua utilizacdo para producdo de
biofarmacos cresce com o desenvolvimento de linfagedificadas para reproduzir padrbes
de glicosilacdo humanos (et al, 2006).

Uma outra vantagem da utilizacdo desse modelo altupéo é a possibilidade de se
utilizar metanol como indutor da expressédo da pratéeterologa. I1sso se deve ao fato de
gue, por ser uma levedura metilotréficeR.apastorispode usar o metanol como Unica fonte
de carbono e energia reduzindo os custos da prochet@réloga. Para isso a enzima alcool
oxidade (AOX), catalisadora da primeira reacédo eé#abvolizacdo de metanol na presenca de
oxigénio, deve ser expressa em altos niveis, pogsanta baixa afinidade por oxigénio. Isso
faz com que a AOX possa representar 30% das pastédtais celulares neste momento. E,
portanto a utilizacdo do promotor da AOX é um d@sdes responsaveis pelos altos niveis de
producéo das proteinas heterologas (Cereghino §C2900).
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Além disso, diversas proteinas heterélogas, induifragmentos de anticorpos tém
sido expressos na forma extracelular com sucessaevedura, chegando a atingir um nivel
de producdo de 25 mg/L em culturas em frasco déShiet al, 2003) e até mesmo 1,2 e 4
g/L em bioreatores, como citado anteriormente (fereyal, 2000 e Damascera al, 2004).
Essa producédo extracelular ainda tem como vantéaghtar os métodos de purificacao.

Alguns fragmentos de anticorpos ja foram produzidesacelularmente erRichia
pastorispelo grupo de Imunologia Molecular da UniversiddéeBrasilia, como o scFv anti-
CD18 (Caldaset al, 2003), o scFv anti-CD3 (Costa, 2004) e o FalrAMmNA (Burtet,
2006). Todos utilizando vetores de expressao debedus e melhorados pelo grupo e

expressos com rendimento de 2 a 100mg/L nas feag@et em frasco.

1.6 — A humanizac¢ao do anticorpo anti-PLA de Bothrops atrox

A técnica de humanizacao realizada no preserialb@ foi por meio de transplante de
CDR (Figura 5). Os fragmentos VH e VL do anticomponoclonal murino produzido por
Kanashiro e colaboradores (2002), foram isoladosRI0OPCR, usando o RNA total extraido
do hibridoma como molde, para a producdo do DNApmiementar (CDNA). Esse cDNA foi
entdo utilizado numa reacdo de PCR com iniciadespgcificos para amplificacdo de VH e
VL do mAb anti-PLA, descritos em Calda3999. Os fragmentos VH e VL obtidos nessas
PCRs foram posteriormente clonados em pGEM-T EA®Yiforme instru¢des do fabricante
(Promega), e sequenciados pelo método do dideaxiipando o sequenciador automatico
MegaBace (GE Healthcdte Essa parte do trabalho foi realizada anteriotenan inicio do
mestrado.

Para a expresséo dos fragmentos anti-PioAirinos e humanizados foi utilizado o
vetor de expressao extracelular @npastorispPlg LE scFv (Figura 7), que no caso dos
FvFcs teve a regido da proteina A trocada pelo CH3-humano. Esse vetor € uma versao
adaptada do vetor comercial pPlc 9 (Invitrdemue foi modificado inicialmente por
Andrade e colaboradores (2000) acrescentandoise @& clonagens e a prépria seqiéncia da
proteina A, com o objetivo de torna-lo ideal paexpresséo de scFvs recombinantes. O vetor

construido por Andrade e colaboradores (2000), edamde pPlg 16, foi novamente



15

melhorado por Luana Quilici, em seu projeto de EBIB2005), por meio da retirada de sitios
de restricdo indesejaveis e adicdo de um oligontideo sintético chamado Oligo E.

O Oligo E trata-se de um pequeno seguimento de DNA-
TCGAAAAAAGAGAGGCTGAAGCCGAGCTCGCCCGG-3') que foi imsido no
plasmidio entre a regido final do peptideo sinmli@o do scFv. A inser¢cdo desse oligo teve
como objetivo eliminar um sitio indesejado Xleo I, inserir um novo sitio de clonagem de
Sacll e trocar o primeiro aminoacido existente ap&to de clivagem da peptidase de uma
lisina para um acido glutédmico, por isso o0 nomg®IE. A troca desse residuo foi feita
devido a observacdo de que nas sequéncias derpoiatepositadas em bancos de dados o
acido glutamico € o aminoacido mais comumente drmtm nessa regido dos anticorpos, e
teve como objetivo aumentar a meia-vida do fragmel® anticorpo, melhorando assim a

eficiéncia do sistema de expresséao.

HindTI 873

BamHI 939

Pstl 976

Sacl 1222 OIigO E
Xmal
Xbal 1559
Bglll 1609
Ncol 1942

HindII 2130
Sacl 2148

EcoRI 2150
' 3' AOX1 termination
HindII 2526
EcoRV 2684

PstI 8104

Ndel 6789

pPIgZLE scFv
8955 bp

EcoRV 6509

3' AOX1 Xbal 2965

Hpal 3071

Ncol 4563

Figura 7. Representacao esquematica do vetor de egpsdo emPichia pastoris pPlg
LE scFv. Mostrando a regido promotora e terminadora do ge@X1, a origem de
replicacdo bacteriana, a marca de selecdo awazHif4, o Oligo E, o peptideo sinal para
secrecdo (laranja) e o cassete de expressdo comsitizss de clonagem
(http://www.unb.br/ib/cel/imol/material. html).
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Como pode ser observado na figura 7 o vetor firtéam também as regibes
promotoras e terminadoras do g&@X1e a marca de selecdo auxotrotiti®4, que codifica
a enzima histidinol desidrogenase, jA que a linmagescolhida para a expressdo dos
fragmentos anti-PLAfoi a GS115 que apresenta o fenotipe4. O que possibilita a selecéo
de clones transformados com o plasmidio utilizaseloaeio de cultura sem histidina.
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2 — Justificativa

Devido as graves conseqUéncias dos acidentes affidicas reacfes causadas pelo
tratamento soroterapico tradicional vém se aumeotas buscas por tratamentos alternativos
mais efetivos. Dentre esses novos tratamentos giamp@sta também o uso de anticorpos
mais especificos as enzimas responsaveis pelas &simpatologicas do veneno (como a
PLA,) e menos imunogénicos ao paciente, como 0s aptisgnonoclonais (mAbs).

Sabendo disso, ap0s a caracterizacdo de dois dgpdd A do veneno dé. atrox
Kanashiro e colaboradores, 2002, do grupo do Pofé/ilmar Dias da Silva, do Laboratério
de Biologia do Reconhecer, Centro de BiociénciBsogecnologia da Universidade Estadual
do Norte Fluminense (UENF), conseguiram produzis @mticorpos monoclonais (12DG6 e
A85/9-4) desenvolvidos contra a PLAe B. atrox capazes de inibir a atividade miotoxica
quando esta enzima foi pré-incubada com os mAbgtadas em camundongos.

Entretanto como o uso dos mAbs na terapia poddirséndo pela resposta do
paciente a esses anticorpos o grupo da UENF busnawassociacdo ao grupo de Imunologia
Molecular da Universidade de Brasilia para a humegdio deste anticorpo, visando
humanizar um dos anticorpos monoclonais anti-Pld& Bothrops atroxproduzidos por
Kanashiro e col. (2002). Sendo entdo o objetiveeldabalho a proposicdo e montagem de
versdes humanizadas anti-PL.Além da expressdo heterdloga desse anticorponizada e

a verificagcdo da manutencédo de sua atividade kgamLA.
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3 — Objetivos
3.1 — Objetivo geral
Humanizagcdo do anticorpo A85/9-4 anti-RLée Bothrops atroxde origem murina

produzido por Kanashiro e colaboradores, 2002 ,aeespressédo na forma de fragmentos de
anticorpos.

3.2 — Objetivos especificos

- Proposicéo e sintese da versdo humanizada d@laftia partir das seqiéncias das
regides variaveis pesada (VH) e leve (VL) do amgoanurino;

- Clonagens dos anticorpos, murino e humanizadojetores de expressao heterdloga
emPichia pastoris

- Expressdo desses anticorpos, na forma dos fragmeoFv e FvFc, na levedura
Pichia pastoris

- Purificacdo dos fragmentos de anticorpos;

- Andlise da atividade ligante desses fragmentantieorpos humanizados a PLde
Bothrops atrox
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4 — Materiais e Métodos

4.1 — Materiais

4.1.1 - Células

4.1.1.1 - Linhagens Bacterianas

®
- XL1-Blue (Stratagene ) — recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAlFac
proAB lachZ M15Tn10(Tetd)] (Sambroolet al, 1989).

®
- EPI 300 (Epicentre ) - F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBL®80dacZ41M15 AlacX74
recAl endAl araD138(ara, ley7697 galU galk\ rpsL nupG trfA dhfr.

- DH 5 (Invitrogen®) — F /endAl hsdR17¢mx") supE44 thi recAl gyrA (Nd)
relAl D(laclZzYA-argF)U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15)

Essas linhagens foram utilizadas nos procedimeatgosonstrucdo dos fragmentos de

anticorpos anti-PLA

4.1.1.2 - Linhagem dBichia pastoris

- GS 115 (Invitrogerf)— his4.Fenétipo: Hié Mut
Esta linhagem d@. pastorisfoi utilizada para a integragéo, no 16ddkS4 gendémico,
do plasmidio com o gene de interesse, para a ef§weRs fragmentos de anticorpos anti-

PLA; recombinantes sob controle do proma&@X1

4.1.2 - Plasmidios Utilizados
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- pGEM-T EASY - 3,015kB, promotores T7 e Sp6, ori ColE1, ori Amp~,
multiplos sitios de clonagem, contendo residuodetsitimidil despareados, adicionados nas
extremidades geradas pela digestdo com a endoseBleaRV (Promeg&, n°. cat. A 1360).

Utilizado para clonagem de fragmentos de PCR.

- plg 16 z22— 4,8kB, VH-linker-VL-spA anti-zDNA (scFv conjugado proteina A),

R
multiplos sitios de clonagem, ori ColE1l, AmpJtilizado para a constru¢do dos fragmentos
scFvs (Brigidcet al, 1993).

- pPlg LE scFv — 8,895kb, VH-linker-VL-spA (scFv conjugado a m@wima A),

fragmentos 5°e 3'do promot@kOX3, sinal de secrecdo do fatar mdultiplos sitios de

R
clonagem,HIS4 ORF, ori ColE1, Amp, derivado do pPIgl6 (ver Introdugédo, tépico 1.6,
Figura 7).

- pPlg LE FvFc — derivado do pPIlg LE scFv pela substituicdo dgii&ecia da

proteina A pela sequiéncia CH2-CH3 humana, entsitiosXhol e EcoRl.
4.1.3 - Meios de cultura para bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NacCl 1,0% (p/v)

Ajustar pH para 7,0.

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

Meio SB (Super Broth)
Peptona de caseina 3,0% (p/v)

Extrato de levedura 2,0% (p/v)
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MOPS 1,0% (p/v)
Ajustar pH para 7,0.

Meio SOB

Bacto-triptona 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NacCl 0,06% (p/v)
KCI 0,002% (p/v)

Ajustar pH para 7,0.

Meio SOC
Meio SOB 98mL

2+
Solucéo estoque de M@M  1mL

Solucéo estoque de glicose 2M  1mL

Solucéao estoque de glicose 2M
Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

Solucéo estoque de Mg 2M

MgCl, 1M

MgSO, 1M

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

Apos dissolver os reagentes em agua, todos os meiosltura foram autoclavados a
120°C por 20 minutos. A seguir adicionava-se, goamecessario, o agente antimicrobiano
apropriado: ampicilina, na concentracdo final d® 1@/mL ou 200 pg/mL no caso de
eletroporacéao.

4.1.4 - Meios de cultura e solucbes estoque paraddura

YP 10X - Solugéo estoque 10X de Extrato de levedueaPeptona de caseina
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Extrato de levedura 10% (p/v)
Peptona de caseina 20% (p/v)

Esterilizada em autoclave por 20 minutos a 12086t@cada a temperatura ambiente.

YNB (Yeast Nitrogen Base) - Solucao estoque 10X
YNB* 3,4% (plv)

Sulfato de amdnio 10% (p/v)

Esterilizada por filtracdo. Estocada a 4 °C.

*(s/ aminoacidos e s/ sulfato de aménio).

Tampao Fosfato de Potassio 1M, pH6,0
K2HP04 132mM

KH_PO 686mM
2 4

Esterilizada em autoclave por 20 minutos a 12086t@cada a temperatura ambiente.

Antiespumante

®
Antifoam A Emulsion. SigmaNumero de catalogo A5738

Biotina - Solucdo estoque 500X

Biotina 0,02% (p/v)

Esterilizada por filtracdo em membrana microbiatdgcom poros de 0,22 um e estocada a
4°C.

Casaminoécidos — Solucao estoque 10X
Casaminoécidos 20%

Esterilizada em autoclave por 20 minutos a 12086t@cada a 4°C.

Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)
Extrato de levedura 1,0% (p/v)

Peptona de caseina 2,0% (p/v)

Glicose 2,0% (p/v)
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Eram feitas solucdes estoques de glicose 20% gtdecede levedura e peptona (10%
e 20% respectivamente) que eram autoclavadas & 120° 20 minutos. No momento da
utilizacdo as solugcbes estoque eram misturadas garabter as concentragbes acima
relacionadas com o volume apropriado @@ destilada autoclavada.

Meio MD (Minimal Dextrose Medium)

YNB 1,34% (p/v)
-5

Biotina 4x10%b (p/v)

Glicose 2,0% (p/v)

Agar bacteriologico  1,4% (p/v)
Eram feitas solucbes estoques de YNB 13,4%, Bi&D®X, Glicose 20% e Agar 2%,

gue eram autoclavavadas por 20 minutos a 120°@d¥oento da utilizacdo as solugdes eram

misturadas para se obter as concentragOes aciatoreidas.

Meio MM (Minimal Methanol Medium)

YNB 1,34% (p/v)
5

Biotina 4x1006 (p/v)

Metanol 0,5% (v/v)

Agar bacteriologico 1,4% (p/v)
Eram feitas solucdes estoques de YNB 13,4%, BidD@X e Agar 2%, que eram
autoclavavadas por 20 minutos a 120°C. No momeatautdizacdo as solucbes eram

misturadas para se obter as concentragOes aciatoreidas.

Meio de Crescimento — BMGY Buffered Glycerol Complex Medium)

YP 10X 10%
Tampéao fosfato, pH 6,0 100 mM
YNB 1,341v)

5
Biotina 4x1% (p/v)

Glicerol 1%/



24

Meio de Indugdo — BMMY (Buffered Methanol Complex Medium)

YP 10X 10%
Tampéao fosfato, pH 6,0 100 mM
YNB 1,34%/\)
Biotina 4x1% (piv)
Casaminoécidos 2%
EDTA 5mM
Metanol 1% (vIv)

Para preparo dos meios BMGY e BMMY, eram preparasasolucbes estoques YP
10X (extrato de levedura e peptona de caseindpelauvada por 20 minutos a 120°C - e dos
demais reagentes (YNB, Biotina, EDTA) esterilizaguw filtragdo ou por autoclavagem
(casaminoécidos, glicerol e tampéo fosfato de pmjasNo momento da utilizagcdo as
solugbes estoque eram misturadas para se obtenesntracdes acima relacionadas coi® H

destilada autoclavada.

4.1.5 - Solucdes estoque de inibidores de proteases

PMSF (Phenilmethylsulfonyl Fluoride) 0,2 M
Dissolvido em isopropanol e estocado a temperaimbiente por até 1 ano. E um
inibidor de serino e tiol proteases como, por eXemripsina, quimiotripsina, trombina,

papaina etc. Concentracdo de uso 1mM.
EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina) 0,5M

Dissolvido em agua em pH 8-9 estocado a 4°C poBatgeses. E um inibidor de
metaloproteases. Concentracdo de uso 5 mM.

4.1.6 - Solucdes e tampdes de uso geral

Azida Sédica — Solucéo estoque 100X
Azida sodica 5% (p/v)
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Esta solucéo era utilizada para a conservacdocaduysdes PBS e PBST e nas solugbes

estoque dos anticorpos em concentragao final &&49,0

Tampéo TE
Tris-HCI pH 8,0 10mM
EDTA pH 8,0 1mM

Glicerol — Solugéo estoque
Glicerol 50% (v/v)

Tampéao PBS Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4

NacCl 1,37M
KCI 27mM
Na2HPO4 100mM
KH2PO4 20mM

Tampao PBST 1X, pH 7,4

PBS 1X acrescido de Tween 20 na concentracdode@l5% (v/v)

IPTG 0,1M
Solucéo estoque a 0,1M

Dissolvido em HO e estocado a 4°C ao abrigo da luz.

X-GAL
Solucéao estoque 20mg/ml

Dissolvido em N,N,dimetil formamida e estocado @ 4% abrigo da luz.

4.1.7 — Solucgdes para preparo de células competentebactéria e levedura

Solucéo de Cadl
CaCb 50mM



Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C

Glicerol 10% (v/v)
Esterilizado por filtracdo ou autoclavagem e esta@a4°C

Sorbitol
Solucéo 1M

Esterilizada por filtracdo ou autoclavagem e esta@a4°C

4.1.8 - Solucdes para extracdo de DNA plasmidial

Solucéao |

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

NaOH 0,2M

SDS 1,0% (p/v)
Solucéo Il

Acetato de potassio 3M
Acido Acético 2M
pH ajustado para 4,8 - 5,0

RNAse A
RNAse A Invitrogen, nimero de catalogo 12091-021.

Clorofane
Fenol equilibrado em pH 7,6 1lv

Cloroférmio 1v
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B-hidroxiquinilona 0,05% \jp/
Equilibrado com 0,1v de Tris-HCI 200mM pH 7,6

Clorofil
Cloroférmio 24v
Alcool isoamilico 1v

Equilibrado com 0,25v de tampéo TE

4.1.9 — SolucOes para eletroforese em gel de agaresde poliacrilamida

Tampéao de corrida TEB 10X

Trizma base 0,89M
Acido Borico 0,89M

EDTA 0,02M

pH 8,0

Tampdao de amostra para gel de agarose 10X

Tampao de corrida TEB 20X 50%(v/v)
Glicerol 50%(v/v)
Azul de Bromofenol 0,1%(p/v)
Xileno Cianol 21p/v)

Solucado de brometo de etidio 20.000X
Brometo de etidio 10mg/ml

Tampao de corrida para SDS-PAGE 5X

Trizma base 125mM
Glicina 125mM
SDS 0,5% (p/v

Tampéao de amostra 2X para SDS-PAGE
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Tris-HCI pH 6,8 62,50mM
SDS 5% (p/v
Glicerol 25% (v/v)
[3-mercaptoetanol 5% (v/v)
Azul de bromofenol 0,01% (p/v)

Acrilamida 30% (29:1)

Acrilamida 145¢g
Bis-acrilamida 5g
H>O qg.s.p. 500mL

Estocar a 4°C ao abrigo da luz.

Tris-HCI 1,5M, pH 8,8
Tris 36,349
H-0 g.s.p. 200mL
pH ajustado para 8,8 com HCI.

Tris-HCI 0,5M, pH 6,8
Tris 12,119
H-0 g.s.p. 200mL
pH ajustado para 6,8 com HCI.

SDS 10%
SDS 10g
H>O qg.s.p. 100mL

APS 10% (p/v)

Persulfato de am6nio 100mg/ml de agua

Gel Concentrador SDS-PAGE
Solucao Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1)

%4p/v)

28



29

Tris-HCI pH 6,8 125mM
SDS 0,1% (p/v)
APS 0,1% (p/v)
TEMED 0,01% (p/v)

Gel Separador SDS-PAGE
Solucao Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) am 12% (p/v)

Tris-HCI pH 8,8 400mM

SDS 0,1% (p/v)
APS 0,1% (p/v)
TEMED 0,01% (p/v)

4.1.10 - Solucdes para coloracédo de gel de polidamida com Comassie Briliant Blue
(R-250)

Solucéo Fixadora para Coloracdo com Comassie
Etanol 40% (v/v)

Acido acético 10% (v/v)

Solucdo Corante Comassie Briliant Blue R-250

Comassie briliant blue R-250 1% (p/v)
Etanol 40% (v/v)
Acido acético 10% (V/v)

Solucéo Descorante para Coloracdo com Comassie
Etanol 20% (v/v)
Acido acético 5% (v/V)

4.1.11 - SolucBes e materiais para os ensaios imldgicos (ELISA, Western, Colony e
Dot blotting)



Tampao de Fosfatase Alcalina (APB)

Tris-HCI pH 9,5 100mM
NaCl 100mM
MgCl, 5mM

Tampao para Transferéncia Semi-Seca de Proteinas

Trizma-base 48mM
Glicina 39mM
SDS 0,037% (p/v)
Metanol 20% (v/v)

Solucao de Bloqueio
Leite em p6 desnatado Molico 5% (p/v)
Dissolvido em PBST 1X

Solucao Reveladora para ELISA
pPNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1mg/mL

Dissolvido em APB

Solucdo Reveladora para Western, Colony e Dot blatig

O NBT (Nitro Blue Tetrazole) e o BCIP (5-Bromo-4e@-indolil fosfato) eram preparados
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numa solucéo estoque de 50mg/mL. O NBT dissolvidd\gN-dimetil formamida e o BCIP

dissolvido em agua. Para preparar 10mL da solue@eladora adicionavam-se 33uL do
estoque de NBT em 10 mL de APB e depois 66uL dmgastde BCIP, nesta ordem para se

evitar a precipitacéo dos reagentes.

Veneno deBothrops atrox

O veneno liofilizado foi ressuspendido em PBS 1¥@xida sodica 0,02% na concentracao

final de 1mg/mL e estocado a 4°C.



PLA, deB. atrox purificada
Solucao estoque a 43/mL. Estocada a 4°C.

Anticorpo monoclonal murino anti-PLA , deB. atrox
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Solucao estoque a 1Img/mL em PBS 1X com azida sO¢d@&6. Estocado a 4°C.

Membrana de Nitrocelulose

®
Hybond-C Extra Amersham Bioscienc@?®. cat. RPN 303E)

4.1.12 — Oligonucleotideos sintéticos especificos

Tabela 1. Oligonucleotideos sintéticos especificatdizados.

T

I

= o

Oligo Sequéncia Utilizac&o
VHmur Xmal |5 GCC CGG GTG CAG CTGAAGCAGTJ Para amplificagéo d
extremidade 5 da cadeia V
murina criando sitio d¥mal
VHmur Xbal |5 GCT CTA GAG GAG ACT GTG AGA GTG GT 3’ | Para amplificagcéo d
extremidade 3’ da cadeia V
murina criando sitio d&bal
VLmur Bglll |5 GCA GAT CTC GTG ATG ACC CAG TCT CCA 3’| Para amplificagdo d
extremidade 5' da cadeia V|
murina criando sitio dBgl Il
VLmur Ncol 5 CGCCCATGGGCTTTGATTTCCAGCTT 3 | Para amplificagdo d

extremidade 3’ da cadeia V|

murina criando sitio dilcol

= o

AOX reverso

5'CCT GCATCT CTC AGG CAAAT 3

Para sequenciamento no ve
pPIlg LE

[or

tor

pPlg direto 5 GGG ATTTCGATGTIGCTGTT 3 Para sequenciamento no ve
pPIlg LE
5’ Linker 5'CTC TAG AGG TGG GGG CGG TTC 3 Para sequenciamento no ve

pPIlg LE

tor
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4.1.13 - Resinas cromatograficas
- IgG Sepharose - preparada por Andrade e coldbmsa (2000) conjugando-se a
resina Sepharose (Invitrogen) com Imunoglobulinmdmwa comercial. Para purificacdo dos

scFvs conjugados a proteina A

- HiTrap™ Protein A HP 1mL (GE Healthcare, n°. cat. 17-08Q2- Para purificacéo

dos FvFcs.

- Superose 12 (GE Healthcare, n°. cat. 17-0674Rdna cromatografia por filtracao

em gel.

4.1.14 — Solugbes para cromatografias

Tampao de Equilibrio 1gG-Sepharose
PBS 1X

Tampéao de Eluicao lgG-Sepharose
Acido Acético 0,5M, pH 3,5

Tampao de Equilibrio HiTrap Protein A
Fosfato de Sodio 20mM, pH7,0

Tampao de Eluicdo HiTrap Protein A
Acido Citrico 0,1M, pH3,0

Tampao para cromatografia por Gel Filtrag&do
PBS 1X

Padrbes para Gel Filtracdo
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Tabela 2. Marcadores padrdes utilizados para Gel Rracao*

Reagentes Numero do produtog  Massa Molecular aproxiada (kDa)
Blue Dextran D 4772 2.000
Albumina de Soro Bovina (BSA) A 8531 66
Anidrase Carbdnica A 7025 29
Citocromo C A 6834 12,4

* Sigma({g n°. cat. MW-GF-200.

4.1.15 — Materiais utilizados para concentracdo euaqntificacdo de sobrenadantes de

cultura e proteinas purificadas

- Concentradores AmicgrBioseparations:
- Centricon YM-10 (n°. cat. 4206)
- Centriprep YM-10 (n°. cat. 4305), YM-30 (n&t. 4307) e YM-50(n°. cat. 4308)
- Microcon YM-100 (n°. cat 42413)

- Concentrador: Stirred Ultrafiltration Cell Millgyve, Modelo 8400 (n°. cat. 5124)

- Membrana: Ultrafiltration Membrane. NMWL: 10.008. cat. 13642)

. ®
- Kit BCA — Acido Bicincronico Pierce(n®. cat. 23225)
4.1.16 — Marcadores para DNA e proteina

- 1Kb plus DNA Ladder — Invitrogen (n°. cat. 107&%6)

- Low Mass DNA Ladder — Para quantificacdo de DNAdixa massa molecular -
Invitrogen (n°. cat. 10068-013)

- High Mass DNA Ladder Para quantificacdo de DNA ala massa molecular -
Invitrogen (n°. cat. 10496-016)

- Bench Marke™ Protein Ladder — Invitrogen (n°. cat. 10747-012)

- Bench Marke™ Pre-Stained Protein Ladder — Invitrogen (n°. £8748-010)

- Page Rulél" Prestained Protein Ladder Plus — Fermentas (n°Sh#1811)

- Unstained Protein Molecular Weight Marker — Femtas (n°. cat. SM0431)
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4.1.17 - Enzimas

- Enzimas de restricdo: Todas as enzimas de @stutjlizadas, com&Xmal, Xbal,
Bgl 1, Ncol, EcoR 1, Xho| e Kpn I, utilizadas foram das empresas Biolabs ou Promega

juntamente com seus tampodes de reacdo 10X e BSA d@¥adas conforme instrucado do

fabricante.

- T4 DNA Ligase — Invitrogen (n°. cat. 15224-01Ar@mega (n°. cat. M 1801).
- Tag DNA Polimerase — CENBIOT.

4.1.18 — Anticorpos

Tabela 3. Anticorpos utilizados.

Nome Produzido Titulacéo Titulacéo Origem N°
em: Imunoblottings | ELISAS Catalogo
IgG Coelho Coelho 1:1.000 1:2.500 Sigma? | 8140
Anti-lgG Coelho Cabra 1:5.000 1:5.000 Sigma? A 3687
(Ap)*
Anti-Fc humano Coelho 1:2.500 1:5000 Pierce 31142
(AP)*
Anti-lgG Cabra 1:5.000 1:5.000 Pierce® 31160
camundongo (AP)*
Anti-lgG Cabra Coelho 1:5.000 1:5.000 Pierce® 31300
(AP)*
Anti-PLA, deB. Monoclonal NA variavel Kanashiret NA
atrox al., 2002
IgG humana Policlonal NA variavel Sigma? K 9001
Anti-IgG humano Cabra NA 1:500 Sigma? A 8542
H+L

NA: Nao se aplica.

* AP: Anticorpo conjugado a fosfatase alcalina.
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4.1.19 — Kits comerciais

- pPGEM-T EASY vector — Para clonagem dos fragmemtesPCR oriundos das
amplificacdes feitas nas cadeias varidveis mur{vk$ e VL) para insercdo dos sitios de
restricdo (Promega, n°. cat. A 1360).

- QIAGEN Plasmid Midi Kit 100 — Para preparacdo@eA em escala intermediaria
(Qiagen, n°. cat. 12145).

- QIAGEN Plasmid Maxi Kit 25 — Para preparacao déADem larga escala (Qiagen,
n°. cat. 12163).

- Qiaquick Gel Extraction kit 50 — Para extracaoDIdA de gel de agarose (Qiagen,
n°. cat. 28704).

- Qiaquick PCR purification kit 50 — Para purifié@cde DNA para sequenciamento
(Qiagen, n°. cat. 28104).

- PlusOne Silver Staining kit Protein. Para col@magle géis de poliacrilamida com
prata. (GE Healthcare, n°. cat. 17-1150-01).

- Colunas para extracéo de DNA de gel de agarasErpeeze Squize — Ultrafree DA
Centrifugal Unit (Millipore, n°. cat. 42600).

- Kit BCA — Acido Bicincronico (Pierc®© para quantificacdo de proteinas. (n°. cat.
23225).

4.2 — Métodos

4.2.1 — Preparacao de DNA plasmidial
4.2.1.1 — Em pequena escala (adaptado de Samétrabk1989).

1- Coletavam-se 3,0mL de cultura de célulagdeoli, transformadas com o plasmideo de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (§¥nL) durante 16 horas a 37°C, por meio de duas
centrifugacdes de 5 min a 5.000 rpm em tubos “epqési’, sendo o sobrenadante

desprezado a cada centrifugagao.
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2- Ressuspendia-se o sedimento emuR0fle Solugéo I. Incubavam-se as amostras no gelo
por 5 min.

3- Adicionavam-se 4Q0. de Solucdo Il e homogeneizavam-se as amostrasitémdo-se
gentilmente o tubo varias vezes. Incubava-se admtyra ambiente por 5 min.

4- Adicionavam-se 3Q0. de Solucdo Ill, repetindo-se o mesmo procedimed®
homogeneizacao e incubava-se no gelo por 10 min.

4- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 15 min a 4°C.

5- Ao sobrenadante eram adicionadpk 8e RNAse A e incubava-se por 1 hora a 37°C.

6- Adicionava-se 1/2v de clorofane e, apos fortedgeneizagdo e centrifugacdo de 5 min a
10.000 rpm a temperatura ambiente, a fase aquasaletada para outro tubo.

7- Adicionava-se 1/2v de clorofil e repetia-se osme procedimento anterior de
homogeneizacéao, centrifugacao e coleta.

8- O DNA era entéo precipitado com 2,5v de eta®6P4 por, no minimo 2 horas a -20°C.

9- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 45 min a 4%x{dpezava-se 0 sobrenadante.

10- Adicionavam-se 2QQ. de etanol 70% e centrifugava-se novamente a 029 por 15
min a 4°C.

11- Apoés secagem o sedimento era ressuspendid®dndé TE. E as amostras conservadas
a 4°C.

4.2.1.2 — Em larga escala (adaptado de Samteak 1989).

1- Coletavam-se 200mL de cultura de célulagdeoli, transformadas com o plasmideo de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (1@0nL) durante 16 horas a 37°C, por meio de
centrifugacao de 15 min a 3.00@xdesprezando-se o sobrenadante.

2- Ressuspendia-se 0 sedimento em 5mL de Solu¢@cubavam-se as amostras no gelo por
10 min.

3- Adicionavam-se 10mL de Solucdo Il e homogeneimage as amostras, invertendo-se
gentilmente o tubo varias vezes. Incubava-se adgtyra ambiente por 5 min.

4- Adicionavam-se 7,5mL de Solucdo Ill, repetingdo-e mesmo procedimento de
homogeneizacao e incubava-se no gelo por 20 min.

4- Centrifugava-se a 10.00@por 30 min a 4°C.
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5- O sobrenadante era filtrado em papel de filtem esobrenadante eram adicionados 0,6v de
isopropanol. Apos uma incubacao de 5 min a temperaimbiente centrifugava-se a 12.000 x
g por 20 min a temperatura ambiente.

6- Desprezava-se o0 sobrenadante e, ap0s a seaagedimento era ressuspendido emub00
de TE ao qual eram adicionadogill@e RNAse A. Incubava-se por 1 hora a 37°C.

7- Adicionava-se 1lv de clorofane e, apos forte hggmeizacédo e centrifugacdo de 5 min a
10.000 rpm a temperatura ambiente, a fase aquasaletada para outro tubo.

7- Adicionava-se 1lv de clorofil e repetia-se o mesmrocedimento anterior de
homogeneizacéao, centrifugacao e coleta.

8- O DNA era entéo precipitado com 0,5v de acedatamoénio 7,5M e 2,0v de etanol 100%
por, no minimo 2 horas a -20°C.

9- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 45 min a 4%x{dpezava-se 0 sobrenadante.

10- Adicionava-se 1mL de etanol 70% e centrifugs&arxovamente a 12.000 rpm por 15 min
a 4°C.

11- Apés secagem o sedimento era ressuspendido Gl Zde TE. E as amostras

conservadas a 4°C.

4.2.2 — Digestao do DNA com enzimas de restrigdo.

As digestdes do DNA com enzimas de restricdo esmlizadas conforme instrugdes
dos fabricantes. O tempo de incubacéo e a quaetidadanaterial a ser digerido variavam de

acordo com o interesse do experimento realizado.

4.2.3 — Andlise de DNA em gel de agarose (segundomBrook et al., 1989).

A agarose era preparada de 0,8 a 1,0% em tampad. XeEBm 0,mg/mL de brometo
de etideo. As amostras de DNA com tampdao de amuastaagel de agarose eram aplicadas no
gel e submetidas a eletroforese em tampao TEB ;6o descrito por Sambroah al.,
1989. Para visualizagdo do DNA incidia-se luz wittketa no gel utilizando-se um
transluminador (Pharmacia-LKB) e a imagem era digada em aparato de
fotodocumentacéd/fdeo Graphic Printer UP-895 GESony).
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4.2.4 — Eluicdo de fragmentos de DNA de gel de agae

Os fragmentos de DNA a serem eluidos eram cortadogel de agarose apéds
eletroforese. A eluicdo do DNA do gel era feitaagerdo com as instru¢gfes do fabricante do
kit utilizado (Qiaquick Gel Extraction kit, Qiageoy submetido &reeze-Squizedo freeze-
squizeeo fragmento de gel, contendo o DNA de interesaecengelado e apos ser macerado
era transferido para colunas Ultrafree DA Centafugnit (Millipore). Apds a centrifugacao o
DNA era precipitado com acetato de sédio 0,3M & 2t&nol 100% a -20°C por pelo menos 2

horas.

4.2.5 — Ligacéo de fragmentos de DNA

As concentracdes de DNA (vetor:inserto) utilizadas sistemas de ligacdo variavam
de acordo com o experimento a ser realizado, seadualmente numa razdo molar de 1:2,
1:3 ou 1:5. A reacdo de ligacdo era realizada dedaccom instru¢do do fabricante da T4
DNA Ligase utilizada. E apds incubacdo, em gerall@ehoras a 4°C, eram usados para

transformar células de. coli.

4.2.6 — Preparacao de células competentes e transfiacdo bacteriana

4.2.6.1 — Por choque térmico — Calldaptado de Maranhé&o in Azevetal., 2003).

1- Inoculavam-se 5Q@ de um pré-inéculo, feito a partir de uma colds@aada da célula de

interesse, em 50mL de meio LB. Incubava-se a 37%20arpm até a cultura atingir uma
densidade oOptica a 600nm (6B de 0,1 a 0,3.

2- Centrifugava-se a 3.000ppor 15 min a 4°C, desprezando-se o sobrenadante.

3- O sedimento era ressuspendido em 10mL de solled@aCl 50mM estéril gelada, com

movimentos suaves.

4- Centrifugava-se a 3.000ppor 15 min a 4°C, desprezando-se o sobrenadante.

5- O sedimento era ressuspendido em 1mL de solded&daC} 50mM estéril gelada, com

movimentos suaves.
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6- Apos incubacédo de 1 hora em banho de agua/gealélalas eram aliquotadas e podiam ser
usadas por um periodo maximo de 24 horas.

7- Incubava-se de 100 a 200 de célula competente com o DNA de interesse a ser
transformado em banho de agua/gelo por 30 min.

8- Procedia-se o choque térmico incubando-se enséstle transformacdo em banho a 42°C
por 3 min.

9- Adicionava-se imediatamente 1mL de meio LB elrava-se por 1 h a 37°C.

10- Semeavam-se quantidades variaveis do sistentealsformacdo em placas contendo
meio LB-4gar contendo ampicilina a 1@dmL. As placas eram mantidas na estufa a 37°C

por 16 horas.

4.2.6.2 — Por eletroporacao (adaptado de MaramhAaavedcet al, 2003).

1- Inoculava-se uma colbnia isolada da célula terésse em 10mL de meio SB contendo o
antibiotico de interesse. Esse pré-inéculo era ihara 37° sob agitagdo de 220 rpm por 16
horas.

2- Inoculava-se 1mL do pré-indculo em 500mL de n&Bacrescido de 2,5mL da solucéo
estoque de Glicose 2M e 2,5mL da solucao estoqivgd2M. Incubava-se a 37°C a 220 rpm
até a cultura atingir uma Qgnmde 0,7 a 0,9.

2- Centrifugava-se a 3.000gxpor 20 min a 4°C, desprezando-se 0 sobrenadansntndo
sempre a célula gelada a partir desse momento.

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

4- Centrifugava-se a 3.000ppor 20 min a 4°C, repetindo-se a etapa anterior.

5- O sedimento era ressuspendido em 25mL de Gild®% estéril gelado e submetido a
ultima centrifugacgéo a 3.000gor 20 min a 4°C.

6- O sedimento final era ressuspendido em 1 a 2mlGlicerol 10% e as células eram
aliquotadas, congeladas em banho de gelo seco teowl € armazenadas imediatamente a -
80°C.
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7- Para a transformacdo o DNA plasmidial, ja em tuwmo resfriado previamente, era
adicionado a célula competente e imediatamentecadto na cubeta de eletroporagéo
(BioRad) também ja resfriadas.

8- A eletroporacao era feita seguindo os segudedmetros elétricos: 2,5kV, 25 e 20@,

no aparelho Gene Pulser com Pulser Controller d&&i. Ot esperado nessas condi¢cdes é
de 4,0 a 5,0 milisegundos.

9- Imediatamente ap0s o choque a cubeta era laa@da3mL de meio SOC e 0 meio era
recolhido para um tubo Falcon de 50mL.

10- Apds uma incubacao de 1 h a 37°C e 220 rpuoigdés da transformacdo eram semeadas
em placas contendo ampicilina a R80nL. As placas eram mantidas na estufa a 37°Q¢or

horas.

4.2.7 — Amplificacdo das sequéncias variaveis muas — PCR

As reacdes de PCR eram feitas da seguinte forma:

DNA molde (VH ou VL murinos) a8y

Primer 5’ 2pM

Primer 3’ 2pM
Tampdao de reacdo da enzima 10X 1X

MgCl, 2mM
dNTPs 0,2pM de cada

O volume final de reacéo era deub® a reacao era feita no termociclador Eppendorf

nas seguintes condi¢des:

1) 94°C 5 min

2) 25ciclos:  57°C 1 min
72°C 2 min
94°C 30 seg

3) 72°C 10 min
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4.2.8 - Preparacao de DNA para transformacgéo de. pastoris

Aproximadamente 1@g do plasmidio foi linearizado por digestdo comnairea de
restricdoSal I. Essa enzima cliva o plasmideo no géfi&4, permitindo a integracdo do
plasmidio no locus do geiés4defectivo da levedura, apods eficiente transformacéo

A linearizacdo dos plasmidios a serem transformadasconfirmada por analise em
gel de agarose. ApoOs a confirmacdo o material exa@ptado com acetato de sodio 0,3M e
2,5v de etanol 100% por no minimo 2 horas a -28&guida de centrifugacéo a 12.000 rpm
por 45 min a 4°C, adicdo de 200de etanol 70% e nova centrifugacdo a 12.000 rpnip

min a 4°C. O sedimento era entdo ressuspenddi®eimde H,O miliQ estéril.

4.2.9 — Transformacéao da levedur#. pastoris por eletroporacao (adaptado de Cregg
et al., 1985)

1- Inoculava-se uma colonia isolada da levedrgastoris linhagem GS115, em 5 mL de
meio YPD em um erlenmeyer de 125 mL. Incubava-beagtacédo a 30°C durante a noite.

2- Inoculava-se de 0,1 a 0,5mL desse pré-indculd@mL de meio YPD em um erlenmeyer
de 500 mL incubando-se nas mesmas condi¢Bes aptedorante a noite ou até que a cultura
atingisse uma Ofonmde 1,3 a 1,5.

3- As células eram entdo centrifugadas a 1.509 por 5 min a 4°C, desprezando-se o
sobrenadante.

4- Ressuspendia-se o0 sedimento em 100mL ¢g@ Hestilada estéril gelada com forte
movimentacao.

5- Centrifugava-se novamente conforme o passe8suspendia-se o sedimento em 50mL de
H,O destilada estéril gelada.

6- Centrifugava-se novamente nas mesmas condig@ssgspendia-se o sedimento em 10mL
de Sorbitol 1M estéril gelado.

7- Centrifugava-se novamente nas mesmas condicdessaspendia-se o sedimento em
0,8mL de Sorbitol 1M esteéril gelado.

8- Misturava-se o DNA a ser transformado, previamegreparado conforme descrito em

4.2.8, com 80 a 1QQ da célula preparada, e ap6s uma incubacdo no m@idd min
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transferia-se o sistema de transformacdo para wmata de eletroporacdo de 0,2cm,
previamente resfriada.

9- A eletroporacao era realizada no aparelho GeitsePcom Pulser Controller da BioRad,
nas seguintes condi¢des: 1,5kV, 25uF e00 t esperado nessas condi¢cbes € de 10,0
milisegundos.

10- Adicionava-se imediatamente 1mL de Sorbitol ddflado e transferia-se as células para
um tubo “eppendorf” de 1,5mL.

11- Semeava-se de 0,2 a 0,6mL do sistema de trareféo em placas contendo meio MD,

gue eram incubadas em estufa a 30°C por 2 a 3 dias.

4.2.10 — Analise dos transformantes de. pastoris por Colony blotting ou Western de

colbénia

1- Uma pequena porcdo de massa celular de algumiscldoes obtidos nas placas de
transformacéo era repicada serialmente, com pagtiseis, em duas placas de meio minimo
contendo metanol (MM) ou glicose (MD).

2- Incubava-se as placas a 30°C por 2 a 3 diagpaditdo-se a cada 24 horas 500 pL de
metanol 100% na tampa das placas com meio MM.

3- Apos esse tempo de indugdo montava-se um “sarefusobre as placas MM da seguinte
forma: membrana de nitrocelulose diretamente eratmicom as colonias, 3 folhas de papel
de filtro Watmann® 3 mm sobrepostas por varias casae papel toalha.

4- Colocava-se um peso sobre o “sanduiche” e dawaua 30°C por 3 horas.

5- Passado o tempo de transferéncia, desmontavasaeduiche e a membrana era lavada
com PBST 1X até a remocao completa do excessdulase

6- Incubava-se a membrana com a solucao de blogoeimo minimo, 1 hora, sob agitacdo a
4°C.

7- Removia-se a solucdo de bloqueio e lavava-seembmana 3X com PBST 1X a
temperatura ambiente.

8- Incubava-se a membrana com o anticorpo primdilisido em PBS 1X, por 1 a 2 horas sob
agitacao a 4°C.

9- Removia-se 0 anticorpo primario e lavava-se mbmana novamente 3X com PBST 1X.
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10- Incubava-se a membrana com o anticorpo sedon(tnjugado a fosfatase alcalina),
diluido em PBS 1X, por mais 1 a 2 horas sob agitag&°C.

11- Removia-se o0 anticorpo conjugado e lavava-smembrana 3X com PBST 1X e
posteriormente 1X com 10mL de APB (tampéo da fastatlcalina).

12- Adicionava-se a solucao reveladora (NBT/BCIP)aparecimento das bandas coloridas
era controlado visualmente. Apos a reacdo, lavava-snembrana com agua destilada até
retirar 0 excesso da solucéo reveladora e intereorapreacdo da enzima. Preservava-se a

membrana seca, sobre papel filtro.

4.2.11 — Expressao das proteinas recombinantes &M pastoris — fermentagdo em

frasco (adaptado do Manual do kit de Express&o efichia pastoris, Invitrogen®)

1- Colbnias que se mostravam positivas oolony blotting tinham suas réplicas
correspondentes da placa MD inoculadas em 100 m2@® meio de crescimento BMGY
num frasco erlenmeyer de 1L com aletas. Incubaveeteagitacdo de 250 a 300 rpm e
temperatura de 30°C durante 48 horas.

2- Coletavam-se as células por centrifugacdo adIx5ppor 5 min a temperatura ambiente,
desprezando-se o sobrenadante.

3- Ressuspendiam-se as células em 100mL A déstilada estéril a temperatura ambiente
repetindo-se em seguida o0 mesmo procedimento defegacao.

4- Ressuspendiam-se as células em 100mL de meaiddedo BMMY e incubava-se pelo
tempo de crescimento desejado (24 a 96 horas)gtaté@ de 250 a 300 rpm e temperatura
de 20 a 30°C.

5- A cada 24 horas adicionava-se 1% de metanolmpanger a inducéo. E, quando desejado, a
cada 24 horas eram coletados 5mL da cultura pa@ggamento do sobrenadante e analise
da expressao da proteina recombinante.

6- Ao final do tempo desejado de inducdo centriagase as células varias vezes e o
sobrenadante era filtrado com a membrana Milli@p4&um.

7- Concentrava-se o sobrenadante utilizando onssst&micon Stirred Ultrafiltration Cell
Millipore com uma membrana de ultrafiltrac&MWL 10.000).
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8- Ao sobrenadante filtrado e concentrado eramiauidos o0s seguintes inibidores de
protease: EDTA 0,6mg/mL e PMSF 1@@mL.

4.2.12 — Precipitacdo das proteinas do sobrenadantle cultura com TCA (&cido

tricloroacético)

1- Coletava-se 1mL da amostra ao qual se acreseemtd0QL de TCA 100%. Apoés
homogeneizacao leve incubava-se em banho de apupaye30 min.

2- Centrifugava-se a 10.000 rpm por 15 min a 4°C.

3- Desprezava-se o sobrenadante e acrescenta@@idede acetona 100% gelada.

4- Centrifugava-se a 10.000 rpm por 10 min a 4°C.

5- Desprezava-se 0 sobrenadante e repetia-se edoranto de lavagem com acetona (passos
3 e 4) por mais duas vezes.

6- Apoés a ultima lavagem o sedimento era deixadarsto exposto ao ar e apds secagem
ressuspendido em tampéo de amostra para SDS-PAGE.

4.2.13 — Andlise de proteinas em gel de SDS-PAGHIdptado de Sambrooket al.,
1989).

Apoés a precipitacdo, as amostras de scFv e Fvirt @&nalisadas em gel desnaturante
de poliacrilamida.
1- Inicialmente preparava-se o0 gel separador emsertracdo de 10 ou 12% (p/v), sendo a
polimerizagéo catalisada pela adi¢do de 0,045% {@\APS e 0,2% (v/v) de TEMED.
2- ApoOs a polimerizacdo do gel separador, vertiaasgel concentrador preparado em
concentracao de 4% (p/v), tendo a sua polimerizag&alisada por 0,12% (p/v) de APS e
0,2% (v/v) de TEMED.
3- Uma vez vertido o gel concentrador, introdusaasspente para permitir a formacéo dos
pocos. E uma vez polimerizado o gel era acoplad@apmato de eletroforese. Antes da
aplicacéo das amostras 0s poc¢os eram lavados ogpadade corrida.
4- Imediatamente antes da aplicagcdo das amostrasedia-se a fervura das mesmas em

banho-maria a 100°C por 10 minutos.
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5- Apos a corrida do gel, de 50 a 80mA, o mesmoseftametido aos procedimentos de
coloracdo comComassie Briliant BlugR-250) ou prata, especificados respectivamente no
iten 4.2.14 de métodos. Ou, caso o objetivo fossmbivacdo d&Vestern Blotting gel era
submetido é transferéncia para membrana de nitdosel, especificada no item 4.2.15 de

métodos.
4.2.14 — Coloracao do gel de SDS-PAGE
4.2.14.1 — Com Comassie Brilhant Blue R-250

1- Apoés a eletroforese o gel era colocado em solfigadora por 30 min, sob agitacdo, a
temperatura ambiente.

2- Descartava-se a solucao anterior e incubavaget @m a solucdo de Comassie R-250 por
no minimo 2 horas, sob agitacao.

3- Aplicava-se a solugdo descorante em 4 etapagnih5 45 min, 120 min, 120 min.
Trocando-se a solucdo descorante a cada etapa.

4- O gel era guardado em acido acético 5%.
4.2.14.2 — Com prata

A coloracdo com prata era feita com o RiusOne Silver Staining kit Prote{{GE

Healthcare) segundo instru¢des do fabricante.

4.2.15 — Andlise de proteinas powWestern Blotting (adaptado de Sambrooket al.,
1989).

Ap6s a corrida, o gel de poliacrilamida era trandée para a membrana de

nitrocelulose utilizando-se o sistema de transt@eéisemi-seca com eletrodos de grafite

®
(Pharmacia-LKB).
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1- Conforme instrucbes do fabricante, fazia-se usanduiche" de papéis de filtro,
previamente embebidos em tampdao de transferénctaran, nessa ordem, 6 papéis de filtro,
a membrana, o gel e mais 6 papéis de filtro.

2- O "sanduiche" era colocado entre os eletrodogrdBte e submetido a uma corrente
elétrica de 0,8 mA/cAde membrana por 1h 40 min.

3- Apos este procedimento, a membrana, contengooésinas transferidas, era embebida em
solucéo de bloqueio e incubada por 1 h a temperatubiente ou durante a noite a 4°C.

4- Removia-se a solucdo de bloqueio e lavava-seembmana 3X com PBST 1X a
temperatura ambiente.

5- Incubava-se a membrana com o anticorpo primdilisido em PBS 1X, por 1 a 2 horas sob
agitacao a 4°C.

6- Removia-se 0 anticorpo primario e lavava-se mbmana novamente 3X com PBST 1X.

7- Incubava-se a membrana com o anticorpo secundénjugado a fosfatase alcalina),
diluido em PBS 1X, por mais 1 a 2 horas sob agitagCC.

8- Removia-se 0 anticorpo conjugado e lavava-se embrana 3X com PBST 1X e
posteriormente 1X com 10mL de APB (tampdao da fasfaalcalina).

9- Adicionava-se a solucéo reveladora (NBT/BCIPpapgarecimento das bandas coloridas era
controlado visualmente. Apés a reacdo, lavavareerabrana com agua destilada até retirar o
excesso da solucao reveladora e interromper acetg&nzima. Preservava-se a membrana

seca, sobre papel filtro.
4.2.16 — Analise de proteinas pdpot Blotting (adaptado de Sambroolet al., 1989).
Quando de interesse adicionavam-se de 5 a 10 plexdostos protéicos obtidos na
fermentacdo ou nas purificagbes diretamente a umbmana de nitrocelulose. Com a
membrana seca, contendo as proteinas ligadas,eali@aado o mesmo procedimento de
bloqueio e revelagéo descrito para o experimentelgern Blotting4.2.15).

4.2.17 — Purificacdo das proteinas recombinantes poromatografia de afinidade

4.2.17.1 — Com IgG Sepharfse scFvs
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1- A coluna cromatografica era montada com cercébdalL de resina IgG Sepharose
preparada anteriormente por Andrade e col. (2000).

2- Ap6s a montagem lavava-se a coluna com 5 volued?BS 1X para a retirada do etanol
20% (v/v), no qual a resina estava estocada.

3- A mesma era entdo sensibilizada com 3 volumeégide acético 0,5M pH 3,5.

4- Lavava-se com mais 5 volumes de PBS 1X.

5- Incubava-se o sobrenadante previamente filteackincentrado.

6- Lavava-se a coluna com 10 volumes de PBS 1X.

7- Para a eluicdo das proteinas ligadas adicion@eamvolumes de &cido acético 0,5M pH
3,5 coletando-se as amostras em microtubos d&Eppendorfde 1 em 1 mL.

8- As amostras eram imediatamente neutralizadas @dnpulL Tris-HCI 1,5M pH 11,0,
previamente colocados em cada tubo de coletaneataalizacao do pH.

9- Lavava-se a coluna com mais 10 volumes de PBS 1X

10- Aplicava-se etanol 20%, no qual se estocavamente a resina a 4°C.

11- Imediatamente ap0s o fim da coleta, 5uL de cadastra eram aplicados em uma
membrana de nitrocelulose para analise[pairBlotting seguindo o protocolo do item 4.2.16

de métodos. As amostras onde se detectavam proteiam passadas na coluna Centricon

®
YM-10 (Amicon ), com membrana de exclusdo para proteinas maipreslO0 kDa para

didlise e concentragao.
4.2.17.2 — Com HiTrd¥ Protein A HP 1mL (GE Healthcdfe— FvFcs

1- Acoplava-se a coluna cromatografica em uma bquebataltica.

2- ApoOs a montagem lavava-se a coluna com 10 vauwleeampéo de ligacao.

3- Aplicava-se o sobrenadante previamente filtimdoncentrado.

4- Lavava-se a coluna com 10 volumes de tampéigalgfo.

5- Para a eluicdo das proteinas ligadas adiciosava- volumes de tampdo de eluicdo
coletando-se as amostras em microtubos ddggpendoride 1 em 1 mL.

6- As amostras eram imediatamente neutralizadas @®nplL Tris-HCI 1,5M pH 11,0,
previamente colocados em cada tubo de coletaneartaalizacdo do pH.

7- Lavava-se a coluna com mais 10 volumes de tam@digacéo.
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8- Aplicava-se etanol 20%, no qual se estocavameunge a resina a 4°C.
9- Imediatamente apd6s o fim da coleta, 5uL de cagastra eram aplicados em uma
membrana de nitrocelulose para analiseluuirBlotting seguindo o protocolo do item 4.2.16

de métodos. As amostras onde se detectavam proteiam passadas na coluna Centricon

®
YM-30 (Amicon ), com membrana de exclusdo para proteinas maipres30 kDa para

didlise e concentragao.
4.2.18 — Purificacdo das proteinas recombinantes pbiltracdo em Gel

Para filtracdo em gel foi utilizada a resina Superal?2 (GE Healthcafy
aproximadamente 25mL previamente montada e acoptadparelho de FPLC (LKB — UV —
MII, Pharmaci§).

1- Lavava-se a coluna com 50mL de PBS 1X, filtradieaerado, num fluxo de 0,2mL/min.

2- Aplicavam-se os padrdes: inicialmente 200 plrdocador Blue Dextran e, logo apos sua
entrada na coluna, aplicava-se uma mistura do®opi@droes (BSA, Anidrase carbbnica e
Citocromo C).

3- Apés a corrida com os marcadores aplicava-samente na coluna 200 pL do marcador
Blue Dextran e 1 mL de sobrenadante previamertado e concentrado conforme descrito
anteriormente.

4- A coluna era lavada com PBS 1X enquanto as aasostam coletadas, em microtubos do
tipo Eppendorf com aproximadamente 2mL por microtubo.

5- A coluna era lavada com 50 mL de PBS 1X e 10@mlagua destilada filtrada e deareada,
onde era estocada.

6- A densidade Optica de cada amostra eluida ¢adaldoi medida na faixa de 230-32
para analise da presenca de proteinas. Aquelasuenfogam detectadas a presenca de

proteinas eram analisadas pat Blotting seguindo o protocolo do item 4.2.16 de métodos.
4.2.19 — Andlise de agregacao das proteinas recomdntes

Para testar a agregacdo das proteinas recombirem@sostras eram centrifugadas

em colunas Microcon YM-100, que exclui proteinasones que 100kDa. Caso o scFv ficasse
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retido na membrana significava que estava agredaado a por¢cdo que passava na coluna,
guanto a que ficava retida eram submetidas a p&gio com TCA, SDS-PAGE Western
Blotting (itens 4.2.12, 4.2.13 e 4.2.15 do topico métodos).

4.2.20 — Quantificacdo das proteinas utilizando atkBCA

Para quantificacdo das proteinas purificadas atilige o kit — Acido Bicincronico

(Pierce® ). Para se obter a curva-padrdo eram utilizadasetifes concentracdes de BSA,
utilizado conforme instru¢des do fabricante.
1- Adicionavam-se 10QL de cada padrao diluido (25, 125, 250, 500, 780011500, 2000
ug/mL de BSA) e da amostra a ser quantificada ersaplade microtitulagdo, tudo em
triplicata.
2- A essas amostras adicionavam-se 2mL de rea@yéRtpresente no kit em cada. Incubava-
se a placa por 1 hora a 37°C.
3- ApoOs essa incubacao determinava-se a absorb@rb@m utilizando-se PBS 1X como
branco.

A partir desses dados eram feitos os calculosuevaqadréo de BSA, a partir da qual

podia-se estimar a concentracdo das proteinas batamtes purificadas.
4.2.21 — ELISA(Enzyme-linked immunosorbent assay)

Foram realizados ensaios do tipo ELISA de ligagéetal inibicdo e quantificacdo das
proteinas recombinantes. Cada ensaio apresenta pswasularidades e estdo descritos
separadamente. ApoOs cada lavagem as placas detimlalgdo (Falcon) eram invertidas
sobre uma pilha de papel toalha e batidas vigoresteraté a retirada completa das solucdes
presentes. Durante as incubacdes as placas peiaranechadas para evitar a evaporacao
das solucdes e todos eram revelados com pNPP r{pierdenil-fosfato) 1mg/mL dissolvido

em APB, 10QL por poco e a revelacdo era lida no leitor de BLI®icroplate Reader

®
BioRad ” modelo 450 a um comprimento de onda dem@50s anticorpos utilizados estéo
detalhados na Tabela 3 do item 4.2.18.
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4.2.21.1 — ELISA — Ensaio de quantificacdo dos Bulecombinantes

1- Os pocos de interesse na placa eram sensilofizaan o anticorpo feito em cabra anti-lgG
humana H+L, diluido em PBS 1X 1:500, 1@0por poco, durante 2 horas a temperatura
ambiente.

2- Lavava-se 3X com PBST 1X, 1"0por pogo.

3- Blogueava-se com solucdo de bloqueio,pd500r pogo, durante 1 hora a temperatura
ambiente ou durante a noite a 4°C.

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com ast@as de interesse: sobrenadante de
cultura ou FvFcs purificados. Como padrdo utilizagalgG humana purificada (diluida na
mesma solugédo que as proteinas recombinantes). dradieito em diluicbes seriadas e em
duplicatas. Incubava-se por 2 horas a temperatnbgeate.

5- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com m@pb anti-Fc humano conjugado a
fosfatase alcalina 1:5.000 por 1 hora a temperatntaiente.

6- Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampéo pastatase alcalina (APB).

7- Revelava-se e fazia-se os calculos de concéotrbeseados na curva padrdo de IgG

humana, sempre desconsiderando os pocos branco$@8 1X em todas as etapas).

4.2.21.2 — ELISA — Ensaio de ligacéo direta

1- Os pocos de interesse na placa eram sensilmfizagd com o veneno completo Blethrops
atrox (diluido em PBS 1X, g por poc¢o) ou com a PLApurificada (diluida em PBS 1X,
100ng por pogo), durante 2 horas a temperatura ambiente

2- Lavava-se 3X com PBST 1X, 1H0por pogo.

3- Blogueava-se com solucdo de bloqueio,d500r pogo, durante 1 hora a temperatura
ambiente ou durante a noite a 4°C.

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com ast@as de interesse: sobrenadante de
cultura ou FvFcs purificados. Como controle positiutilizava-se o proprio anticorpo
monoclonal anti-PLA purificado (diluido na mesma solucéo que as pragefecombinantes).
Tudo era feito em diluicbes seriadas e em dupkcdtecubava-se por 2 horas a temperatura

ambiente.
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5- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com ma@pb anti-Fc humano conjugado a
fosfatase alcalina 1:5.000 por 1 hora a temperatomaiente. Os pocos do controle positivo
eram incubados com o anticorpo anti-lgG camund@oggugado a fosfatase alcalina.

6- Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampéo pastatase alcalina (APB).

7- Revelava-se e a ligacao dos FvFcs recombinamiesomparada ao anticorpo monoclonal.

4.2.21.3 — ELISA — Ensaio de inibicao

1- Os pocos de interesse na placa eram sensilfizag com o veneno completo Blethrops
atrox (diluido em PBS 1X, [1g por poc¢o) ou com a PlLApurificada (diluida em PBS 1X,
100ng por pogo), durante 2 horas a temperatura ambiente

2- Lavava-se 3X com PBST 1X, 1d0por poco.

3- Blogueava-se com solucdo de bloqueio,ul500r pogo, durante 1 hora a temperatura
ambiente ou durante a noite a 4°C.

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com @a@pb monoclonal anti-PLAem
diluicBes seriadas, durante 1 hora a temperatubéeate.

4- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com astias de interesse: sobrenadante de
cultura ou FvFcs purificados. Tudo em duplicatasubava-se por 2 horas a temperatura
ambiente.

5- Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com m@pb anti-Fc humano conjugado a
fosfatase alcalina 1:5.000 por 1 hora a temperatontaiente.

6- Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampéo pastatase alcalina (APB).

7- Revelava-se e a inibicao da ligacédo dos FvFammbinantes ao antigeno era comparada ao

aumento da concentracdo do anticorpo monoclonal.
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5 — Resultados e Discussao

5.1 — Humanizacéao por transplante de CDR

A busca pelo melhoramento dos anticorpos monodqnaAbs) de uso terapéutico é
hoje um dos grandes alvos do mercado de biofarmacoslial (Kashmiriet al, 2005). O
processo de humanizagdo visa a reducdo do maxissiveb de residuos de aminoéacidos
Murinos nesses anticorpos sem que para isso psicamfinidade pelo antigeno (Morriseh
al., 1984).

Por isso, na tentativa de se obter um anticorpe ecaminimo de residuos murinos a
técnica de humanizacao utilizada nesse trabalha fte transplante dos CDRs murinos para
arcaboucos humanos em configuracdo germinal (Caldak 2000), para que se mantivesse
todo o arcabouco das porcdes variaveis VH e VL mama& apenas as CDRs murinas.

Para isso, inicialmente foi feito o sequenciametite genes que codificavam os
dominios variaveis leve (VL) e pesado (VH) do mAli-®LA; isolado do hibridoma por PCR
usando iniciadores especificos segundo Caldas,. N&%ficou-se que o VH e VL desse
anticorpo pertenciam as familias de imunoglobulies 36-60 e \k 21-2, respectivamente.
Essas sequéncias do VH e do VL murinos foram sutlased comparacdes com seqiéncias de
imunoglobulinas germinais humanas depositadas aogos de dados, a fim de se obter
aguelas cadeias humanas mais similares.

A partir dessas comparacoes foram escolhidosatoaboucos humanos, um para o
VH e outro para o VL, que eram mais similares agi@&ecias murinas. Os arcaboucos
humanos escolhidos pertencem as familias VH4/JH& pavH e B3/d4 para o VL, que
apresentam 82,3% e 84,2% de identidade de seqU&ocra 0 arcabouco murino,
respectivamente. Apds analise de similaridade dsi&lnos dos arcabougos descritos como
mais importantes na manutencao da especificidaa@igi®, 1994) e observacdo de modelos
tridimensionais decidiu-se manter todo o arcabohgmano germinal, sem qualquer
alteracdo. As sequéncias de VH e VL humanizadapoptas, contendo os arcaboucos

humanos mais similares e as CDRs murinas estaemstguaadas na Figura 8.
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Figura 8. Alinhamentos do VH (a) e do VL (b) propotos com as seqiiéncias humanas
germinais mais similares as murinasNo alinhamento estdo as seqiiéncias humanizadas
propostas, as sequéncias murinas originarias dddbiba, as seqiiéncias humanas
germinais mais similares e as regides J humanas sirailares. Os pontos representam
residuos de aminoacidos idénticos e as CDRs, datias de acordo com a numeracao de
Kabatet al, 1991, estdo ressaltadas com fundo azul.

As versdes humanizadas propostas apresentam g88assidao-humanos no VL e 9 no
VH, o que corresponde a menos de 13% da sequénala$egundo Hwang e Foote, 2005,
guanto menor a porcentagem de residuos murinoseg@gncias humanizadas menores séo as
respostas contra o tratamento, portanto uma p@gemt to baixa provavelmente levara a
uma resposta negligivel ou no minimo tolerdvel, umea que alguns dos anticorpos
humanizados ja aprovados pela FDA para uso climmesentam mais de 10% de residuos
murinos em suas seqiiéncias, como o anti-IL2 Zeffapa®L- usado no tratamento de
rejeicdo a transplantes, que possui 12% de residudsos (Kimet al, 2005), e outros com

porcentagem ainda maior como o anti-fator de amesuio vascular endotelial Avastin
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Genentech — usado no tratamento de canceres geei 2086 de residuos murinos em sua
sequéncia (Prest al, 1997).

Os genes codificadores das versdes de VH e VL huadas foram sintetizados
guimicamente pela empresa GenScript (http:/gegpiscoim ) apds as alteracdes para insercao
dos sitios de restri¢do iniciais e finais e analtes codons preferencialmente mais expressos.
Nesses genes foram escolhidos os melhores codémexyaresséo tanto eRichia pastoris
guanto enCricetulus griseugHamster chinés) para expressao na célula de man@féO, ja
gue segundo Hu e colaboradores (2006), o uso dmsqateferenciais pode aumentar em até
5 vezes o0 nivel de expressdao de proteinas recomémaOs genes vieram inseridos no
plasmidio pUC 57.

5.2 — Insercgéo dos sitios de restricdo nas sequ&scvariaveis murinas

Para que fosse possivel realizar as manipulagiesos genes codificadores do VH e
VL murinos foi necesséario o desenho de oligonuaeats especificos para a insercdo dos
sitios de restricdo iniciais e finais nessas segjégifitem 4.1.12). Os sitios de restricdo 5’ e 3’
sdo, nas sequUéncias de VMmal e Xba l, e nas sequéncias de VBgl Il e Nco |,
respectivamente.

A amplificacdo do VH e VL murinos com esses inicias$ foi feita utilizando-se a
técnica de PCR (item 4.2.7). O resultado dessaifivaghio pode ser visto na Figura 9.

1 2 3

<«— 400 pb
<“— 300pb

Figura 9. Amplificac6es do VH e VL murinos para insercéo dositios de restricdoGel
de agarose 0,8% mostrando a amplificacdo por PGR/@&lgsdes murinas do VH e do VL
do anti-PLA. 1-VH, 2-VL e 3-Marcador de massa moleculdkb Plus DNA ladder
(Invitrogerf).
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Apés os testes de controles negativos, como cormsocode um soé iniciador ou a
realizacdo da PCR sem o DNA molde, os fragmentd¢siash demonstrados acima foram
extraidos e purificados do gel de agarose (itend}.2

Esses fragmentos foram entdo inseridos no vetoremah pGEM-T EASY
(Promega), segundo instrugdes do fabricante, eesegidos novamente para confirmagéo da
insercdo dos sitios e para que se pudesse entdar ins construcdes dos fragmentos de

anticorpos anti-PLA

5.3 — Construcao dos fragmentos de anticorpos scFesclonagem no

vetor de expressao erRichia pastoris

Para se fazer a construcdo e expressao, tantasiovwaumanizada quanto da murina,
foi escolhido inicialmente 0 modelo de expressacatieia Unica, o scFv (fragmento variavel
de cadeia Unica) que apresenta um peptideo corfeetorel unindo o carboxi-terminal do
VH com o amino-terminal do VL em um arranjo montréisico que mantém a especificidade
de ligacdo ao antigeno (Maranhao e Brigido, 2001).

As vantagens de se usar 0 modelo scFv sédo a nagibdéde de manipulagédo génica,
alta capacidade de penetracdo nos tecidos quandpacado ao anticorpo inteiro e
manutencdo da capacidade de reconhecimento e digagdantigeno, podendo levar a
formacdo de imunocomplexos e eliminacdo dessegeamus (Damascenet al, 2004).
Caracteristicas que se mostraram positivas paipoode atividade que se procura para o0s
anticorpos antiveneno, que ndo buscam a funcaorafdbs anticorpos, especialmente para o
anti-PLA,, que necessita penetrar no tecido muscular géesesdo alvo de degradacao por
essa fosfolipase.

As manipulagbes para construgdo dos scFvs, murituneanizado, foram feitas
inicialmente no plasmideo bacteriano plglé Z22 didd et al., 1993) por meio da
substituicdo do VH e VL do anti-Z-DNA, presente plasmidio, pelas cadeias anti-PLA
tanto murinas quanto humanizadas. Ap6s a montagesnddis scFvs esses foram entéo
transferidos para o vetor de expressaoRiahia pastorispPIlg LE que apresenta, além de
outras coisas, a regido de integracdo ao léti$R! dessa levedura. Essas clonagens estao

esquematizadas na Figura 10.
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Figura 10. Representacao esquematica das clonagetestransferéncia dos scFvs para
0 pPIg LE. Os scFvs murino (azul) e humanizado (verde) faglos & proteina A - SpA
(vermelho) foram transferidos do plasmidio bacteriplg 16, utilizado para a construcéo
desses scFvs, para o vetor de expressa®.epastorispPlg LE, resultando nos vetores
finais contendo os scFvs anti-PLAXma | e EcoR | sitios de clonagem dos scFvs

fusionados a SpA

5.4 — Expresséo dos scFvs efichia pastoris
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5.4.1 — Transformacgéo d&. pastoris e selecdo dos clones recombinantes

Vérios fragmentos de anticorpos, principalmentesscfa foram expressos dm coli,
entretanto, como na maioria das vezes esse fragrfieatretido no periplasma da bactéria o
rendimento do scFv purificado € baixa, em geraltemo de microgramas de proteina por
litro de cultura (Freyreet al, 2000 e Damascerat al, 2004). J& a producédo de scFvs em
Pichia pastorisé bem mais elevada chegando a atingir taxas deugiodde gramas de
proteina final purificada por litro de cultura (ifre et al, 2000). Por isso foi escolhida essa
levedura para a expressao dos scFvs recombinariidal 2\,.

Apés as finalizagbes das clonagens os plasmidiogendo os scFvs murino e
humanizado foram preparados e foram realizadasaasformacdes erR. pastoris(itens
4.2.8 e 4.2.9). A linhagem escolhida foi a GS11® guum mutante auxotrofico para a
proteina HIS4 Kis4) ndo sendo capaz de produzir a enzima histidiesiddogenase, sendo
dependente da adicao de histidina para cultivo.

Para a transformacdo os plasmideos obtidos foraearlzados com a enzima de
restricdo Sal I. O sitio de restricdo desta enzima localiza-setrde do geneHI$4,
possibilitando a integracdo do vetor loxus his4por meio de recombinacdo homologa
restaurando o fendtipo His+. Este evento faz comagiclones transformantes expressem a
enzima histidinol desidrogenase, o que restaurapacidade destas leveduras de crescerem
em meio deficiente em histidina (marca auxotrofica)

Apoés a eletroporacdo os transformantes foram sesseawh placas com meio MD
(meio minimo com glicose) para selecionar somergaelas que foram efetivamente
transformados e se tornaram capacitados a cresememeio sem histidina. Posteriormente
alguns clones foram repicados serialmente em daaagy uma com meio MM (meio minimo
com metanol) e outra com meio MD, para inducdo xj@essdo do gene codificador da
proteina recombinante nas placas MM. Dessa forondeita a selecdo das coldnias positivas
(que expressaram o0s scFvs) por meioCadéony Blotting(item 4.2.10). O resultado desta

inducéo pode ser observado na Figura 11.
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Figura 11. Imunodetecc¢éo de colbnias produtoras d&Fv recombinante.Em (a) com o
vetor contendo o scFv murino e em (b) com o sckwdnizado. As colbnias foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose edadas usando IgG de coelho, que se
liga a proteina A fusionada aos scFvs, e anti-lg&aklho conjugado a fosfatase alcalina.
Os clones que estavam expressando a proteina rie@oneb aparecem revelados nas
membranas. Setas: clones escolhidos para as fagbest

5.4.2 — Producéo dos scFvs recombinantes e cinétaminducéo

Dois clones de cada scFv, sinalizados na Figurafd@m escolhidos para as
fermentacbes em frasco. Cada clone escolhido &scao em 100mL de meio BMGY e
depois de 48h de crescimento o meio era trocad® @ameio de indugdo BMMY (item
4.2.11). Inicialmente foi realizado um experimertte cinética de inducdo da proteina
recombinante, com um clone de cada scFv para detsgdo do melhor tempo de coleta do
sobrenadante da cultura Bepastoris

Para identificar o melhor ponto da cinética de g&tupara a coleta dos sobrenadantes,
isto €, o tempo com maior expressao dos scFvsnastes de sobrenadante coletadas tinham
suas proteinas precipitadas com TCA 100% e ressdisias em tampdo de amostra. Em
seguida as proteinas eram submetidas a eletroferasgel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e analisadas pW@festern blottingitens 4.2.12 a 4.2.15). Para a deteccao dos
scFvs recombinantes utilizou-se 1gG de coelho, genhece a proteina A conjugada aos
scFvs, como anticorpo primario, anti-lgG de coetlomjugado a fosfatase alcalina como
secundario e a revelacao foi feita com NBT/BCIP.
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O tamanho esperado para scFvs conjugados a prdteénde aproximadamente 35

kDa, entretanto a massa molecular aparente domértgs observados para os scFvs anti-

PLA; foi de aproximadamente 45 kDa, o que ja foi otm#ovpara outros scFvs produzidos

anteriormente pelo grupo, como o scFv anti-CD18antd>-Z-DNA. A expressdo dos scFvs

anti-PLA; nos diferentes tempos de inducdo esta apresemdeigura 12.

Além disso, foi detectada também uma maior quatdidie proteina recombinante nos

tempos de 24 e 48 horas de inducao, desta mamessas tempos foram escolhidos para a

producdo em maior escala (200 a 400mL) dos doiseslade cada scFv recombinante

escolhidos anteriormente (Figura 13).
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Figura 12. Producdo das proteinas recombinantes exglulas dePichia pastoris em
diferentes tempos de induc&oOs sobrenadantes de cultura dos tempos 0, 1882296
horas das fermentacdes dos scFvs foram analisatoSPS-PAGE 10% corados com
Comassie Brilhant Blug€a e c) eWestern Blottingsevelados conforme descrito para o
Colony Blotting(b e d). (a e b) Analises dos scFvs murinos. @ Andlises dos scFvs
humanizados. C+: controle positivo - scFv anti-ZANermentacdo tempo 48h, M:
marcador molecularBench Marke!" para osComassies Bench Marke!" Prestained
para osWesterns- Invitrogerf). Setas azuis: scFvs recombinantes com aproxinematam
45 kDa.
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Figura 13. Producdo em larga escala das proteinagsgombinantes por células
de Pichia pastoris. Os sobrenadantes de cultura dos tempos 0, 24 erd48 Has
fermentagbes em maior escala dos scFvs foram adedispor SDS-PAGE 10%
corados comComassie Brilhant Bluga e c) eWestern Blottingsrevelados
conforme descrito para €Golony Blotting(b e d). (a e b) Andlises dos scFvs
murinos. (c e d) Analises dos scFvs humanizadascdirole negativo - proteina
nao relacionada. C+: controle positivo - scFv ZRBNA fermentacéo tempo 48h,
M: marcador molecularBench Markel" para osComassies Bench Marke"
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Prestainedpara osWesterns- Invitrogerf). Setas azuis: scFvs recombinantes com
aproximadamente 45 kDa.

N&o foi observada nenhuma atividade proteolitidaresms scFvs anti-PLAnesta
etapa e uma pequena degradacdo no scFv anti-Z-DEA, ndicando que a associagdo dos
inibidores de proteases utilizados, como EDTA e PM#liados ao uso de casaminoacidos no
meio de cultura de inducgdo, resultou na minimizagdalegradagcdo e consequente aumento

do rendimento obtido, assim como observado poe $hiaboradores (2003).

5.5 — Purificagao dos scFvs recombinantes

5.5.1 — Cromatografia de afinidade — IgG Sepharose

A proteina A é um polipeptideo que compde a paredrlar da bactéria
Staphylococcus aureusontém varios dominios de ligagdo a IgG que noath livres
mesmo quando a proteina € imobilizada em uma régeralmente agarose) ou conjugada a
outras proteinas (Vanamataal, 2003). Assim sendo, uma proteina recombinantgigada
a proteina A pode se ligar a pelo menos duas makde IgG, o que facilita a deteccédo e
purificacdo da proteina recombinante de interddeecaso deste trabalho os scFvs murinos e
humanizados anti-PLAoram ligados a um sé dominio da proteina A, o a@onB (Brigido
et al, 1993).

Apoés as fermentacdes em maior escala os sobrepadimiis foram submetidos a
filtragem em membranas Millipore O e concentracdo de 10 a 50 vezes. O concentrado
final foi entdo purificado em cromatografia de afade em coluna contendo a resina 1gG
Sepharose. Essa coluna é uma resina caseira mtaparderiormente por Andrade e
colaboradores (2000) que apresenta IgG humanagagua resina Sepharose e a purificacéo
foi realizada conforme descrito no item 4.2.17.1pr&senca da proteina recombinante nas
fracOes coletadas era observadalpat Blotting onde 3 a pL. de cada fracdo eram aplicados
a membrana de nitrocelulose e revelados com Igé&elko e anti-lgG de coelho conjugado a

fosfatase alcalina (item 4.2.16).
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A andlise das purificagdes dos scFvs por cromdiagie afinidade demonstrou que,
apesar de se obter uma pequena porcentagem dénargigra, grande parte dos scFvs
recombinantes ndo se ligava a coluna cromatogr&smecialmente os scFvs murinos (Figura
14).

scFvs murinos scFvs humanizados

® ® €

o © e
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a 4 b
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Figura 14. Imunodetecgdo dos scFv recombinantes damte a purificacdo em coluna
IgG Sepharose.Trés microlitros de cada fragdo coletada duraatpuaificacdes de cada
uma das duas fermentacdes em larga escala foréoadgd em membrana de nitrocelulose
e a presenca dos scFvs recombinantes foi detectadalgG de coelho e anti-lgG de
coelho conjugado a fosfatase alcalina. Em (a) sokwusnos. Em (b) scFvs humanizados.
Retangulos verdes: fra¢cdes que ndo ficaram retidasoluna. Retangulos azuis: fracbes
eluidas da coluna que apresentam o scFv. Demat®9adnacdes de lavagens. Setas:
Controles positivos (scFv anti-Z-DNA).

As fracOes de eluicdo onde se detectou a preskscacFvs pel®ot Blotting foram
concentradas em colunas - Centricon YM-10 (Millggorcom capacidade de exclusdo de
10kDa, e tiveram seu tampdao trocado para PBS 1b& $averificar a pureza das proteinas
recombinantes purificadas uma fracdo do materinteatrado e dialisado foi submetido a
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilanf®S-PAGE) e analisado p&Western
blotting. Essa andlise possibilitou a deteccdo de um ebeymdu de pureza dos scFvs

humanizados purificados, porém uma baixa quantidkdgroteina (Figura 15) e nao foi
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possivel detectar os scFvs murinos, devido a beomentracdo de proteina (dado né&o

mostrado).
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Figura 15. Analise dos scFvs humanizados purificado As fragcbes purificadas e
dialisadas dos dois scFvs humanizados foram adatigaor SDS-PAGE 10% corado com
Comassie Brilhant Bluéa) eWestern Blottingevelado com IgG de coelho e anti-IgG de
coelho conjugado a fosfatase alcalina (b). M: n@ocanolecular Bench Markel" para o
Comassie Bench Markel™ Prestainedpara owWestern- Invitroger?).

A partir desses dados verificou-se a necessidad#tiniézacdo dessa purificacdo, ja
gue as quantidades de scFvs purificados obtidaserdio suficientes para realizagdo dos
testes de afinidade desses anticorpos pela foséaliy. Foram feitas entdo vérias tentativas
de se aumentar a eficiéncia da purificacdo, cornmagidoes no pH dos tampdes de lavagem
(aumento do pH) e de eluicdo (aumento e diminud@@H) durante a purificagdo, ja que
segundo Woo e colaboradores, 2006, mudancas noopldnp alterar a solubilidade das
proteinas e conseqgientemente a eficiéncia da qgagéo. A temperatura de realizacdo da
purificacdo também foi diminuida de temperaturaiante para 4°C, como feito por Andrade
e colaboradores, 2000, na tentativa de se aumargatabilidade da proteina. E também o
aumento da quantidade de resina utilizada. Enteeteanhuma dessas alternativas se mostrou
eficiente nessa otimizacdo. Decidiu-se entdo busgo®a outra metodologia de purificacao

utilizando-se uma coluna de filtragéo em gel.
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5.5.2 — Filtragdo em gel

Para a realizacdo da cromatografia por filtracAagehfoi utilizada a resina Superose
12 (GE Healthcare) acoplada ao aparelho de FPLCB(EKUV — MIl, Pharmacid).
Inicialmente eram aplicados os padrbes de massecuaiat Blue Dextran (2.000kDa), BSA
(66kDa), Anidrase Carbonica (29kDa) e Citocromol@,4kDa) (item 4.2.18). O aparelho
estava acoplado a um espectofotometro que deteasabsorbancias das amostras numa
densidade 6ptica de 250 a 360 (Figura 16). Os picos das amostras padréo revaléaixa

de separacao conseguida.

Cromatografia de Filtracdo em Gel - Padrdes
14 2000 kDa
0,8 A
66 kDa
0,6
3
< 0,4 - 29 kDa
12,4 kD
0,2 VAU’\ ! a
0 M
0 5 10 15 20 25 30 35 40
amostras coletadas

Figura 16. Perfil cromatografico da eluicdo de padies de massa molecular em coluna
Sepharose 12 (Gel Filtragdo)Os picos correspondem a Blue Dextran (2.000kDap BS
(66kDa), Anidrase Carboénica (29kDa) e Citocromd. £ ,4kDa), respectivamente.

Apoés a passagem dos padrbes era aplicado novamdilige Dextran seguido do
sobrenadante de cultura dos scFvs recombinantdsaddis e concentrados. Nesse
experimento o pico de eluicdo dos scFvs era antaoipico de saida do Blue Dextran (Figura
17) o que também foi percebido na andlis®deBlottingcom as fracdes que formaram picos
na cromatografia (Figura 18), sugerindo que o bagaimento nas diferentes tentativas de
purificacdo desses scFvs se devia ao fato de g@s &sgmentos estavam formando grandes

agregados no sobrenadante de cultura. Supomos qgsimssa agregacao fazia com que os
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scFvs fossem excluidos e passassem por fora de &sdeolunas cromatograficas, tanto de

afinidade quanto de filtracdo em gel, explicandbagos rendimentos das purificacdes.
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Figura 17. Perfil cromatografico dos fragmentos sc¥ recombinantes produzidos em
P. pastoris em FPLC. 500 uL do sobrenadante de cultura concentrado fagditados na
coluna e a densidade 6tica de cada amostra caleladaem 1 mL, era lida numa faixa de
250-300nm. O primeiro grande pico observado correspondesei®gs agregados, seguidos
do Blue Dextran e das demais proteinas presentssimenadante de cultura.

scFv murino

1 2 3 4 5 6 7

9 10 11 1P 13 1415
& C
21 22 23 24 25
33 34 35
M

3031 32

scFv humanizado

1 2 3 4 5 6 7
8 9 10 11 12 13 14
@ ©
15 20 21 22 23 4 2 25
30 31 32 33 34 53

N .

b

Figura 18. Andlise por Dot Blotting das fracfes que apresentaram picos durante a
filtracdo em gel.Cinco microlitros das fragBes 1 a 15, 20 a 25 @ 3% de cada uma das
cromatografias foram aplicados em uma membranatieelulose e a presenca dos scFvs
recombinantes foi detectada com IgG de coelhoid@®atde coelho conjugada a fosfatase
alcalina. O scFv murino (a) foi detectado nasdfescs a 12, destacadas em verde, e 0 scCFv
humanizado (b) nas fracGes 8 a 11, destacadas @mSatas: Controles positivos (scFv

anti-Z-DNA).
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5.6 — Agregacao de scFvs no sobrenadante da fermagdo emPichia

pastoris

A partir dos dados observados com a cromatogdefiéiltracdo em gel percebeu-se
gue estava ocorrendo a agregacao das proteinashi@emtes no sobrenadante de cultura
durante a fermentacdo eRichia pastoris Segundo Woo e colaboradores (2006) essa
agregacao esta relacionada aos mesmos fatoregw@re b agregacdo de algumas proteinas
purificadas, como a insulina e 0 horménio de crasoto. Esses fatores sdo a agitacao,
temperaturas elevadas, formacdo de espuma e paederggentes caotropicos. E durante a
fermentacdo da leveduRichia pastorisa agitacdo € elevada (250 a 280 rpm), a temperatura
também é relativamente alta (28°C) e ocorre a foAimade muita espuma devido a
metabolizacdo do metanol pela levedura, o que @&x@i agregacado observada durante a
inducado da producao de proteinas recombinantes.

Os fatores que podem agravar essa agregacaosaexegmplo, a hidrofobicidade da
proteina e o seu tamanho, quanto menores as @®tpfoduzidas maiores suas chances de
sofrer agregacao. Devido provavelmente ao seu tameaduzido outras agregacdes de scFvs
ja foram observadas como descrito por Harrison booadores (1998) e Woo e
colaboradores (2006). No caso dos scFvs anti;Riekeu-se também provavelmente ao seu
tamanho reduzido, ja& que por analises feitas com poograma Expasy
(http://ca.expasy.org/tools/pi_tool.html) a partias sequiéncias de aminoacidos dos scFvs
esses apresentam pontos isoelétricos neutros, Jehgara o scFv murino e 6,8 para o scFv
humanizado.

Vérias alteracdes no meio de cultura e em algwaa&veis durante a fermentacéo ja
foram testadas para se reduzir a agregacéo dasna®recombinantes durante a fermentagéo
em P. pastoris Dentre essas estdo a diminuicdo da temperatufaraentacdo durante a
inducéo entre 15 a 20°C, diminuicdo do pH do meicwtura de inducao (Waet al, 2006),
uso de antiespumantes (Harrisgtral., 1998) e adicdo de Arginina (Arakaeftal., 2007) ou
Tween no meio de cultura de indugéao (Vébal, 2006).

Dentre esses testes o0os que obtiveram melhorestadssl foram aqueles que
adicionaram Tween 20 ao meio de cultura ou as aasogiurificadas, reduzindo-se a

agregacao durante a fermentacaoRerpastoris como demonstrado por Woo e colaboradores
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(2006), que conseguiram reduzir a agregacao deinonmaotoxina bivalente anti-células T
humanas (usada no tratamento de leucemias desé@lutle 64% para 5% na fermentacédo de
P. pastorisem bioreator com o uso de 0,02% de Tween 20. Opreteinas ja purificadas,
como descrito por Chou e colaboradores (2005), dgmonstraram que tanto o Tween 20
guanto o Tween 80 inibem a agregacdo da proteic@mtdnante albutropina, e Bam e
colaboradores (1998) que demonstraram que o usavden 20 aumenta a estabilidade do
hormonio de crescimento humano recombinante padéc

Sabendo disso as fermentacdes dos scFvs recondsnanti-PLA foram repetidas
com a mudanca de alguns fatores. A temperaturadigdo foi reduzida de 28°C para 20°C,
foi adicionado antiespumante a cada 24 horas enfdetos testes com Arginina 0,4M e
0,02% de Tween 20. Esses testes demonstraram casic@o de Arginina impediu o
crescimento da levedura, pois a densidade Oticauttara ndo aumentou durante todo o
processo de inducéo (Tabela 4), além de dimin@r@essado das proteinas recombinantes

consideravelmente (Figura 19).

Tabela 4. Densidade otica a 6@0n das fermentacfes com arginina.

scFv murino scFv humanizado
sem arginina com arginina| sem arginina com arginina
Oh de inducédo 10,47 10,72 11,02 10,48
24h de inducao 19,53 11,20 21,87 11,00
48h de inducéo 27,50 10,68 31,52 10,56
72h de inducao 38,33 10,43 40,25 11,02
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Figura 19. Analise da influéncia da adicdo de Argima 0,4M no meio de cultura na
producdo dos scFvs recombinantes. Uma fracdo do sobrenadante de cultura das
fermentacdes realizadas com adicdo de Arginina (fgiMprecipitada com TCA 100%,
submetida a eletroforese com gel desnaturante licplamida e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. @¢esterns Blotting$oram revelados com I1gG de coelho e
anti-lgG de coelho conjugado a fosfatase alcalifra. (a) fermentagbes sem adicdo de
arginina demonstrando a expressdo dos scFvs recantbs e em (b) fermentacées com
adicao de arginina, que inibiu a producdo do scisima e reduziu a de scFv humanizado.
M: marcador moleculaBench Markel" Prestained- Invitrogerf. C+: controle positivo -
scFv anti-Z-DNA.

Ja a adicdo de Tween 20 ndo alterou o crescimentevddura durante o processo de
inducdo, pois a concentracao celular aumentou thu@mperiodo de inducdo assim como na
fermentacdo sem adicdo de agentes surfactante® (d&o mostrado). Entretanto, foi
observado que apesar de ndo haver alteracdo oigcdmilbda expressdo dos scFvs
recombinantes a adicdo de Tween 20 nao reduziifisggivamente a agregacédo dos scFvs,
especialmente para o scFv murino (Figura 20). Barfazer o teste da agregacdo uma fracéo
dos sobrenadantes de cultura foi submetida a figgagdes em colunas Microcon YM-100
(Millipore), que possui a capacidade de exclusaondiculas maiores que 100kDa. Sendo
assim, caso os scFvs estivessem agregados ficagizans na coluna, caso ndo houvesse

agregacao passariam pela membrana.
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Figura 20. Andlise da influéncia da adicdo de 0,02%e Tween 20 no meio de cultura
na producéo (a) e na agregacao (b) dos scFvs recdmdntes. Em (a), frac6es do
sobrenadante de cultura das fermentacdes realizadasdicao de 0,02% de Tween 20,
nos tempos indicados foram precipitadas com TCA,19%metida a eletroforese com
gel desnaturante de poliacrilamida e transferidaa pma membrana de nitrocelulose. O
Western Blottingfoi revelado com IgG de coelho e anti-IgG de coetlonjugado a
fosfatase alcalina. Demonstrando que a producdosdbss recombinantes ndo foi
alterada. Em (b), um mililitro dos sobrenadantesparssado em colunas Microcon YM-
100 (Millipore) para se verificar a agregacdo. Amdseste as amostras que ficaram
retidas e que passaram na coluna foram precipimda@/estern Blottingoi revelado
como descrito anteriormente. M: marcador molec@lanch Markel" Prestained—
Invitroger. NA: fracdes ndo-agregadas. Ag: fracdes agregadtasiarcador molecular
Bench Marke! Prestained- Invitrogerf. C+: controle positivo - scFv anti-Z-DNA.

Apoés esse teste 0s sobrenadantes finais das feigies com Tween 20 foram
filtrados e concentrados. O volume final concertdréml passado na coluna Microcon-100
para retirada dos agregados e o filtrado foi mado por cromatografia de afinidade
utilizando IgG Sepharose, como ja descrito anterdmte. O resultado dessa purificacdo
demonstrou que, apesar de se ter diminuido um pawgregacdo com o uso de Tween, a
fracdo de proteinas puras ainda néo era suficparge realizacdo dos testes de afinidade dos
fragmentos de anticorpos anti-PLA0 seu antigeno (dado ndo mostrado).

A partir de todos esses dados foi decidido altefarma do fragmento de anticorpo a
ser produzido para o FvFc, que se trata de um dimeruma porcao variavel ligada as
porcdes constantes da cadeia pesada CH2-CH3 (peotd.5, Figura 5). Para que dessa



70

forma se aumentasse o tamanho da molécula o que aeslua agregacdo, como mencionado

por Woo e colaboradores 2006.
5.7 — Expresséo do FvFc anti-PLAhumanizado emPichia pastoris

5.7.1 — Construcéo do FvFc humanizado

Para se alterar a forma do fragmento de anticarmiePLA; produzido a porgéo
constante da cadeia pesada CH2-CH3 foi transfeladeetor pPlgl6 Z22FvFc para o pPlg
LE scFv humanizado anti-PLAsubstituindo a proteina A (Figura 21). Essa swiigdio ndo
foi realizada para o scFv murino pois sua sequémgiasenta sitios internos para as duas
enzimas de restricdo utilizadas nessa transferékhbial e EcoRI. Além de varios outros

sitios que dificultaram posteriores manipulacées.
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Figura 21. Representacdo esquematica da clonagem tiensferéncia da porcao CH2-
CH3 para o pPIg LE. A por¢éo constante da cadeia pesada CH2-CH3dosferida do
plasmideo pPlg 16 722 FvFc (Andradeal., 2000) para o vetor de expressdo em
pastorispPlg LE que ja continha o scFv humanizado anti-Rlétirando deste a proteina
A. Xhol e EcoRl sitios de clonagem utilizados para essa traéiséés de cadeias.
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5.7.2 — Transformacgéo daP. pastoris e selecdo dos clones recombinantes produtores
de FvFc

Conforme descrito para os scFvs, ap0s a realizdgdaonstrugcdo do plasmideo
contendo o FvFc humanizado ele foi linearizado @mnzima de restricaBal | e foi
realizada a transformacgéo dpn pastoris conforme tépicos 4.2.8 e 4.2.9 de Métodos. A
linhagem utilizada também foi a GS115 e a formaselecionar os clones transformantes
também foi pela capacidade de crescimento dessauew em meio sem histidina ap0s a
recombinacdo homdloga do plasmideo.

Apoés a eletroporacdo os transformantes foram sesseach placas com meio MD
(meio minimo com glicose) para selecionar somergeelas que foram efetivamente
transformados e se tornaram capacitados a cres@remeio sem histidina. Posteriormente
alguns clones foram repicados serialmente em daaag uma com meio MM (meio minimo
com metanol) e outra com meio MD, para inducdo xj@essdo do gene codificador da
proteina recombinante nas placas MM. Dessa forondeita a selecdo das coldnias positivas
(que expressaram os FvFcs) por meicCadony Blotting(item 4.2.10). No caso do FvFc a
revelacdo das membranas ocorre com o uso do gui@nti-Fc humano, que reconhece a
regido CH2-CH3, conjugado a fosfatase alcalina. eQultado desta inducdo pode ser

observado na Figura 22.

Figura 22. Imunodetecc¢édo de colbnias produtoras devFc humanizado recombinante.
As colbnias foram transferidas para a membrandtaeelulose e reveladas usando e anti-
Fc humano conjugado a fosfatase alcalina. Os clquesestavam expressando a proteina
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recombinante aparecem revelados nas membranass: $$baes escolhidos para as
fermentacdes em frasco.

5.7.3 — Expressao do FvFc humanizado

Apés a andlise dos clones que estavam expressaRubooanti-PLA recombinante
dois clones foram escolhidos para a realizacaofetasentacoes em frasco. Nesse caso a
cinética de inducao so foi feita até 48 horas. Gaolae escolhido foi crescido em 100mL de
meio BMGY e depois de 48h de crescimento o meiotr@@ado para o meio de inducdo
BMMY (item 4.2.11).

As amostras de sobrenadante foram coletadas npe$edn 24 e 48h. Essas amostras
tinham suas proteinas precipitadas com TCA 100%am®m submetidas a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) e arddispoiWestern blottinditens 4.2.12 a
4.2.15). Para a deteccdo dos FvFcs recombinante®usse um anticorpo anti-Fc humana
conjugado a fosfatase alcalina e a revelacéo itai tem NBT/BCIP.

Além disso, para se analisar se ainda estava oclrr@gregacdo no sobrenadante de
cultura, uma parcela das amostras de 48h foraradds em membranas Microcon YM-100 e
analisadas em SDS-PAGEWestern Blottinganto o que passou na coluna, quanto o que
ficou retido.

Observou-se uma banda de aproximadamente 60 kRacajuesponde ao tamanho
esperado para o FvFc apds a reducdo e separagdiondm. Observou-se também que as
proteinas recombinantes ndo estavam mais se agregansobrenadante de cultura (Figura
23).
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FvFc hum 12 FvFc hum 15 FvFc hum 12 FvFc hum 15
C+ M Ohr 24hr 48hr ag h® 24hr 48hr ag C+ M Ohr 24hr 48hr ag h® 24hr 48hr ag

72 kDa »
55 kDa »

36 kba »

Figura 23. Andlise da producédo dos FvFcs humanizadaem células ddlichia pastoris.

Os sobrenadantes de cultura dos tempos 0, 24 @8 kdas fermentacbes dos FvFcs
humanizados foram analisados por SDS-PAGE 10% csradm prata (a) &Vestern
Blotting revelado conforme descrito par&olony Blotting(b). FvFc hum 12 e FvFc hum
15 — clones analisados. Ag: agregado. C+: contpalsitivo - FvFc anti-CD18, M:
marcador molecularUnstained Protein Molecular Weight Markgara o SDS-PAGE e
Page Rulel™ Prestained Protein Ladder Plupara oWestern— Fermentdy. Setas
vermelhas: FvFcs recombinantes com aproximadané€rit®a.

Ap6s a verificacdo que os FvFcs nao estavam maégaigdo durante a fermentacéo
os sobrenadantes finais de cultura foram filtraelasoncentrados para posterior purificacéo

dos FvFcs humanizados por cromatografia de afieidad

5.8 — Purificagao dos FvFcs humanizados

A purificacdo dos FvFcs humanizados anti-RLiéi realizada por cromatografia de
afinidade, utilizando-se a resina comercial HiTthfrotein A HP 1mL (GE Healthcdte
Essa coluna apresenta a proteina A conjugada@sefa

A proteina A tem a capacidade de se ligar a umdgramimero de moléculas de
superficie celular, além das imunoglobulinas, taiso receptores de Fc do tipo Il (FcR-II),
moléculas de adeséo, receptor do fator de crestomaim endotélio vascular, receptor de
célula T (TCR), antigenos HLA-AB entre outros. Aiatgarte dessas moléculas pertencem a

superfamilia génica das Imunoglobulinas e por igsssuem dominios “lgke” (regides
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homologas aos dominios constantes ou variaveisrdasglobulinas), os quais tem afinidade
pela proteina A (Vanamatt al, 2003). Consequentemente, pode ser utilizadainficacao
de fragmentos de anticorpos que contenham os desnf@H2-CH3 de Imunoglobulinas,
como o FvFc, e por isso foi escolhida para esséigagéo.

A coluna era acoplada a uma bomba peristalticape lvagem e ativacdo, a amostra
era aplicada na resina, que era novamente lavdda @a se fazer a eluicdo das proteinas que
haviam ficado ligadas (item 4.2.17.2). As amose&eam coletadas de 0,5 em 0,5mL e a
presenca da proteina recombinante nas fracOesdateera observada oot Blotting onde
3 a 9L de cada fragéo eram aplicados a membrana degittose e revelados com anti-Fc

humana conjugado a fosfatase alcalina (item 4.3HiGura 24).

Figura 24. Imunodetecgdo dos FvFcs humanizados durte a purificagdo em coluna
de proteina A. Trés microlitros de cada fracdo coletada durastpurificacdes de cada
uma das duas fermentacdes em larga escala foréoadgd em membrana de nitrocelulose
e a presenca dos FvFcs recombinantes foi detectadaanti-Fc humana conjugado a
fosfatase alcalina. Retangulos azuis: fracdes atutth coluna que apresentam o FvFc.
Demais pontos ndo destacados: fragcbes do que c@io ifetido na coluna e fracdes de
lavagens.

Como se pode observar a purificagdo foi bem sueedidoda a fracdo de FvFcs
recombinantes se ligou a resina e foi eluida posteente. As fracdes de eluicdo nas quais se
detectou a presenca dos FvFcmb Blottingforam concentradas em membranas - Centricon

YM-10 (Millipore), com exclusdo de 10kDa, e diatisa para se trocar o tampao para PBS
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1X. Para se verificar a pureza das proteinas reicamtes purificadas uma fracdo do material
concentrado e dialisado foi submetido a eletrofores gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) e analisado p@restern blotting
Essa andlise possibilitou a deteccdo de um bom gewupureza dos FvFcs

humanizados purificados, sendo que o FvFc humamitddestava em baixa quantidade e foi
melhor detectado posteriormente com os experimeatgoguantificacdo explicados a seguir.
Entretanto, foi percebido que estava ocorrendo adlegéo desses FvFcs, pois além do
fragmento de 60 kDa observava-se também um fragnueniproximadamente 30 kDa, que

também era revelado Miesterre portanto continha a fragédo Fc (Figura 25).

FvFc  FvFc FvFc FvFc
hum15 huml12 M M hum12 hum15

66 kDa >
! 72 kDa » o
55kDa »  we
45 kDa
35 kDa » 36kpa > ™
-
b

\
Figura 25. Andlise dos FvFcs humanizados purificado As fracBes purificadas e
dialisadas dos dois FvFcs humanizados foram adabkspor SDS-PAGE 10% corado com
prata (a) eWestern Blottingevelado com anti-Fc humana conjugado a fosfailtsdina
(b). Fragmento de 60 kDa — FvFc desnaturado naomadado. Fragmento de 30 kDa —
FvFc desnaturado degradado. M: marcador molecllastained Protein Molecular
Weight Markerpara o SDS-PAGE Bage Rulel™ Prestained Protein Ladder Plysara o

Western- Fermentdy.

5.9 — Degradacéo dos FvFcs humanizados

A degradacao de proteinas heterbélogas expressasealarmente erRichia pastoris

ocorre em alguns casos, devido as proteases qwe@ula secreta para o meio extracelular
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durantes os processos de crescimento e inducaegdi@eo & Cregg, 2000). Alternativas para
diminuir essa degradacdo sdo o uso de inibidoreprdeease, como EDTA e PMSF,

diminuicdo da temperatura de inducdo, adicdo denuasacidos, além do uso de linhagens
defectivas na producéo dessas enzimasqiSili, 2003).

Todas essas alternativas foram usadas durantegoosdpmentos de producédo dos
fragmentos de anticorpos anti-PLAComo foi mencionado anteriormente, para a pranluca
dos scFvs essas alternativas foram bem sucedidastamto para os FvFcs a degradacao
continuou ocorrendo. Essa degradacéo ja foi obdarem outros fragmentos de anticorpos do
tipo FvFc produzidos pelo grupo, como o anti-CDdretanto ndo € observada em outros,
como o anti-CD3 ou o anti-Z-DNA, por exemplo.

De acordo com o que foi observado nos géis de BESE e nodNesterns Blottings
percebeu-se que a degradacdo mantinha a porcamt&ataj ja que continuava a ser
reconhecida pelo anticorpo anti-Fc. A partir deslsservacao foi feita uma analise para se
verificar se a degradacdo ocorria antes ou depaigpahte dissulfeto que une os dois
mondmeros (que consiste em uma por¢ao variavehunidma porcdo constante CH2-CH3)
no dimero FvFc. Para isso, uma fracdo dos FvFcsahizados purificados foi tratada com o
agente desnaturanfgmercaptoetanol, que rompe a ponte dissulfeto aadaro dimero
FvFc, e outra parte ndo sofreu esse trataments deteser analisada em gel SDS-PAGE e
Western Blotting

O resultado demonstrou que a degradacdo ocores dat ponte dissulfeto, ou seja,
ainda na porcao variavel VL desse fragmento decampd, pois quando ndo é feita a
desnaturagdo conp-mercaptoetanol o fragmento correspondente ao diygarece com o
tamanho esperado de 120kDa e o fragmento degragedece com tamanho de 60kDa, ou
seja, correspondente a porcdo Fc dimérica. Alérsoditambéem foi demonstrado que a
degradacao ocorre tanto se a proteina purificadaimda no sobrenadante de cultura, for

armazenada a 4°C quanto a -20°C (Figura 26).



77

FvFcC FvFc nao FvFcC FvFcC nao
C+ M hum 12 hum 15 reduzido c+ M hum 12 hum 15 reduzido
il | T e . )
66 kDa » T2kDa *»
- 4= S5kDa + I
45 kDa
36 kDa *
35 kDa
- -
b
40C -200C 40C -20°C 40C -200C 40C -209C

Figura 26. Analise do padrdo de degradacao dos FvEtiumanizados no sobrenadante
de Pichia pastoris. A degradacéo dos FvFcs purificados foi analisadaeraperaturas 4°C

e -20°C, e com as amostras reduzidas panercaptoetanol ou ndo reduzidas, por SDS-
PAGE corado com prata (a) e paiestern Blottingrevelado como descrito anteriormente
(b). Fragmento de 60 kDa — FvFc reduzido ndo degiadFragmento de 30 kDa — FvFc
reduzido degradado. Setas azuis: FvFcs ndo-reduzifletas vermelhas: fragmento
degradado dos FvFcs ndo-reduzidos. C+: controliéyans FvFc anti-CD18. M: marcador
molecular Unstained Protein Molecular Weight Markpara o SDS-PAGE Rage Rulel
Prestained Protein Ladder Plysara oWestern- Fermentdd.

A observacdo de que a degradacdo desses FvFae pcovavelmente nas porcdes
finais da cadeia variavel leve (VL) desses fragm&de anticorpos condiz com o que ja havia
sido observado anteriormente pelo grupo, ja queapealguns fragmentos FvFc degradam e
outros ndo, apesar de todos possuirem a mesmapeccd@pos essa constatacdo foi feita
uma analise de possiveis sitios de clivagem degses secretadas pEiahia pastoris como
a KEX2, por exemplo. Entretanto ndo foram encomtsaskeqiiéncias que se enquadram no
padréo de sitios especificos para essas protadesssijto na literatura (Bevagt al, 1998,
Cereghino & Cregg, 2000 e S#tial, 2003).

A degradacao dos FvFcs humanizados ocorre mesmo ss fermentacgdes realizadas
com uso de casaminoacidos e de inibidores de gere@EDTA) no meio de cultura de
inducdo e a diminuicdo da temperatura de inducdi®rnativas citadas por Shi e
colaboradores (2003) para reducéo da degradagdmtdgnas heterdlogas no sobrenadante de

P. pastoris
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Entretanto percebeu-se que logo apds a fermentagieel de degradacdo ainda era
baixo, e como ndo havia agregacdo a quantidaderateira recombinante obtida era
suficiente para a realizacdo dos testes de ligataotro. Foram entdo realizadas novas
fermentacdes e purificacbes, conforme descritorianteente, e o material, tanto purificado

guanto nao purificado foi quantificado para reg@ados testeas vitro.
5.10 — Quantificagdo dos FvFcs humanizados

5.10.1 — Pelo kit BCA

Para se quantificar os FvFcs humanizados anti;RlwAificados foi utilizado o kit
comercial BCA — Acido Bicincrénico (Pief®e Essa quantificacéo foi feita a partir de uma
curva-padrao que usa a albumina bovina (BSA), éenatites concentracdes, como parametro

(Figura 27). A quantificacéo era realizada confodascrito no item 4.2.20 de Métodos.

Curva padrao quantificacdo BSA
0,45 -
0,4 |
0,35 -|
£ 0,31
@ 0,25 -
o 0,2+ _
8 015 | y = 0,0073x + 0,0955
< Y 2 _
0.1 R? = 0,9953
0,05 -|
0
0 10 20 30 40 50
Concentracédo ug/ml

Figura 27. Curva-padrdao para o kit BCA. O gréfico apresenta a linha tendéncia da
guantificagdo do padrdo de BSA utilizado. A padtisse gréfico foi obtida a equacado da
reta, que foi usada para estimar a concentrag&ektepurificado.

A partir da equacdo da reta obtida pela curva paddma foi calculado que a

concentracdo dos FvFcs humanizados purificados deathg/mL para o FvFc humanizado
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12 e 2@g/mL para o FvFc humanizado 15. Rendimento queppagitiram realizar os testes

in vitro.

5.10.2 — Por ELISA

Entretanto, para se quantificar os FvFcs humangaaosobrenadante de cultura o
método anterior ndo era eficaz, devido a preseecaddas outras proteinas presentes no
sobrenadante de cultura Bé&hia pastoris Por isso, para se realizar essa quantificagéo foi
realizado um Ensaio de Ligag&o (ELISA).

Os pocos de interesse das placas de microtitulac@m sensibilizados com um
anticorpo anti-lgG humana H+L, que se liga a pongitavel dos anticorpos. Portanto, ao se
aplicar o sobrenadante de cultura, apos as lavagpeeas o0s FvFcs presentes nesse
sobrenadante permaneceriam ligados a placa. Aaglelera feita utilizando-se o anticorpo
anti-Fc humana, que se liga a regido constantaiisrpos, conjugado a fosfatase alcalina
(tem 4.2.21.1).

A quantificagdo dos FvFcs humanizados era feitaréirpla obtencdo de uma curva
padréo feita com concentracdes conhecidas de Ig@ama (Figura 28). A partir da equagao
da reta obtida pela curva padrdao acima foi caleulgde a concentracdo dos FvFcs
humanizados presentes no sobrenadante de culamader pg/mL para o FvFc humanizado
12 e 6Qg/mL para o FvFc humanizado 15. Rendimento quepeawitiram realizar também

com 0s sobrenadantes os tegtestro.
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Figura 28. Curva-padréo para quantificacdo por ELISA. O gréafico apresenta a linha
tendéncia da quantificacdo do padrao de IgG humélieado. A partir desse grafico foi
obtida a equacgédo da reta, que foi usada para estimancentracdo de FvFc presente no

sobrenadante de cultura ichia pastoris

5.11 — Deteccao da afinidade dos FvFcs humanizadodi-PLA , in vitro

5.11.1 — Testes de Ligacao

Para validar a atividade ligante das formas hunaaiaiz do anti-PLA apds as
guantificagbes dos fragmentos FvFcs humanizadao#icados e presentes no sobrenadantes
de cultura dePichia pastoris foram realizados os testes de ligacdo ao antigdfldSAS de
ligacdo (item 4.2.21.2). Esses ensaios de ligagéant feitos tanto com o extrato bruto da
peconha ddothrops atroxquanto com a PLApurificada, e utilizando os FvFcs purificados
ou o sobrenadante da cultura.

Como controle positivo desses ensaios foi utiizadproprio anticorpo monoclonal
anti-PLA, produzido por Kanashiro e colaboradores, 2002.omoc controle negativo
utilizava-se um FvFc nédo relacionado (anti-CD18)afxlo o teste utilizava sobrenadante de
cultura os controles também eram diluidos em meieultura. As placas de microtitulacdo
eram sensibilizadas ou com o veneno total ou cdthAs purificada e apos a incubagdo os

FvFcs eram revelados com anticorpo anti-Fc humamgugado a fosfatase alcalina e o
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anticorpo monoclonal murino revelado com anti-lg& ahdmundongo conjugado a fosfatase
alcalina. A leitura era feita a 49% e os resultados obtidos a partir da média dakcdtgs
eram analisados em graficos.

Os resultados desses testes demonstraram que @ HewRanizado manteve sua
capacidade de ligacdo ao antigeno, tanto quandermieno sobrenadante de cultura (Figuras

29 e 30) quanto ap6s a purificacédo (Figuras 31)e 32

Ensaio de ligagdo FvFcs humanizados
(sobrenadantes) - veneno total

1,4

1,2 4
c 1 @ Ab monoclonal
2 08 m FvFc hum 12
< 0,6 O Fvc hum 15
2 04- ocC-

Al o

0 1 ‘ ‘

2ug 0,76ug 0,25ug 0,084ug

concentracdo de anticorpo

Figura 29. Teste da atividade biologica do FvFc huamizado utilizando-se extrato
bruto da peconha deBothrops atrox. A placa de microtitulacdo foi sensibilizada com
veneno total (lg/poco), bloqueada com solucéo de bloqueio e lpgs &i incubado com

0 sobrenadante de cultura com os FvFcs quantificgur ELISA, em diferentes
concentracdes. A proteina de interesse foi deteatach o anticorpo de anti-Fc humano
conjugado a fosfatase alcalina. No controle pasitd monoclonal) o anticorpo utilizado
para a revelacdo era o anti-lgG de camundongo gadfua fosfatase alcalina. A reacéo
colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1mg/ad. pNPP e a absorbancia medida a
405iym. C-: FvFc anti-CD18.



82

Ensaio de ligagdo FvFcs humanizados
sobrenadantes - PLA2 pura

0,9 -

0,8 -

0,7 -
=3 06 . @ Ab monoclonal
C 1
v 05 - B FvFc hum 12
o 1
I 0,4 O FvFc hum 15
8 0,3 1 O C-
) 0,2 | |:I_|_V

0,1

il 1N N .

2ug 0,67ug 0,22uyg  0,074ug

Quantidade de anticorpo

Figura 30. Teste da atividade bioldgica do FvFc huamizado utilizando-se a PLA
purificada. A placa de microtitulacdo foi sensibilizada comlu@/poco de PLA
purificada, bloqueada com solucdo de bloqueio e lagds foi incubado com o
sobrenadante de cultura com os FvFcs quantificgoms ELISA, em diferentes
concentracdes. A proteina de interesse foi deteatach o anticorpo de anti-Fc humano
conjugado a fosfatase alcalina. No controle pasitd monoclonal) o anticorpo utilizado
para a revelacdo era o anti-lgG de camundongo gadfua fosfatase alcalina. A reacéo
colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1mg/dé&. pNPP e a absorbancia medida a

405ym. C-: FvFc anti-CD18.

A manutencao da atividade biolégica ligante dos dlines de FvFc humanizado anti-
PLA, condiz com o esperado, observando que em muitag¢c8es na humanizacdo de
anticorpos murinos ocorre uma perda de afinidadenticorpo humanizado pelo seu antigeno
(Hwangetal., 2005). Principalmente quando os residuogostpara manutengao da estrutura
das CDRs presentes nos arcaboucos humanos naorcs@olos por residuos murinos
(Kashimiri et al, 2005). Entretanto o FvFc humanizado anti-Ppfoduzido nesse trabalho
manteve sua atividade ligante e apresenta mend9%ede residuos murinos nas versoes

humanizadas e todos localizados nas CDRSs.
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Figura 31. Teste da atividade bioldgica do FvFc huamizado purificado utilizando-se
extrato bruto da pegconha deBothrops atrox. A placa de microtitulagéo foi sensibilizada
com veneno total (ig/poco), bloqueada com solucdo de bloqueio e Ipgs i incubado
com os FvFcs purificados quantificados com kit B@iy diferentes concentragfes. A
proteina de interesse foi detectada com o anticaaanti-Fc humano conjugado a
fosfatase alcalina. No controle positivo (Ab mowoell) o anticorpo utilizado para a
revelagcdo era o anti-lgG de camundongo conjugadimséatase alcalina. A reacdo
colorimétrica foi visualizada adicionando-se 1mg/dd. pNPP e a absorbancia medida a

405)m.

Como se pode observar a ligagdo dos fragmentos &wntigeno aparenta ser maior
guando este ainda ndo foi purificado, sendo maiolusive do que a ligacdo do préprio
anticorpo monoclonal murino, ja apés a purificagéligacdo aparenta ser reduzida. Isso se
deve provavelmente ao aumento da degradacéo agdnaatevido ao tempo, ja que 0s ensaios
utilizando o sobrenadante eram feitos logo apésdaicdo enquanto 0S ensaios com 0S
purificados demoravam um pouco mais de tempo, aiaméo a degradacdo e tornando a

guantificacdo super estimada em relacdo a quastidegbroteina funcional.
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Ensaio de ligagdo FvFc purificados - PLA2 pura
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Figura 32. Teste da atividade bioldgica do FvFc huamizado purificado utilizando-se

a PLA, purificada. A placa de microtitulacé@o foi sensibilizada cortiy@/poco de PLA
purificada, bloqueada com solu¢éo de bloqueio ebiada com os FvFcs purificados, em
diferentes concentra¢@es. A proteina de interessgefectada com o anticorpo de anti-Fc
humano conjugado a fosfatase alcalina. No conpogitivo (Ab monoclonal) o anticorpo
utilizado para a revelagéo era o anti-IlgG de camngd conjugado a fosfatase alcalina. A
reacdo colorimétrica foi visualizada adicionandolseg/mL de pNPP e a absorbancia

medida a 405m.

5.11.2 — Testes de Inibicdo

Para se verificar se os FvFcs humanizadosastae ligando ao antigeno pelo mesmo
epitopo que o anticorpo monoclonal original forasitds testes de inibicdo ou competicao
(item 4.2.21.3). Para isso as placas eram seusithls com o veneno completo Biethrops
atrox ou com a PLA purificada e ap6s o bloqueio o anticorpo monodlena incubado em
concentracdes variando de 0 au@@or pogo. Os FvFcs purificados ou o sobrenaddate
cultura eram incubados sempre aji@Por poco. E todos os testes eram feitos em dupic

Apoés a incubagdo com os FvFcs a revelacdo emdein anticorpo anti-Fc humana
conjugado a fosfatase alcalina. A leitura era fai#05m e os resultados obtidos a partir da

média das duplicatas eram analisados em graficos.
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Esses testes demonstraram que os FvFcs humanizadgsetem pela ligagdo ao

antigeno com o anticorpo monoclonal original e goganto, se ligam ao mesmo epitopo

(Figuras 33, 34 e 35).

Ensaio de inibicdo do Ab monoclonal sobre os
FvFcs humanizados - sobrenadantes

0,6 -
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0,1 ~
0+— —

0 0,74 2,22 6,67 20
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Figura 33. Imunoensaio enzimatico (ELISA) de inibifio da ligacdo dos fragmentos
recombinantes FvFc humanizados ao veneno total pedmticorpo monoclonal A placa
de microtitulacéo foi sensibilizada com venenolt(t8ug/poco), bloqueada com solucéo
de bloqueio e logo apés incubada com o anticorponocional em diferentes
concentracBes. O sobrenadante de cultura com ossFylantificados por ELISA era
incubado a 10@/poco. A proteina de interesse foi detectada camtizorpo de anti-Fc
humano conjugado a fosfatase alcalina. A reacawinadtrica foi visualizada adicionando-
se 1mg/mL de pNPP e a absorbancia medida grd06-. Controle negativo - FvFc anti-

CD18.
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Ensaio de inibicdo Ab monoclonal sobre FvFcs
humanizados sobrenadantes na PLA2
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Figura 34. Imunoensaio enzimatico (ELISA) de inibido da ligacdo dos fragmentos
recombinantes FvFc humanizados a PLApurificada pelo anticorpo monoclonal A
placa de microtitulacdo foi sensibilizada comu@/poco de PLA pura, bloqueada com
solucdo de blogueio e logo apds foi incubado coamtacorpo monoclonal em diferentes
concentracBes. O sobrenadante de cultura com ossFylantificados por ELISA era
incubado a 10@y/poco. A proteina de interesse foi detectada cantizorpo de anti-Fc
humano conjugado a fosfatase alcalina. A reacawiowdtrica foi visualizada adicionando-
se 1Img/mL de pNPP e a absorbancia medida gqd06-: Controle negativo - FvFc anti-
CD1s.

Esses resultados demonstram que a humanizacadtex@u @ capacidade de ligacéo
dos anticorpos anti-PLAao seu antigeno. Além disso, é possivel que o RuRtanizado
possa ser capaz de reconhecer também outrag dRLAutras serpentes do génBaihrops
devido ao alto grau de similaridade apresentadalgoimas dessas fosfolipases descrito por
Kanashiro e colaboradores (2002) e Gutiérrez & Laie@1995). Em uma etapa posterior,
com auxilio de modelagem molecular, esse trababdena focalizar, além de um aumento na

afinidade, a ampliagdo da gama de especificidadgwrido esse anticorpo eficiente também

contra outros venenos.
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Ensaio de inibicdo do Ab monoclonal sobre os
FvFcs purificados - PLA2 pura

0,03 -
0,025 +
0,02

—e— FVFc hum 12
0,015 A
—=— FvFc hum 15

0,01

Abs (405nm)

0,005 +

@

T v T T

Oug 0,74pg 2,22ug 6,67ug  20ug
Quantidade de Ab monoclonal

Figura 35. Imunoensaio enzimatico (ELISA) de inibio da ligacdo dos fragmentos
recombinantes FvFc humanizados purificados a PLApurificada pelo anticorpo
monoclonal A placa de microtitulacdo foi sensibilizada coniu@/poco de PLA
purificada, bloqueada com solucdo de bloqueio @ lagds incubado com o anticorpo
monoclonal em diferentes concentracdes. Os FvRificados quantificados pelo kit BCA
eram incubados a 10@/poco. A proteina de interesse foi detectada caentiworpo de
anti-Fc humano conjugado a fosfatase alcalina. @&&e colorimétrica foi visualizada
adicionando-se 1mg/mL de pNPP e a absorbancia medi@pm.
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6 — Conclusdes e Perspectivas

O processo de humanizacdo visa a reducdo do mamgossivel de residuos de
aminoacidos murinos nesses anticorpos sem quegsargercam sua afinidade pelo antigeno
(Morrison et al, 1984). Nesse trabalho foi realizada a human@add anticorpo anti-
fosfolipase A deBothros atroxcom o objetivo de se obter anticorpos mais espesipara o
tratamento de acidentes ofidicos. A versdo humdaizaformada por arcaboucos humanos
escolhidos em bancos de dados e as CDRs murinaantiimorpo monoclonal murino
produzido por Kanashiro e colaboradores (2002presenta 13% de residuos murinos em sua
sequéncia.

Em diversas tentativas de humanizacdo os anticqgpodem a afinidade pelo seu
antigeno (Hwang & Foote, 2005). Entretanto, comaepger observado a partir dos resultados
obtidos nesse trabalho os fragmentos FvFcs hundoszanti-fosfolipase A produzidos
mantiveram sua capacidade de ligacdo ao antigemto, quando este esta presente no extrato
bruto da peconha quanto na forma purificada e aé&so, competem pela ligacdo a esse
antigeno com o anticorpo monoclonal murino origirsglesar de apresentarem o minimo
possivel de residuos murinos.

A expressdo dos fragmentos de anticorposPéchia pastoristambém demonstrou
bons resultados, porém foi observada uma fortegagé® do fragmento de menor tamanho
(scFv). Entretanto o aumento do tamanho dos fragpeette anticorpos de scFv para FvFc
solucionou o problema de agregacdo que os scFesaparam durante sua producdo. Em
relacdo a degradacédo dos fragmentos FvFcs o prakéémda ndo foi solucionado e como
perspectiva € proposta uma melhor analise dosveisditios de clivagem de proteases de
Pichia pastorise ajustes nas condi¢bes da fermentacdo da levedfina de diminuir essa
degradacdo, como uso de coquetéis de inibidorgsadeases e até mesmo o uso de outros
sistemas de expressdo como célula de mamifero.

As andlisesin vitro alcancaram os resultados esperados e os fragmentes
humanizados foram capazes de reconhecer e sealigantigeno. A proxima etapa desse
trabalho € entdo analisar a atividade efetora @agrfentos humanizados com testesivo,

gue visam avaliar se os fragmentos humanizadosivessh a capacidade de neutralizacéo
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da atividade da PLAem camundongos. Além da andlise de ligacdo a otsfolipases

presentes no veneno de outras espécies do géadmmps
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