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RESUMO

As imunoglobulinas sdo moléculas complexas de interesse biofarmacéutico
que tém sido geralmente produzidas em células animais. Biorreatores alternativos,
tais como leveduras também foram considerados, mas sua utilizagao é dificultada
pelo dobramento ineficiente dos anticorpos e adicdo de cadeias de carboidratos. O
objetivo deste trabalho foi produzir um vetor de expressao otimizado para produgéo
de anticorpos completos e seus fragmentos bivalentes F(ab’)2 na levedura Pichia
pastoris. Desenvolvemos um vetor de expressao de anticorpos em cadeia unica que
utiliza uma sequéncia reconhecida pela protease KEX para o processamento das
cadeias do anticorpo. Usamos este vetor de expressao para inserir um fragmento
génico de uma cadeia variavel humanizada anti-CD3, desenhada de forma a
otimizar o uso de codons e seu conteudo GC. Os plasmideos resultantes foram
introduzidos na levedura metilotrofica Pichia pastoris, linhagem GS115, e cultivado
em meio BMMY. A melhor indugcéo foi obtida com metanol 2%. O fragmento de
anticorpo mantém sua capacidade de reconhecimento ao antigeno recombinante
CD3 produzido em E. coli. Analises por SDS-PAGE e Western Blot indicam
degradagao das constru¢des recombinantes de anticorpos completos. Para verificar
atividade bioldgica das imunoglobulinas recombinantes, também desenvolvemos um
peptideo recombinante CD3 de cadeia unica, contendo cadeias gama e epsilon do
antigeno CD3. O antigeno foi expresso na forma de corpusculo de inclusdo em
Escherichia coli BL21 pLysE. A associagdo do antigeno-anticorpo foi verificada por
meio de ELISA. Portanto, foi descrito um vetor de expressao em P. pastoris eficiente
para a expressao de fragmentos F(ab’)2 com capacidade de ligagdo ao antigeno
CDs.



ABSTRACT

Antibody is a complex biopharmaceutical that has been usually produced in
animal cell. Alternative bioreactors such as yeasts have also been considered, but its
use is hampered by the inefficient antibody folding and carbohydrate addition. The
aim of this work is to produce an optimized expression vector for complete antibodies
and its divalent Fab antibody fragment production. We developed a single-chain
F(ab’)2 expression vector that codes for a KEX cleavage site, used to process
antibody's chains. We used this expression vector to insert a humanized anti-CD3
variable region gene fragment, optimally designed for codon usage and GC content.
The resulting plasmid was introduced in the methylotrophic yeast Pichia pastoris
strain GS115 and it was grown in BMMY media. Improved induction was achieved
using 2% methanol. The antibody fragment appears to maintain its affinity to the
antigen site CD3. This suggests that it harbors correctly processed heavy and light
chains. SDS-PAGE and Western Blot analyses showed a degradation of the antibody
complete form when compared to its fragment F(ab’)2. To check F(ab’)2 biological
activity, we also developed a recombinant CD3 peptide, containing gamma and
epsilon chain of CD3 antigen produced as a single chain molecule. The antigen was
expressed as inclusion bodies in E. coli BL21 pLysE. The antibody-antigen
association was observed by ELISA. Therefore, we had described an efficient
F(ab’)2 expression vector for P. pastoris, successfully used for the production of a

biologically active anti-CD3 antibody F(ab™)2.



1. INTRODUGCAO

1.1. O Sistema Imune

De acordo com definicées classicas, o Sistema Imune esta organizado para
prevenir a infeccado e a destruicdo de nosso corpo por microrganismos. Entretanto,
cresce atualmente a discussao sobre a fungéo primaria do sistema imunoldgico. De
fato, sabe-se que a imunidade inicia-se pelo reconhecimento, destruicdo e
apresentagdo de microrganismos nocivos por grupos de células (fagocitos, linfécitos)
que, quando recrutados, desencadeiam uma resposta imune duradoura envolvendo
células distintas do sistema imune e moléculas de reconhecimento que em conjunto,
neutralizam qualquer contato posterior com um desses patégenos. Todavia, tal
mecanismo de defesa €, na verdade, resultado de um sistema maior, regulador da
homeostase, que permite ao organismo uma manutencédo de sua ordem interna ao
limitar possiveis danos oriundos ou ndo de fatores exdgenos. Tal definicdo é
corroborada quando o sistema é reativo as células alteradas geradas a partir de
mitoses anormais; quando atua retirando células mortas ou reage contra enxertos.
Diagnosticos de auto-imunidades e alergias, doengas comprovadamente originadas
a partir da desregulagéo do sistema imune também apdiam essa visado (Janeway,
2001).

Os processos gerais da resposta imunolégica, independente da definicao das
funcdes do sistema imunitario, mantém-se os mesmos. Estdo baseados em células
especializadas tais como macréfagos e células dendriticas, que digerem os
patdbgenos ou particulas consideradas estranhas (antigenos) ao corpo e o0s
apresentam na forma de fragmentos peptidicos a linfécitos do tipo T. Estes
reconhecem, por intermédio de seus receptores (TCR) antigeno-especificos, os
antigenos peptidicos apresentados no Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) tipo Il na membrana das células apresentadoras de antigeno. As células T,
denominadas T auxiliares (Th - do inglés helper), atuam indiretamente, secretando
proteinas denominadas citocinas que, por sua vez, ativam outras células a
destruirem aquelas portando os antigenos apresentados. As Th também interagem
com linfécitos B antigeno-especificos, estimulando-os a produzir anticorpos. A

variedade de células e mecanismos de resposta do Sistema Imunoldgico denota sua



complexidade e importancia na manutencdo da vida dos vertebrados. (Janeway,
2001).

As respostas imunes podem ser classificadas em inata (mecanismos de
defesa gerais e inespecificos, como a fagocitose por macréfagos) e adquirida, ou
especifica. Esta ultima é subdividida em duas categorias: a imunidade mediada por
células, que leva a morte celular por meio do reconhecimento de antigenos
presentes em células infectadas por patdgenos, tais como células infectadas por
virus; e a imunidade mediada por anticorpos (humoral), que é efetiva contra
patdbgenos como virus e bactérias presentes no sangue ou linfa, bem como contra
produtos soluveis produzidos ou nao pelos patégenos, tais como as toxinas
(Janeway, 2001).

Toda resposta imune adquirida, uma vez desenvolvida, esta direcionada
exclusivamente contra os antigenos envolvidos, o que caracteriza sua
especificidade. Apdés o sistema imune ter produzido anticorpos ou células T
antigenos-especificos, uma nova exposicdo ao mesmo microrganismo estimula a
rapida produgado de grandes quantidades de células T ou imunoglobulinas antigeno-
reativas, que interagem com este, neutralizando-o. Tal capacidade de resposta
rapida e vigorosa apds subsequiente exposicdo a um antigeno € referida como
memoria imunoldgica e confere resisténcia contra reinfecgbes. Tal resposta tem,
ainda, a capacidade de discriminacdo dos antigenos exdgenos (ndo préprios e
possivelmente danosos) daqueles do hospedeiro (proprios e indcuos), interagindo
apropriadamente de acordo com a situagdao apresentada, fato que condiz com

regulagdo da homeostase (Janeway, 2001).

1.2. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas, também chamadas de anticorpos, estdo dentre as
moléculas mais versateis da natureza. Essas classicas moléculas, usualmente
representadas pela letra Y (figura 1) correspondem a proteinas soluveis, produzidas
por plasmoécitos (células B ativadas), que interagem especificamente contra
determinados antigenos presentes no sistema circulatério ou em fluidos corporeos,
neutralizando-os ou destruindo-os. Foram reportadas pela primeira vez por Emil

Behring em 1894, a época denominadas de antitoxinas. Suas unidades basicas



consistem em quatro cadeias polipeptidicas formando pares: duas cadeias pesadas
(H) idénticas e duas cadeias leves (L) idénticas, ligadas entre si por pontes dissulfeto
(Janeway, 2001). Ambas, H e L, encontram-se organizadas em dominios discretos,
homologos, que apresentam aproximadamente 110 aminoacidos e um dobramento
exclusivo (Edelman, 1970). Cada um destes dominios possui uma estrutura
conservada e caracteristica que é estabilizada por uma ponte dissulfeto interna
formando um loop contendo cerca de 65 aminoacidos (Amzel e Poljak, 1979).

Os dominios N-terminal das cadeias H e L compreendem as regides variaveis
(VH e VL), compostas de 107 a 118 aminoacidos (Tonegawa, 1983), nas quais sao
encontradas trés areas de enorme \variabilidade de sequéncia (regides
hipervariaveis) separadas entre si por regides de arcabougo contendo sequéncia
aminoacidica relativamente constante (Janeway, 2001). As regides hipervariaveis
das cadeias H e L formam um sitio potencialmente ligante a antigeno sendo
referidas, portanto, como Regides Determinantes de Complementariedade (CDRs)
(Kabat, 1982). Apesar da grande variabilidade de sequéncia das CDRs, a
variabilidade estrutural dos loops das CDRs é, em geral, restringida a um numero

limitado de estruturas canénicas (Chothia, Lesk et al., 1989).

CDR Variivel Constante Sitio de ligacio a Clyg

N Q |
S .

\'\:"‘} \ - / —
“\c?; | | ] CQAO{_:_.\’ __\\/’_“g
C/J/:;L I -COOH Ml _}__
Vi A CH2 CH3 VH—( )\ CH2  CH3 | Ch4
/ 75 COOH
3 c ) o Somenie em
A L IgE ¢ IgM
NHy % /v sl
NI:I \/VL . -’j ) Hinge
2 de Fc l.]L',}I(}II} A0 antigeno

Ligacio ao antigeno Funcio efetora

Figura 1. Representagao esquematica de imunoglobulina. A porgdo da molécula formada pelo par
VH-VL é referida como Fv do anticorpo e é responsavel pela ligagdo ao antigeno. O dominio C-
terminal das cadeias pesada e leve sdo mais conservados em sequéncia sendo referidos como
regides constantes. A cadeia pesada constante (CH) de uma IgG tipica (isotipo y) consiste em trés
dominios (CH1, CH2 e CH3) com a dobradiga (hinge) conectando os dominios CH1 e CH2. As
cadeias leves possuem apenas um dominio constante (CL) pareado ao CH1. A fungado efetora é
determinada pela regido constante do Fc que determina, entre outros, o grau de ligagdo a proteinas
do complemento (C1q) e a receptores celulares. CDR: Regido Determinante de
Complementariedade; Fab: Fragmento de ligagdo ao antigeno; Fc: fragmento cristalizavel. (adaptado
de Burmester e Prezzuto, 2003).
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A especificidade de ligacao de um anticorpo €, portanto, determinada pelos
residuos de aminoacidos nos dominios variaveis de suas cadeias pesadas e leves
(Figura 2). Tal especificidade é conferida pela complementaridade quimica entre o
antigeno e seu sitio de ligagcdo, em termos de forma e da localizagdo de grupos
carregados, grupos apolares, pontes de hidrogénio e demais interagdes

intermoleculares nao-covalentes.

<
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Figura 2. Representacao esquematica de CDRs. Os dominios variaveis da cadeia leve e pesada
contémsequéncias hipervariaveis de aminoacidos (circulos destacados). Tais regides consistem de 6
a 8 residuos de aminoacidos por volta das posi¢oes 30, 50 e 93 das cadeias leves e por volta das
posicdes 32, 55 e 98 das cadeias pesadas. As CDRs determinam a especificidade de ligagdo ao
antigeno. A substituicdo de um simples aminoacidos nestas regides pode afetar de modo crucial a
especificidade a determinado antigeno. H1, H2, H3 representam as 3 CDRs da cadeia pesada. L1,
L2, L3 representam as 3 CDRs da cadeia leve. (adaptado de Nelson e Cox, 2006).

1.3. Classificagao das Imunoglobulinas

Originalmente as imunoglobulinas foram classificadas de acordo com suas
reatividades a anticorpos especificos ou antisoro (Hames e Glover, 1996), as
sequéncias de aminoacidos apresentam variagdes consideraveis somente quando
se alteram os isotipos das regides constantes (C). O isotipo € classificado de acordo
com a regido constante da cadeia pesada (CH) e define a classe e subclasse das
imunoglobulinas de mamiferos (Janeway,2001). As oito classes e subclasses de IgA,
IgD, IgE, 1gG1, IgG2a, 1gG2b, IgG3 e IgM estao definidas pelo isotipo da cadeia H,

sendo denotadas por suas respectivas letras gregas a, 9, €, y e 4, respectivamente.
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As regides CH de mamiferos sao responsaveis por mediar as fungdes imunoldgicas
efetoras, tais como a fixagdo da via complemento via ligagdo ao complexo C1q
(Figura 1), ligacdo a receptores presentes na membrana celular com decorrente
ativagdo da resposta citotdéxica (Janeway, 2001), podendo inclusive, serem
produzidas ancoradas a membrana plasmatica ou sob forma soluvel, distinguiveis
entre si pelas sequéncias da regidao C-terminal (Alt, Bothwell et al., 1980). Nao ha
relatos, na literatura pesquisada, de diferencas funcionais para os dois isotipos
conhecidos para as cadeias leve (CL): kappa (K) e lambda (A).

As regides CH podem conter de 2 a 4 dominios dependendo da classe de
imunoglobulina. Cada um desses dominios apresenta similaridade de sequéncia
entre si e entre os dominios das CL. Alguns isotipos de CH possuem regides de
dobradica (hinge) que se ligam covalentemente uma a outra unindo as cadeias
pesadas por pontes dissulfeto. Aparentemente o hinge também facilita a
estabilizacao da interacao anticorpo-antigeno por aumentar a flexibilidade da cadeia

pesada (Poljak, 1978) durante um possivel processo de ajuste induzido.

1.4. Imunoglobulina G

A imunoglobulina G (IgG) representa o anticorpo circulante mais comum em
seres humanos, perfazendo cerca de 80% das imunoglobulinas do organismo e
esta igualmente distribuida nos compartimentos extracelulares sendo a unica que
atravessa a placenta (Mota e Silva, 2003). A IgG apresenta massa molecular de
aproximadamente 150kDa, sendo composta por quatro cadeias polipeptidicas
unidas aos pares por pontes dissulfeto intercadeias (Figura 2, esquerda). Em uma
unica molécula de 1gG, duas cadeias leves idénticas, de 25kDa de massa molecular,
se acoplam a duas cadeias pesadas idénticas, com massa molecular de 50kDa.
Uma IgG funcional consiste em duas unidades de ligacdo ao antigeno, cada qual
apresenta uma cadeia pesada e uma cadeia leve. Portanto, os anticorpos tipo G séo
bivalentes, podendo se ligar a dois epitopos idénticos.

As diferentes subclasses de IgG foram inicialmente identificadas na década
de 60, sendo posteriormente classificadas as quatro subclasses de IgG (IgGl, 1gG2,
IgG3 e IgG4). Atualmente, as quantificagdes e caracterizagdes sobre as fungdes das

diversas subclasses de IgG s&o imprecisas, no entanto, o conhecimento sobre suas
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aplicagdes gerais e certas limitagbes permitem a selegcdo de determinadas sub-

classes para usos na clinica (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades bioldgicas e fisico-quimicas das subclasses de IgG. (adaptado de
Roitt, 2004)

Parametro IgG1 I1gG2 IgG3 IgG4
Porcentagem relativa a 1gGs totais 65-70 20-25 7-10 3-6
Massa Molecular (kDa) 146 146 170 146
Meia Vida (dias) 21 20 7 21
Cadeia Pesada y1 y2 v3 v4
Numero de Pontes Dissulfeto 2 4 15 2
Concentragdo média sérica(mg/mL) 9 3 1 0,5

Resposta a estimulos antigénicos crénicos +++

Resposta a antigenos protéicos ++++ - ++++ -
Fixacao de C1q +++ ++ ++++ -
1.5. Fragmentos de Imunoglobulina G

Atualmente, os modelos estruturais e de funcionalidade biolégica dos
dominios C-terminal e N-terminal das imunoglobulinas tém alicerce em experimentos
acerca da maneira como os dominios de imunoglobulinas encontram-se associados,
e foram publicados na histéria recente da Imunologia. A partir dos estudos sobre os
produtos da clivagem proteolitica de IgGs pelas enzimas Papaina e Pepsina (Porter,
1959) foi possivel a observacdo de fragmentos Fab, Fc, ambos com
aproximadamente mesma massa molecular (50kDa), e do fragmento F(ab’)2 com

massa molecular duas vezes superior aos primeiros (Figura 3).
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Moléculas de imunoglobulina podem, portanto, ser clivadas enzimaticamente
em fragmentos discretos com a utilizacdo dessas enzimas. Os principais fragmentos
de imunoglobulina G que podem ser produzidos com essas digestdes sao:

-Fab (fragmento de ligagdao ao antigeno): produto da protedlise da
molécula de imunoglobulina por papaina. Contém os dominios VH, CH1, VL,
e CL. Dois fragmentos Fab sdo produzidos na clivagem de uma
imunoglobulina por papaina e cada fragmento tem apenas um sitio de ligagao
ao antigeno, sendo classificados como monovalentes.

-Fc (fragmento constante e cristalizavel): fragmento também gerado
pela clivagem da molécula de imunoglobulina com papaina. A porcédo Fc
contém os dominios CH2 e CH3. E a regido responsavel pelo recrutamento
das atividades efetoras que ocorrem apés ligagao ao epitopo do antigeno.

-F(ab")2: produto da clivagem proteolitica da molécula de anticorpo
pela acdo da pepsina. Uma imunoglobulina ira produzir um unico fragmento
F(ab')2 contendo dois segmentos VH e CH1 unidos por ligagdes dissulfeto a
cadeia leve. Um F(ab ")2 contém dois sitios de ligagdo ao epitopo do antigeno,

sendo classificado como bivalente.

Tendo em vista que o emprego de um anticorpo completo visa,
primariamente, a ativagao da resposta efetora do sistema imune pela presenca do
fragmento Fc da imunoglobulina quando esse esta ligado ao antigeno, os
fragmentos que resguardam a ligacdo ao antigeno sao muito utilizados para
diagndsticos e no tratamento de doengas, onde a funcéo efetora do anticorpo nédo é

requerida (Holliger e Hudson, 2005).
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Figura 3. Fragmentos de imunoglobulina G liberados por digestao enzimatica. A digestdo de
uma IgG com papaina causa clivagem proteolitica da molécula nativa na regido de dobradica
liberando trés fragmentos. Um é composto pelos dominios CH2-CH3 e por ser facilmente cristalizavel
é reconhecido como fragmento Fc. Os outros dois, designados fragmentos Fab (ligagdo ao antigeno),
sdo indénticos e consistem em uma cadeia leve completa combinada ao fragmento Fd, que abarca os
dominios VH-CH1. Digestdo com pepsina acarreta clivagem proteolitica de forma que os dois Fabs
permanecem ligados pelas pontes dissulfeto sob a forma de fragmento F(ab’)2 com o fragmento Fc
sendo degradado. (adaptado de Nelson e Cox, 2006).

1.6. Linfocitos T e Seus Receptores de Membrana

Linfécitos T sdo células que interagem especificamente com antigenos por
meio de seus receptores (TCRs) presentes na superficie celular. Esses receptores
compdem um complexo protéico multimérico ancorado a membrana plasmatica
(Weiss, 1991) que inclui cadeias peptidicas variaveis (TCRaf3 ou TCRyd) e proteinas
invariaveis CD3-y, CD3-6, CD3-¢, e cadeias . Enquanto as glicoproteinas TCRaf ou
TCRyd sao responsaveis pela interagdo com o antigeno, as proteinas CD3 estao
envolvidas na regulacdo dessa interacdo e, ao contrario de outros receptores

celulares que apresentam segmentos especializados nos dominios intracelulares, o



15

TCR utiliza as proteinas CD3 para a transdugao de sinal. O arranjo preciso dos
componentes do complexo TCR/CD3 nao € conhecido pela auséncia de dados
cristalograficos. Entretanto, um modelo bivalente do complexo (Exley, Terhorst et al.,
1991) é amplamente aceito e suportado, entre outros, por experimentos que inferem
a massa molecular aparente do complexo (Exley, Wileman et al., 1995).

As glicoproteinas TCRa, B, y, & contém uma sequéncia lider, um dominio
extracelular N-terminal, um Unico dominio transmembranico e uma cauda
citoplasmatica (Exley, Terhorst et al., 1991). A maioria dos receptores
heterodiméricos apf de células T é covalentemente ligada por pontes dissulfeto,
enquanto que o heterodimero yd geralmente associa-se nao-covalentemente (Kjer-
Nielsen, Dunstone et al., 2004). Tanto as glicoproteinas aff como yd pertencem a
superfamilia de imunoglobulinas apresentando o seu dobramento caracteristico e,
inclusive, dominios variaveis e constantes.

Em relacédo as glicoproteinas CD3-y e CD3-6, estas sdo encontradas como
cdpias unicas contrastando com as duas copias da proteina CD3-¢ nao-glicosilada

presentes no complexo no complexo TCR/CD3 maduro (Blumberg, Ley et al., 1990).
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Figura 4. Modelo de transducéao de sinal via TCR/CD3. O TCR encontra-se ancorado a membrana
da célula T. A cauda citoplasmatica das cadeias polipeptidicas a3 ou yd (ndo mostrado) ndo possuem
sequéncias sinalizadoras ou motivos ativadores ITAMs (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Motif) para a transducado de sinais. Estes sinais sao fornecidos pelas moléculas do complexo CD3
(CD30d, CD3y, CD3¢ e cadeia ¢) que se associam ndo covalentemente ao TCR gerando uma cascata
de reagdes que culminam na regulagdo em nivel de nucleo. Ao contrario dos anticorpos, os TCRs nao
se associam com epitopos sollveis. Ligam-se apenas a fragmentos de moléculas maiores ja
processadas, capazes de interagir com os sulcos de ligagdo das moléculas do MHC classe | ou |l
(complexo peptideo-MHC, pMHC). A ligagdo do TCR com pMHC é estabilizada pela interagao
associada de CD8 ou CD4 com os dominios constantes das moléculas de MHC classe | e Il
respectivamente. APC: Célula Apresentadora de Antigeno Profissional; Ag: Antigeno. (adaptado de
Burmester e Prezzuto, 2003).

Além dos TCRs, todas as células T possuem outra proteina superficial que
atua como um co-receptor, as moléculas CD4 ou CD8 (Figura 4). Células T
auxiliares expressam o co-receptor protéico CD4, capaz de ligar-se ao complexo
PMHC classe Il (exclusivo de células apresentadoras de antigenos profissionais)
enquanto que células T citotoxicas expressam o co-receptor CD8, capaz de ligar-se
ao complexo pMHC classe | (expresso em virtualmente todas as células de

vertebrados). Tais co-receptores intensificam as interacbes moleculares e
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potencializam a ativagao dos linfécitos T. Por suas especificidades aos complexos
MHC, as moléculas CD4 e CD8 sao amplamente utilizadas como marcadores in vitro

visando diferenciar linfocitos T auxiliares dos citotoxicos (Janeway, 2001).

1.7. Reconhecimento Antigénico e a Transdugéo de Sinal

O reconhecimento antigénico é mediado pelos receptores de células T (TCR)
que interagem com as moléculas apresentadas no MHC (pMHC) (Davis e Bjorkman,
1988). O mecanismo pelo qual a ligagdo ao TCR é percebida em uma transdugao de
sinal ndo é precisamente conhecido, embora envolva uma oligomerizagdo do TCR
associado aos complexos pMHC da sinapse imunolégica (Davis, lkemizu et al.,
2003) e seus co-receptores, incluindo moléculas CD3. No entanto, as transdugdes
de sinais podem ocorrer antes do acoplamento TCR-pMHC, fato que envolveria uma
mudanga conformacional do CD3¢ induzida por algum ligante (Alarcon, Gil et al.,
2003). As subunidades ¢, , y, e & associam-se formando um heterodimero CD3¢y,
um heterodimero CD3¢ed, e um homodimero CD3(C (Call, Pyrdol et al., 2002).
Experimentos envolvendo transfec¢des (Berkhout, Alarcon et al., 1988) e knockouts
de genes (Wang, Wang et al., 1998) revelaram que as moléculas CD3 s&o
fundamentais para a correta expressdo do TCR na membrana, no desenvolvimento

de células T normais e na ativacao destes linfocitos.

1.8. Aplicagbes farmacéuticas e a Biotecnologia

A variedade de métodos terapéuticos existentes para tratamento de inumeras
enfermidades com a utilizagao de anticorpos da-se pela versatilidade natural dessas
moléculas. Inumeras técnicas relativas ao emprego de anticorpos na clinica sao
publicadas anualmente visando o combate a uma série de doengas sobre as quais,
ha algum tempo atras, ndo havia esperanca de cura.

A administracdo de imunoglobulinas exdgenas foi, historicamente, o modo de
terapia mais eficaz para pessoas com deficiéncias generalizadas de anticorpos
(hipogamaglobulinemia ou agamaglobulinemia). Os produtos eram, normalmente,

imunoglobulinas tipo G administradas por via intravenosa ou por infusdo de plasma
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(Stiehm, Vaerman et al., 1966). Visto que sado derivadas de soros imunes humanos,
tais anticorpos podem reagir contra uma ampla variedade de antigenos sem causar
grandes prejuizos ao paciente. O beneficio fornecido pelo tratamento dura
aproximadamente um més uma vez que a meia-vida sérica de IgG é cerca de 21
dias (Tabela 1) o que pode ser repetido em intervalos mensais a fim de manter os
niveis de anticorpos. Visto que imunoglobulinas também atuam como agentes
imunomoduladores, podem regular a ativagdo do complemento, alterar a produgao
de anticorpos, e suprimir varios mediadores inflamatérios podendo ser benéficas em
situagdes nas quais imunodeficiéncia ndo é o problema subjacente, como no
tratamento da Purpura Trombocitopénica Idiopatica (Stasi, Pagano et al., 2001).

A pesquisa com anticorpos e a revelagao do seu titulo ou teor apresentam
grande importancia quando nos referimos a saude publica mundial ou até mesmo
em termos econbmicos e tecnoldgicos, visto que inumeras doengas séo
diagnosticadas por meio desses recursos. Para o controle do tratamento e inquéritos
epidemioldgicos, estas sdo comumente utilizadas. Assim, rea¢cdes de Wassermann
(sifilis), Widal (febres tifoéide e paratiféide), Sabin-Feldman (toxoplasmose), Paul-
Bunnell-Davidson  (mononucleose infecciosa), @ Montenegro (leishmaniose
tegumentar), Mantoux (tuberculose), Mtsuda (hanseniase), Fava Neto (blastomicose
sul-americana), Weinberg (cisticercose), Craig (amebiase), Muniz Freitas (doenga de
Chagas), esquistossomina (esquistossomose) sdo exemplos de provas soroldgicas
ou cutaneas largamente empregadas.

Recentemente, a biotecnologia alcangou um patamar tal que tornou possivel
a engenharia de anticorpos. Este novo ramo abrange, dentre outras atribuicbes, a
capacidade de construir um anticorpo recombinante (rAb), que pode estar presente
em soros e antidotos sem o0 emprego das tradicionais técnicas de obtengao de soro
i.e. soro antiofidico purificado a partir do plasma sanguineo de equinos.

A estratégia quanto ao uso dos rAb como método terapéutico pode variar
segundo dois objetivos gerais: o primeiro ocasiona a morte de células ou organismos
e é usado quando se deseja combater a proliferacdo de células, cancerigenas ou
bacterianas; o segundo promove a neutralizacdo de moléculas soluveis e €
majoritariamente empregado na inativacdo de toxinas liberadas numa infecgéo
bacteriana ou citocinas produzidas constantemente em casos de doencas crbnicas.
Uma terceira funcdo, mais pontual e recente, visa promover uma cascata de

transducao de sinal intracelular diferenciada a partir da ligagdo do anticorpo ao seu
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receptor especifico, esta ultima sendo importante no tratamento de doencgas auto-
imunes ou rejeicao a transplantes (Mackenzie, Kamili et al., 2010).

A escolha da classe e subclasse do anticorpo monoclonal recombinante
(mAb) é um ponto chave no desenvolvimento de um anticorpo terapéutico eficiente,
0 que determinara as respostas bioldgicas geradas in vivo. Contudo, ainda nao é
possivel predizer com precisdo a atividade in vivo da proteina recombinante.
Parametros como a subclasse da IgG (Tabela 1), as glicoformas possiveis geradas
por glicosilagdes incompletas em um possivel sitio de glicosilagdo presente no
fragmento Fc e os diversos polimorfismos dos receptores ao Fc celulares podem

alterar a funcionalidade esperada para a imunoglobulina.

1.9. Anticorpos Anti-CD3

Atualmente, anticorpos anti-CD3 sao representantes dessa nova categoria de
agentes imunoterapéuticos, podendo promover o tratamento de auto-imunidades
estabelecidas ou permitir uma sobrevida duradoura de o6rgaos transplantados
(Chatenoud, 2003). Tém como alvo a molécula do antigeno de superficie CD3, parte
constituinte do complexo receptor de célula T (TCR), de fundamental importancia
para a resposta imune adaptativa, responsavel pelo reconhecimento de peptideos.
Embora o modo de agao de anticorpos anti-CD3 envolva mecanismos multiplos,
suas atividades dependem da interacdo especifica com a molécula CD3e
(Chatenoud, 2003). Dados cristalograficos indicam que o um anticorpo anti-CD3, o
OKTS3, interage exclusivamente com um epitopo conformacional da subunidade
CD3¢ (Figura 5). A interface CD3/OKT3 é rica em residuos aromaticos, caracteristica
tipica de interagbes antigeno-anticorpo. (Kjer-Nielsen, Dunstone et al., 2004)

Apesar dos mecanismos pelos quais a interacdo de anticorpos anti-CD3
ligado ao co-receptor CD3 e o TCR (Figura 5) ndo serem plenamente conhecidos,
acredita-se que ao se ligarem a molécula CD3, os anti-CD3 promovem uma
transducdo de sinal diferenciada daquela observada quando ha o correto
engajamento do complexo TCR (Figura 4) resultando em alguns outros mecanismos
distintos e ndo exclusivos (Figura 6), como a nao-proliferagdo, ou inativagdo, de
células T (Smith, Tang et al.,, 1998). Tal inativagdo impede o reconhecimento de

antigenos por estas células (Vigeral, Chkoff et al., 1986) e induz o surgimento de
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células T regulatérias que suprimem respostas imunes (Belghith, Bluestone et al.,
2003; Bisikirska, Colgan et al., 2005). Com isso, antigenos n&o sao apresentados e
neutralizados, proporcionando uma imunossupressao especifica generalizada como
aquela observada em pacientes que sofreram transplante renal e foram tratados
com anticorpos anti-CD3 (Vigeral, Chkoff et al., 1986).

Figura 5. Modelo de sinalizagdo precoce da célula T com interagido CD3-OKT3/TCR. O
emparelhamento usual das moléculas de CD3 ao TCR (a) induz uma mudan¢a conformacional nos
dominios transmembrana do TCR que, quando ligado ao pMHC, promove a transdugéo de sinal.
Nesse mecanismo de sinalizacao dindmica, a ligagdo do anticorpo OKT3 ao CD3 (b) promove um
deslocamento anormalmente obliquo deste co-receptor que, em conjunto com as propriedades
eletrostaticas do CD3 e TCR, promovem uma mudanga conformacional que culmina na sinalizagcao
precoce e diferenciada, anterior a interacdo TCR/pMHC. (Kjer-Nielsen, Dunstone et al., 2004).

O anticorpo monoclonal murino OKT3 anti-CD3 humano, muromonab (-CD3,
Ortho Biotech), foi o primeiro a ser utilizado na pratica clinica (Cosimi, Burton et al.,
1981) sendo aprovado pelo FDA para uso em humanos desde 1986 (Li, Wang et al.,
2005). Tal mAb é utilizado no tratamento de episodios de rejeicdo aguda a
transplantes (Groupomts, 1985). Anticorpos derivados deste mAb também sé&o
utilizados no tratamento de diabetes tipo 1 (Chatenoud, 2003) e psoriase (Utset,
Auger et al., 2002). Sua atividade supressora é atribuida principalmente a deplecéo
de células T devido a sua ligagdo as moléculas de CD3 participantes do complexo
TCR/CD3 presentes nas membranas de tais células. No entanto, tem se mostrado
que os efeitos do anti-CD3 monoclonal podem ser mais diversificados, o que
aumenta a complexidade dos mecanismos pelos quais se atinge a imunorregulagéo
inclusive no desenvolvimento de um subconjunto de células T CD4 regulatorias

(Chatenoud, 2003). Quando administrado em tratamentos de curto prazo, gera um
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perfil imunorregulatério antigeno-anticorpo  especifico, ndo baseado em
imunossupressao cronica, fator importante em tratamentos de transplantes (Nicolls,

Aversa et al., 1993) e em doengas auto-imunes (You, Leforban et al., 2007).
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Figura 6. Possiveis modos de acdo do OKT3. Revestimento celular (a); depleg¢ao celular (b); down-
regulation dos receptores de células T, TCR (c); e sinalizagdo celular (d). Tais mecanismos
dependem da especificidade e isotipo do imunoterapico. O down-regulation e a sinalizagao celular
parecem ser 0s principais mecanismos guiados por anticorpos anti-CD3, embora a deplegédo de
células T também seja observada em menor escala. O revestimento celular também provocaria uma
sinalizagao negativa. Este ultimo é observado raramente com anticorpos anti-CD3 especificos. ADCC,
citotoxicidade celular de anticorpo AICD, morte celular induzida por ativacdo; NK, células natural
killer; TGF-B, fator de crescimento transformante 3. (Chatenoud, 2003).

Em modelos murinos, anticorpos anti-CD3 especificos sdo usados na
prevencdo da rejeicdo de transplante do coracao (Plain, Chen et al., 1999), da

GVHD aguda (do inglés, Graft Versus Host Disease) (Blazar, Jenkins et al., 1997),
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da encefalomielite auto-imune experimental (EAE, do inglés, experimental
autoimmune encephalomyelitis) (Kohm, Williams et al., 2005), na artrite induzida por
colageno e em doengas inflamatorias intestinais (Hughes, Wolos et al., 1994).

Por apresentar toxidade decorrente de sua natureza murina, o OKT3 é capaz
de gerar uma resposta imunogénica quando em tratamento prolongados,
denominada resposta anticorpos humanos anti-murinos (HAMA, do inglés, Human
Anti-Mouse Antibody). Essa resposta acarreta a produgdo de imunoglobulinas,
principalmente IgM e 1gG, contra os anticorpos murinos promovendo uma rapida
remocao e neutralizagdo de sua atividade e, assim, reduz sua eficacia e pode levar o
paciente ao 6bito devido a liberagdo desregulada de citocinas (Li, Wang et al., 2005).
Com isso, podemos afirmar que uma das principais limitagcdes impostas ao uso de
alguns anticorpos murinos, inclusive o anti-CD3, aprovados atualmente para uso
clinico esta relacionada a imunogenicidade em resposta a origem murina da
molécula. Esta € reconhecida como de origem estranha pelo organismo do paciente,
que prontamente responde ao produzir anticorpos neutralizantes contra o

imunoterapico, diminuindo seu efeito.

1.10. A Humanizacao de Anticorpos

A Humanizagcao de Anticorpos envolve métodos que buscam produzir uma
molécula de anticorpo que mantenha a especificidade e afinidade do anticorpo
parental ndo-humano e que possua o0 minimo de imunogenicidade quando usada na
clinica. Tal metodologia teve inicio com a técnica de Quimerizacdo (Morrison,
Johnson et al.,, 1984), um método que consiste na combinagdo, por meio de
engenharia genética, dos dominios variaveis (VL e VH) murinos, responsaveis pela
especificidade, com os dominios constantes humanos (CL e CH) para gerar
moléculas com sequéncia humana proxima a 70%. Anticorpos quiméricos tiveram
sucesso quanto a manutencdo de suas especificidades e reducdo de
imunogenicidade, embora ainda acarrete uma Resposta Imunogénica Humana
Contra Anticorpos Quiméricos (HACA) (Hwang e Foote, 2005). Posteriormente, a
técnica de Transplantes de CDR (CDR grafting) (Jones, Dear et al., 1986) foi
desenvolvida baseada na troca de CDRs dos dominios variaveis (VH e VL) de

anticorpos humanos por aquelas murinas. A especificidade é mantida e a
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imunogenicidade diminuida porque apenas uma pequena fragcao, a responsavel pela
ligacao ao epitopo, da proteina permanecer como de origem murina (Figura 7).

Visando incrementar a especificidade, ha métodos guiados por modelos
computacionais que comparam, por homologia, regides de anticorpos murinos
aquelas de humanos. Ressaltando-se que varios aminoacidos localizados fora dos
CDRs interagem com estes ou com o préprio antigeno e podem ser adicionados ao
anticorpo humanizado para melhorar a ligagdo por meio dessa técnica.

Os métodos de humanizagdo podem englobar inUmeras estratégias, tais
como Resurfacing (Padlan, 1991), Superhumanizacao (Tan, Mitchell et al., 2002) e
Otimizacdo de Conteudo Humano (Lazar, Desjarlais et al., 2007). Assim como os
transplantes de CDR, tais métodos dependem de analise da estrutura do anticorpo e
comparagao de sequéncia de anticorpos humanos e ndo-humanos, a fim de avaliar
o impacto potencial do processo de humanizacdo da molécula final. Todos estes
meétodos tém em comum a produgio de algumas variantes humanizadas que podem
ser testadas quanto a capacidade de ligacéo, afinidade, imunogenicidade e demais
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas.

De modo a contornar as dificuldades envolvidas com o uso de anticorpos
heterélogos em aplicagdes clinicas (Jones, Dear et al., 1986), o grupo de Imunologia
Molecular da Universidade de Brasilia, por meio de pesquisas inseridas no projeto
Humanizacado de um Anticorpo Anti-CD3, o OKT3, desenvolveu técnicas que tornam
os anticorpos anti-CD3 mais similares aqueles humanos (Caldas, Coelho et al.,
2003) e com perfis de imunorregulagdo comparaveis ao murino (Silva, Vieira et al.,
2009).
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Figura 7. Processo de humanizagao de anticorpos via Transplante de CDRs (CDR graffting). As
sequéncias codificadoras, inclusive das CDRs, de anticorpo monoclonal murino (em preto) séo
obtidas a partir do cDNA da proteina expressa em clones produtores desse anticorpo monoclonal.
Essas sequéncias sdo comparadas com seqiiéncias germinais a partir de um banco de genes
germinais de anticorpos humanos (em cinza) utilizando-se do programa FASTA propondo-se a
imunoglobulina humanizada contendo os CDRs murinos (seta). Posteriormente aos testes em
modelos tridimensionais, obtém-se o cDNA da seqiiéncia aminoacidica que sera sintetizado a partir
de oligonucleotideos sintéticos e PCR. O novo gene para o anticorpo humanizado é clonado em vetor
de expresséao apropriado e expresso.

No caso particular do anti-CD3, o grupo de Imunologia Molecular da
Universidade de Brasilia concluiu a humanizacdo dos dominios VH e VL pela técnica
de transplante de CDR murinas para um arcabouco dos dominios variaveis com
sequéncia humana de maior similaridade ao arcabougo murino (Fonseca, 2000). O
CDR grafting foi empregado para se produzir, portanto, por manipulacéo génica, um
anticorpo anti-CD3 com arcabougo humano (baseado em sequéncias germinais
acessadas em bancos de dados) e apenas as regides CDR, responsaveis pela
ligacdo ao antigeno, mantidas de sua origem murina (Figura 7) (Silva, 2008;
Maranhdo e Brigido, 2001). A partir de ensaios de ligagado direta por meio de
citometria de fluxo comparando-se versées humanizadas (VH e VL humanizados),
hemi-humanizadas (VH murino e VL humanizado ou, VH humanizado e VL murino)
com aquela totalmente murina (VH e VL murinos), foi demonstrado que a construgéo
hemi-humanizada com VH murino e VL humanizado perdeu sua capacidade de
ligagdo ao antigeno, sugerindo que a humanizagdo do VL nado foi bem sucedida
(Costa, 2004). Diante dessa dificuldade, foi proposta uma nova humanizagdo da

cadeia leve, onde uma sequencia germinal mais similar aquela da cadeia leve do
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OKT3 foi selecionada para doacgado do arcabouco onde seriam inseridos os CDRs
murinos. Posteriormente, a construcado de um fragmento FvFc contendo a nova VL
humanizada foi realizada (Silva, 2008) a fim de avaliar se a interagdo gerada pela
presenca da cadeia leve humanizada restabeleceria a afinidade da molécula.
Resultados recentes por ensaio de competicdo demonstram que os anticorpos
humanizados bloqueiam parcialmente a ligacdo do OKT3, sugerindo uma perda de
afinidade ao antigeno CD3 que é acompanhada, aparentemente por um ganho em
atividade imunorregulatéria, quando comparada ao anticorpo original, em ensaio in
vitro com PBMC humanas. (Silva et al., 2009)

Apesar do sucesso do grupo na producao de fragmentos de anticorpos como
a molécula FvFc e Fab (Figura 8), carece-se ainda de um sistema eficiente para a

producédo heterdloga de imunoglobulina completa e de fragmentos F(ab’)2.

1.11. Expressao heterdloga de anticorpos recombinantes

A afinidade de ligagdo e a especificidade de anticorpos permitem um
aumento de seus valores analiticos. Dois tipos de preparacdes de anticorpos estao
em uso atualmente: policlonais e monoclonais. Anticorpos policlonais sdo aqueles
produzidos por diferentes linfécitos B (plasmdcitos) que responderam a um
determinado antigeno. Células na populagao de linfécitos B produzem anticorpos
que se ligam especificamente a epitopos distintos do antigeno. Assim, as
preparacdes policlonais contém uma mistura de anticorpos que reconhecem
diferentes porgdes do antigeno. Os anticorpos monoclonais, em contrapartida, séo
sintetizados por uma populacdo de células idénticas B, de origem clonal. Estes
anticorpos tém paratopos homogéneos, todos reconhecendo o mesmo epitopo.

Anticorpos monoclonais recombinantes (mAbs) foram produzidos pela
primeira vez em cultura de células (Kohler e Milstein, 1975) a partir da imortalizagao
de clones de linfocitos B. Entretanto, mais recentemente a énfase deslocou-se em
diregdo aos fragmentos de anticorpos produzidos por microorganismos,
principalmente em Escherichia coli e leveduras. Atualmente, a expressdao de
anticorpos em E. coli € uma alternativa favoravel em virtude de fatores como
genbmica bem conhecida, sistemas de transformacgao eficientes, disponibilidade de

bons vetores, rapido crescimento celular, meios de culturas baratos, capacidade em
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expandir a produgao para grande escala. Uma desvantagem recorrente diz respeito
a sua incapacidade de glicosilar moléculas produzidas o que poderia comprometer
as fungdes efetoras da imunoglobulina recombinante. Tal fato torna-se relevante nos
casos para uso in vivo.

Tentativas de produzir uma molécula de anticorpo completa armazenada no
citoplasma de E. coli exigem etapas adicionais de solubilizagcdo e renaturagao visto
que os polipeptideos resultantes ndo raramente se encontram na forma insoluvel de
corpos de inclusdo (Hakim e Benhar, 2009). Uma das primeiras demonstracdes bem
sucedidas de produgédo de um heterodimero heterélogo em E. coli ocorreu com um
fragmento Fab (Better, Chang et al, 1988). A partir de entdo houve o
desenvolvimento de outros fragmentos de anticorpos trabalhados por engenharia
genética (Figura 8). A construcdo de moléculas de fragmentos variaveis de
anticorpos de cadeia unica (scFv), que conservam a especificidade do anticorpo
original (Bird e Walker, 1991), assim como fragmentos FvFc (Andrade, Albuquerque
et al., 2000), ou o fragmento Fab (Burtet, Santos-Silva et al., 2007) s&o alternativas
que facilitam a manipulagdo génica da proteina recombinante até que se consiga
aperfeicoar ao maximo sua capacidade de ligagcdo ao antigeno. Com isso,
economizam-se tempo e recursos até a implementacdo de uma construgao

recombinante de uma imunoglobulina completa.
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Figura 8. Representacio de alguns possiveis fragmentos de anticorpos obtidos por engenharia
genética de anticorpos. Fragmentos ftrivalentes (Triabody) e tetravalentes (Tetrabody) sao
construidos de maneira similar aos fragmentos bivalentes (Fab2, Fab, Bis-scFv, Diabody, Minibody).
Todos séo alcangados pela fusédo de trés, quatro ou dois sitios ligantes formados pelos dominios VH-
VL (cores verde, laranja, marrom ou roxo). Modelos azuis representam dominios constantes. (Holliger
e Hudson, 2005).
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Os percentuais de moléculas funcionais e corretamente dobradas tomaram
maior propor¢ao em sistemas de expressao em leveduras quando comparadas aos
sistemas procariontes. Algumas caracteristicas corroboram com tal observagao,
dentre elas a utilizacdo de promotores considerados fortes e com elevada
capacidade de ativagao da transcricdo do gene downstream, o que acarreta altos
niveis de producéo apresentados.

A utilizagdo de um micro-organismo eucarioto, como a Pichia pastoris,
apresenta as vantagens dos sistemas de expressdo eucaridticos superiores tais
como o processamento e dobramento de proteinas, modificacbes pds-traducionais,
sendo tdo simples de manipular como E. coli ou Saccharomyces cerevisiae. E mais
rapido e menos dispendioso para uso do que outros sistemas de expressao
eucarioticos, tais como cultura de tecidos de mamiferos, e geralmente apresenta
maiores niveis de expressdo. Como uma levedura, partiiha as vantagens da
manipulacdo molecular e genética com Saccharomyces cerevisiae, e apresenta
vantagens relativas aos niveis de expressao maiores que aqueles de células de
mamiferos. Estas caracteristicas tornam P. pastoris muito util como um sistema de
expressao de proteinas.

Em relagdo a outras leveduras utilizadas para a expressdo de genes, como
Saccharomyces cerevisiae, P. pastoris tem a vantagem de nado realizar a
hiperglicosilagcdo da proteina secretada, fato que tornaria a proteina mais
imunogénica em humanos e/ou interferir no enovelamento da mesma, diminuindo
sua funcdo biologica (Cregg, 1999). Tanto S. cerevisiae quanto P. pastoris
apresentam padrdes de glicosilagdo com a adicdo de carboidratos do tipo manose
N-ligada. Porém, em S. cerevisiae, as proteinas costumam apresentar cadeias
polissacarideoas de mais de 50 residuos de manose, caracterizando assim a
condicdo de hiperglicosilagdo. Em P. pastoris, a N-glicosilagao se inicia no reticulo
endoplasmatico (ER) com a transferéncia de uma unidade de oligossacarideo ligado
a lipidio para o aminoacido asparagina presente na sequéncia de reconhecimento
Asn-X-Ser/Thr.. Ha evidéncias que este tipo de ligacao seja responsavel pela hiper-
imunogenicidade apresentada por algumas proteinas expressas em S. cerevisiae
(Cregg, Vedvick et al., 1993) visto que a levedura ndo é capaz de realizar

glicosilagbes terminais do tipo a1,3 (Cereghino e Cregg, 2000).
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A expressao heterdloga em P. pastoris pode ser feita de forma intracelular ou
via secregao. A vantagem da segunda é que P. pastoris secreta poucas proteinas

nativas, facilitando, portanto a posterior purificagao (Daly e Hearn, 2005).
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Producdo de uma IgG recombinante anti-CD3 e seus fragmentos F(ab’)2
hemi-humanizados (hVH e mVL) e totalmente humanizados (hVH e hVL) com
expressao em P. pastoris, purificacdo, caracterizacdo conformacional e da atividade

ligante.

Objetivos especificos:

(1) Clonar as versdes das rlgG’s, selvagem e mutante, em vetor de

expressao em P. pastoris.

(2) A expressdo e caracterizagdo da atividade ligante e efetora da

imunoglobulina recombinante anti-CD3 hemi-humanizada.

(3) Analise e comparagao dos niveis de glicosilagdo da imunoglobulina
recombinante anti-CD3 pela mutagénese de um possivel sitio para N-

glicosilagéo presente na porgédo Fc da molécula.

(4) Clonagem em vetor expressdo em levedura, expressdao e a
caracterizagdo da atividade ligante e efetora do fragmento F(ab), hemi-

humanizado da imunoglobulina recombinante anti-CD3.

(5) Humanizagao completa do fragmento F(ab’)2 pela troca do dominio

VI murino por um humanizado

(6) Clonagem em vetor expressdao em levedura, expressdo e a
caracterizagdo da atividade ligante e efetora do fragmento F(ab);

completamente humanizado da imunoglobulina recombinante anti-CD3.
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3. MATERIAIS

1.12. Linhagens celulares

1.12.1. Escherichia coli

XL10-Gold® ultracompetent cells (Stratagene): Tetr A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte. Cat# 200314

DH 5a (Invitrogen®) — F /endA1 hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr)
relA1 D(laclZYA-argF)U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15).

XL1-Blue (Stratagene®) — recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F’
proAB laclqZ M15Tn10 (TetR)] (Sambrook et al., 1989).

MultiShot™ StripWell TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen): F- mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15 AlacX74 recA1 araD139 galU galK
A(ara-leu)7697 rpsL (StrR) endA1 nupG Cat# C4096-01

Nota: Essas linhagens foram utilizadas nos procedimentos de constru¢do dos
fragmentos de anticorpos anti-CD3.
BL21 (DE3) pLyskE (Stratagene®) — F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcmA

(DE3)pLysE.

Nota: Essa linhagem foi utilizada nos procedimentos de expressdo do antigeno
rCD3.
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1.12.2. Pichia pastoris

GS115: his4. Fenotipo: His', Mut™ (Creeg et al., 2000)
Esta linhagem de P. pastoris foi utilizada para a integragao, no lI6cus HIS4 genbémico,

do plasmidio com os genes de interesse, para a expressdao dos fragmentos de

anticorpos anti- CD3 recombinantes sob controle do promotor AOX1.

1.13. Oligonucleotideos utilizados para sequenciamento

Iniciador Sequéncia Alvo
7817R 5 CTG GGA GTT ACC pPlg Le VL Reverso
CGATTGGAYZ
7806F 5 GTA ACT CCC AGG pPlg Le VL Forward
AGAGTGTC 3

1.14. Plasmideos

pPlglLe Fab (Burtet, 2006) — Derivado do plg 16.

pPlglLe Fab Xba- (Simi, 2009)

pGS-21a (SD0121) — Genscript

1.15. Meios e Solucdes

Nota: Todas as esterilizagbes por calor ocorreram a 121°C por 20 minutos em
autoclave de calor umido. Esterilizagbées por filtracdo foram realizadas com o uso de

membranas com poros de 0,22um.
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1.15.1. Meios e Solugdes para o uso da levedura Pichia pastoris

10X YNB (13,4% Yeast Nitrogen Base com sulfato de amdnio, sem aminoacidos)

Dissolver 134 g de YNB (Yeast Nitrogen base) com sulfato de aménio e sem
aminoacidos em 1L de agua destilada. Dissolver o YNB em agua destilada. Como
alternativa, dissolver 34 g de YNB sem sulfato de aménio e sem aminoacidos e 100g
de sulfato de aménio em 1L de agua destilada.

Esterilizac&o: Filtragem.

Conservacéo: 4 °C ao abrigo da luz.

500X B (0,02% Biotina)
Dissolver 20 mg de biotina em 100 mL de agua.

Esterilizac&o: Filtragem.

Conservagao: 4 °C ao abrigo da luz.

10X D (20% dextrose)
Dissolver 200 g de D-glucose em 1000 mL de agua destilada.

Esterilizac&o: Filtragem ou autoclave

Conservagao: 25°C.

10X M (5% de metanol)

Misturar 5 mL de metanol com 95 mL de agua destilada.

Esterilizac&o: Filtragem

Conservacgao: 4 °C.

Tampao Fosfato de Potassio 1M, pH 6,0
Misturar 132 mL de 1 M K2HPO4, 868 mL de KH2PO4 M 1 e confirmar que o pH =

6,0 £ 0,1 (se o pH precisar ser ajustado, usar acido fosforico ou KOH).

Esterilizacao: Autoclave

Conservacgao: 25°C.



10x YP

10% de extrato de levedura
20% peptona

Esterilizacao: Autoclave

Conservacgao: 25°C.

z

Aqgar 2%
Agar 59
H,Od gsp 250mL

Esterilizacdo:Autoclave.

Conservacgao: 25°C

Glicerol 50%
Glicerol 50mL
H,Od estéril gsp 100mL

Esterilizacao: Autoclave

YPD

YP 10% (v/v)
Glicose 2% (vIv)

H,Od estéril gsp Volume desejado

Conservagao: 25°C.

BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium)

YP 10%

YNB 1,34% (p/v)
Tampéo Fosfato pH 6,0 100mM
Biotina 4x10°% (p/v)
Glicerol 1% (v/v)

H,Od estéril gsp Volume desejado
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BMMY (Buffered Methanol Complex Medium)

YP 10%

YNB 1,34% (p/v)
Tampao Fosfato pH 6,0 100mM
Biotina 4x10° % (p/v)
Metanol 1% (v/v)
EDTA 1mM

PMSF 1mM

H,Od estéril gsp Volume desejado

Nota: Para preparo dos meios BMGY e BMMY, foram preparadas as solu¢cbes
estoques YP 10X (extrato de levedura e peptona de caseinl e dos demais reagentes
(YNB, Biotina, EDTA), todos esterilizados. No momento da utilizagdo as solugbes
estoque foram misturadas a fim de se obter as concentragbes acima relacionadas

sendo dissolvidas em agua destilada estéril.

Meio Minimo MD (Minimal Dextrose Medium)

YNB
Biotina
Glicerol

Agar 2% estéril qsp

1,34% (p/v)
4x10° % (p/v)
1% (v/v)

Volume desejado

Meio Minimo MM (Minimal Methanol Medium)

YNB
Biotina
Metanol

Agar 2% estéril qsp

Sorbitol 1M

D-Sorbitol

H,Od estéril gsp
Esterilizacido: Autoclave

Conservar a 4°C

1,34% (p/v)
4x10° % (p/v)
1% (v/v)

Volume desejado

18,21g

Volume desejado



DTT
Ditiotreitol

H,Od estéril gsp
Esterilizac&o: Filtragem.

Conservar a -20°C

Acetato de Litio 1M
Acetato de Litio

H,Od estéril gsp

Esterilizac&o: Filtragem.

Tris-HCI 100mM pH 7.5

Tris

H,Od estéril gsp
pH 7,5

Esterilizac&o: Filtragem.

Tampao de Pré-tratamento (TPT)

Acetato de Litio
DTT

Sorbitol
Tris-HCIl pH 7,5
H,Od estéril gsp

Esterilizac&o: Filtragem.

Antiespumante

100mM

Volume desejado

2,049
20mL

0,69
50mL

100mM
10mM
0,6M
10mM

Volume desejado

Antifoam A Emulsion. Sigma® - Cat#A5738

Cubetas de eletroporacao 0,2cm (BioAgency®, no catalogo: 165-2086N)
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1.1. Meios e solucdes para uso da bactéria E. coli

Solucao de CaCl,
CaCl, 50 mM

H,Od estéril gsp Volume desejado

Esterilizar por filtracao.

Conservar a 4°C

Solucao de CaCl, com 15% de Glicerol (v/v)

CaCly 50 mM
Glicerol 15%
H,Od estéril gsp Volume desejado

Esterilizac&o: Filtragem.

Conservar a 4°C

IPTG 0,1M

Dissolvido em H,0 estéril, esterilizagéo por filtracdo e estocagem a 4°C ao abrigo da

luz.

Sorbitol 1M

Lisozima

Solugao estoque: 10 mg/mL em H,O Milli Q.
Esterilizac&o: Filtragem.

Armazenamento: -20°C

Tampao de Lise e Tampao de Amostra (1X)

Tris HCI (pH 6,8) 80 mM; Sacarose 12%; SDS 2%; [3-Mercaptoetanol 2%; Azul de

Bromofenol 0,01%. O tampao foi aliquotado em microtubos de 1,5 mL e

armazenados a -20 °C.
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1.2. Inibidores de proteases

PMSF (Phenilmethylsulfonyl Fluoride) 0,2 M

Dissolvido em isopropanol e estocado a temperatura ambiente por até 1 ano. E um

inibidor de serino e tiol proteases como, por exemplo, tripsina, quimiotripsina,

trombina, papaina. Concentragao de uso 1mM.

EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina) 0,5M
Dissolvido em agua em pH 8-9 estocado a 4°C por até 6 meses. E um inibidor de

metaloproteases. Concentragdo de uso 5 mM.

1.3. Meios e Solucdes de Uso Comum

Azida Sdédica — Solucao estoque 100X
Azida sédica 5% (p/v)

Nota: solucdo utilizada para a conservagcdo dos tampbées PBS e PBS-T e nas

solugbes estoque dos anticorpos em concentragéao final de 0,06% (p/v).

Tampéao TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM

EDTA pH 8,0 1 mM

Tampao Tris-HCI pH 8

Tris-HCI pH 8,0 10mM
Glicogénio
Glicogenio 20mg/mL

Tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7.4
NaCl 1,5M
NazHPO4 0,1M

NaN3 0,02% (p/v)




Tampao PBST 1X,pH 7.4
PBS 1X acrescido de Tween 20 na concentracao final de 0,1% (v/v)

1.4. Solucdes para extracao de DNA plasmidial
Solucao |
Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Glicose 50 mM
H,Od estéril gsp Volume desejado

Conservar a 4°C

Solucao Il

NaOH 0,2M
SDS 1,0% (p/v)

H,Od estéril gsp Volume desejado
Solucao Il

Acetato de potassio 3M

Acido Acetico 2M

pH 4,8 -5,0

H,Od estéril gsp Volume desejado

Conservar a 4°C

RNAse A
RNAse A (Invitrogen®, cat# 12091-021).

Clorofane

Fenol equilibrado em pH 7,6 1 volume
Cloroformio 1 volume
B-hidroxiquinilona 0,05% (p/v)

Tris-HCI 100 mM pH 7,6 0,1volume
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Clorofil

Cloroformio 24 volumes
Alcool isoamilico 1 volume
Tampao TE 0,25 volumes

Etanol 100%

Etanol 70%

Isopropanol 100%

Acetato de amonio 7,5 M

1.5. Solugdes para eletroforese em gel de agarose e de
poliacrilamida

Tampéo de corrida TEB 10X

Trizma base 0,9M
Acido Bérico 0,9M
EDTA 0,02M
pH 8,0

Tampio de amostra para gel de agarose 10X

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

Solucio de brometo de etidio 20.000X
Brometo de etidio 10mg/mL




Tampao de Corrida para SDS-PAGE

Trizma base 125mM
Glicina 960mM
SDS 0,5% (p/v)
pH 8,3

Tampao de Amostra 2X para SDS-PAGE

Tris-HCI pH 6,8 62,50mM

SDS 5% (p/v)

Glicerol 25% (viv)
R-mercaptoetanol 5% (viv)

Azul de bromofenol 0,01% (p/v)

APS 10% (p/v)
Persulfato de aménio 100 mg/mL

Dissolver em agua destilada

TEMED (N,N,N’.N’- tetrametil etilenodimetilamina)

Gel Concentrador SDS-PAGE

Solugéo Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 4% (p/v)
Tris-HCI pH 6,8 125 mM

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

Gel Separador SDS-PAGE
Solugéo Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 10% (p/v)

Tris-HCI pH 8,8 400 mM
SDS 0,1% (p/v)
APS 0,1% (p/v)

TEMED 0,01% (p/v)
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1.6. Solugdes para coloracao de gel de poliacrilamida com
Comassie Brillant Blue (R-250).

Solucdes Estoque para a Coloracio

Acido acético 7,5% (vIV)
Acido tricloro acético (TCA) 12,5% (viv)
Sulfato de amobnia 20% (p/v)

Solucido Corante Coomassie Brillant Blue G-250 (500mL)

Sulfato de aménio 30g
Acido fosférico 2% (VIV)
Comassie Brilliant Blue (G-250) 0.5¢g
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Nota: O Comassie Brilliant Blue (G-250) deve ser previamente purificado, conforme

Harlow e Lane (1988), e sé adicionado na solugdo quando o sulfato de amédnia

estiver completamente dissolvido no acido fosférico.

Solucio Descorante para Gel SDS-PAGE

Metanol 40% (v/v)
Acido Acético 10% (V/V)
1.7. Solugdes para coloragao de gel de poliacrilamida com Prata

Fixacdo e Parada/Preservacao

Metanol 40% (v/v)
Acido Acético 10% (V/V)
Lavagem

Etanol 50% (v/v)

Sensibilizacdo (50mL)

Tiosulfato de sédio 10mg

Nota: Solucao fotossensivel.



Coloracao (50mL)

Nitrato de prata 100mg
Formaldeido 37uL

Revelacio (50mL)

Tiosulfato de sédio 0,2mg/mL (p/v) 1mL
Carbonato de sodio 2g
Formaldeido 25uL

Nota: Preparar logo antes ao uso.

Solucao de Secagem (50mL)
Metanol 50% (v/v)

1.8. Solugdes para ensaios imunolégicos (ELISA, Western,
Colony e Dot blotting)

Tampao de Fosfatase Alcalina (APB)

Tris-HCI pH 9,5 100mM
NaCl 100mM
MgCI2 50mM

Tampao para Transferéncia Semi-Seca de Proteinas, pH 8.3

Trizma-base 50mM
Glicina 40mM

SDS 0,04% (p/v)
Metanol 20% (viv)

Blogueio - Western, Colony e Dot blotting

Leite em p6 desnatado 5% (p/v)
Nota: Dissolver em PBST 1X
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Blogueio - ELISA
BSA fragao 5 3% (p/v)
Nota: Dissolver em PBST 1x

Solucido Reveladora para ELISA

pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1mg/mL
Dissolvido em APB

Solucio Reveladora NBT/BCIP (n°. cat. 00-2209 Zymed/Invitrogen)

Membrana de Nitrocelulose
Hybond-C Extra Amersham Bioscience® (cat# RPN 303E)

1.9. Marcadores de Massa molecular

1 kb plus DNA Ladder — (Invitrogen® cat# 10787-026)

Fragmentos de DNA em pb: 100; 200;
300; 400; 500; 650; 850; 1.000; 1.650;
2.000; 3.000; 4.000; 5.000; 6.000;
7.000; 8.000; 9.000; 10.000; 11.000;
12.000.

High Mass DNA Ladder (Invitrogen® cat# 10496-016)

10,000
5,000

¢,000

3,000

2,000

1,000

Mistura equimolar de fragmentos de
DNA em pb de 10.000; 6.000; 4.000;
3.000; 2.000 e 1.000. Utilizando 2 ul do
marcador, ha correspondente massa de
100; 60; 40; 30; 20 e 10 ng,

respectivamente.
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Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas® cat# SM1842)

260—

136—
85 —
72—
52 —|

Fragmentos de proteinas em kDa: 260;
34— | - 135; 95; 72; 52; 42; 34; 26; 17 e 10.

% -

Prestained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas® cat# SM0441)

y o Fragmentos de proteinas em kDa: 117;
85; 49; 34; 25; 19.

Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas® cat# SM0431)

— 116.0
—_—— 66.2

— 45.0

Fragmentos de proteinas em kDa: 116;
66; 45; 35; 25; 18; 14.

—_— 35.0

— 25.0

-—— 184

14.4

1.10. Resinas cromatograficas

HiTrapTM Protein A HP 1mL (GE Healthcare, cat#. 17-0402-01). Para purificagao
Das IgG completas anti-CD3.
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HisTrap HP 1 mL GE Healthcare, cat#. 71-5027-68). Para purificagcao
dos F(ab’)2 anti-CD3.

1.10.1. Solugdes para cromatografias

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

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

Tampéao de ligacdo HisTrap HP
20 mM fosfato de sddio, 0.5 M NaCl,
20 mM imidazole, pH 7.4

Tampéao de Eluicdo HisTrap HP
20 mM Fosfato de Sdédio, 0.5 M NaCl,
500 mM imidazole, pH 7.4

1.11. Concentracao, dialise e quantificagao de proteinas

purificadas.

Concentradores Amicon® Bioseparations:
Centricon YM-10 (cat#. 4206)

Centriprep YM-10 (cat#. 4305), YM-30 (cat#. 4307) e YM-50(cat#. 4308)

Microcon YM-100 (cat# 42413)

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

Membrana: Ultrafiltration Membrane. NMWL: 10.000 (cat#. 13642)
Kit BCA — Acido Bicincrénico Pierce® (cat#. 23225)
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1.12. Kits comerciais

Qiagen Plasmid Midi Kit 100 — Para preparagéo plasmidial em escala intermediaria
(Qiagen®, cat# 12145).

Qiaquick Gel Extraction kit 50 — Para extracao de DNA de gel de agarose (Qiagen ®
, cat# 28704).

Colunas para extragdao de DNA de gel de agarose por Freeze Squeeze — Ultrafree
DA
Centrifugal Unit (Millipore®, cat# 42600).

PlusOne Silver Staining kit Protein. Para coloragdo de géis de poliacrilamida com
prata. (GE lifescience®, cat# 17-1150-01).

Kit BCA — Acido Bicincrénico (Pierce® ) para quantificacdo de proteinas. (cati.
23225).

1.13. Enzimas

FastDigest® EcoR | cat# FD0274 Fermentas®
FastDigest® Psi | cat# FD2064 Fermentas®
FastDigest® Pvu Il cat# FD0634 Fermentas®
FastDigest® Sal | cat# FD0644 Fermentas®
FastDigest® Apa | cat# FD1414 Fermentas®
T4 DNA Ligase cat#15224-041 Invitrogen®
FastDigest® Bgl Il cat# FD0084 Fermentas®
FastDigest® Xho | cat# FD0694 Fermentas®
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1.14. Anticorpos utilizados em imunoensaios

Anti — 1gG humana (Ck especifico) feito em cabra (Pierce® cat# A9544).

Anti — IgG de cabra feito em coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma® cat#
A-4187)

IgG humana Policlonal (Sigma® cat# K 9001)

Anti-lgG humano H+L feito em Cabra (Sigma® A 8542)

Anti-lgG _camundongo feito Cabra conjugado com fosfatase alcalina (Pierce ®
Cat#31160)

His-probe G-18 SC-804 IgG Coelho Policlonal anti-His (Santa Cruz Biotechnology)
Anti-GST Z-5 SC-459 IgG Coelho policlonal anti-GST (Santa Cruz Biotechnology)

1.15. Membranas

Hybond-C Extra Amersham Bioscience® (n°. cat. RPN 303E)

1.16. Softwares

Blastn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides&PROGRAM=blastn)

para analise de similaridade de sequéncias nucleotidicas com genes ja descritos -

BioEdit 7.0.5.3 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htmL) para diversas
analises de sequéncias nucleotidicas, mapas de restrigdo, alinhamento, criagdo de

modelos de plasmideos e previsdo de padrdes de migragao eletroforética.

Cusp (Emboss) (ftp://lemboss.open-bio.org/pub/EMBOSS/), DNAWorks
(http://helixweb.nih.gov/dnaworks/) e GCUA
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(http://gcua.schoedl.de/sequential_v2.htmL) para geracdo e analise de tabelas de

codon usage a partir de um conjunto de sequéncias codificantes.

NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) para previsdo de

possiveis sitios de N-glicosilagdo em proteinas humanas.

DNA Stats (http://www.genscript.com/sms2/dna_stats.htmL) para analise dos

percentuais totais de bases de sequencias nucleotidicas.

MFold (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/dna-form1.cgi) para analise tedrica do nivel

de dobramento da sequéncia nucleotidica.
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4. METODOS

Nota: Os métodos listados a seguir, quando invaridveis e que exijam muitas etapas de
processamento, foram organizados em forma de itens seqiienciais numerados de modo a facilitar

consultas posteriores. Os demais estao organizados em formato dissertativo.

2.1. Preparacdo de DNA para transformacéao de P. pastoris

Aproximadamente 10 pg do plasmidio foi linearizado por digestdo com a
enzima de restricdo Sal |. Essa enzima cliva o plasmideo no gene HIS4, permitindo a
integracédo do plasmidio no locus do gene his4 defectivo da levedura, apos eficiente
transformacao. A linearizagdo dos plasmidios a serem transformados foi confirmada
por analise em gel de agarose. Apos a confirmagdo o material foi precipitado com
acetato de sdodio 0,3M e 2,5v de etanol 100% por no minimo 2 horas a -20°C.
Seguida de centrifugagédo a 12.000 rpm por 45 min a 4°C, adi¢ao de 200uL de etanol
70% e nova centrifugagdo a 12.000 rpm por 15 min a 4°C. O sedimento foi entdo

ressuspendido em 10uL de H,O miliQ estéril.

2.2. Transformacao de Pichia pastoris (adaptado de Wu e
Letchworth, 2004)

1. Inoculou-se uma colénia da linhagem GS115 de P. pastoris em 10mL de meio
YPD em tubo Falcon 50mL. Incubou-se durante a noite em shaker a 30°C
com 200rpm.

2. Diluiu-se esse pré-inéculo em 100mL de meio YPD de modo a atingir uma
OD600 de 0,3. Incubou-se em shaker com 200rpm a 30°C até atingir uma
OD600 de 1 a 2.

3. Centrifugou-se esse in6culo a 3000 x g por 10 minutos sob temperatura
ambiente.

4. Ressuspendeu-se o pellet em 8 mL do tampao de pré-tratamento (TPT) e
incubar por 30 minutos a temperatura ambiente.

5. Centrifugou-se a ressuspensao por 10 minutos a 3000 x g, 4°C.
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6. Ressuspendeu-se o pellet em 1,5 mL de Sorbitol 1M e centrifugou-se a 3.000
x g por 10 minutos, 4°C. E repetiu-se o processo para totalizar 3
centrifugagoes.

7. Ressuspendeu-se o pellet em Sorbitol 1M de modo a obter-se células em
concentracgdo de 10° a 10" por mL.

8. Incubou-se, em gelo por 5 minutos, de 3ng a 5ug de DNA linearizado com
80uL de células em cubeta de eletroporagdo de 0,2cm.

9. Transformou-se por eletroporagdo seguindo os parametros: 1,5 kV, 25 uF e
200ohms (Gene Pulser com Pulser Controller, BioRad).

10.Semeou-se, em placas contendo meio MD, 100uL da diluicdo de 1:10 e 1:100
do volume transformado.

11.Incubou-se as placas em estufa a 30°C por 48h ou até o aparecimento de

colénias

2.3. Analise dos transformantes de P. pastoris por Colony blot.

1. Uma pequena por¢cdo de massa celular de alguns dos clones obtidos nas
placas de transformacao foi repicada serialmente, com palitos estéreis, em
duas placas de meio minimo contendo metanol (MM) ou glicose (MD).

2. Incubou-se as placas a 30°C por 2 a 3 dias adicionando-se a cada 24 horas
500 pyL de metanol 100% na tampa das placas com meio MM.

3. Apods esse tempo de indugdo montou-se um “sanduiche” sobre as placas MM
da seguinte forma: membrana de nitrocelulose diretamente em contato com
as colbnias, 3 folhas de papel de filtro Watmann® 3 mm sobrepostas por
varias camadas de papel toalha.

4. Colocou-se um peso sobre o “sanduiche” e o incubava a 30°C por 3 horas. 5-
Passado o tempo de transferéncia, desmontou-se o sanduiche e a membrana
era lavada com PBST 1X até a remogao completa do excesso de células.

5. Incubou-se a membrana com a solugao de bloqueio por, no minimo, 1 hora,
sob agitagao a 4°C.

6. Removeu-se a solugao de bloqueio e lavou-se a membrana 3X com PBST 1X

a temperatura ambiente.
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7. Incubou-se a membrana com o anticorpo primario, diluido em PBS 1X, por 1 a
2 horas sob agitacao a 4°C.

8. Removeu-se o anticorpo primario e lavava-se a membrana novamente 3X
com PBST 1X.

9. Incubou-se a membrana com o anticorpo secundario (conjugado a fosfatase
alcalina), diluido em PBS 1X, por mais 1 a 2 horas sob agitacao a 4°C.

10.Removeu-se o anticorpo conjugado e lavava-se a membrana 3X com PBST
1X e posteriormente 1X com 10mL de APB (tampao da fosfatase alcalina).

11.Adicionou-se a solugao reveladora (NBT/BCIP). O aparecimento das bandas
coloridas era controlado visualmente. Apos a reagdo, lavou-se a membrana
com agua destilada até retirar o excesso da solugéo reveladora e interromper
a reacao da enzima.

12.Preservou-se a membrana seca, sobre papel filtro.

24. Expressao das proteinas recombinantes em P. pastoris —
fermentacao em frasco *

1. Colbnias que se mostravam positivas no colony blotting tinham suas réplicas
correspondentes da placa MD inoculadas em 100 a 200mL de meio de
crescimento BMGY num frasco erlenmeyer de 1L com aletas. Incubava-se
sob agitagao de 250 a 300 rpm e temperatura de 30°C durante 48 horas.

2. Coletou-se as células por centrifugagéo a 1.500 x g por 5 min a temperatura
ambiente, desprezando-se o sobrenadante.

3. Ressuspendeu-se as células em 100mL de H,O destilada estéril a
temperatura ambiente repetindo-se em seguida o mesmo procedimento de
centrifugacéo.

4. Ressuspendeu-se as células em 100mL de meio de indugcao BMMY e
incubava-se pelo tempo de crescimento desejado (24 a 96 horas) sob
agitacédo de 250 a 300 rpm e temperatura de 20 a 30°C.

5. A cada 24 horas adicionou-se 1% de metanol para manter a indugéo. E,

quando desejado, a cada 24 horas eram coletados 5mL da cultura para
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processamento do sobrenadante e analise da expressdao da proteina
recombinante.

6. Ao final do tempo desejado de indugao centrifugou-se as ceélulas por 2 vezes
e o0 sobrenadante era filtrado com a membrana Millipore 0,45um.

7. Concentrava-se o0 sobrenadante utilizando o sistema Amicon Stirred
Ultrafiltration Cell Millipore com uma membrana de ultrafiltragcao (NMWL:
10.000).

8. Ao sobrenadante filtrado e concentrado eram adicionados o0s seguintes
inibidores de protease: EDTA 0,6mg/mL e PMSF 100ug/mL.

*adaptado do Manual do kit de Expresséo em Pichia pastoris, Invitrogen®

2.5. Preparacdo de DNA plasmidial em pequena escala*

1. Coletavam-se 3,0mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o
plasmideo de interesse, crescidas em meio LB/Amp (100ug/mL) durante 16
horas a 37°C, por meio de duas centrifugagdes de 5 min a 5.000 rpm em
tubos “eppendorfs”, sendo o sobrenadante desprezado a cada centrifugagao.

2. Ressuspendia-se o sedimento em 200uL de Solucado |. Incubavam-se as
amostras no gelo por 5 min.

3. Adicionavam-se 400uL de Solugédo Il e homogeneizavam-se as amostras,
invertendo-se gentilmente o tubo varias vezes. Incubava-se a temperatura
ambiente por 5 min.

4. Adicionavam-se 300uL de Solugao lll, repetindo-se 0 mesmo procedimento
de homogeneizacéo e incubava-se no gelo por 10 min.

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

6. Ao sobrenadante eram adicionados 5uL de RNAse A e incubava-se por 1
hora a 37°C.

7. Adicionava-se 1/2v de clorofane e, apds forte homogeneizacdo e
centrifugagcédo de 5 min a 10.000 rpm a temperatura ambiente, a fase aquosa
era coletada para outro tubo.

8. Adicionava-se 1/2v de clorofil e repetia-se 0 mesmo procedimento anterior de

homogeneizacgao, centrifugacao e coleta.
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9. O DNA era entdo precipitado com 2,5v de etanol 100% por, no minimo 2
horas a -20°C.

10.Centrifugava-se a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. Desprezava-se o
sobrenadante.

11. Adicionavam-se 200uL de etanol 70% e centrifugava-se novamente a 12.000
rem por 15min a 4°C.

12.ApO6s secagem o sedimento era ressuspendido em 40uL de TE. E as

amostras conservadas a 4°C.
*adaptado de Sambrook et al., 1989

2.0. Preparacdo de DNA plasmidial em larga escala*

1. Coletavam-se 200mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o
plasmideo de interesse, crescidas em meio LB/Amp (100ug/mL) durante 16
horas a 37°C, por meio de centrifugagéo de 15 min a 3.000 x g, desprezando-
se o0 sobrenadante.

2. Ressuspendia-se o sedimento em 5mL de Solugédo I. Incubavam-se as
amostras no gelo por 10 min.

3. Adicionavam-se 10mL de Solugédo Il e homogeneizavam-se as amostras,
invertendo-se gentilmente o tubo varias vezes. Incubava-se a temperatura
ambiente por 5 min.

4. Adicionavam-se 7,5mL de Solucao lll, repetindo-se 0 mesmo procedimento
de homogeneizagao e incubava-se no gelo por 20 min.

5. Centrifugava-se a 10.000 x g por 30 min a 4°C.

6. O sobrenadante era filtrado em papel de filtro e ao sobrenadante eram
adicionados 0,6v de isopropanol. Apés uma incubacdo de 5 min a
temperatura ambiente centrifugava-se a 12.000 x g por 20 min a temperatura
ambiente.

7. Desprezava-se o sobrenadante e, apos a secagem, o sedimento era
ressuspendido em 500uL de TE ao qual eram adicionados 10uL de RNAse A.

Incubava-se por 1 hora a 37°C.
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8. Adicionava-se 1v de clorofane e, apds forte homogeneizagao e centrifugagao
de 5 min a 10.000 rpm a temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada
para outro tubo.

9. Adicionava-se 1v de clorofil e repetia-se 0 mesmo procedimento anterior de
homogeneizagao, centrifugagdo e coleta. O DNA era entdo precipitado com
0,5v de acetato de ambnio 7,5M e 2,0v de etanol 100% por, no minimo 2
horas a -20°C.

10.Centrifugava-se a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. Desprezava-se o
sobrenadante.

11.Adicionava-se 1mL de etanol 70% e centrifugava-se novamente a 12.000 rpm
por 15 min a 4°C.

12.Apos secagem o sedimento era ressuspendido em 200uL de TE. E as

amostras conservadas a 4°C.
*adaptado de Sambrook et al., 1989

2.7. Digestao do DNA com enzimas de restrigao.

As digestdes do DNA com enzimas de restricdo eram realizadas conforme
instrucdes dos fabricantes. O tempo de incubacéo e a quantidade de material a ser

digerido variavam de acordo com o interesse do experimento realizado.

2.8. Analise de DNA em gel de agarose

A agarose era preparada de 0,8 a 1,0% em tamp&o TEB 1X com 0,5ug/mL de
brometo de etideo. As amostras de DNA com tamp&o de amostra para gel de
agarose eram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampao TEB 0,5X.
Para visualizacdo do DNA incidia-se luz ultravioleta no gel utilizando-se um
transluminador (Pharmacia-LKB) e a imagem era digitalizada em aparato de

fotodocumentacao.
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2.9. Eluicdo de fragmentos de DNA de gel de agarose

Os fragmentos de DNA a serem eluidos eram cortados do gel de agarose
apos eletroforese. A eluigdo do DNA do gel era feita de acordo com as instrugdes do
fabricante do kit utilizado (Qiaquick Gel Extraction kit, Qiagen) ou submetido a
Freeze-Squizee. No freezesquizee o fragmento de gel, contendo o DNA de interesse
era congelado e apds ser macerado era transferido para colunas Ultrafree DA
Centrifugal Unit (Millipore). Apos a centrifugagdo o DNA era precipitado com acetato

de sodio 0,3M e 2,5v etanol 100% a -20°C por pelo menos 2 horas.

2.10. Ligacao de fragmentos de DNA

As concentragées de DNA (vetor:inserto) utilizadas nos sistemas de ligagéo
variavam de acordo com o experimento a ser realizado, sendo normalmente numa
razdo molar de 1:3 ou 1:5. A reagao de ligagdo era realizada de acordo com
instrugao do fabricante da T4 DNA Ligase utilizada. E apds incubagao, em geral de

16 horas a 4°C, eram usados para transformar células de E. coli.

2.11. Preparacao de células competentes e transformacao
bacteriana por tratamento com CaCl, e choque térmico*.

1. Inoculavam-se 500uL de um pré-indculo, feito a partir de uma colénia isolada
da célula de interesse, em 50mL de meio LB. Incubava-se a 37°C a 250 rpm
até a cultura atingir uma densidade éptica a 600nm (OD600nm) de 0,1 a 0,3.

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

3. O sedimento era ressuspendido em 10mL de solucdo de CaCl, 50mM estéril
gelada, com movimentos suaves.

4. Centrifugava-se a 3.000 x g por 15 min a 4°C, desprezando-se o

sobrenadante.
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O sedimento era ressuspendido em 1mL de solugdo de CaCl, 50mM estéril
gelada, com movimentos suaves.

Apés incubacdo de 1 hora em banho de agua/gelo as células eram
aliquotadas e podiam ser usadas por um periodo maximo de 24 horas.
Incubava-se de 100 a 200uL de célula competente com o DNA de interesse a
ser transformado em banho de agua/gelo por 30 min.

Procedia-se o choque térmico incubando-se o sistema de transformagao em
banho a 37°C por 3 min (sistema em tubos de hemdlise para maximizar as
trocas de calor).

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

10.Semeavam-se quantidades variaveis do sistema de transformacdo em placas

contendo meio LB-agar contendo ampicilina a 100ug/mL. As placas eram
mantidas na estufa a 37°C por 16 horas.

*adaptado de Maranhao e Azevedo et al., 2003

2.12. Precipitacado das proteinas do sobrenadante de cultura com

TCA

. Coletava-se 1mL da amostra ao qual se acrescentavam 100uL de TCA 100%.

Apds homogeneizacao leve incubava-se em banho de agua/gelo por 30 min.

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

3. Desprezava-se o0 sobrenadante e acrescentava-se 500uL de acetona 100%

gelada.

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

5. Desprezava-se o sobrenadante e repetia-se o procedimento de lavagem com

acetona (passos 3 e 4) por mais duas vezes.
Apds a ultima lavagem o sedimento era deixado secando exposto ao ar e

apos secagem ressuspendido em tampao de amostra para SDS-PAGE.
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2.13. Analise de proteinas em gel de SDS-PAGE

. Inicialmente preparava-se o gel separador em concentracao de 10 ou 12%

(p/v), sendo a polimerizagao catalisada pela adigao de 0,045% (p/v) de APS e
0,2% (v/v) de TEMED.

Apds a polimerizacdo do gel separador, vertia-se o gel concentrador
preparado em concentracdo de 4% (p/v), tendo a sua polimerizagao
catalisada por 0,12% (p/v) de APS e 0,2% (v/v) de TEMED.

Uma vez vertido o gel concentrador, introduzia-se o pente para permitir a
formagao dos pogos. E uma vez polimerizado o gel era acoplado ao aparato
de eletroforese. Antes da aplicacdo das amostras os pogos eram lavados com
tampao de corrida.

Imediatamente antes da aplicacdo das amostras, procedia-se a fervura das
mesmas em banho-maria a 100°C por 10 minutos.

Apds a corrida do gel, de 50 a 80mA, o mesmo era submetido aos
procedimentos de coloragdo com Comassie Briliant Blue (R-250). Ou, caso o
objetivo fosse a realizagdo de Western Blotting o gel era submetido é

transferéncia para membrana de nitrocelulose.

2.14. Coloragéao do gel de SDS-PAGE

Comassie Brilhant Blue R-250

1.

Apoés a eletroforese o gel era colocado em solugao fixadora por 30 min, sob

agitagcao, a temperatura ambiente.

2. Descartava-se a solugdo anterior e incubava-se o gel com a solugdo de

Comassie R-250 por no minimo 2 horas, sob agitagéo.

3. Aplicava-se a solucido descorante em 4 etapas: 15 min, 45 min, 120 min, 120

min. Trocando-se a solugédo descorante a cada etapa.

4. O gel era guardado em acido acético 5%.
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2.15. Analise de proteinas por Western Blot

Apds a corrida, o gel de poliacrilamida era transferido para a membrana de
nitrocelulose utilizando-se o sistema de transferéncia semi-seca com eletrodos de
grafite (Pharmacia-LKB®).

1. Conforme instrucbes do fabricante, fazia-se um "sanduiche" de papéis de
filtro, previamente embebidos em tamp&o de transferéncia contendo, nessa
ordem, 6 papéis de filtro, a membrana, o gel e mais 6 papéis de filtro.

2. O "sanduiche" era colocado entre os eletrodos de grafite e submetido a uma
corrente elétrica de 0,8 mA/cm2 de membrana por 1h 40 min.

3. Apos este procedimento, a membrana, contendo as proteinas transferidas,
era embebida em solugcdo de bloqueio e incubada por 1 h a temperatura
ambiente ou durante a noite a 4°C.

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

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

6. Removia-se o anticorpo primario e lavava-se a membrana novamente 3X com
PBST 1X.

7. Incubava-se a membrana com o anticorpo secundario (conjugado a fosfatase
alcalina), diluido em PBS 1X, por mais 1 a 2 horas sob agitagao a 4°C.

8. Removia-se o0 anticorpo conjugado e lavava-se a membrana 3X com PBST 1X
e posteriormente 1X com 10mL de APB (tamp&o da fosfatase alcalina).

9. Adicionava-se a solugao reveladora (NBT/BCIP). O aparecimento das bandas
coloridas era controlado visualmente. Apds a reacédo, lavava-se a membrana
com agua destilada até retirar o excesso da solugao reveladora e interromper

a reacao da enzima. Preservava-se a membrana seca, sobre papel filtro.
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2.16. Analise de proteinas por Dot Blot.

Quando de interesse adicionavam-se de 5 a 10 yL dos extratos protéicos

obtidos na fermentacdo ou nas purificagdes diretamente a uma membrana de

nitrocelulose. Com a membrana seca, contendo as proteinas ligadas, era realizado o

mesmo procedimento de bloqueio e revelacdo descrito para o experimento de
Western Blot.

2.17. Purificagdo das proteinas recombinantes por cromatografia

de afinidade

2171. Utilizando HiTrapTM Protein A HP 1mL (GE Healthcare®) — IgG’s anti-

o 0N =

D3

Acoplava-se a coluna cromatografica em uma bomba peristaltica.

Apos a montagem lavava-se a coluna com 10 volumes de tampao de ligagao.

Aplicava-se o sobrenadante previamente filtrado e concentrado.

Lavava-se a coluna com 10 volumes de tampéao de ligagao.

Para a eluicao das proteinas ligadas adicionava-se 8 volumes de tampao de
eluicdo coletando-se as amostras em microtubos do tipo Eppendorf de 1 em 1
mL.

As amostras eram imediatamente neutralizadas com 100 uL Tris-HCI 1,5M pH
11,0, previamente colocados em cada tubo de coleta, para neutralizagcao do
pH.

Lavava-se a coluna com mais 10 volumes de tampé&o de ligacao.

8. Aplicava-se etanol 20%, no qual se estocava novamente a resina a 4°C.

9. Imediatamente apds o fim da coleta, 5uL de cada amostra eram aplicados em

uma membrana de nitrocelulose para analise por Dot Blot.

10.As amostras onde se detectavam proteinas eram passadas na coluna

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

menores que 10 kDa para dialise e concentracao.
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217.2. Utilizando HisTrapTM HP 1mL (GE Healthcare®) — F(ab’)2 anti-CD3

Culturas celulares de P. pastoris, linhagem GS115, crescidas por 24h em
meio BMGY e induzidas por 24h e 48h em meio BMMY foram submetidas a 3000g
por 10min. Os sobrenadantes foram filtrados prontamente em membranas com
poros de 0,45um e estocados entre 0-4°C. A coluna cromatografica foi acoplada a
uma bomba peristaltica com fluxo maximo limitado a 1mL/min. Alternativamente a
purificacdo em camara-fria, os frascos contendo Tampao de Ligagdo, Tampao de
Eluigao, Agua bidestilada e sobrenadante filtrados foram acondicionados em banho
agua-gelo. Tal procedimento visou manutengdo da temperatura do sistema proxima
a 4°C, fato percebido pela condensacdo da umidade atmosférica nas tubulagdes da
bomba e na prépria coluna, reduzindo riscos de degradacao das proteinas de
interesse e propiciando maior conforto térmico durante sua operagao. O processo de
purificacdo se deu como o descrito pelo fabricante. A solucdo Etanol 20% foi
removida da coluna com agua bidestilada seguida da aplicagdo de Tampao de
Ligagao. Amostras de sobrenadante com volume de 200mL foram injetadas sendo o
flow-thru continuamente coletado em outro frasco, de igual volume, em banho agua-
gelo. Ao restar apenas 1mL de sobrenadante para ser aplicado, tubos de 1,5mL
foram posicionados logo abaixo da coluna para coleta de flow-thru, que conteve,
sequencialmente: resquicios de sobrenadante, lavagem com tampao de ligagao,
fracdo eluida e reequilibrio com tampdo de ligagdo. Enquanto o flow-thru
inicialmente recolhido no frasco de 200mL era reaplicado a coluna para aumentar o
rendimento (procedimento repetido 3 vezes por volume de sobrenadante), volumes
de 5ul de cada tubo de 1,5mL foram coletados e aplicados em membrana de
nitrocelulose para rastreamento e analise de eficiéncia, por Dot blot, da purificacéo

da proteina recombinante.

2.18. Quantificacado das proteinas utilizando o kit BCA

Para quantificacédo das proteinas purificadas utilizou-se o kit — Acido Bicincrénico
(Pierce ®). Para se obter a curva-padrédo eram utilizadas diferentes concentracdes

de BSA, utilizado conforme instru¢des do fabricante.
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1. Adicionavam-se 100 yL de cada padréao diluido (25, 125, 250, 500, 750, 1000,
1500, 2000 pg/mL de BSA) e da amostra a ser quantificada em placas de
microtitulagao, em triplicata.

2. A essas amostras adicionavam-se 2mL de reagente WR presente no kit em
cada. Incubava-se a placa por 1 hora a 37°C.

3. ApoOs essa incubagao determinava-se a absorbancia a 450nm utilizando-se
PBS 1X como branco.

4. A partir desses dados eram feitos os calculos e a curva-padrdao de BSA, a
partir da qual podia-se estimar a concentragao das proteinas recombinantes

purificadas.

2.19. ELISA — Ensaio de quantificagdo dos F(ab’)2 recombinantes

1. Os pocos de interesse na placa eram sensibilizados com imunoglobulina
humana policlonal em quantidades conhecidas que variavam em diluicbes
seriadas., 100uL por pogo, durante 2 horas a temperatura ambiente.

2. Lavava-se 3X com PBST 1X, 150uL por poco.

3. Bloqueava-se com leite desnatado 3%, 200uL por pogo, durante 1 hora a
temperatura ambiente.

4. Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com as amostras de F(ab’)2
purificados. Incubava-se por 2 horas a temperatura ambiente.

5. Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com o anticorpo de coelho anti-
H+L humano 1:5.000 por 1 hora a temperatura ambiente.

6. Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com o anticorpo de cabra anti-IgG
coelho conjugado com fosfatase alcalina 1:5000 por 1 hora a temperatura
ambiente.

7. Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampao para fosfatase alcalina (APB).

8. Revelava-se e fazia-se os calculos de concentragdo baseados na curva
padrdao de IgG humana, sempre desconsiderando os pogos brancos (com

PBS 1X em todas as etapas).
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A partir da equacgao da linha de tendéncia das amostras de massas conhecidas

diluidas de forma seriada, temos:

Como:

y = 0,185x + 0,105
sendo y a absorbancia (405nm) e x a massa (ng) dos padroes,

E que no modelo de quantificagéo de hF(ab')Z temos ponto mediano:

m, m
(3+27) (0,147+0,122)
_)
2 2

sendo m a massa de hF(ab ')2 presente,

temos que:
m - 0,907
Aplicando na equagéo, teremos:
y = 0,185x + 0,105
(0,907) = 0,185x + 0,105
x =4,34ng

O que indica que ao aplicar 4,34ng de F(ab’)2, teremos uma absorbancia de 0,907.

2.21. Expressao do antigeno recombinante CD3 em E. coli.

Inicialmente, uma colbnia de E. coli da linhagem BL21a transformada com o

plasmideo desejado foi inoculada em 3 mL de meio 2YT suplementado com

o

antibidtico de sele¢do; ampicilina (100 ug/mL). Este pré-indculo foi incubado por 16 h

a 37°C sob agitacao de 220 RPM. Apds este periodo, o indculo foi diluido 1:100 em

meio 2YT contendo o antibidtico adequado e incubado a 30°C sob agitagdao de 220
RPM até obter OD600 = 0,6 a 0,8. Uma aliquota de 2 mL da cultura (antes da
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indugao) foi retirada e processada: centrifugada a 6000 x g por 10 minutos, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado com 1 mL de PBS 1X e
ressuspendido em 60 pl de tamp&o de lise 1X. Em seguida, a indugdo foi realizada
adicionando-se IPTG a cultura de modo a obter a concentracao final de 1 mM, e esta
foi incubada por 3 horas a 30°C. Durante esse tempo, mais duas aliquotas de 2 mL
foram retiradas, com 1,5 h e 3 h de indugdo, processadas como descrito
anteriormente e analisadas em SDS-PAGE 12%. Passadas as trés horas de
indugdo, a cultura de bactérias foi centrifugada a 3000 x g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado com 10 mL de PBS 1X e

armazenado a -80 °C até a purificagao das proteinas recombinantes.

2.22. Purificagdo do antigeno recombinante CD3 em E. coli.

Os sedimentos obtidos ao final do processo de expressido foram
descongelados em banho de agua-gelo e ressuspendidos em 2 mL de PBS 1X
gelado contendo coquetel de inibidores de proteases e 1 mM de DTT. Adicionou-se
lisozima para a concentragdo final de 0,2 mg/mL e incubou-se a temperatura
ambiente sob agitagcdo branda por 30 minutos. As células foram lisadas por
sonicagao em banho de gelo, 4 pulsos de 15 s com intervalos de 45 s em uma
amplitude de 50%. Os extratos obtidos foram clarificados por centrifugagdo a 12000
x g durante 10 min. a 4 °C, de modo a eliminar a frag&o celular insoluvel contendo os
corpos de inclusdo. O processo de purificagdo ocorreu com o uso de resina

cromatografica HisTrap HP 1mL sob refrigderagao e conforme manual do fabricante

2.23. ELISA — Ensaio de ligagao direta

1. Os pocos de interesse na placa eram sensibilizados com antigeno rCD3
purificado (diluido em PBS 1X, 100ng por po¢o) durante 1 horas a 37°C.

2. Lavava-se 3X com PBST 1X, 200uL por poco.

3. Bloqueava-se com solucdo de bloqueio, 200uL por poco, durante 1 hora a

temperatura ambiente.
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4. Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se com os F(ab’)2 purificados. Como
controle positivo utilizava-se o préprio anticorpo monoclonal OKT3 (diluido na
mesma solugéo que as proteinas recombinantes). Tudo era feito em diluigdes
seriadas e em triplicatas. Incubava-se por 2 horas a temperatura ambiente.

5. Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se os pogos com F(ab’)2 com o
anticorpo de coelho anti-Ck humano 1:5.000 por 1 hora a temperatura
ambiente, e os contendo OKT3 com PBS.

6. Lavava-se 3X com PBST 1X e incubava-se os pogos com F(ab’)2 com o
anticorpo de cabra anti-lgG de coelho 1:5.000 conjugado com fosfatase
alcalina 1:5000 por 1 hora a temperatura ambiente, e os contendo OKT3 com
anticorpo anti-lgG camundongo conjugado com fosfatase alcalina 1:5000.

7. Lavava-se 3X com PBST 1X e 1X com tampao para fosfatase alcalina (APB).

8. Revelava-se e a ligagao dos F(ab’)2 recombinantes.

Nota: Devido ao sistema de revelagdo do OKT3 ser diferente do utilizado para os fragmentos
F(ab’)2 nao torna-se possivel a comparagdo dos sinais apresentados pelas mesmas massas

aplicadas dos dois anticorpos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Desenvolvimento das sequéncias de anticorpos IgG anti-CD3

Anteriormente a sintese quimica, as sequéncias codificadoras das regides
constantes das imunoglobulinas propostas neste trabalho foram comparadas
aquelas existentes em bancos de dados com a utilizagcdo do programa BLAST.
Apesar de apresentarem alguns poucos polimorfismos, observamos que tais
sequéncias se alinhavam ao marcador de IgG1 humana e aquelas relativas aos
dominios VH, CH1, CH2 e CH3 do fragmento FvFc e rlgG encontrado nos vetores
humanizados anteriores descritos pelo nosso grupo (Silva, Vieira et al., 2009), fato
que corrobora com o desenvolvimento desta imunoglobulina completa.

Em trabalhos anteriores, foram percebidas perdas de afinidades apresentadas
pela versdao completamente humanizada (VH e VL) de fragmentos FvFc anti-CD3
(Silva, Vieira et al., 2009). Tal prejuizo foi relacionado ao processo de humanizagao
da cadeia leve (VL), onde foram vistos que alguns residuos importantes para a
manutencdo do paratopo do anticorpo murino foram substituidos por aminoacidos
nao conservados no processo de humanizacdo. Para tanto, consideramos, em um
primeiro momento, que a sequéncia a ser sintetizada para o desenvolvimento deste
trabalho deveria ser hemi-humanizada, possuindo VL murino e VH humanizado de
modo manter a afinidade ao CD3 (Silva, Vieira et al., 2009).

Tendo em vista a expressao heteréloga da proteina recombinante na levedura
Pichia pastoris, foram escolhidos cédons preferenciais visando a expressao nessa
levedura. Seguindo a degeneracao do cédigo genético, o desenho da sequéncia
codificadora foi norteada de modo a guiar o processo de tradugdo com o uso dos
RNA transportadores mais abundantes em P. pastoris. Tal otimizacao foi realizada
gerando uma tabela de uso de cédons com o programa CUSP do pacote EMBOSS a
partir de trés genes altamente expressos em P. pastoris, aqueles cujos produtos
sdo: alcool oxidase, fosfogliceraldeido quinase e gliceraldeido fosfato desidrogenase
A tabela de uso de codons resultantes foi usada como parametro para gerar a
sequéncia codificadora por meio do programa Back translation do pacote EMBOSS.

Os genes presentes no cassete de expressdo encontram-se alterados quando
comparados aos de trabalhos anteriores do grupo (Silva, 2008 e Pimentel, 2008). Tal

modificagdo, que consiste simplesmente na alteragdo da ordem dos genes
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codificadores dos dominios da proteina recombinante, facilitara a geracdo de um
vetor para fragmentos do tipo F(ab’)2 a partir de um Unico processo de clonagem da
mesma sequéncia sintetizada (Figura 9). Com isso, eleva-se o numero de proteinas
recombinantes que podem ser produzidas a partir de uma unica sequéncia génica o
que diminui custos e aumenta as opgdes de producido de diferentes anticorpos

potenciais para possiveis aplicagdes terapéuticas.

Apal Apal Stop Codon

™

Figura 9. Representagdao esquematica do cassete de expressido projetado. As sequéncias
codificadoras dos dominios VL, CL sdo separadas daquelas dos VH, CH1, CH2, CH3 pela sequéncia
reconhecida pela endopeptidase Kex2 (Kex) presente em P. pastoris. Apos a clivagem do sitio pela
protease KEX, os dominios leve (VL-CL) e pesado (VH-CH1-CH2-CH3) sdo separados permitindo
que se acoplem por pontes dissulfeto, gerando a imunoglobulina completa. Para a geragdo do
fragmento F(ab’)2 basta tratar a sequéncia nucleotidica com enzima de restrigdo Apa | que retira a
sequéncia codificadora dos dominios CH2-CH3, e mantém a fase aberta de leitura, gerando uma
cauda de seis residuos de histidina.

Com a utilizagao de software NetNGlyc 1.0, os padrbes de glicosilagcao
apresentados por imunoglobulinas humanas foram comparados a sequéncia
peptidica proposta (Figura 10). Percebemos, na tradugdo computacional dos
nucleotideos para aminoacidos, a ocorréncia de trés sitios possiveis de N-
Glicosilagdo. O primeiro esta presente na sequéncia codificadora do peptideo sinal
(fator a), que promove o sinal para exportagéo, fato que nao interfere a estrutura dos
anticorpos recombinantes. O segundo sitio encontra-se na sequéncia codificadora
do dominio VH. O terceiro sitio € Asn297, presente no dominio CH2, sitio natural de

glicosilagdo. Como a glicosilacdo em sitios contendo sequéncia de aminoacidos
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NPS normalmente ndo é glicosiladade, uma mutacdo foi introduzida apenas em
Asn297Ala de modo a produzir uma versdao nao glicosilada da imunoglobulina
recombinante para analise de possiveis alteragcbes conformacionais e na atividade

bioldégica causadas pela glicolizagédo em P. pastoris.
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Figura 10. Analise de possiveis sitios de N-glicosilagdo das imunoglobulinas recombinantes. A
linha vermelha representa o Threshold e indica o limiar aceitavel calculado para a ocorréncia de sitios
de N-glicosilagdo. As linhas azuis representam as posi¢coes dos possiveis sitios de N-glicosilagdo na
cadeia aminoacidica (abscissas). Ha a ocorréncia de trés provaveis sitios de glicosilagdo na IgG anti-
CD3 selvagem (A) comparada aos dois sitios da IgG anti-CD3 com mutagdo em Asn297Ala (B). O
primeiro sitio ocorre no sitio presente na sequéncia do peptideo sinal, ndo promovendo modificacdes
pos-traducionais na proteina recombinante. O segundo sitio esta localizado no dominio VH na

sequéncia NPS, e provavelmente ndo é glicosilado naturalmente. Figura gerada com o uso do
software NetNGlyc 1.0.

Diante do exposto, foram sintetizadas quimicamente duas sequéncias
codificadores de imunoglobulinas recombinantes: uma selvagem (S1) e outra

contendo mutagcado Asn297Ala (S2). Ambas apresentam VH humanizado (hVH) e VL
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murino (mVL) (Figura 11). Os genes sintéticos apresentam um CAI (do inglés, codon

adaptation index) para P. pastoris préximo a 0.91 e um conteudo de GC de 47,9%.
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Figura 11. Modelo das imunoglobulinas hemi-humanizadas (VH humanizado e VL murino)
produzidas a partir da sintese quimica das sequéncias nucleotidicas. A IgG selvagem (A) difere-
se da IgG mut Asn297Ala (B) pela presenca da mutagao desse aminoacido presente no dominio CH2
(asteriscos). Adaptado de Simi (2009).

3.2. Clonagens em vetor de express&o em levedura.

3.2.1. Obtencao dos vetores contendo sequéncias da IgG anti-CD3
hemi-humanizadas.

As duas sequéncias das IgG’s anti-CD3 hemi-humanizadas foram sintetizadas
quimicamente pela empresa Genescript (San Diego, CA, EUA) e fornecidas
clonadas em plasmideos pUC57.

Os segmentos génicos codificantes das imunoglobulinas anti-CD3 selvagem e
mutante, presentes no vetor pUC57, foram clonados no vetor de expressdo em
levedura pPIgLE Fab (Figura 13) (Simi, 2009), derivado do pPlg16. Este vetor de
expressao, construido em trabalhos anteriores do grupo, possibilita a produgao de
proteinas recombinantes, em cassete de expressdo monocistrénico, com
dobramento tridimensional correto e em quantidades suficientes para
caracterizagdes posteriores, por meio da utilizagdo do promotor AOX17 induzivel por

metanol que dirige a transcrigdo do gene de interesse. Apresenta, portanto, (1) sinal
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de secregao do fator a, que promove a secreg¢ao da proteina expressa que pode ser
coletada diretamente do sobrenadante de cultura, (2) o fragmento 3'’AOX7 de
terminacdo da transcri¢cdo, (3) fase de leitura aberta do gene HIS4 que promove a
integracédo deste no genoma de levedura Pichia pastoris, (4) origem de replicagéo de
E. coli e (5) gene da B-lactamase que confere resisténcia a ampicilina.

A clonagem foi realizada por meio da clivagem dos vetores pPIgLE Fab e
pUCS57 com as enzimas de restricdo Psi | e EcoR | (Figura 12). Apés a ligacéo das
sequéncias codificadoras das rlg nos vetores de expressdo em P. pastoris foram

obtidos dois vetores que se diferenciam por apenas um aminoacido (Figura 13).
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Figura 12. Representagdo esquematica da

obtencdo dos vetores pPlgLe IgG anti-CD3

selvagem e mutante. O vetor pPlg Fab (Simi, 2009) foi escolhido para receber as sequéncias
codificadoras dos anticorpos recombinantes presentes em PUC57. O tratamento do PUC57 com
enzimas Psi | e EcoR | resulta na formacao de dois fragmentos: um de 2129pb contendo VL-CL(k)-
Kex-VH-CH1-CH2-CH3; e outro de 2630pb correspondente ao vetor. O vetor resultante do processo
apresenta as sequéncias codificadoras das IgG’s anti-CD3 hemi-humanizadas mutante e selvagem,
que diferem-se entre si por uma mutagénese precisamente em Asn297Ala, com alteragdo de um

aminoacido na regido CH2 (ndo mostrada).
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Figura 13. Representacdo esquematica do vetor pPlgLe IgG CD3 contendo as sequéncias
codificadoras da imunoglobulinas G anti-CD3. A versdo mutante (B) difere-se daquela selvagem
(A) por uma mutagénese em Asn297Ala presente no dominio CH2CH3 (asterisco).

O vetor pUC57 liberou um fragmento de aproximadamente 2,1kb que

correspondia ao segmento VL-CL(k)-Kex-VH-CH1-CH2-CH3 das IgG’s completas
anti-CD3 (Figura 14).

Figura 14. Perfil de restricdo dos vetores pUC57 contendo a sequéncia codificadora da
imunoglobulina anti-CD3 selvagem (S1) e mutante (S2); e do vetor pPIgLE, apds tratamento
com Psil e EcoR I. Clones foram tratados com as enzimas Psi | e EcoR |. Apés tratamento de S1 e
S2, fragmentos de massa aparente de 2,1kb correspondentes a sequéncia codificadora dos dominios
VL-CL(k)-Kex-VH-CH1-CH2-CH3 foram liberados. Setas representam fragmentos eluidos do gel de
agarose e eluidos. M: 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen®).



72

Esses fragmentos de massa aparente de 2,1kb foram eluidos, purificados e
clonados em vetor pPlg que continha uma sequéncia codificadora de Fab utilizada
em trabalhos anteriores (Burtet, 2006), sendo esta retirada previamente durante o
tratamento com endonucleases Psi | e EcoR |. Os sistemas de ligagdes foram
inseridos em linhagem bacteriana XL10Gold por tratamento com Cloreto de Célcio,
sendo semeados posteriormente em meios seletivos contendo Ampicilina. Os
clones, nativo e mutante, foram denominados S1 e S2 respectivamente.

Para o rastreamento de clones positivos das clonagens de S1 e S2 em

pPIgLE, foram realizadas digestdées com enzima de restrigdo Pvu Il (Figura 15).
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Figura 15. Perfil de restricao para confirmagao de clonagem dos plasmideos pPIG Le S2 e S1.
Plasmideos pPIgLE S1 e S2 intactos foram comparados aqueles digeridos com enzima de restricdo
Pvu Il. Para confirmagao da construgdo dos plasmideos pPIgLE contendo a IgG anti-CD3 selvagem
(A) e mutante (B), os vetores pPIgLE IgG CD3 foram submetidos a agdo da endonuclease Pvu Il.
Aqueles considerados positivos liberaram fragmentos de massa aparente de 1,1kb, 2,9kb e 6,0kb
apos serem tratados. M: 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen®)

Com isso foram obtidos, e confirmados, os vetores de expressédo em P.
pastoris contendo as sequéncias codificadoras das imunoglobulinas selvagens (S1)
e mutantes (S2): pPIgLE S1 e pPIgLE S2.
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3.2.2. Obtencao do vetor contendo sequéncia do fragmento F(ab’)2 anti-CD3 hemi-
humanizado.

Para a construcdo do fragmento F(ab’)2 os vetores pPlgLe contendo as
sequéncias codificadoras da IgG anti-CD3 selvagem (S1) ou mutante (S2) foram
tratados com a enzima de restricdo Apa | (Figura 16) de modo a promover a retirada
do dominio CH2CH3 (Figura 17). Para a obtencdo desse fragmento torna-se
indiferente qual dos plasmideos pPlgLe S2 ou pPlgLe S1 foram tratados, visto que o
sitio mutagenisado esta localizado na sequéncia codificadora da regido Fc da

imunoglobulina completa, dominio ausente no fragmento F(ab)’2 obtido.

pPlzle IgCGC CD3
10078 bip

pPlgle IgG CD3
10078 b

O tratamento com Apa I promove a
remogio da sequéncia CH2-CH3 mantendo
o HIS6-Tag no vetor resultante
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Figura 16. Abordagem experimental para obtengcao dos vetores pPlgLe F(ab’)2 anti-CD3. O
vetor resultante apos o processo de religagdo apresenta a sequéncia codificadora do fragmento
F(ab’)2 anti-CD3 hemi-humanizado.
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Figura 17. Perfil de restricao de plasmideos pPIgLE S1 e S2 intactos comparados aqueles
digeridos com enzima de restrigao Apa l. Os vetores pPlgLe IgG CD3 S1 e S2 liberam, apés
digestdo com Apa |, as sequéncias codificadoras dos dominios CH2-CH3 de aproximadamente
650pb, responsaveis pela formagdo da porgao Fc da imunoglobulina. M: 1 kb plus DNA Ladder
(Invitrogen®)

Os vetores foram eluidos do gel, religados com T4 DNA Ligase e utilizados
para transformar a linhagem XL10 Gold de E. coli visando suas amplificagdes. Foi
realizada uma preparacdo plasmidial em pequena escala e seus DNA’s
extracromossomais foram analisados apos digestdo com a enzima de restricdo Apa |

de modo a confirmar a clonagem bem-sucedida no vetor pPlg Le (Figura 18).
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Figura 18. Perfil de restricao por Apa | para confirmagao da clonagem em pPlgLe F(ab’)2. Para
confirmacgéo da construgdo dos plasmideos pPIgLE contendo a sequéncia F(ab’)2 anti-CD3, o vetor
pPIgLE 1gG CD3 e dois clones transformados foram submetidos a tratamento com a endonuclease
Apa |. O clone 2 demonstrou-se positivo por linearizar sem a liberagdo de nenhum fragmento apés o
tratamento. M: 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen®)

3.2.3. Obtencao do vetor contendo sequéncia do fragmento F(ab’)2 anti-CD3
completamente humanizado.

Para a humanizacdo completa do fragmento hemi-humanziado F(ab’)2 anti-
CD3, o vetor pPIgLE F(ab’)2 anti-CD3 teve sua sequéncia codificadora do VL murino
retirada em uma etapa de clonagem utilizando as enzimas Bgl Il e Xho | (figura 13)
sendo substituida por um VL humanizado por CDR graft (Silva, 2008)

A confirmacgdo da clonagem resultando na substituigdo do mVL pelo hVL foi
realizada por sequenciamento da regido codificadora de VL, visto que ambas
apresentam igual numero de aminoacidos, fato que dificulta a analise comparativa

de perfil de restricdo (Figura 19).
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Figura 19. Alinhamento das seqiiéncias anti-CD3 da cadeia leve murina, da cadeia leve
humanizada comparadas a cadeia leve humanizada por nosso grupo. Sdo mostradas as
sequéncias de aminoacidos do dominio da cadeia leve do anticorpo monoclonal OKT3 (VL FabM), de
sua versdo humanizada (VL FabH) e a sequéncia humanizada do vetor doador (VL Humano) . Pontos
representam identidade de aminoacido comparativo a sequéncia humana.

A partir do resultado do sequenciamento indicando que a etapa de clonagem
foi bem sucedida, obtivemos um novo vetor codificador de um fragmento F(ab’)2

anti-CD3 totalmente humanizado, denominado de hF(ab’)2 anti-CD3.

3.3. Transformacéo das constru¢des em P. pastoris.

Finalizadas as construcdes dos vetores, foram iniciadas as transformacodes da
levedura P. pastoris. Os DNAs linearizados foram transformados, por eletroporagao,
na linhagem GS115, mutante auxotrofico para a proteina HIS4 (his4) que n&o é
capaz de produzir a enzima histidinol desidrogenase, sendo dependente da adigéo
de histidina para cultivo.

O tratamento prévio de P. pastoris com acetato de litio e ditiotreitol (DTT)
aumenta a eficiéncia de transformacao por eletroporacdo em cerca de 150 vezes
(Wu e Letchworth, 2004). Baseando-se nessas informagdes o método de
transformacao constante no protocolo do Manual do Kit de expressdo em Pichia
pastoris, Invitrogen, 2002, foi adaptado. Para a transformacdo, os plasmideos
obtidos nas clonagens anteriores foram linearizados com a enzima de restricao Sal .
O sitio de restricdo desta enzima localiza-se dentro do gene HIS4, possibilitando a
integracado do vetor no locus his4 por meio de recombinagédo homoéloga restaurando
o fendtipo His+. Este evento faz com que os clones transformantes expressem a
enzima histidinol desidrogenase, o que restaura a capacidade destas leveduras de
crescerem em meio deficiente em histidina, chamada de marca auxotréfica. Esta

linhagem contém também uma cépia funcional do gene da Alcool oxidase 1 (AOX1)
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responsavel por aproximadamente 85% da utilizagdo do metanol (Daly e Hearn,
2005).

As culturas foram, posteriormente, semeadas em meio solido seletivo sem
histidina. Aqueles clones que foram transformados com sucesso tornaram-se
capazes de sintetizar o aminoacido ausente e tiveram crescimento normalizados
sendo re-semeados em meio seletivo em presenca de metanol, agente indutor do
promotor AOX.Tal promotor encontra-se a montante das sequéncias codificadoras
das proteinas recombinantes construidas, o que permitiu a transcricdo do mRNA
especifico e sua posterior tradugédo, comprovada pelo método de Colony Blot (Figura
20). Como controle negativo foi transformado o vetor sem sequéncias génicas de

interesse, PIC9.

>

Figura 20. Imunodeteccao de proteinas recombinantes secretadas por colénias produtoras e
aderidas na membrana de nitrocelulose por Colony Blot. Durante 1 hora a 37°C, a membrana foi
mantida em contato direto com a placa onde foram estriadas colénias de leveduras transformadas e
crescidas por 72 horas em meio indutor. Foram feitas as imunodetecgbes das proteinas (A) IgG anti-
CD3 S1, (B) IgG anti-CD3 S2, (C) F(ab’)2 anti-CD3 e (D) hF(ab’)2 anti-CD3. O controle negativo (E) é
formado por clones transformados com vetor PIC9 sem cassete de expressdo, e passou pelos
mesmos tempos de incubacao dos demais.
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3.4. Expresséo dos anticorpos recombinantes em P. pastoris.

Alguns clones positivos nos tratamentos com anticorpos para deteccdo das
proteinas recombinantes foram selecionados ao acaso para iniciar os ensaios de
cinética de inducdo. Para tanto, os clones transformados com as diferentes
proteinas recombinantes tiveram seus crescimentos normalizados a partir de uma
mesma ODegoo para o final do periodo de crescimento de 24 h de modo a iniciar a
indugdo com mesmas cargas celulares. A cinética foi analisada qualitativamente por
meio de Dot blot de pontos de amostras coletadas a cada 24 h durante 3 dias de

indugao (Figura 21).

Oh

24h

48h

72h

Figura 21. Imunoensaio qualitativo da cinética expressdao das proteinas recombinantes anti-
CD3 por Dot blot. 5ul de sobrenadantes foram aplicados antes da indugdo (0Oh) como controle
negativo, apds um dia (24h), dois dias (48h) e trés dias (72h) de indugéo ininterrupta. Os controles
positivos sdo os anticorpos primario e secundario. +: IgG de cabra anti-lgG humana (H+L) ++: IgG de
coelho anti-lgG de cabra conjugado com fosfatase alcalina.

O processo de expressao, com adicao diaria de metanol e PMSF apresentou
resultados que mostram que a partir de 24 h de indugéo ja sédo percebidas proteinas
presentes no sobrenadante de cultura, ndo aumentando consideravelmente suas

concentragdes no decorrer dos dias subsequentes da cinética (Figura 21). Portanto,
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foram normalizados os tempos de indugao para 24 h com coleta de sobrenadantes e
ressuspensao do sedimento celular em novo meio de indugédo para outra rodada de
fermentagdo com duracdo de mais 24 h de modo a aumentar o nivel de proteinas
recombinantes coletadas. Os sobrenadantes foram processados e armazenados
refrigerados.

A analise do perfil de migragcdo em gel redutor SDS-PAGE (Figura 22) das
proteinas recombinantes IgG anti-CD3 S1 e IgG anti-CD3 S2 presentes no
sobrenadante de cultura das inducbes demonstra que esses anticorpos encontram-
se altamente degradados visto que inumeros fragmentos de massas moleculares
aparentes variaveis e nao condizentes com as massas tedricas calculadas para a
cadeia leve completa, em torno de 25 kDa, e da cadeia pesada completa, em torno
de 50 kDa.
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Figura 22. Andlise da cinética de indugao das proteinas recombinantes IgG CD3 S1 por SDS-
PAGE. Géis a 12% corados com Comassie Brilliant Blue G-250 (A) com espelho em Western Blot (B).
Amostras de até 48h de indugcdo do sobrenadante de transformantes produtores de IgG. Para
revelacdo do Western blot foram utilizadas 1gG de cabra anti-lgG humana (H+L) seguida de IgG de
coelho anti-lgG de cabra conjugado com fosfatase alcalina.
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O processamento do pré-peptideo do fator alfa € de extrema importancia para
a secrecao da proteina heterdloga. A proteina pode estar sendo secretada para o
sobrenadante em estado ja degradado visto que inibidores de proteases como EDTA
e PMSF nao pareceram minimizar as degradagdes observadas nas construgdes de
anticorpos completos. Apesar de inUmeras alteragdes das concentracbes desses
inibidores, incluindo a diminuicao da temperatura para 15°C durante a indugao, nao
foram observadas melhorias relativas no nivel de degradagédo das IgGs completas.
Foram percebidas, em analises comparativas de ODggp, que as taxas de crescimento
das culturas contendo EDTA e PMSF apresentaram-se inferiores aquelas sem
inibidores, provavelmente por um efeito negativo sobre enzimas responsaveis pelo
metabolismo do microorganismo.

Apesar dos niveis de degradacdo nao terem sido diminuidos apos varias
tentativas de producdo, um processo de purificagcdo por afinidade a Proteina A foi

realizado visando identificar a composigcao dos fragmentos observados.

3.5. Purificagdo das IgGs anti-CD3 em coluna de Proteina A
Sepharose

A molécula de Proteina A é composta por seis regides diferentes, cinco das
quais mostram uma forte ligacdo especifica a dominios Ig-like, regides homoélogas
aos dominios constantes ou variaveis das imunoglobulinas (Vanamala et al., 2003).
Devido a essa caracteristica, apresentou-se como um método atrativo para
purificacdo e caracterizacdo da composigcdo de fragmentos observados durante os
ensaios de SDS-PAGE do sobrenadante de cultura (figura da analise de cinética)
visto que a molécula imobilizada de Proteina A pode se ligar a regido Fc de, pelo
menos, duas moléculas de IgG. Sera possivel observar um aumento da massa
aparente durante a eletroforese caso a regido Fc esteja covalentemente ligada aos
dominios CH1-VH (fragmento Fd), com manuteng¢do do hinge, além de observar o
seu grau de integridade.

Partindo-se de 48 h de inducdo em frasco, sobrenadantes filtrados foram
aplicados em resina HiTrap Protein A HP (Amersham) de 1mL com o processo de

purificacdo ocorrendo sob refrigeragao, conforme descrito em Materiais e Métodos.
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As fracbes eluidas foram sondadas por Dot blot e as aquelas responsivas foram
dialisadas e concentradas em membranas YM-50. A analise do perfil de migracao
das fragbes retidas e do flow-thru foram realizadas por SDS-PAGE e Western blot
com o uso de anticorpos primarios especificos para determinadas regides da
imunoglobulina (Figura 23).

Analises comparativas em SDS-PAGE corado por Comassie e, Western blot
com o uso de anticorpos policlonais anti-H+L, permitem afirmar quais fragmentos
presentes nos sobrenadantes nao purificados apds 48h de inducédo apresentam os
dominios de Imunoglobulinas (Figura 23 A e B, S1 48h). Aqueles de massa
molecular aparente proxima a 34 kDa apresentam a regido Fc do anticorpo, fato
corroborado por Western blot usando anticorpos anti-Fc especificos (Figura 23, C).
Entretanto, tal massa n&o corresponde a cadeia pesada completa do anticorpo (~50
kDa) apresentada, sem degradacgdes, pela IgG humana comercial usada como
controle (Figura 23, C). Ao utilizar anticorpos anti-CL(k) especificos podemos
identificar fragmentos com massa aparente variando entre 34 kDa e 26 kDa, que
apresentam a cadeia leve da imunoglobulina (Figura 23, D).

De modo a prever a extensdo das degradagdes apresentadas, apos as
purificacbes por afinidade a Proteina A as fragdes eluidas foram obrigadas a
transpor membrana com poros de 50 kDa. Tal valor permite deduzir também se ha
formagao de agregados ou multimeros dos dominios das IgG’s.

Amostras que transpuseram ou permaneceram retidas na membrana YM-50
foram analisadas por Western blot com uso de anticorpos policlonais anti-H+L
(Figura 23, B). Tendo por base a reconhecida ligagado da Proteina A a regido Fc da
imunoblubina recombinante, podemos afirmar que uma pequena fragao relativa a
cadeia pesada completa, retida pela membrana, permanece apresentando ~50 kDa.
Entretanto, os fragmentos de valor proximo a 34 kDa s&o majoritarios, sendo
provavelmente resultados de degradagao da regido Fc. O processo de purificagao
nao foi capaz de reter fragmentos que continham a cadeia leve haja vista a nao
ocorréncia destes nas fragdes purificadas analisadas em Western blot com o uso de

anticorpos anti-H+L (Figura 23, B).
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Com a degradagao caracterizada para as rlg anti-CD3, n&o foi possivel
caracterizar as imunoglobulinas recombinantes produzidas e purificadas do
sobrenadante. O nivel de degradagdo permite observar os dominios simples da rlg,
tais como VH, VL, CH1 ou CL, cujas massas séo proximas a 12 kDa, parecem ser
observados visivelmente em amostras nao purificadas (Figura 23, B).

Como alternativa, os vetores contendo a sequéncia codificadora de
fragmentos F(ab’)2 foram tratados com a endonuclease Sal | para transformagéo por
eletroporacao em P. pastoris. O processo de selecao dos clones produtores foi feito
por Colony blot (Figura 20) e alguns que se apresentaram positivos foram
selecionados para crescimento em meio liquido e fermentagdo em frasco seguindo
0s mesmos procedimentos realizados para a expresséo das IgGs S1 e S2.

A cinética de indugdo por até trés dias também foi realizada e os dados
qualitativos obtidos por Dot blot de amostras diarias partindo do ponto inicial sem
indugdo (0Oh) demonstraram que fermentacbes de 24 h ja apresentam niveis
significativos de proteinas recombinantes presentes no sobrenadante de cultura
(Figura 21). As fermentagdes foram realizadas por trés rodadas de 24h, com coleta
e ressuspensdo do sedimento celular em novo meio de indugéo, o processo geral de
indugao foi semelhante aos realizados para as IgGs S1 e S2. Entretanto, de modo a
tentar minimizar a recorréncia de degradagdes, os sobrenadantes das culturas foram
aplicados em coluna de purificagcdo de Niquel logo apdés serem recolhidos dos

frascos.

3.6. Purificagdo dos hF(ab’)2 anti-CD3 por IMAC

A purificacdo dos hF(ab’)2 recombinantes foi realizada em coluna HiTrap™
HisTrap HP. Um protocolo alternativo ao sugerido pelo fabricante foi estabelecido,
conforme consta em métodos. O mesmo se mostrou mais adequado aos fragmentos
estudados, reduzindo riscos de degradagdo das proteinas e propiciando maior
conforto térmico durante sua operacéo.

Os volumes coletados dos diferentes tempos de coleta da purificacido da
proteina recombinante foram aplicados em membrana de nitrocelulose para

rastreamento e analise de eficiéncia, por Dot blot, (Figura 24).
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Figura 24. Andlise das fragbes obtidas durante o processo de purificagdo do fragmento
hF(ab’)2 anti-CD3. O mesmo volume de sobrenadante (200 mL) com 24 h de indugéo foi filtrado e
purificado repetidamente por IMAC em coluna HiTrap™ HisTrap HP 1 mL (GE Healthcare Life
Sciences). Setas representam inicio de cada eluigdo. Painéis A, B e C compdem a primeira série de 4
purificagdes. Painel D representa a primeira purificagdo apds descarregar e recarregar a coluna com
Sulfato de Niquel. Cada ponto representa 5ul de fragbes coletadas em tubos de 1,5 mL. Os pontos +
e ++ representam IgG Humana comercial. Estrela representa inicio do processo de lavagem. Para
revelagdo foram utilizados IgG cabra anti-lgG humana H+L seguida de IgG coelho anti-IgG cabra
conjugado com fosfatase alcalina.

Apesar do manual da coluna (71-5027-68 Edition AA) informar que esta
possui capacidade de ligagdo dinamica de 40 mg de proteinas que apresentem
cauda His6, tal capacidade € dependente do tipo de proteina a ser purificada.
Portanto, cada sobrenadante sofreu séries de 4 purificagdbes de modo a otimizar o
procedimento. Mesmo adotando tal metodologia, ainda era possivel observar a
presenca de proteinas recombinantes no eluato da coluna, o que permitiria a
obtencdo de maiores massas purificadas sem a necessidade de novo processo
fermentativo. Com o término de cada série, a coluna era descarregada em presenca

de tampao contendo agente quelante (EDTA) para a retirada dos cations de Niquel
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bivalentes, sendo recarregada em seguida com Sulfato de Niquel segundo protocolo
descrito. Tal procedimento permitiu a obtencao de fragcbes mais concentradas, tais
como as observadas nas primeiras purificagées de cada série. Segundo o manual do
fabricante, torna-se necessario o recarregamento da coluna apds 7 purificagdes.
Entretanto, a capacidade de ligagao foi diminuida notavelmente apds 4 séries.

As fracbes eluidas que mostraram-se positivas em analise por dot blot foram

reunidas e dialisadas/concentradas.

3.7. Quantificagdo das amostras de hF(ab’)2 purificadas.

Procedimentos colorimétricos rotineiros de quantificacdo de proteinas, tais
como BCA ou BRADFORD, apesar de rapida execugao, quantificam proteinas totais
presentes na amostra analisada o que pode levar a equivocos por superestimar as
concentracdes reais da proteina de interesse no pool total de proteinas. Portanto,
para a quantificacao das proteinas hF(ab’)2 foram utilizados métodos imunoquimicos
utilizando anticorpos especificos ligantes a hF(ab’)2. Como padrbes foram realizadas
diluicdes seriadas de massas conhecidas de IgG Humana pura. Analogamente a
ensaios do tipo ELISA, tais padrdes foram sondados por anticorpos. Tendo por base
a absorbancia média das diluicbes seriadas realizadas em triplicata, uma linha de

tendéncia foi tracada e sua equagao com o valor de R? calculados (Figura 25).
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Figura 25. Linha de tendéncia sobre os pontos da quantificagcdo por ELISA de IgG Humana
comercial em quantidades conhecidas. A partir da fungéo do grafico foi realizada a afericao das
concentragdes de fragmentos hF(ab)'2 anti-CD3 presentes nas amostras purificadas por IMAC.

Concomitante aos padroes de IgG Humana, triplicatas de amostras

purificadas de hF(ab’)2 anti-CD3 foram diluidas de forma seriada para calculo

posterior de suas concentragdes a partir dos padrdes. A absorbancia a 405nm do

ponto mediano dos dados relativos ao fragmento hF(ab’)2 anti-CD3 (Tabela 2) foi

selecionado para o calculo do par ordenado massa-absorbancia.

Tabela 2. Modelo de quantificagdo das amostras de hF(ab’)2 anti-CD3 purificadas.

Massa adicionada Absorbancias* (405nm)  Desvio-padrao
m 0,378 0,030
m/3 0,227 0,017
m/9 0,147 0,004
m/27 0,122 0,005
m/81 0,104 0,001
m/243 0,101 0,002

* Valores representam a diferenga entre as médias dos valores medidos e a absorbancia do pogo controle (PBS).

A partir de calculos de quantificagdo, apresentados em Métodos, sobre

equacgao apresentada na quantificagdo dos padrbes conhecidos de IgG Humana

(Figura 25) foi possivel concluir que a concentragéao final do fragmento hF(ab’)2 anti-
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CD3 presente nas amostras apos as purificagdes € de aproximadamente 20 ug/mL,
perfazendo um total de 100ug de proteinas recombinantes purificadas.

De modo a conhecer o nivel de impurezas presentes nas amostras
purificadas foi realizada uma quantificacdo por método colorimétrico com BCA. Tal
técnica, por ser sensivel a ligagbes peptidicas e a macroestrutura de proteinas,
permite inferir o grau de pureza das amostras a serem utilizadas em ensaios
posteriores de ligagao direta e competigdo ao sitio ligante, além de guiar o processo
de otimizacao da purificacdo do sobrenadante de cultura.

As concentragdes obtidas por esse método, para as mesmas amostras
purificadas correspondiam a valores superiores aqueles obtidos por ELISA,
indicando que ha impurezas que podem afetar ensaios de ligacéo posteriores. Para
tanto, foi realizada a analise do perfil de migragdo, em gel de poliacrilamida, das

proteinas presentes nas amostras.

3.8. Analise das purificagbes de hF(ab’)2 anti-CD3 por SDS-
PAGE e Western blot

A analise comparativa em SDS-PAGE e Western blot foi efetuada para avaliar
a pureza das amostras e a integridade dos anticorpos produzidos. O resultado
observado no gel, com agente redutor, corado com Comassie evidencia certo grau
de pureza das proteinas, embora ainda apresente contaminantes perceptiveis, que
nao sao revelados no Western blot (Figura 26), e que podem estar relacionados com
o alto valor calculado na quantificacdo por BCA. Entretanto, ainda foi possivel
observar uma prevaléncia de fragmentos de massa aparente correspondente a
massa predita. O resultado do Western blot, quando comparado ao SDS-PAGE,
confirma a presenga dos hF(ab’)2 anti-CD3. Entretanto, o numero de fragmentos de
outras massas moleculares foi superior ao esperado. Em migracdo em gel com
agente redutor presente, foram notados cinco fragmentos de maior intensidade
apresentando massas moleculares aparentes que podem estar relacionados a
possiveis configuragdes de cadeias para as proteinas recombinantes (Figura 27).

O nao processamento do sitio de clivagem reconhecido por KEX (Figura 16) e
do peptideo sinal do Fator a (sinalizagao para exportagdo) presentes na sequéncia

codificadora da proteina recombinante também podem ser responsaveis por
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algumas das configuracdes observadas visto que o cassete de expressdao nao
processado por KEX apresenta produto final em torno de 54 kDa de massa tedrica.
A presenca de um sitio de N-glicosilagdo na porcéo relativa ao dominio VH
(Figura 10) pode estar alterando significativamente a massa aparente das cadeias
polipeptidicas devido a adicdo de cadeias de carboidratos as primieras. Esta
glicosilacdo nao ocorre de modo constante, a adicdo incompleta dos residuos
acarreta variantes que resultam em moléculas com massas moleculares distintas e
impossiveis de previsdo precisa. O uso de enzimas que clivam tais glicosilagbes
permitiriam a retirada das cadeias polissacaridicas resultando em um perfil de

migracao uniforme da proteina, composta agora apenas por seus aminoacidos.
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Figura 26. Analise por SDS-PAGE e Western blot da purificagao do fragmento hF(ab’)2 anti-
CD3 por IMAC, em condigoes redutoras. Logo apds o procedimento de purificagdes, as amostras
foram concentradas e dialisadas com PBS sendo submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 12%
com agente redutor betamercaptoetanol. Podemos observar a presenca de uma banda com massa
molecular aparente proxima a 26 kDa que, comparadas ao perfil de migragdo da IgG Humana
comercial, equivalem as cadeias leve e pesada dissociadas. Fragmentos de massa molecular
aparente proxima a 42 kDa nao ocorrem no perfil da IgG Humana.
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Figura 27. Possiveis configuragées de cadeias do fragmento hF(ab’)2 anti-CD3 por redugodes
incompletas ou reoxidagées das pontes dissulfeto. As massas moleculares sao tedricas e
calculadas a partir da soma das massas individuais dos aminoacidos que compdem cada dominio do
fragmento hF(ab’)2 anti-CD3.

Dentre as bandas observadas em gel ndo redutor (Figura 28), foi possivel
identificar um fragmento com massa aproximada de 50 kDa, correspondente ao Fab.
O fragmento com massa aparente préoxima a 25 kDa é, provavelmente, composto
pela sobreposi¢cdo dos dominios da cadeia pesada (CH1-VH) com a cadeia leve (CL-
VL), fato que justifica sua alta intensidade no gel redutor, comparavel com aquela

vista pela redugao da IgG Humana no Western blot (Figura 26).
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Figura 28. Anadlise por SDS-PAGE e Western blot da purificagao do fragmento hF(ab’)2 anti-
CD3 por IMAC, em condigdes nao-redutoras. Logo apdés o procedimento de purificagbes, as
amostras foram concentradas e dialisadas com PBS sendo submetidas a eletroforese em gel SDS-
PAGE 12% sem agentes redutores. Podemos observar que a intensidade da banda com massa
molecular aparente préxima a 26 kDa apresenta-se diminuida quando comparada com a migragao
em condi¢cdes redutoras. Fato que pode representar a manutencao das pontes dissulfeto entre
cadeias. A IgG Humana, por apresentar tamanho superior a 150 kDa, e ndo estar reduzida, nao
adentrou o gel.

Apesar de apresentarem-se dissociados, em sua maior parte, os dominios da
cadeia leve e pesada parecem estar parcialmente reduzidos gerando conformacgdes
intermediarias. Para identificar se a cadeia leve participa das bandas observadas,
dois Western blot foram desenvolvidos com anticorpos primarios diferentes: um
anticorpo especifico contra a constante leve (CL) e outro policlonal especifico para
cadeias pesadas e leve.(Figura 26). Nao foram observadas diferengas significativas.

A reducgéo das moléculas de hF(ab’)2 anti-CD3 foi parcial com a presenga da
cadeia leve em todas as bandas sondadas. Apesar da utilizagdo do agente redutor
betamercaptoetanol em concentracdes padrao, este se demonstrou ineficiente em
dissociar os dominios que compde o fragmento hF(ab’)2 anti-CD3. Além disso, os
limites impostos pela resolucdo do gel permitem apenas especular sobre suas

possiveis composigdes. A utilizacdo de outros agentes redutores como o DTT,
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associada a testes que avaliem suas concentracdes efetivas devem ser realizados
posteriormente.

Em SDS-PAGE e Western blot sem agentes redutores, partindo da mesma
carga molar e mesmos tempos de incubagdo e revelagdo, o fragmento de massa
proxima a 25 kDa perdeu intensidade quando comparado ao gel em condigdes
redutoras. Tal efeito foi em virtude da manutencédo das pontes dissulfeto entre as
cadeias, o que aumentou a massa aparente da molécula. Um fragmento de massa
préxima a 70 kDa teve sua intensidade comparada aumentada; outra entre 100 kDa
foi observada apenas nessas condigbes nao redutoras, sugerindo a presenga de
fragmentos hF(ab’)2 anti-CD3 nao reduzidos (Figura 26 e 28).

Comparando as amostras analisadas com a IgG humana utilizada como
padrdo dos géis, redutor e n&o redutor, apenas os fragmentos em torno de
40 kDa e 70 kDa nao foram reativos no Western blot embora ndo estejam presentes

como fragmentos perceptiveis em coloragdo com Comassie.

3.9. Expresséo do peptideo CD3ey em E. coli

Para os ensaios de ligacdo direta, tornou-se necessaria a obtengcdo do
antigeno ao qual os anticorpos recombinantes produzidos neste trabalho se ligam
especificamente. O antigeno recombinante CD3 constitui-se de um polipeptideo de
cadeia unica onde as subunidades €y estéo ligadas por um conector polipeptidico de
26 residuos de aminoacidos, que une as extremidades carboxi-terminal do CD3y e
amino-terminal do CD3¢ (Kjer-Nielsen, Dunstone et al., 2004). O rCD3 foi obtido pela
expressao em E. coli de um gene sintético clonado no vetor pGS-21a. Este induz a
sintese de um polipeptideo de 56 kDa fusionado a GST e flanqueado por duas
caudas HIS6. (Oliveira, 2009). Apos transformagédo de linhagem celular BL21 pLys
E, foi realizada a expressdao da proteina recombinante foi e as analises das
producdes foram sondadas com o anticorpos anti-GST, anti-HIS e anti-CD3 (OKT3)
em imunoensaios tipo Dot blot. Depois de bloqueadas, membranas foram incubadas
com trés anticorpos distintos para analise da integridade do peptideo CD3¢y, suas
caudas HIS6 e a presenca da fusdo GST. Apds a disrupcdo da membrana
plasmatica e parede celular, amostras da fracdo soluvel e insoluvel foram

analisadas. Em analises de intensidade comparada em Dot blot com o uso dos trés
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anticorpos citados, o anti-GST apresentou maior sinal e o anti-CD3, o menor. Apesar
de estarem presentes na fragao soluvel, os antigenos CD3 também co-localizavam
na fragcao insoluvel, provavelmente devido a formacéo de corpos de inclusio.

A partir da confirmacdo da producgao, os sobrenadantes foram purificados por
IMAC em coluna de Niquel com fragdes eluidas analisadas por Dot blot utilizando
como sonda o anti-GST. Fragdes eluidas foram concentradas e dialisadas em PBS

sendo quantificadas por BCA para iniciar os imunoensaios de ligagao direta.

Figura 29. Andlise das fragdes obtidas durante o processo de purificagao do antigeno rCD3 por
Dot blot. Ap6s o processo de indugao, a fragdo soluvel foi filtrada e purificada repetidamente por
IMAC em coluna HiTrap™ HisTrap HP 1 mL (GE Healthcare Life Sciences). Estrela representa inicio
do processo de lavagem apds aplicacao da fragao soluvel. Para revelagédo foram utilizados 1gG cabra
anti-GST seguida de 1gG coelho anti-IgG cabra conjugado com fosfatase alcalina. Amostras relativas
aos dois pontos subsequientes ao inicio da eluicao foram dialisadas, concentradas e quantificadas
para os imunoensaios de ligacéo direta.

3.10. Imunoensaios de Ligacao Direta — ELISA

O ensaio de ligacdo direta foi realizado imobilizando-se o peptideo CD3
(rCD3), produzido em E. coli, e purificado por IMAC, em placa de microtitulagdo
seguindo-se procedimentos descritos em Materiais e Métodos. Como controles
negativos foram utilizados, em ftriplicata, pogos: contendo apenas PBS, nao
sensibilizados com rCD3, ndo incubados com anticorpo primario, ndo incubados com
hF(ab’)2 anti-CD3 . Os controles sofreram os mesmos tratamentos que os pogos-
teste, exceto que quando ndo incubados com determinada solugdo, a mesma era

substituida por PBS. Tendo em vista os dados obtidos pelo teste imunoenzimatico
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(Figura 30), percebe-se a que a atividade ligante do fragmento hF(ab’)2 anti-CD3
ocorre em presenca do rCD3 eximindo os anticorpos primario e secundario do alto

sinal apresentado pela presenga do anticorpo hF(ab’)2 anti-CD3.
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Figura 30. Absorbéancias médias da analise qualitativa da ligagao do hF(ab’)2 anti-CD3 ao rCD3
por ELISA. Pocos, em triplicata, foram sensibilizados com 100ng de rCD3, bloqueados e adicionados
de 100ng de hF(ab’)2 anti-CD3 purificado. O bloqueio se deu com o uso de leite em pd desnatado a
5% em PBS. Para a revelacdo foram utilizados 1gG de cabra anti-Ck Humano e 1gG de coelho anti-

IgG de cabra conjugado a fosfatase alcalina como anticorpos primario e secundario em diluigbes de
1:5000 e 1:2500 respectivamente.

Em um segundo ensaio, o fragmento hF(ab’)2 apresentou atividade ligante ao
rCD3 dependente do aumento da massa de hF(ab’)2. Massas superiores a 10ng de
hF(ab’)2 apresentaram resposta de ligacdo ao rCD3 visivelmente acima do limiar
maximo obtido pelos controles negativos. (Figura 31)



94

o
o

~

o o
H Ul

Absorbancia (405nm)

~

o o
N w
Mea

o
N

o

0 20 40 60 80 100 120 140
Massa (ng)

Figura 31. Imunoensaio de ligag¢ao direta ao rCD3 pelo fragmento bivalente hF(ab’)2. Uma placa
de microtitulagdo foi sensibilizada com rCD3 (100ng), bloqueada com 3% BSA e incubada com
hF(ab’)2 purificado, em diferentes quantidades. Os pontos no grafico representam a absorbancia
média de triplicatas. A linha tracejada indica a maior linha de base obtida nos controles negativos:
pocos sensibilizados com rCD3 mas nado incubados com hF(ab’)2. A reacédo colorimétrica foi
visualizada por solugdo de pNPP a 2 mg/mL. A proteina de interesse foi detectada com o anticorpo
de anti-Ck humano feito em cabra, seguido de anti-lgG de cabra conjugado a fosfatase alcalina feito
em coelho, ambos em dilui¢des 1:5000

De forma a comparar a ligagao entre o hF(ab’)2 e o mAb OKT3, foi realizado
um ensaio de ligacao direta. Neste ensaio, os pogos foram sensibilizados com a
mesma carga (100ng) de rCD3 produzido em E. coli e com cargas também idénticas
de proteinas totais de hF(ab’)2 e de OKT3 (1000ng) tendo por base quantificagdes
realizadas por BCA. Ressalvando o fato do OKT3 utilizado ter grau de pureza
superior ao fragmento hF(ab’)2 produzido neste trabalho, esse mAb completo possui
estrutura cerca de 1/3 superior aos hF(ab’)2 o que denota que, para as mesmas
massas aplicadas, mantendo niveis de purezas semelhantes, o numero de
particulas hF(ab’)2 sera cerca de 1/3 superior aquele do OKT3. As absorbéancias
superiores de hF(ab’)2 quando comparadas com as observadas para o OKT3
(Figura 32) nao indicam, a priori, maior afinidade ou especificidade da construgao
hF(ab’)2 pelo rCD3 em comparagdo com o OKT3 haja vista as diferengas entre suas
massas moleculares e o uso de diferentes anticorpos primario e secundario para as
revelacdes do ELISA.

A ligacao do hF(ab’)2 ao rCD3 observada em ensaios anteriores € decorrente

da afinidade desse anticorpo recombinante ao peptideo rCD3, visto que o mesmo
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padrao de sinal é percebido quando em presengca de OKT3 (Figura 32), nosso

controle positivo.

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0,2

0.1 '

0 T T T T T T 1

rC03 + + - rCD3 + + -
OKT3  + - + hF(ah72 + - +

Figura 32. Imunoensaio enzimatico de ligagdo direta ao rCD3 comparando o hF(ab’)2 com o
OKT3 comercial. A mesma massa (1 pg) de proteinas totais de OKT3 comercial e hF(ab’)2 foram
testadas quanto as suas capacidades de ligagdo a 100ng de rCD3 imobilizado na placa. Para
revelagcao relativa ao fragmento hF(ab’)2 foi utilizado anticorpo anti-Ck humano feito em cabra,
seguido de anti-lgG de cabra conjugado a fosfatase alcalina feito em coelho, ambos em diluigbes
1:5000. Para aquela relativa ao mAb OKT3; e anti-lgG de camundongo feito em Cabra conjugado
com fosfatase alcalina 1:5000, para a revelagdo de OKT3. O background deve-se ao PnPP, agente
usado para revelagéo, a 2 mg/mL.
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6. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Anticorpos anti-CD3 especificos sdo representantes de uma nova categoria
de agentes imunoterapicos que induzem a tolerancia por meio de sua capacidade de
induzir células T imunomoduladoras. Seus efeitos podem fornecer um tratamento
para auto-imunidades estabelecidas e permitir maior sobrevida de enxertos. A
capacidade inerente aos anticorpos anti-CD3 de se ligarem a molécula do antigeno
de superficie CD3, parte constituinte do complexo receptor de célula T (TCR), surge
como de fundamental importancia para a resposta imune adaptativa, responsavel
pelo reconhecimento de peptideos e permite mediar uma imunossupressao ativa,
um mecanismo central para explicar suas propriedades tolerogénicas.

No presente trabalho foram obtidos vetores de expressdo em P. pastoris
contendo sequéncias codificadoras de: (1) anticorpo recombinante anti-CD3 hemi-
humanizado (VL murino e VH humanizado); (2) anticorpo recombinante anti-CD3
hemi-humanizado mutante Ala297Asn, sitio candnico de N-glicosilagdo na porgéo Fc
de imunoglobulinas; (3) fragmento F(ab’)2 anti-CD3 hemi-humanizado; e (4)
fragmento F(ab’)2 anti-CD3 totalmente humanizado. As proteinas recombinantes
foram produzidas e purificadas em processos de cromatografia de afinidade
especificos.

Os anticorpos completos produzidos em fermentacbes em frasco
demonstraram niveis maiores de degradagcdo quando comparados com
fermentagdes dos fragmentos F(ab’)2 sob mesmas condigbes. Resultados anteriores
do grupo apresentam fragmentos do tipo FvFc que sofrem degradagéo, e outros
fragmentos FvFc que continuam intactos. Tal fato deve-se as diferengas de
sequéncia das regides, caracteristica sera estudada comparativamente de modo a
solucionar esse reves.

Alguns conférmeros foram observados em analises de perfil de migragdo em
SDS-PAGE dos fragmentos F(ab’)2 produzidos. A partir dos dados relatados
acreditamos que o processo de redugao das pontes dissulfeto foi parcial, permitindo
suas. Estudos adicionais com o uso de agentes alquilantes devem ser realizados de
modo a inibir a reoxidagdo das pontes permitindo auxiliando as analises das

conformagdes majoritarias desses fragmentos.
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As concentragdes de anticorpos recombinantes hF(ab’)2 obtidas em
fermentagdes em frasco com aletas de 1L permitem a obtencdo de maior massa
protéica. Com isso, torna-se possivel a realizagao de outros ensaios como citometria
de fluxo (FACS) ou de competigao ao sitio ligante. Entretanto, observamos que as
etapas de purificagdo precisam ser otimizadas de modo a obtermos quantidades
suficientemente puras para analises mais refinadas de conformagdao em ensaios de
Dicroismo Circular ou BiaCore, inclusive para analises comparativas em ensaios de
competicdo em FACS. Portanto, o fator limitante para tais analises encontra-se
justamente na capacidade de purificagdo dessas proteinas recombinantes
produzidas em leveduras.

A auséncia do dominio Fc nos fragmentos de imunoglobulinas produzidos
parece estar relacionada a dois fatores ndo exclusivos: o alto nivel de degradagao
da rlgG, a retengao intracelular de proteinas mal-dobradas. De acordo com a
literatura pesquisada, o dominio CH1 pode participar dificultando a secre¢ao das
proteinas caso ndo se acople corretamente ao dominio CL no peptideo nascente,
esse dobramento incorreto obriga a retengdo da molécula no reticulo
endoplasmatico rugoso, que acaba por nado ser secretada ou o sé-la sob formas
truncadas.

Aparentemente, os fragmentos F(ab’)2 n&do demonstraram ser degradados.
Proteases especificas presentes no sobrenadante, ou intracelulares, podem ter sitio
de clivagem presente no fragmento Fc n&o sendo inibidas por agentes como PMSF
e EDTA.

A analise do perfil de glicosilagédo ficou prejudicada devido a degradagao da
IgG completa anti-CD3, visto que o sitio provavel de glicosilacdo esta presente na
porcdo Fc da molécula. Entretanto, para analises e usos clinicos que nao requeiram
funcdes efetoras, ou que exijam um clearance rapido ou até mesmo uma
permeabilidade tissular aumentada, a utilizagdo de fragmentos F(ab’)2 pode ser
realizada sem prejuizos.

A partir dos resultados apresentados, sdo propostos ensaios como (1) ligagéao
direta dos fragmentos F(ab’2) anti-CD3 humanizados ao antigeno CD3 presente na
membrana de PBMC a ser realizada por meio de Citometria de Fluxo de modo a
confrontar com os dados obtidos nos ensaios em placa de microtitulagdo; (2) uso de
agentes alquilantes no processo de redugdo dos fragmentos F(ab’)2 durante

analises do perfil de migragdo em SDS-PAGE em condi¢des redutoras; (3) analise
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da presenca de proteinas recombinantes retidas no ambiente intracelular de P.
pastoris por meio de lise celular; (4) purificacao dos fragmentos F(ab’)2 por meio de
cromatografia de exclusdo molecular em HPLC com posterior analise usando
anticorpos especificos para cadeia leve, pesada e fragmento Fc; (5) comparagéo
das sequéncias peptidicas das regides Fc de anticorpos ndo degradados com a
sequéncia da rlgG anti-CD3 produzida; (6) ensaios de competicao ao sitio ligante in
vitro, comparando contra outros anticorpos comerciais anti-CD3 humano.
Ultrapassadas as etapas de otimizacdo de purificacdo, o cassete de
expressdo do F(ab’)2 humanizado podera ser utilizado para a produgdo de
fragmentos de anticorpos em experimentos de imunomodulagcdo desde que sua
imunogenicidade teoricamente reduzida pelo processo de humanizagéo total seja

devidamente testada.
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