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RESUMO

CANASSA DE-LEO, T. Selecéao, caracterizacédo parcial e producao de fragmentos
de anticorpos recombinantes humanos anti-glicopeptideos miméticos de
mucinas tumorais e a-distroglicana, por Phage Display 2017. 87f. Dissertacao.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Adenocarcinomas e distroglicanopatias sdo doencas graves que estao associadas a
quadros de hipoglicosilacdo de mucinas tumorais, como a MUC1 (transmembrane
glycoprotein Mucin 1) e de mucinas de a-distroglicana (a-DG). Um dos mais
importantes desafios associados a terapia anti-cancer refere-se ao desenvolvimento
de estratégias terapéuticas que permitam o direcionamento da acdo de drogas anti-
tumorais para a célula cancerosa com o objetivo de evitar o acometimento de células
saudaveis. Nessa linha, é crucial a construcdo de sistemas de liberacdo de
medicamentos sitio especificos por meio de marcadores tumorais. Quanto ao
diagnéstico das distroglicanopatias, atualmente este se baseia principalmente na
observacéo de manifestacfes clinicas, bidpsias musculares e medidas enziméticas,
sendo que os anticorpos monoclonais disponiveis no mercado ndo sdo especificos
para a condicdo do musculo distrofico. Dessa forma, mucinas tumorais e mucinas de
a-DG modificadas tem sido consideradas potenciais alvos para o desenvolvimento de
novas estratégias diagnésticas e/ou terapéuticas apliciveis a estas doencas. Para
este trabalho, foram sintetizados, em fase sélida, glicopeptideos miméticos de MUCL1
e a-DG hipoglicosilados, os quais foram utilizados como ferramenta de busca por
novos anticorpos recombinantes. Estes antigenos foram imobilizados em uma placa
e sobre eles foi aplicada uma biblioteca de fragmentos de anticorpos (Fabs) humanos
recombinantes para o desenvolvimento do processo de selecédo pela tecnologia de
Phage Display. Apds quatro rounds consecutivos de selecéo, os genes codificadores
dos Fabs da biblioteca ndo selecionada e selecionada foram sequenciados e
analisados in silico na plataforma ATTILA. Esta analise permitiu rastrear o
enriguecimento dos dominios VH e VL durante a selecdo, além de possibilitar a
escolha de inumeros clones para producéo. Para este trabalho, quatro fragmentos de
anticorpos scFvs recombinantes inéditos para a mucina tumoral MUC1 e a-DG
hipoglicosilados foram desenhados e clonados em vetor de expressao pET29(a)
contendo um marcador de identificacao (peptideo FLAG) e outro de purificacdo (cauda
de histidina). A expressdo de um scFv recombinante anti-MUCL foi realizada em E.
coli BL21-DE3 pela adicdo de 0,5mM de IPTG com indugdo a 20°C por 16 horas. A
purificacéo foi realizada por cromatografia de afinidade em resina de niquel, seguida
de gel filtracdo, sendo estas etapas monitoradas por SDS-PAGE. A identificacéo
imunoquimica da proteina recombinante foi confirmada por Western Blot, utilizando o
anticorpo anti-FLAG. Entende-se que este trabalho, por meio da producédo de novas
ferramentas biotecnoldgicas, podera cooperar para o desenvolvimento de novas
formas abordagens diagndsticas e/ou terapéuticas para tumores e distroglicanopatias.

Palavras-chave: Phage Display, anticorpos recombinantes scFv, MUC1, mucinas de
a-DG



ABSTRACT

CANASSA DE-LEO, T. Selection, partial characterization, and production of
human recombinant antibodies anti-mimetic glycopeptides of tumoral mucins
and a-dystroglycan by Phage Display. 2017. 87f. Dissertation. Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2017.

Adenocarcinomas and dystroglycanopathies are serious diseases associated with
hypoglycosylation of tumoral mucins, such as MUC1 (transmembrane glycoprotein
Mucin 1) and a-dystroglican mucins (a-DG). One of the most important challenges
associated with anti-cancer therapy is the development of therapeutic strategies that
allow the targeting of anti-tumor drugs to the cancer cell in order to avoid the
involvement of healthy cells. In this regard, the construction of site-specific drug
delivery systems by tumor markers is crucial. The diagnosis of dystroglicanopathies
are currently based on the observation of clinical manifestations, muscle biopsies and
enzymatic measures, and the available monoclonal antibodies are not specific for the
dystrophic muscle condition. Thus, tumoral mucins and modified a-DG mucins have
been considered potential targets for the development of new diagnostic and/or
therapeutic strategies applicable to these diseases. For this work, glycoproteins MUC1
and a-DG hypoglycosylated mimetics were synthesized by solid phase reaction, and
were used as a search tool for new recombinant antibodies. These antigens were
immobilized in a plate and a library of recombinant human antibody (Fabs) fragments
was applied thereon for the development of the screening process by Phage Display
technology. After four consecutive rounds of selection, the Fabs coding genes from the
unselected and selected library were sequenced and analyzed in silico on ATTILA
platform. This analysis allowed us to track the enrichment of the VH and VL domains
during selection process, and also presented several option of clones to choose for
production. For this work, four novel fragments of recombinant scFvs antibodies
specific for tumoral mucin MUC1 and a-DG hypoglycosylated were designed and
cloned into pET29 (a) expression vector containing an identification marker (FLAG
peptide) and a purification tag (histidine tail). Expression of a recombinant anti-MUC1
scFv was performed on E. coli BL21-DE3 by the addition of 0.5 mM of IPTG with
induction at 20°C for 16 hours. Purification was performed by affinity chromatography
on nickel resin, followed by gel filtration, these steps being monitored by SDS-PAGE.
Immunochemical identification of the recombinant protein was confirmed by Western
Blot, using the anti-FLAG antibody. It is understood that this work, through the
production of new biotechnological tools, could cooperate for the development of new
forms of diagnostic and/or therapeutic approaches for tumors and
dystroglicanopathies.

Keywords: Phage Display, scFV recombinant antibodies, MUC1, a-DG mucins
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V-NAR: Novo receptor de antigeno variavel (Imunoglobulina de tubaréao)

Q: ohm
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LISTA DE AMINOACIDOS

Aminoacido Caodigo Codon (DNA)

Isoleucina I ATT, ATC, ATA

Leucina L CTT, CTC, CTA, CTG,
TTA, TTG

Valina \% GTT, GTC, GTA, GTG

Fenilalanina F TTT, TTC

Metionina M ATG

Cisteina C TGT, TGC

Alanina A GCT, GCC, GCA, GCG

Glicina G GGT, GGC, GGA, GGG

Prolina P CCT, CCC, CCA, CCG

Treonina T ACT, ACC, ACA, ACG

Serina s TCT, TCC, TCA, TCG,
AGT, AGC

Tirosina Y TAT, TAC

Triptofano W TGG

Glutamina Q CAA, CAG

Asparagina N AAT, AAC

Histidina H CAT, CAC

Acido glutamico E GAA, GAG

Acido aspartico D GAT, GAC

Lisina K AAA, AAG

Arginina R CGT, CGC, CGA, CGG,

AGA, AGG
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1. INTRODUCAO



1.1. Adenocarcinomas e mucinas tumorais

O termo cancer faz referéncia a um conjunto de mais de 100 tipos de doencas
que, diferentemente daquelas infecciosas e degenerativas, decorrem da formacéo de
um tecido constituido por células autbnomas com caracteristicas distintas daquelas
que a antecederam. Atualmente é a segunda maior causa de morte no mundo,
perdendo apenas para doencas cardiovasculares. Além de fatores genéticos, causas
externas como radiacfes ionizantes, alimentos, drogas, medicamentos, toxinas,
poluentes e habitos danosos como tabagismo e etilismo, sdo os maiores contribuintes
para o desenvolvimento de cancer na populagcdo mundial. A exposicao aos fatores de
risco aumenta a cada dia tanto em paises desenvolvidos quanto subdesenvolvidos,
sendo que os tipos mais recorrentes na populacao brasileira e mundial sdo: préstata,
mama feminina, coélon de utero, intestino e pulmdo (CANCER RESEARCH UK, 2012;
INCA, 2016; JUNIOR; BATOCCHIO; LESSA, 2014).

As mucinas sdo um grupo heterogéneo de glicoproteinas de elevado peso
molecular expressas na superficie de células epiteliais ou secretadas. Elas estdo
associadas a protecdo do lumen de muitos tecidos glandulares contra infeccao por
patbgenos microbianos. Estas moléculas podem ser encontradas em células dos
olhos, glandulas mamarias, pulméao, trato gastrointestinal e tratos genitourinario,
desempenhando, também, funcdes de propriedades adesivas, transducao de sinais
intracelulares, retencdo de muco e funcionamento celular (LINDEN et al., 2008;
NELSON; COX, 2011; RIVALLAND; LOVELAND; MITCHELL, 2015). Assim como o
ciclo celular da célula tumoral apresenta-se desregulado, 0s mecanismos
biossintéticos das mucinas tumorais também o sdo, de forma que o processo de
glicosilacdo nestas células seja comprometido. Desta forma, células tumorais séo
caracterizadas por glicolipideos e glicoproteinas considerados antigenos préprios
alterados (ALBERTS et al., 2010; ANDRIANIFAHANANA; MONIAUX; BATRA, 2006;
HOLLINGSWORTH; SWANSON, 2004; HOSSAIN; WALL, 2016). Dentre as classes
de mucinas tumorais, a mucina epitelial 1 (MUC1) é a mais estudada, estando
documentada em diferentes tipos de tumores epiteliais tais como mama, pulmao,
pancreas, rim, ovario, colon e préstata, também chamados de adenocarcinomas
(HOSSAIN; WALL, 2016; KUFE, 2009; TAYLOR-PAPADIMITRIOU et al., 1999). A

MUC1 encontra-se expressa em quase todas as células epiteliais glandulares. Ela foi



detectada pela primeira vez em 1982, no leite humano, como uma proteina de elevado
peso molecular rica em residuos de serina, treonina, prolina e muitas cadeias de
carboidratos O-ligados. Esta molécula encontra-se super expressa em ceélulas
malignamente transformadas e com padréo de glicosilacdo alterado. Assim, novos
padrbes moleculares, ndo existentes na célula sadia, passam a ser expressos no
tumor de forma a gerar novos epitopos com potencial antigénico na célula tumoral.
Estudos envolvendo a MUC1 se desenvolvem no sentido de unir pesquisadores de
areas diversas como a glicobiologia, imunologia e oncologia (SHIMIZU; YAMAUCHI,
1982; TAYLOR-PAPADIMITRIOU et al., 1999).

A MUC1 é uma glicoproteina transmembrana cujo dominio extracelular é
composto por aproximadamente 20 amino&cidos em tandem repeat, em ndmeros que
variam devido ao carater polimorfico do gene codificador. Esta regido é rica em
residuos de serina, treonina e prolina, apresentando diversos potenciais sitios para O-
glicosilagdo (KUFE et al., 1984; TAYLOR-PAPADIMITRIOU et al.,, 1999). Ja as
porcdes transmembrana e citoplasmatica apresentam um alto grau de conservacgao
de suas sequéncias codificadoras em comparacdo com genes homologos de outras
espécies, sugerindo o desempenho de um papel importante na transducéo de sinal e
outras interagdes (RIVALLAND; LOVELAND; MITCHELL, 2015; SPICER et al., 1991).

As glicanas alteradas que compde a MUC1 sdo denominadas Antigenos
Carboidratos Associados a Tumor (TACAs), sendo elas aGalNAc (Tn), NeuSAca2-
6aGalNAc (STn) e BGal1-3aGalNAc (TF) (BEATTY; FINN, 2013; HOSSAIN; WALL,
2016). A reacao de glicosilagédo da MUC1 ocorre ao longo do complexo de Golgi por
enzimas da familia N-acetilgalactosaminiltransferases, conforme exemplificado no
esquema da figura 01 (LLOYD et al., 1996). Apdés completamente sintetizada, esta
glicoproteina fica exposta na regido apical da célula, voltada para o limen. Entretanto,
na célula tumoral cujo ciclo celular apresenta-se desregulado, a sintese das cadeias
de O-glicanas ocorre de forma truncada e terminadas por sialiagao (Figura 01 e figura
02). Além disso, ocorre a perda da polarizacdo celular, de forma que a MUCL1 fique
disposta, e superexpressa, por toda superficie celular (ALBERTS et al., 2010; KUFE
et al., 1984; LLOYD et al., 1996; TAYLOR-PAPADIMITRIOU et al., 1999).



GalNAC — (serina ou treonina)

B 1,3 Galactosiltransferase a 2 6 sialiffransferase
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Figura 1 - Esquema sintético das vias de O-glicosilacdo na MUCL1.

Em células ndo-tumorais, ocorre a adicdo de N-acetilgalactosamina e N-
acetil-glicosamina pela acdo de acetiltransferases. JA em células
tumorais, ocorre a adicdo de acido sialico (SA) a partir da estrutura core 1
ou diretamente na N-acetilgalactosamina (GalNAc) ligada a proteina.
Retirado e adaptado de Taylor-Papadimitriou et al., 1999 e Lloyde et al.,

1996.

MUC1 MUC1
Hiperglicosilada > P <— Hipoglicosilada
(célula sadia) > (célula tumoral)
Porcéo
Extracelular
(Itmen)

Porcao intracelular

Figura 2 - Representacdo esquematica da MUC1 na superficie celular.

A figura ilustra as diferencas entre a MUCL1 hiperglicosilada expressa na
superficie de células sadias e a MUC1 hipoglicosilada expressa em células
tumorais. Retirado e adaptado de Hossain; Wall (2016).



Muitos dados da literatura relatam que a MUCL, principalmente suas porc¢des
transmembrana e citoplasmética, estdo envolvidas em fungcbes e interacdes
importantes relacionadas a sinalizacdo celular. Conforme ja mencionado, a célula
malignamente transformada perde sua polarizacdo e esta mucina, antes localizada
somente na porgcdo apical, passa a ser distribuida por toda membrana, podendo
interagir com tirosina-quinases de outras porgoes celulares (MEHLA; SINGH, 2014,
SINGH; HOLLINGSWORTH, 2006). De forma direta e indireta, a MUCL1 interfere no
ciclo de vida da célula tumoral, favorecendo sua progressao. Ela esta envolvida em
processos de regulagcdo de metabolismo da glicose no tumor ao atuar como
moduladora dos fatores p53, c-myc e mTOR; regulacédo e estabilidade da atividade
transcricional do fator de transcricdo HIF-1a, relacionado a sobrevivéncia do tumor em
ambientes hostis e desenvolvimento de quimioresisténcia; participacao na regulacéo
da atividade enzimética da PKM2, uma enzima critica da via glicolitica; e atua,
também, na regulacao do fluxo de carbono na via da glicélise aerdbica e sobrevivéncia
da célula tumoral em condi¢des de baixa disponibilidade de nutrientes, favorecendo
assim, a inibicdo do processo apoptoético (MEHLA; SINGH, 2014).

Os diversos envolvimentos e fun¢des metabdlicas da MUC1 no contexto da
progressao tumoral implica na utilizagdo desta mucina como um importante alvo

terapéutico no tratamento e/ou diagnéstico do cancer.

1.1.1. Terapias

Devido ao elevado grau de expressao e glicosilacdo alterada, a MUC1 é
considerada um importante alvo para a imunoterapia de adenocarcinomas. Nesse
sentido, muitas estratégias ja foram, e tem sido, trabalhadas: vacinacdo com
sequéncia de peptideos, tratamentos com anticorpos monoclonais e monoclonais
conjugados (RIVALLAND; LOVELAND; MITCHELL, 2015). A MUCL1, considerada um
importante marcador tumoral de relevancia clinica, foi a primeira molécula antigénica
marcadora de superficie a ser utilizada em tratamentos com viés imune
(HOLLINGSWORTH; SWANSON, 2004; RIVALLAND; LOVELAND; MITCHELL,
2015; TAYLOR-PAPADIMITRIOU et al., 1999). Na década de 80 foi desenvolvido o

anticorpo monoclonal HMFG1 contra MUC1 obtida em solugdo no leite humano.



Alguns anos depois este anticorpo foi conjugado a compostos radioativos, como
yttrium-90 e outras formas derivadas, e utilizado no tratamento de pacientes com
cancer de ovario (BURCHELL et al., 1987; HIRD et al., 1993; MARAVEYAS et al.,
1994; RIVALLAND; LOVELAND; MITCHELL, 2015). Rapidamente os anticorpos
monoclonais se tornaram ferramentas importantes na pratica clinica. Porém, quando
administrados em humanos, eram observadas reacdes imunopatoldgicas
indesejadas, como HAMA (human anti-mouse antibody), devido a epitopos
caracteristicos de imunoglobulinas murinas. A engenharia genética possibilitou a
manipulagédo génica para o desenvolvimento dos anticorpos humanizados, ou seja,
anticorpos cujas por¢bes murinas antigénicas eram substituidas por sequéncias
humanas. Entretanto, em alguns casos foi observada a perda de reatividade da
molécula pelo seu antigeno (OLIMPIERI; MARCATILI; TRAMONTANO, 2015). O
monoclonal HMFG1 foi utilizado no desenvolvimento da forma humanizada AS1402,
a qual passou por fase | de teste clinico em pacientes com cancer de mama avanc¢ado,
mas nao apresentou resultados objetivos satisfatorios, apesar da atividade in vitro e
tolerancia dos pacientes (PEGRAM et al., 2009). Gulec e colaboradores (2011)
utilizaram o anticorpo monoclonal humanizado hPAM4 (Clivatuzumab Tetraxetan) no
tratamento de pacientes com cancer pancreatico e observaram resultados positivos.
Os autores ainda afirmam que a especificidade da molécula pode ser ainda explorada
no sentido de ser utilizada como veiculo de entrega de drogas (GOLD et al., 2007,
GULEC et al., 2014; RIVALLAND; LOVELAND; MITCHELL, 2015).

1.2. Distroglicanopatias e mucinas

Distroglicanopatias correspondem a um grupo de distrofias musculares
congénitas (CMD) caracterizadas por anormalidades no processo de glicosilacao de
proteinas envolvidas no ancoramento muscular, nas quais o portador apresenta
sintomas desde seu nascimento (MOORE; HEWITT, 2009). Estas doencas
apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas, dentre elas, desabilidades
intelectuais, problemas oculares e neurais, com quadros de piora ou melhora durante
0s primeiros anos de vida, mas que ao se associarem a deformidades na coluna e

contraturas, reduzem consideravelmente a qualidade e expectativa de vida (SPARKS



et al., 1993). Devido a falta de um registo mundial, o nUmero de individuos acometidos
pelas distroglicanopatias € impreciso, mas sabe-se que a distribuicdo global é
heterogénea, com prevaléncia na populacdo caucasiana (BOUCHET-SERAPHIN;
VUILLAUMIER-BARROT; SETA, 2015).

A distroglicana (DG) € uma glicoproteina composta por duas subunidades, a e
B, que fazem parte do complexo distrofina glicoproteina e atuam em conjunto no
ancoramento de proteinas musculares intracelulares (distrofina) a laminina da matrix
extracelular, sendo essencial para a manutencgao da estabilidade estrutural e funcional
da fibra muscular. Apesar de sua funcéo ja ser claramente desvendada, estudos sobre
a bioguimica e variagbes quimicas desta molécula, revelam a importancia das
modificacdes pos traducionais para o correto desempenho de sua funcéo estrutural
no musculo (BARRESI; CAMPBELL, 2006; BROWN et al., 1999; MOORE; HEWITT,
2009; SCIANDRA et al., 2015).

O gene DAG1 codifica a distroglicana precursora, a qual é clivada por
modificagdes pods traducionais em subunidades a e B. A porgéo 3 é transmembrana e
possui aproximadamente 43 kDa, sendo sua extremidade C-terminal, citoplasmatica,
rica em residuos de prolina. Ja a a-DG é ancorada e exposta ao meio extracelular,
apresentando uma massa molecular aparente que varia de 120 a 160 kDa
dependendo do tecido em que € expressa (cérebro e musculo esquelético)
(BRANCACCIO etal., 1995, 1997; MUNTONI; BROCKINGTON; BROWN, 2004). Esta
subnidade apresenta um peptideo conector, rico em residuos de serina (Ser) e
treonina (Thr), altamente O-glicosilado entre as extremidades globulares C e N-

terminal (Figura 03).
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Figura 3 - Representagao esquematica da a-distroglicana.

A figura ilustra a disposicdo da a-DG na membrana celular. A subunidade 3
fica inserida na membrana, apresentando uma porcao citoplasmatica
reponsavel por se ligar a distrofina. A subunidade a apresenta duas cabecas
globulares conectadas por um segmento peptidico amplamente O-
glicosilado, representando uma regiao semelhante a mucinas. Esta porcao
glicosilada liga-se a laminina, ancorando proteinas musculares a matriz
extracelular. Retirado e adaptado de Merry; Astrautsova, (2008)

Os padrdes de O-glicosilacdo no dominio mucina-like da a-DG é conservado
entre todos os mamiferos (TOLEDO et al., 2012), sendo este processo realizado por
diferentes enzimas do tipo glicosil-transferases. Chiba e colaboradores (1997)
identificaram pela primeira vez a estrutura de O-manose, Neu5Aca2-3Galf1-
4GIcNAcB1-2Mana-O-Ser/Thr, que compde o dominio de hiperglicosilacdo da a-DG.
Mutacbes genéticas nos genes codificadores das enzimas que editam este dominio
polissacaridico associam-se a alteragdes nos padrdes de glicosilagao da a-DG, sendo
estes genes POMT1 (OMIM 607423), POMT2 (OMIM 607439), POMGnT1 (OMIM
606822), fukutin (OMIM 607440), FKRP (OMIM 606596) e LARGE (OMIM 603590)
(BOUCHET-SERAPHIN; VUILLAUMIER-BARROT; SETA, 2015; ENDO, 2015;
MOORE; HEWITT, 2009; MUNTONI et al., 2007). Dessa forma, as mutac¢des, ndo no
gene codificador da a-DG, mas sim nas enzimas responsaveis pela glicosilacéo,
levam a um quadro de hipoglicosilacdo da por¢cdo mucina-like da a-DG. Esta € a

principal razdo da ocorréncia de anormalidades musculares nas distroglicanopatias.



O impacto da correta O-glicosilacdo pdde ser evidenciado por meio de modificacdes
quimicas da a-DG hiperglicosilada por acido periédico e @ &cido
trifluorometanosulfénico, resultando na perda de adeséo a laminina (ENDO, 2015;
MARTIN, 2003; SMALHEISER, 1993).

Camundongos Large sdo um modelo de distroglicanopatias caracterizados por
deficiéncia na produgédo da glicosil-transferase LARGE. Barresi e colaboradores
(2004) trabalharam superexpressando a LARGE humana nestes animais e
observaram que a ligagao da a-DG a laminina foi reconstituida, inclusive em pacientes
com deficiéncia em outras glicosil-transferases. Entre outras distroglicanopatias
podem ser citadas a distrofia de Fukuyama (FCMD), sendo a segunda mais prevalente
no Japao, a sindrome de Walker-Warburg, a doenca muscle-eye-brain e a distrofia
muscular tipo 1D (MDC1D), acometida pela LARGE humana — todas caracterizadas
por anormalidades nas enzimas de O-glicosilagdo da a-DG (MUNTONI et al., 2004;
SPARKS et al., 1993).

1.2.1. Diagnostico e terapéutica associados as distroglicanopatias

As distroglicanopatias apresentam dezenas de quadros clinicos diferentes e
com diferentes graus de comprometimento das atividades motoras do individuo,
sendo quase impossivel associar um gene a um Uunico fendtipo. Devido a essa
miscelanea de manifestagdes, torna-se um desafio diagnosticar quais mutacdes estao
envolvidas em cada quadro. Com o advento do sequenciamento de nova geracgao, foi
possivel sequenciar genomas inteiros de individuos e familias e, entdo, descobrir
novos genes associados as distroglicanopatias. O diagnéstico desta desordem
baseia-se principalmente na observacdo de manifestacbes clinicas, medidas da
atividade enzimatica de enzimas como a POMGnNT1 a partir de biopsias musculares e
métodos de imuno-histoquimica, e também testes genéticos (BONNEMANN et al.,
2014; MUNTONI et al., 2007; SPARKS et al., 1993). As formas de terapia séo
determinadas de acordo a condicao fisica apresentada pelo individuo ou mesmo o
tipo de mutacdo que ele carrega. Nos primeiros anos de vida, indica-se a fisioterapia
e tratamentos ortopédicos (BONNEMANN et al., 2014; SPARKS et al., 1993).



Os anticorpos monoclonais 1IH6 e VIA4-1 presentes no mercado sao capazes
de reconhecer a forma hiperglicosilada padrao da a-DG, porém, ndo se sabe
exatamente quais epitopos eles reconhecem. Assim, em ensaios de imuno-
histoquimica e Western Blot o quadro de hipoglicosilagdo caracteristico das
distroglicanopatias pode ser detectado pela perda de imunoreatividade observada em
relagdo a condigdo saudavel da a-DG (MOORE; HEWITT, 2009; MUNTONI et al.,
2007; VOGLMEIR et al., 2011). Anticorpos recombinantes capazes de reconhecer a
condicao hipoglicosilada da a-DG representam maior acuracia e especificidade no

diagndstico de distroglicanopatias.

1.3. Imunoglobulinas

As imunoglobulinas, ou anticorpos, sao glicoproteinas expressas na superficie
de células B ou secretadas, que atuam na neutralizac@o e eliminagdo de antigenos
nao préprios. A ativacao dos linfécitos B para secrecdo de anticorpos pode ocorrer a
partir de diferentes vias, sendo elas dependente do auxilio de linfocitos T auxiliares
(helper) ou n&o. Antigenos microbianos multivalentes, como polissacarideos e
lipideos, ligam-se aos receptores BCR dos linfocitos B, induzindo diretamente a
producdo de anticorpos. Ja a secrecdo de anticorpos dependente de T requer a
captura de antigenos proteicos microbianos pelo linfécito B, e apresentacdo deste as
células T auxiliares, que por sua vez levam a ativacdo de B. A eliminacdo e
neutralizacdo de patdgenos depende de diversos mecanismos efetores e anticorpos
de diferentes isotipos. Entretanto anticorpos produzidos de maneira T dependente se
ligam com maior avidez aos seus antigenos proteicos, sendo os mediadores mais
eficazes da resposta humoral (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011, MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010).

A capacidade dos linfocitos B de produzirem diferentes classes — ou isotipos —
de imunoglobulinas proporciona uma plasticidade imensa na resposta imune humoral,
pois cada classe associa-se a diferentes fungdes efetoras contra diversos agentes
infecciosos: antigenos polissacaridicos estimulam principalmente anticorpos IgM; a
resposta contra virus, bactérias e antigenos proteicos envolve a producédo de IgG; a
eliminacdo de parasitas helmintos esta associada a producéo de IgE, enquanto que a

defesa de mucosas ocorre pela produgcdo de IgA. A mudanca de isoOtipo é
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desencadeada em resposta a sinais bioquimicos gerados a partir da ligacdo da
molécula CD40 ao seu ligante presente na superficie das células B e a liberagcédo de
diferentes citocinas. Mas a variabilidade e especificidade das imunoglobulinas
produzidas pelo sistema imunologico vai muito além da diversidade de isétipos, de
forma que existam bilhdes de anticorpos circulantes no nosso organismo. A
capacidade de cada individuo gerar esse repertorio diverso vem de um processo muito
engenhoso, selecionado pela evolucédo biologica, capaz criar milhares de anticorpos
diferentes a partir de um numero limitado de genes. Isso sO é possivel devido a
combinacdo aleatéria de trés diferentes loci génicos que codificam para a regiao
variavel das imunoglobulinas. Os loci génicos de variabilidade (V), diversidade (D) e
juncao (J), rearranjam-se num processo denominado recombinacéo V(D)J, codificam
para as cadeias pesadas e as cadeias leve kK e A (vale ressaltar que as cadeias K e A
nao possuem o segmento D em sua composi¢cédo) das Ig. Existem aproximadamente
100 genes funcionais de variabilidade no l6cus da cadeia pesada humana, 35 genes
no l6cus na cadeia k e 30 genes para cadeia A, sendo que estes numeros variam entre
as espécies. Os segmentos génicos de cada l6cus estao separados por espacadores
de até 2000 quilobases. A jusante dos genes V, encontram-se 0s segmentos de
diversidade e juncao, cujo numero, semelhantemente a V, varia em diferentes loci das
Igs. Os genes J tem em média 40 pares de base, estdo separados por sequéncias
nao codificadoras e encontram-se estreitamente ligados as sequéncias codificadoras
da regido constante. Dessa forma, o rearranjo de V, D e J formam um Unico éxon que
codifica para a regido variavel da Ig (Figura 04). Além deste mecanismo, a
variabilidade do repertério de imunoglobulinas é dada pela adi¢cao e delecao aleatéria
de bases nitrogenadas, por acdo de endonucleases, nas juncdes entre 0s segmentos
VDJ (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011; MARANHAO et al., 2015; MURPHY;
TRAVERS; WALPORT, 2010).
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Figura 4 - Representacdo esquemédtica do processo de recombinacdo e
expressao dos genes das cadeias pesadas e leves das Igs.

A figura ilustra a sequéncia resumida dos processos de recombinagédo dos segmentos
V, D e J para expressédo de Igs. C representa a regido codificadora da porgéo
constante de Igs. Retirado e modificado de Maranhéo et al., 2015.

Os anticorpos de todas as classes apresentam caracteristicas estruturais
semelhantes tanto nas regides variaveis de ligacdo ao antigeno quanto nas regiées
constantes que desempenham funcfes efetoras. Estas moléculas, basicamente,
apresentam uma estrutura central simétrica composta por duas cadeias idénticas de
maior peso molecular (cadeias pesadas) e duas cadeias idénticas de menor peso
molecular (cadeias leves). As cadeias leve e pesada sdo constituidas por unidades
homologas de dominios globulares repetidos, denominados dominio Ig, formados por
duas camadas de folha 3, cada uma com trés a cinco fitas de cadeias polipeptidicas
antiparalelas. Pontes dissulfeto unem as camadas de folha 3, enquanto curtas algas
unem as sequéncias antiparalelas (Figura 5a). No sitio de ligacdo ao antigeno, trés
destas algas sdo extremamente importantes no que tange o nivel de variabilidade para
reconhecimento antigénico, formando a regido determinante de complementariedade
CDR (Figura 5b). Com o avango das técnicas de sequenciamento, foi possivel
sequenciar as regides codificadoras das cadeias leve e pesada e, portanto, as CDRs
e as regides que as intercalam, denominadas frameworks. A determinacao das CDRs

pode ser dada pela definicAo de Kabat ou Chotia, que levam em consideragao a
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variabilidade de residuos em cada posi¢cdo dos dominios variaveis ou a estrutura
secundéria, respectivamente (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011; CRUSE; LEWIS,
2010; MARANHAO et al., 2015; NELSON; COX, 2011).

Alcas da regido
d determinante de b

Cadeias Leves CDR3

cpr1  CDR2

Variabilidade

0 T T T T |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

[ Ndmero de residuos

Figura 5 - Representacdo esquematica de um dominio de Ig com destaque para as
regides CDR e sua variabilidade.

a) Estrutura de um dominio Ig, ilustrando as duas camadas de folha B ligadas por pontes
dissulfeto, com as fitas antiparalelas associadas por algas curtas; b) Grafico Wu-Kabat
ilustrando as regides de hipervariabilidade de imunoglobulinas, com destaque para as
CDRs 1, 2 e 3. Retirado e adaptado de Abbas; Lichtman; Pillai, 2012.

Tanto cadeia leve quanto cadeia pesada, na extremidade aminoterminal, fazem
parte da regido variavel de reconhecimento ao antigeno, enquanto que a porgcao
carboxi-terminal de ambas possuem dominios constantes. A por¢do responsavel por
reconhecer o antigeno, composta por cadeia leve e pesada, € denominada regiao Fab.
A parte das cadeias pesadas que ultrapassam os limites da cadeia leve, formam a
regido Fc, o qual pode ser removido do restante da molécula de anticorpo por digestédo
enzimatica com papaina (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011; ALBERTS et al., 2014;
NELSON; COX, 2011). A figura 06 a seguir ilustra uma estrutura de imunoglobulina
19G.
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Figura 6 - Representagdo esquematica de uma molécula de imunoglobulina.
O sitio de ligacdo ao antigeno é formado pela justaposi¢ao das por¢des VL e VH. O
Fab é formado por VH, VL, CL e CH1 (constante 1 da cadeia pesada). Ja o Fc é
formado pelos dominios globulares CH2 e CH3 da cadeia pesada. Retirado e
adaptado de Alberts et al., 2014.

1.4. A producéo de fragmentos de anticorpos na pesquisa e pratica clinica

Anticorpos e produtos relacionados foram a classe de agentes terapéuticos de
maior crescimento nos anos 2000. Muitos ja foram aprovados e sdo comercializados
para o tratamento de doencas como cancer e doencas inflamatérias. Anticorpos como
rituximab (Rituxan/ Mabthera; Genentech/Roche/Biogen Idec), infliximab (Remicade;
Centocor/Merck), trastuzumab (Herceptin; Genentech/ Roche) e cetuximab (Erbitux;
ImClone Systems), desenvolvidos a partir dos antigenos CD20, fator de necrose
tumoral (TNF), receptor para fator de crescimento epitelial humano 2 (HER2) e fator
de crescimento epitelial (EGFR), respectivamente, sdo grandes sucessos “classicos”
ja estabelecidos no mercado. Com o avanco da engenharia genética e da capacidade
de modificacdo dos anticorpos, estas moléculas puderam ser desmontadas em
fragmentos menores capazes de reter as caracteristicas de ligacdo a um antigeno
especifico (BECK et al.,, 2010; HOLLIGER; HUDSON, 2005). Os designers de
anticorpos acreditam que a natureza modular das imunoglobulinas pode ser explorada

no sentido de customizéa-las para as mais diferentes aplica¢cdes. Caracteristicas como
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tempo de meia vida, distribuicdo, valéncia, afinidade, avidez, penetragéo tecidual e
outras bioatividades podem ser modificadas por técnicas de engenharia genética,
controlando tanto eficacia quanto seguranca do uso da molécula (NELSON, 2010).

A terapia baseada no uso de anticorpos depende da habilidade desta molécula
alcancar seu alvo em quantidades adequadas. Devido aos coeficientes de
permeabilidade vascular, transporte e presséao intersticial do tumor (comparado aos
outros tecidos), anticorpos inteiros, com peso molecular de aproximadamente 150kDa,
penetram tumores solidos muito lentamente, de maneira heterogénea, apresentando
altos niveis no soro e certos niveis de toxicidade (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011,
HOLLIGER; HUDSON, 2005; JAIN, 1990; JAIN; BAXTER, 1988). A fragmentacé&o dos
anticorpos em moléculas menores permite eles acessem tecidos que anticorpos
inteiros ndo conseguiriam e ainda preservam a capacidade de ligacdo ao antigeno
(BECK et al., 2010; JAIN, 1990). Vale notar que, a por¢cdo Fc é extremamente
importante no que tange o elevado tempo de meia-vida do anticorpo no soro.
Entretanto, em diversas aplicacdes, esta porcdo ndo € necessaria e até mesmo
indesejada, devido a possibilidade de liberacdo de citocinas e geracdo de efeitos
toxicos indesejados (HOLLIGER; HUDSON, 2005).

A facilidade de manipulacéo pela engenharia genética extrapolou a producéo
dos anticorpos sob as mais diversas formas. Os chamados fragmentos de anticorpos
sdo compostos pelos dominios VH e/ou VL que retém a capacidade de ligacdo ao
antigeno que a IgG parental possuia. Como vantagem, apresentam uma melhor
farmacocinética na penetracdo nos tecidos e podem ser utilizados desde simples
ferramentas de pesquisa, até o diagndstico e tratamento de doencas (BECK et al.,
2010; HOLLIGER; HUDSON, 2005; NELSON, 2010). Com a diminuicdo dos
anticorpos em unidades menores, foi possivel construir vastas bibliotecas de
fragmentos de anticorpos para selecdes in vitro frente a um antigeno de interesse, o
que atrai o interesse de muitos grupos de pesquisa e da industria biotecnoldgica, em
comparagdo com a tecnologia do hibridoma (HOLLIGER; HUDSON, 2005). Na
utilizacao da tecnologia de Phage Display para a selecdo de anticorpos especificos
para um antigeno, propriedades como expressao, solubilidade e estabilidade séo
selecionadas concomitantemente a afinidade pelo antigeno alvo. Dominios leve k (V)
e dominios VH selecionadas por Phage Display apresentam boa estabilidade

termodinamica e solubilidade (JESPERS et al., 2004). Os fragmentos de anticorpos
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podem ser trabalhados sob diversas formas, sendo Fabs e scFvs os mais conhecidos.
Os Fabs sao basicamente a representacao da regido variavel de uma imunoglobulina,
compostos por um dominio VL, um dominio VH, um CL e um CH1. Ja os scFvs séo
fragmentos de anticorpos caracterizados por possuirem apenas um dominio pesado
e um dominio leve unidos por um peptideo flexivel, a fim de mimetizar a regiéo
variavel, de um anticorpo inteiro, de reconhecimento ao antigeno. Além disso, muitos
grupos de pesquisa atualmente trabalham com moléculas chamadas VhH e V-NAR,
produzidas, respetivamente, por camelideos e tubardes e caracterizadas por serem
compostas por cadeias semelhantes a IgGs humanas de dominios V-like associados
a uma porcao constante (Figura 07) (BECK et al., 2010; HOLLIGER; HUDSON, 2005;
MARANHAOQ et al., 2015).

Fc%éf @%5 2;

1.1gG 2. Fab 3. scFv 4.1g tubaréo 5. Ig camelideo

Figura 7 - Representacdo esquematica de diferentes possiveis formas de producéao
de anticorpos.

A primeira ilustracdo esquematiza uma imunoglobulina do tipo IgG humana, com por¢éo
constante Fc e porcdo variavel Fab. A segunda ilustracédo representa uma unidade Fab
composta pelos dominios variaveis VH e VL e constantes CH1 e CL. A terceira figura
ilustra uma unidade de cadeia simples scFv composta apenas pelos dominios variaveis
VH e VL. As figuras 4 e 5 ilustram imunoglobulinas néo classicas produzidas por tubarbes
e camelideos; as regides variaveis dessas Igs sdo produzidas na forma de pequenos
fragmentos de anticorpos chamados V-NAR e VhH. Retirado e adaptado de Holliger;
Hudson, 2005.

O custo e rendimento de producéo de anticorpos inteiros e de fragmentos de
anticorpos apresentam diferencas significativas. Pequenos anticorpos séo passiveis

de serem produzidos em plataformas mais baratas, mas rapidas e de maior
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rendimento de producéo, como E. coli, uma vez que ndo carecem de modificacdes
pés traducionais. Entretanto, fragmentos de anticorpos, no geral, podem ter baixo
tempo de meia vida no organismo devido a auséncia do Fc e r4pido clearance. A
ligacdo covalente destas moléculas a polietilenoglicol (PEG), uma estratégia
conhecida como PEGlagdo, e a conjugacdo a proteinas como albumina, s&o
estratégias aprovadas pelo FDA capazes de melhorar a farmacodinamica,
farmacocinética e perfil imunolégico da molécula, aumentando seu efeito terapéutico
(BECK et al., 2010; HOLLIGER; HUDSON, 2005; HOLT et al., 2008; MISHRA;
NAYAK; DEY, 2016).

Assim como os monoclonais foram conjugados a diversos tipos de moléculas,
os fragmentos de anticorpos tem o mesmo potencial para conjugacdo a enzimas,
drogas, toxinas e outros, para utilizacdo como ferramenta de pesquisa, diagndstico e
tratamento (HOLLIGER; HUDSON, 2005). Mehrling (2015) esclarece a importancia da
utilizac@o destas novas moléculas no tratamento do cancer, por exemplo, como uma
revolucdo na quimioterapia. Ao longo do historico da busca pela cura do cancer, o
elevado uso de quimioterapicos citotoxicos foi responsavel pelo surgimento de
reacOes adversas na maior parte dos pacientes. Diante deste cenario, o autor defende
que quimioterapia classica esta ao poucos sendo substituida por métodos inovadores
que direcionam a droga diretamente ao seu alvo, eliminando as células cancerosas,
mas mantendo as saudaveis intactas — sendo um destes métodos a utilizacdo de
anticorpos antigeno-tumor-especificos. Um exemplo €é a conjugacdo do
quimioterapico auristatina, de elevada citotoxicidade, ao anticorpo brentuximab
vedotin (BV), que tem como alvo proteinas CD30. Este trabalho apresentou resultados
promissores no tratamento de pacientes com linfoma de Hodgkin’s, com 85% de
reducado do tumor em 97% dos pacientes (GARNOCK-JONES, 2013). Tais fragmentos
de anticorpos tem um elevado potencial neste tipo de tratamento direcionado,
podendo enderecar a droga a célula tumoral e ainda evitar a possibilidade de liberacao
de citocinas e efeitos toxicos devido a presenca da por¢édo constante Fc.

Os estudos e analises sobre a eficacia clinica dos novos formatos de
fragmentos de anticorpos, com diferentes propriedades farmacoldgicas, e sua
possibilidade de producdo em diferentes plataformas (de maior rendimento e mais
baratas), alavancam o surgimento de novas bioterapias e diagndstico direcionados, e

com possivel maior acessibilidade devido a redugéo do custo de producéo.
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1.5. Phage Display e bibliotecas de moléculas apresentadas em bacteriofagos

O reconhecimento molecular e a identificacdo de pares ligantes sdo a base
bioldgica para o estudo e obtencao de novos farmacos utilizada por muitos grupos de
pesquisa. A técnica de Phage Display, estabelecida na década de 80 por George
Smith, tem feito grandes contribuicbes nesse campo, pois foi desenvolvida
sustentando-se em aspectos que contribuem para caracterizagbes importantes no
reconhecimento molecular. A etimologia das palavras resume o principio desta
técnica: Phage, do inglés, € um virus bacteriéfago que apresenta (do inglés, Display),
algo em sua superficie. Desta maneira, existe uma relagdo direta entre fendtipo e
gendtipo, na qual a molécula expressa na superficie do capsideo encontra-se
diretamente associada a sua sequéncia codificadora carregada pelo virus. Outro
aspecto importante € a possibilidade de clonagem de vastas bibliotecas de DNA em
virus bacteriéfagos, de forma que cada particula recombinante represente um clone
da biblioteca e possa ser recuperada da ligacdo ao seu alvo e amplificada
biologicamente. Bibliotecas de peptideos, anticorpos e diversas moléculas de
interesse podem ser trabalhadas na técnica de Phage Display (BARBAS et al., 2001,
CLARCKSON; LOWMAN, 2004).

Bacteriofagos filamentosos constituem um grande grupo caracterizado pela
presenca de um DNA circular cadeia simples (ssDNA) e capacidade de infectar
bactérias gram-negativas. A classe Ff (f1, fd e M13) infecta bactérias E. coli pelo pillus
sexual e se replica de forma néo litica. Seu ssDNA encontra-se abrigado em um
capsideo em forma de cilindro constituido pelas proteinas plll, pVI, pVII, pVIlI e pIX
(Figura 08) (BARBAS et al., 2001; CLARCKSON; LOWMAN, 2004; MAGALHAES et
al., 2015).
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Figura 8 - Representacdo esquematica do ciclo de vida de um bacteriofago M13.
A figura ilustra uma representacao geral do processo de infec¢do pela interacdo da plll
com o pillus sexual de uma E. coli. O DNA simples fita é convertido em dupla fita
(dsDNA), pelo mecanismo de ciculo rolante, para entdo codificar as proteinas
estruturais do fago e a proteina pV, a qual impede a formagédo de dsDNA em algumas
copias de ssDNA. A formagdo do complexo PS (sinal de empacotamento) é um sinal
para assembling da particula viral no espaco periplasmético intermembranas e, entdo,
sua extrusdo (BARBAS et al., 2001; SIDHU, 2001; CLARCKSON; LOWMAN, 2004).

A estrutura e forma de replicacdo dos bacteriéfagos Ff, somados aos avangos
das técnicas de clonagem na biologia molecular, permitram com que estes
microorganismos se tornassem uma ferramenta ideal de pesquisa. A construcao de
bibliotecas combinatorias de peptideos, fragmentos de anticorpos ou quaisquer outras
moléculas de interesse, se baseia na utilizacdo de vetores do tipo fagomideo. Estes
vetores possuem todas as caracteristicas basicas de um vetor de expresséo padrao,
tais como gene marcador de selecao, origem de replicacdo bacteriana, promotor e um
sitio de clonagem. Entretanto, sua peculiaridade se d& pela presenca de uma segunda
origem de replicacdo, sendo esta viral, e um gene codificador da proteina plll do
capsideo, em linha com o sitio de clonagem. No sitio de clonagem pode ser inserida
a sequéncia do peptideo ou do fragmento de anticorpo de interesse, num processo de
construgdo de bibliotecas, o qual sera, entdo, expresso em fusédo com o gene plll. A

presenca da origem de replicacao viral garante que este DNA seja replicado e passado
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as particulas virais filhas recombinantes, as quais expressardo em fuséo a plll de sua
superficie o peptideo de interesse — além de carregar o fagomideo com o gene
codificador deste peptideo (BARBAS et al., 2001; BRIGIDO; MARANHAO, 2002;
CLARCKSON; LOWMAN, 2004; GOULART et al., 2015; MAGALHAES et al., 2015).

Fagomideo plll
Gene plll

Fragmento de
anticorpo

Gene fragmento de
anticorpo

Figura 9 - Representacdo esquematica de um bacteriofago M13

recombinante.

A figura ilustra uma representacao geral de um bacteriofago utilizado na técnica
de Phage Display, carregando um fagomideo com genes codificadores da plll e
do fragmento de anticorpo, além da expressdo destas moléculas fusionadas em
sua superficie externa. Retirado e adaptado de <https://www.bio-rad-
antibodies.com/hucal-antibody-technology.html.>

Porém, uma vez que o fagomideo néo possui todos 0s genes necessarios para
a montagem de uma nova particula viral, quando esta metodologia € utilizada, torna-
se necessaria a adicdo de fagos auxiliares (fago helper) que contenham, entéo, estes
genes requeridos. E importante destacar que fagos helper possuem mutacdes na
origem de replicacdo que dificultam o empacotamento do seu préprio material,
favorecendo, entdo, a formacdo de novas particulas virais com o DNA do fagomideo
(BARBAS et al., 2001; BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

As proteinas expressas no capsideo em fuséo a plll correspondem a um Unico
clone de um peptideo — ou quaisquer outros tipos de proteinas — proveniente de uma
biblioteca de interesse. Portanto, uma vez que cada bacteriéfago carrega um
fagomideo, contendo a sequéncia codificadora de um clone de uma vasta biblioteca e
expressa esta sequéncia em seu capsideo em fusdo a plll, uma biblioteca de Phage
Display € um conjunto de bilhdes de fagos, no qual cada particula corresponde um
clone. Com a biblioteca de fagos recombinantes em maos, € possivel desafia-la

multiplas vezes frente a um antigeno imobilizado, num processo denominado panning,
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e selecionar ligantes especificos com base em sua afinidade. Os clones que se ligam
com maior afinidade ao antigeno alvo podem ser recuperados e amplificados
biologicamente por infeccéo e seguir para consecutivas etapas de selecdo (BARBAS
et al., 2001; CLARCKSON; LOWMAN, 2004).

Quando se trata da utilizagdo de bibliotecas combinatdrias de anticorpos para
obtencéo de anticorpos especificos para alvos terapéuticos, a tecnologia de Phage
Display ultrapassa barreiras e limitagdes dos processos de imunizagéo e utilizagéo de
animais que sao realizados no processo de producéo de anticorpos monoclonais pela
técnica do hibridoma. Os fragmentos de anticorpos séo totalmente humanos,
dispensando etapas de humanizacdo e construcdo de anticorpos quiméricos. A
obtencdo da sequéncia génica, que codifica para as regibes variaveis das
imunoglobulinas, apds as etapas de selecdo, expande as possibilidades de producéo
em larga escala em plataformas variadas. Os anticorpos podem ser produzidos sob
diferentes formas, como scFv, Fab, minibodies ou mesmo anticorpos inteiros
(BRIGIDO; MARANHAO, 2002; FRENZEL; HUST; SCHIRRMANN, 2013; GOULART
et al., 2015).

A pratica de Phage Display se tornou uma tecnologia promissora e inovadora
no campo da identificacdo de novas moléculas, com o diferencial de se poder
modificar e manipular o gene codificador da molécula de interesse. Um trabalho de
obtencdo de pares ligantes, selecdo de anticorpos, entre outros, realizado pela
natureza ao longo de milhdes de anos, pode ser, pelo Phage Display, conduzido in
vitro em poucos dias (BARBAS et al., 2001; BRIGIDO; MARANHAO, 2002). Além
disso, o advento do sequenciamento de nova geracdo (NGS) trouxe grandes
contribuicdes para a técnica de Phage Display, pois se tornou possivel sequenciar
estas bibliotecas e obter um namero ilimitado de clones selecionados e combinacoes,
0S quais ndo eram possiveis de se analisar pelos antigos métodos de

sequenciamento.
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2. OBJETIVOS
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Obtencédo e caracterizacdo de fragmentos de anticorpos recombinantes
humanos anti-MUC1 e anti-a-DG hipoglicosilados, os quais podem apresentar
potencial na elaboracdo de novas estratégias diagndsticas e terapéuticas para

distrofias musculares e cancer.
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3. MATERIAL E METODOS

24



Resumo gréfico:

.- Glicopeptideos

sintéticos
Amplificacdo do Preparo XL1Blue
fago heiper eletrocompetente
Selegdoda | l
biblioteca de Fabs '

Transformacao das células
com a biblioteca de Fabs

B
.
-
~
S
b
S /
r'y

Selegdo da biblioteca de Fabs
frente ao antigeno de interesse
(Panning)

l

Recuperacao dos fagomideos

l

Obtengdo dos dominios VH e
VL dos Fabs selecionados

Analise in siflico l
Sequenciamento de nova
geracao g analise in sifico

(ATTILA)

l

Producado dos vetores
de expressao

Expressao da l
molécula
recombinante Expressao, purificagdo e deteccdo

da molécula recombinantes

25



3.1.Glicopeptideos sintéticos

Os glicopeptideos sintéticos miméticos relacionados a mucinas tumorais e de a-
DG (aqui chamados de antigenos 29 e 66, respectivamente) foram gentilmente
cedidos pela Dra. Vanessa Leira Campo do Laboratorio de Sintese de Farmacos da
FCFRP-USP. Ambos foram obtidos por sintese em fase sélida com base nas
estruturas das glicanas hipoglicosiladas de a-DG e MUCL.

O glicopeptideo relacionado a MUC1 mimetiza o antigeno TACA Tn (aGalNAc-
Ser/Thr), mas em conformagdo . Com base em ensaios bioldgicos, Campo e
colaboradores (2017) mostraram que 0s anticorpos gerados pela imunizagdo com o
glicopeptideo mimético PGalNAc-Ser/Thr apresentaram maior capacidade de
reconhecer células tumorais MCF-7. Em comparagdo com o antigeno aGalNAc-
Ser/Thr, o isbmero BGalNAc-Ser/Thr apresenta-se como um antigeno promissor e de
elevada imunogenicidade capaz de ser usado como ferramenta na obtencao de novas

abordagens terapéuticas no cancer.
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Figura 10 - Representacdo esquematica da estrutura quimica do glicopeptideo
sintético relacionado a mucina tumoral MUCL1.

A figura ilustra a estrutura quimica do glicopeptideo sintético mimético de MUCL1
tumoral com a cadeia R lateral em conformagédo B destacada. A molécula esta
conjugada a proteina BSA. Adaptado de Campo et al., 2017.

26



3.2.Biblioteca de fragmentos de anticorpos

A biblioteca de fragmentos de anticorpos recombinantes humanos IgG/IgM foi

fornecida pela pesquisadora profa. Dra. Andréa Queiroz Maranhao e pelo pesquisador
prof. Dr. Marcelo de Macedo Brigido do Laboratério de Imunologia Molecular da
Universidade de Brasilia (UnB). Esta biblioteca foi construida por Dantas-Barbosa;
Brigido; Maranhao, (2005) a partir da extracdo do RNA mensageiro de células B de

pacientes acometidos por osteosarcoma. O mRNA foi utilizado como molde para

construcdo de uma biblioteca de cDNA, seguido de amplificagcdo dos genes de

dominio leve variavel (VL), leve constante (CL), pesado variavel (VH) e pesado
constante 1 (CH1), os quais foram rearranjados por PCR overlapping para

remontagem das sequéncias Fabs. As sequéncias génicas que codificam para a

sequéncia dos Fabs foram clonadas em plasmideo (fagomideo) pComb3X (figura 11).

Fab display

Thelper phage
Tmale E.coli
ompA pel B amber | Gene il
9L Vo | C |BH Vi | Cut [Helna] amber (aa230-406)| ™
Sacl Xbal Xhol Spel Nhel
sfi) Shil

Figura 11 - Esquema ilustrativo do sitio de clonagem do vetor pComb3X.

A figura ilustra a regido de clonagem da sequéncia codificadora do Fab no
fagomideo pComb3x e a expressao na superficie do bacteriéfago por auxilio do

fago helper. Retirado de Barbas et al., 2001.
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3.3.Preparo do fago auxiliar VCSM13
(Adaptado de BARBAS et al., 2001)

Uma vez que fagomideos carecem dos genes necessarios para a montagem e
replicacdo da particula viral, bibliotecas de Phage Display clonadas nestes tipos de
vetores requerem a adicdo de um fago auxiliar (helper). Além de um gene marcador
de selecdo de resisténcia a canamicina, o fago helper contém todos os genes
codificam para a formacdo de um bacteriéfago filamentoso. Assim, a co-infeccéo de
bacteriéfagos recombinantes, portadores de fagomideos, e de fagos helper garante a
reproducdo de novas particulas virais recombinantes que encapsulam
preferencialmente o fagomideo. Isso ocorre porque a cadeia simples de DNA
originada pelo helper possui mutagbes que dificultam o seu encapsulamento
(BRIGIDO; MARANHAO, 2002).

i. Para o procedimento de preparo do fago helper, foi inoculada uma col6nia
isolada de E. coli da cepa XL1-Blue em 5mL de meio SB contendo tetraciclina numa
concentracéo final de 10 pg/mL e incubada sob agitacéo a 250 rpm, 37°C durante a
noite. Apés, 20uL do pré inéculo foram diluidos em 5mL de meio SB contendo
tetraciclina 10 pg/mL e esta cultura foi mantida sob agitacdo. Quando a densidade
optica (O.D.soonm) atingiu o valor de 0.8, foram infectados 100uL desta com 2uL de
fago helper estoque diluido nas ordens 10, 107 e 10®, seguido de incubacdo a
temperatura ambiente por 15 minutos. Apds, 50uL de cada preparacdo foram
adicionados em meio LB top-agar liquefeito. A mistura foi realizada por inverséo, o
conteudo despejado sobre placas de LB-agar e estas foram incubadas a 37°C durante
a noite. No dia seguinte, foi possivel observar as placas de lise, colénias de bactérias
com retardo no crescimento devido a infec¢do pelo fago auxiliar.

ii. Em um tubo falcon de 50mL contendo 10mL de meio SB e tetraciclina 10
pg/mL, foram inoculados 40uL de um pré indculo de XL1-Blue o qual foi mantido sob
agitacdo a 37°C até atingir OD 0.8 — 1.0. Com o auxilio de uma ponteira estéril, foi
transferida uma placa de lise para esta cultura a qual foi mantida sob as mesmas
condi¢cbes de cultivo por mais duas horas. Posteriormente, a cultura infectada foi

transferida para um elerlenmeyer de 2L, sendo acrescida de mais 500mL de meio SB
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pré aquecido e 70 pg/mL de antibiético canamicina e cultivada a 37°C, 250rpm durante
a noite.

iii. No dia seguinte, a cultura foi transferida para tubos de 50mL de centrifugada
a 2500xg por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e incubados
a 70°C por 20 minutos a fim de eliminar bactérias residuais ainda presentes. Em
seguida o material foi novamente centrifugado a 2500xg por 15 minutos e o
sobrenadante foi transferido para novos tubos e estocado a 4°C.

Determinagdo do titulo: 2uL de diluicdes da ordem 107, 102 e 10° do fago
produzido foram utilizados para infectar 100uL de uma cultura de E. coli XL1Blue
0O.D.s0onm 0.8. Esta suspensao foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos e,
posteriormente, 50uL de cada preparacdo foram adicionados em meio LB top-agar
liquefeito. A mistura foi realizada por inversdo, o conteido despejado sobre placas de
LB-agar e estas foram incubadas a 37°C durante a noite. O titulo foi calculado a partir

da contagem do numero médio de placas de lise multiplicado pela diluicdo do fago.

3.4.Preparo de células eletrocompetentes
(Adaptado de Barbas et al., 2001 e Maranh&o, 2003)

i. Para o preparo do pré-inéculo, uma colbnia isolada de bactéria E. coli XL1-
Blue foi inoculada em meio SB com 10 pg/mL de tetraciclina e cultivada durante a
noite a 37°C sob agitacdo de 250 rpm. No dia seguinte, 4mL do pré in6culo foram
diluidos em 1L de SB acrescido de 5mL da solu¢éo estoque de glicose 2mol/L e 5mL
da solucao estoque de Mg 2mol/L, sendo este volume dividido em 4 erlenmeyers de
1L e cultivado a 250rpm, 37°C até atingir ODsoonm 0.7 — 0.9.

ii. A cultura bacteriana foi centrifugada a 3000xg durante 20 minutos a 4°C em
tubos falcon de 50 mL. A partir desta etapa os frascos contendo o sedimento de
células foram mantidos em gelo.

iii. O sedimento bacteriano foi ressuspendido em 30-40mL de glicerol 10% (v/v)
gelado, centrifugado a 3000xg durante 20 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado,
sendo este procedimento repetido trés vezes. Por fim, as células foram
ressuspendidas em 1-2mL de glicerol 10% (v/v) gelado. Este volume foi divido em

microtubos previamente resfriados em aliquotas de 200uL, as quais foram estocadas
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no freezer -80°C e utilizadas na eletroporacdo e nos preparos de pré-indculo nos
experimentos de selecéo.

3.5. Transformagéo bacteriana com biblioteca pComb3XSS-Fab
(Adaptado de Barbas et al., 2001)

i. Para o procedimento de transformacao por eletroporacéo, foram separados
6 microtubos com células eletrocompetentes recém preparadas. Em cinco destes foi
adicionado 1pg de DNA (Biblioteca de fragmentos de anticorpos humanos
recombinantes — pComb3XSS-Fab), enquanto que no sexto e ultimo tubo foi
adicionado 10ng de vetor pUC18 como controle positivo. O vetor pComb3XSS
apresenta resisténcia a carbenicilina. Cada mistura foi adicionada em cubetas BioRad
0.2mm previamente resfriadas e submetidas a eletroporagcdo nas seguintes
condigdes: 2,5 kV de voltagem, 25uF de capacitancia e 200Q de resisténcia.

ii. Imediatamente apos cada choque, a cubeta foi lavada com 3mL de meio
SOC. Os 15mL totais de transformagcdo com a biblioteca, bem como os 3mL de
transformacao com o vetor pUC18 foram incubados sob agitacéo por 1 hora a 37°C.

iii. Para calcular a eficiéncia do processo de transformacao foram plagueados
100pL, 10pL e 1uL da suspensdo bacteriana transformada em placas de LB agar-
carbenicilina.

iv. Foram adicionados a cultura 10mL de meio SB pré aquecido e
suplementado com 20 pug/mL de carbenicilina e 20 pg/mL de tetraciclina. A cultura
ficou sob agitacdo de 250rpm a 37°C por 1 hora e em seguida foi adicionada mais
carbenicilina para uma concentracdo final de 50 pug/mL, sendo a cultura mantida por
mais uma hora nas mesmas condic¢des de incubacéo.

v. Os 15mL de cultura foram transferidos para um erlenmeyer de 1L contendo
meio SB pré aquecido para um volume final de 200mL, 50 mg/mL de carbenicilina, 10
pug/mL de tetraciclina e 1% de glicose. Foram adicionados também 2mL de fago
auxiliar VCSM13 (1x10*2 pfu/mL) e a cultura foi incubada sob agitacédo a 300rpm, 37°C
por 2 horas. Logo apos, foi adicionado antibidtico canamicina numa concentracéo final

de 70 pg/mL, seguido de agitacéo durante a noite sob as mesmas condicdes.
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vi. A cultura cultivada durante a noite foi centrifugada a 6000xg por 15 minutos
a 4°C e o sobrenadante foi transferido para novos tubos. Nesta etapa o sedimento
bacteriano foi guardado para futuras extracdes plasmidiais. Os fagos presente no
sobrenadante foram precipitados pela adi¢cdo de 4% (p/v) de PEG 8000 e 3% (p/v) de
NaCl, sendo esta mistura, apos dissolvida, incubada em gelo por 30 minutos.

vii. Em seguida, a suspenséo de fagos e sais precipitantes foi centrifugada a
6200xg a 4°C durante 40 minutos, o sobrenadante foi descartado, e os tubos foram
deixados invertidos por 10 minutos sobre papel toalha a fim de garantir a secagem do
sedimento com as particulas virais.

viii. Por fim, as particulas foram coletados por ressuspensao do sedimento com
2mL de TBS-BSA 1% (p/v). O volume foi transferido para microtubos e centrifugado
em velocidade maxima de microcentrifuga a 4°C por 5 minutos para remoc¢ao de
quaisquer residuos bacterianos. O sobrenadante foi transferido para novo microtubo
e armazenado a 4°C em azida sodica 0,02%.

3.6.Panning - Selecéo da biblioteca de Fabs frente aos antigenos de interesse
(Adaptado de Barbas et al., 2001)

Uma vez que a biblioteca esta expressa na superficie dos fagos, pode-se dar
inicio ao processo de selecdo dos Fabs contra o antigeno de interesse. Recomenda-
se que a selecao seja realizada no mesmo dia de preparo das particulas virais. Neste

trabalho, foram realizados 5 rounds de sele¢édo de acordo com o protocolo abaixo.

i. Para imobilizacdo do antigeno (sensibilizacdo), foram adicionados 5ug de
massa do antigeno de interesse diluidos em 25uL de TBS-1X em dois poc¢os de uma
placa MaxiSorp® Nunc de 96 pocos. A placa foi selada e mantida na estufa a 37°C
por 1 hora.

ii. A solucdo de sensibilizacdo foi removida e a pogos foram bloqueados com
100pL de TBS-BSA 3% (p/v). A placa foi selada e mantida na estufa a 37°C por 1 hora.

iii. Neste intervalo, foi preparado um inoculo contendo 5mL de meio SB, 10

pmg/mL de tetraciclina, glicose 1% (v/iv) e 5uL de células E. coli XL1-Blue
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eletrocompetentes, para ser utilizado no passo vii deste protocolo. Esta cultura foi
incubada a 37°C sob agitacédo a 250 rpm até atingir ODeoonm 0.8 — 1.0.

iv. Apos o bloqueio, esta solucéo foi removida e foram adicionados 100uL da
solucdo de fagos recombinantes (particulas virais expressando a biblioteca de
fragmentos de anticorpos preparada na etapa anterior). A placa foi selada e mantida
na estufa a 37°C por 2 horas.

v. Para o processo de selecéo, a solucdo de fagos foi removida e os pocos
foram lavados com TBS-Tween 0,5% de acordo com 0s seguintes parametros:
- adicao de 150pL de solugcéo TBS-Tween;
- pipetagem vigorosa dez vezes up/down;
- intervalo de 5 minutos com esta solu¢ao no poco;
- descarte da solucéo e repeticdo do processo mais 4 vezes.

vi. ApOs as lavagens, as particulas virais recombinantes de maior afinidade ao
antigeno foram recuperadas/eluidas pela adicdo de 50uL de tampé&o &cido (Glicina
HCI 100mM, pH 2.2) por 10 minutos. Posteriormente o volume foi recuperado com o
auxilio de uma pipeta e adicionado em um microtubo previamente preparado contendo
solucéo neutralizante (Tris-base 2M). O volume de 3pL de solugéo neutralizante a ser
utilizado foi estabelecido com base no pH neutro revelado por uma fita indicadora de
pH (Merck).

vii. Cinquenta microlitros dos fagos obtidos no passo anterior foram utilizados
para infectar, durante 15 minutos a temperatura ambiente, 2mL de células XL1-Blue
(ODsoonm 0.8 — 1.0) preparadas no passo iii.

OBS: Nesta etapa, foram reservados 100uL da infeccdo para serem utilizadas na
titulacao output.

viii. Apds o periodo de infeccdo, os 2mL de cultura foram acrescidos de 6mL
de SB pré aquecido, 10 ug/mL de tetraciclina e 20 pg/mL de carbenicilina, seguido de
1 hora de incubacdo a 37°C e 250 rpm. Posteriormente, foi adicionada mais
carbenicilina para uma concentracao final de 30 pg/mL e as mesmas condi¢gdes de
cultivo.

ix. Em seguida, foi adicionado 1mL de fago auxiliar VCSM13 (10*? a 1023
pfu/mL) a cultura e este volume foi transferido para um frasco erlenmeyer de 1L.
Foram adicionados 91mL de meio SB pré aquecido, 50 pg/mL de carbenicilina, 10

png/mL de tetraciclina e glicose 1% (v/v). Esta cultura foi incubada por 2 horas a 37°C
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sob agitacdo de 300 rpm e posteriormente acrescida de 70 pg/mL de canamicina.
Seguiu-se para agitacao durante a noite sob as mesmas condi¢des.

x. Na manha seguinte, a cultura foi centrifugada a 5000xg por 15 minutos a 4°C.
O sobrenadante contendo as particulas virais foi transferido para novos tubos e o
sedimento bacteriano residual foi armazenado a -20°C para futuras extracoes
plasmidiais.

xi. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e neles foram adicionados
4% (p/v) de PEG 8000 e 3% (p/v) de NaCl. Apoés a diluicdo destes agentes, o material
foi incubado em banho de gelo por 30 minutos para precipitacdo dos fagos.

xii. Posteriormente, a suspensao foi centrifugada a 6200xg por 40 minutos a
4°C e o sobrenadante foi descartado. Os tubos foram deixados invertidos sobre papel
toalha a fim de secar o sedimento contendo os fagos. Por fim, as particulas foram
coletadas utilizando-se 2mL de TBS-BSA 1% (p/v) para lavar as paredes do tubos e
ressuspender o sedimento. Este volume foi transferido para microtubos e centrifugado
em velocidade maxima de microcentrifuga a 4°C por 5 minutos para remoc¢ao de
quaisquer residuos bacterianos. As particulas virais foram transferidas para novo
microtubo e armazenadas a 4°C em azida sodica 0,02%.

Os fagos recombinantes recuperados representam a populacdo de fagos
selecionados durante o primeiro round. Este material serd usado para uma
consecutiva selecdo, o round 2, de forma a enriquecer cada vez mais aquelas
particulas virais de maior afinidade ao antigeno de interesse.

A figura 12 a seguir ilustra um esquema simplificado da metodologia de selecéo

(panning) de fagos frente a determinados antigenos:
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Figura 12 - Representacdo esquemética da selecdo de fagos frente a
antigenos imobilizados.

A figura ilustra o sistema de sele¢éo por panning passo a passo, iniciando pela
imobilizacdo do antigeno. Posteriormente é adicionada a biblioteca de
fragmentos de anticorpos; lavagens para remocdo dos ligantes de menor
afinidade e recuperacdo dos ligantes de alta afinidade. Por fim, estes séo
amplificados biologicamente por infecgdo em E. coli e utilizados em consecutivos
rounds de selecao. Ao final, é realizado sequenciamento para analise dos clones

enriquecidos. Adaptado de www.neb.com.

3.7.Titulacao input e output
(Adaptado de Barbas et al., 2001)

Input

E realizada com a suspenséo de particulas virais que seréa adicionada na placa
de selecéao, portanto trata-se do “titulo de entrada”.

- Foram preparadas diluicées da ordem 108, 10° e 10-1° da mesma suspenséo
de fagos recombinantes (ndo selecionados) que foi adicionada na placa de 96
pocos do passo iv do item anterior (Panning - Selecao da biblioteca de Fabs

frente aos antigenos de interesse);
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- Infectou-se 200pL de células XL1-Blue (O.D.soonm 0.8 — 1.0) com 2uL de cada
uma das diluicdes, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 15
minutos;

- Por fim, foram plaqueados 100uL cada uma destas diluicbes em placas de LB
agar suplementado com 50 pg/mL de carbenicilina e 1% de glicose (v/v).
Incubacao em estufa a 37°C durante a noite.

Output

E realizado com os 100pL de infeccdo reservados no passo vii do item anterior
(Panning - Selecéo da biblioteca de Fabs frente aos antigenos de interesse),
sendo portanto as particulas virais recuperadas apés a selecéo na placa. Trata-
se do “titulo de saida”.

- Foram preparadas diluicGes da ordem 107, 102 e 102 da suspensdo de
células infectadas reservadas;

- Entdo, foram plaqueados 100uL de cada uma destas diluicbes em placas de
LB &gar suplementado com 50 pg/mL de carbenicilina e 1% de glicose (v/v).
Incubacdo em estufa a 37°C durante a noite.

O valor dos titulos é calculado multiplicando-se o nimero médio de colbnias

obtidas pela diluicdo e pelo volume da infeccéo.

3.8.Preparo do DNA para sequenciamento

Conforme mencionado no protocolo de panning, o sedimento bacteriano

referente a cada round de selecdo e amplificacdo das particulas virais foi armazenado

a -20°C. A partir deste material, foi realizada a extragcdo de DNA (fagomideo), o qual

foi utilizado como molde nas rea¢des de PCR para obtencao dos amplicons referentes

aos dominios VL e VH dos fragmentos de anticorpos humanos recombinantes.

Os sedimentos bacterianos foram ressuspendidos em meio LB e seguiu-se

para a extracdo de DNA utilizando-se um kit de Miniprep conforme as orienta¢des do

fabricante.
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Para as reacbes de polimerase em cadeia (PCR) foram utilizados

oligonucleotideos (primers) especificos desenhados para as regides flanqueadoras e

candnicas das cadeias VL e VH do Fab de imunoglobulinas humana (tabela 01).

Tabela 1 - Oligonucleotideos especificos para as regifes candnicas flanqueadoras dos
dominios VL e VH dos genes de Fab de imunoglobulinas humanas

Oligonucleotideo

Abrangéncia

Sequéncia

5" Fd_overlap (LeadVH)

3'VH_rev
(HFab_VHJ_parc)

5'V Kappa (HSCK)

3' V Kappa rev (HCK5-
B)

Amplificagéo a partir
da regiao 5’ do VH
Amplificacé@o a partir
da regiao 3’ do VH
Amplificacéo a partir
da regiao 5 do VL
Amplificagéo a partir
da regiao 3’ do VL

5 GCTGCCCAACCAGCCATGGCC &

5 CGATGGGCCCTTGGTGGAGGC 3

5 GGGCCCAGGCGGCCGAGCTC &

5 AAGACAGATGGTGCAGCCACAGT 3

As reacoes de PCR para obtencéo dos fragmentos VH e VL foram realizadas

separadamente utilizando como molde o produto de miniprep referente a cada round

de selecéo. Para esta reacao foi utilizada a enzima taq DNA polimerase, seguindo as

indicacdes do fabricante. A reacdo esta apresentada na tabela 02:

Tabela 2 - Componentes da reacdo de PCR para amplificacdo dos dominios VL e VH do
Fab de imunoglobulinas humanas

Reagente Concentracgao final | Volume (uL)
DNA 20-50 ng (Variavel)
Buffer 5X 1X 10

MgCl2 (25mM) 1mM 2

dNTP (10mM) 0,2mM 1
Oligonucleotideo Forward 5’ (10 uM) 0,2mM 1
Oligonucleotideo Reverse 3’ (10 uM) 0,2mM 1

Tag DNA polimerase 1,25U 0,25

H20 g.s.p. 50
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Os parametros de termociclagem foram definidos de acordo com as

temperaturas de anelamento dos primers, sendo apresentadas na tabela 03 a seguir:

Tabela 3 - Par@metros de termociclagem para amplificacdo dos dominios VL e VH do
Fab de imunoglobulinas humanas

Passo Temperatura (°C) Tempo (min)

95
95

2

1 Repetir os passos 2,3 e 4
65 1 trinta vezes

1

5

72
72
4 Hold

O O A WN B

Ao final de cada reacédo de PCR, todo o volume desta era aplicado em gel de
agarose 0,8%, utilizando tampao de amostra para visualizagéo da corrida do DNA no
gel. A eletroforese foi conduzida em tampéao de corrida TAE 1X, a 40V, em
temperatura ambiente. Para visualizacdo do DNA, foi utilizado um sistema de
fotodocumentacédo PhotoDoc-It™ (UVP). A banda e interesse referente ao amplicons
foi recortada com o auxilio de um bisturi e purificada utilizando um kit illustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), conforme as orientacdes do
fabricante.

3.9.Sequenciamento de nova geragdo (NGS — Next generation sequencing)

Os métodos de sequenciamento de nova geragdo revolucionaram a pesquisa
em gendmica devido a sua capacidade de sequenciar milhdes de pequenos
fragmentos de DNA em paralelo. Cada um dos trés bilhdes de bases do genoma
humano pode ser sequenciado multiplas vezes proporcionando alta profundidade na
obtencdo de dados, o0 que permite sua utilizacdo na pesquisa e em Varias préaticas
clinicas para deteccdo de mutagles, por exemplo. Esta tecnologia trouxe grandes

contribuicbes para o Phage Display ao possibilitar que milhares de sequéncias
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provenientes do processo de sele¢éo fossem identificadas e rastreadas (BRINTON et
al., 2016). Um NGS envolve basicamente 4 passos: (l) preparacao da biblioteca de
DNA com adaptadores e index, (Il) formacao dos clusters de DNA na flow cell, (lII)
sequenciamento e (V) analise de dados conforme o objetivo do trabalho. A principio,
0 conceito por tras da tecnologia NGS é semelhante ao do sequenciamento de
Sanger: uma DNA polimerase catalisa a incorporacdo de dNTPs, marcados por uma
sonda fluorescente, numa cadeia molde durante ciclos consecutivos de sintese de
DNA. Assim, durante cada ciclo, no ponto de incorporacdo, os nucleotideos séo
identificados pela excitagdo de fluoréforo (BEHJATI; TARPEY, 2013; ILLUMINA,
2015).

Os amplicons referentes as sequencias codificadoras dos Fabs, obtidos nas
etapas de preparo do DNA, foram submetidos a sequenciamento NGS na plataforma
lllumina Miseq, utilizando o kit de sequenciamento MiSeq® Reagent Kit v3 (2x300
ciclos). O preparo da biblioteca de sequéncias foi realizado utilizando-se
oligonucleotideos com sequéncias complementares as das regifes candnincas de
imunoglobulinas (presentes nas extremidades dos amplicons obtidos por PCR)
acrescido de pares de base complementares ao dos adaptadores da flow cell do
sistema lllumina. Em destaque estdo as sequéncias complementares a dos

adaptadores so sistema:

e Forward VH:
5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCTGCCCAACCAGCC
ATGGCC

e Reverse VH:
5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGCGATGGGCCCTT
GGTGGAGGC

e Forward VL:
5TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGGGCCCAGGCGGCC
GAGCTC
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e Reverse VL:
5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGAAGACAGATGGTGC
AGCCACAGT

O trabalho de sequenciamento foi realizado pelo Laboratério de Genética

Molecular e Bioinformatica do Centro Regional de Hemoterapia de Ribeirdo Preto.

3.10. Anédlise do sequenciamento e selecdo das cadeias leves e pesadas de

imunoglobulinas

Os dados gerados pelo NGS foram analisados na plataforma ATTILA
(AutomaTed Tool For Immunoglobulin Analysis) desenvolvida no Laboratorio de
Bioinformética da Universidade de Brasilia (http://attila.computationalbio.org/). Esta
plataforma é capaz de identificar, discriminar e analisar sequéncias que codificam para
as cadeias leve e pesada de imunoglobulinas humanas baseando-se na distancia
entre residuos de aminoacidos candnicos destas moléculas. Comparando os dados
correspondentes aos rounds inicial e final do processo de selecdo, o programa reporta
0S maiores enriquecimentos de sequéncias (denominadas candidatas), sugerindo
aquelas que possivelmente tem a maior afinidade pelo antigeno. Para fins didaticos,

0 processo de enriguecimento esta exemplificado na figura 13 a seguir:

“Round 0” Round 2 Round 4

Figura 13 - Representacdo esquematica do processo de
enriquecimento que ocorre durante o panning.

A populacéo de clones de maior afinidade, representado pela
cor verde, é numericamente enriquecido durante o processo de
selecéo.

A plataforma ATTILA é capaz de fornecer a analise dos clones VH e VL que

sofreram maior enriquecimento, a codificacdo destes em aminoéacidos, as regides
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determinantes de complementariedade (CDRSs) 1, 2 e 3 bem como as frameworks 1,
2 e 3. A partir da observacdes dos clones que apresentaram maior enriquecimento,
foram selecionados dois VHs e um VL contra cada antigeno, totalizando dois clones
reativos para a-DG e dois clones reativos para MUC-1.

Utilizando a ferramenta Backtranseq (http://www.bioinformatics.nl/emboss-
explorer/) os aminoacidos foram retrocodificados em nucleotideos com base no codon
usage <Eeco_h.cut> para otimizacdo de codon e expressdo em células E. coli. A
seguir, com o auxilio da plataforma BioEdit®, foram identificados e removidos os
possiveis sitios de restricdo existentes dentro das sequéncias VH’s e VL’s. A fim de
se garantir a qualidade e integridade da sequéncia, foram identificadas todas as
CDR’s 1, 2 e 3 de VH e VL conforme a definigdo de Kabat e as sequéncias foram
submetidas a alinhamento na ferramenta IGBLAST

(https://www.ncbi.nim.nih.gov/igblast/igblast.cgi).

3.11. Estratégia de clonagem do scFv em vetor de expressao

Unidades scFv séo estruturas simples que nao necessitam de modificacdes pés
traducionais, sendo ideais para expressdo em sistema procarioto (E. coli). A
construcdo destes fragmentos deve ser elaborada de forma que o dominio VH, na
extremidade amino-terminal esteja conectado ao dominio VL carboxi-terminal. O
peptideo conector destas unidades € uma cadeia polipeptidica flexivel composta por
quatro glicinas e uma serina repetidas trés vezes (GGGGS)3 (GOULART et al., 2015).

As sequéncias escolhidas codificadoras so scFv foram sintetizadas em vetor
de expressdo pET-29a(+) entre os sitios de restricdo Nde | e Xho | pela empresa
Biomatik. Este vetor possui uma HisTag (His)s que fusiona-se na porcao carboxi-
terminal da proteina recombinante, sendo esta uma estratégia de purificagcdo com
base em cromatografia IMAC (do inglés Immobilized metal affinity chromatography)
por niquel. Além disso, foi adicionado na extremidade carboxi-terminal um tag sintético
FLAG (DYKDDDDK) de purificacdo e detecgdo. A ilustragdo abaixo representa o

sistema de expressao descrito:
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flde | Xhol
.

T7 promoter primer #69348-3

PET upstream primer #69214-3 T7 promoter lac operator Xbal rbs

GGAATTGTGAGLGGA

AGATCGATCTCGATCCCGLGAAATTAATACGACTCACTATAGE GATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA

Nde SeTag Bglll  Kpnl_
TATACATATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAATTCGS \CATGGAC GATCTGGGTAC GG cc
MetLysGluThrAlcAlcAlalys WCJIJ\rgd nHisMetAspSerFProAspl cJJI«IWr eu¥o rcnr%g ySer
Fag| ) thrombin
Neol EcoRV BamHIEcoR\ Q'i I Safl andl\l N H X .

GCTGCTAACAAAGCCC pET-29a(+)
ysknd

ATGGCTGATATCGGATCCGAA

MetAladspl = ? rof

.GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGE CACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28b(+)

c ACCAC AC
AlalleSerAspProfAsnSerSerSerValAsplysl CJ\\C\lC\lC CJq\J\Ibllbl\b\lbllbl\b nd

L GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT TGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAMAGCCC PET-29¢ (+}
.GlyTyrLeuTrplleArglleArghAlcProSerThrSerLeulrg FC‘\bDCTDCr‘erﬂrlﬂr‘WFlWTlWFqlJl‘Cng euLeuThrLysPro. ..

u1102 1 T7 terminator

e TCTTERGReETTITTTE b

GAAAGGAAGCTGAGT TGGCTGCTGLC) GCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAA

-
T7 terminator primer #69337-3

Figura 14 - Representagdo esquematica da estratégia de clonagem dos scFvs em
vetor pET29(a).

a) Os genes codificadores dos dominios leve e pesado serédo unidos por um peptideo
conector flexivel (GGGGGS)s, seguidos de um tag FLAG, clonados entre os sitios de
restricdo Nde | e Xho I. A causa de histidina (His)s € proveniente do proprio vetor; (b)
detalhe da regido de multipla clonagem do vetor pET29(a).

Os clones obtidos pela selecdo frente ao antigeno 29 (MUC1) foram
denominados scFv-anti29-VH1VL e scFv-anti29-VH2VL, enquanto que os clones
obtidos pela seleg¢ao frente ao antigeno 66 (a-DG) foram denominados scFv-anti66-
VH1VL e scFv-anti66-VH2VL.

As sequéncias génicas codificadoras dos fragmentos de anticorpos humanos
recombinantes obtidas neste trabalho sédo parte de um processo de patente, em curso,

€ por isso ndo serao aqui reportadas.

3.12. Expressao do fragmento de anticorpo recombinante scFv-anti29-VH1VL

em vetor pET29(a)

Os vetores pET foram originalmente desenvolvidos por Studier e colaboradores

na década de 80. Os genes clonados nestes plasmideos estdo sob controle do forte
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promotor T7, que garante uma producdo proteica equivalente a até 50% do volume
celular bacteriano. Para este sistema de expressdo, Sao necessarias cepas
bacterianas modificadas com a construcdo DE3, na qual a célula hospedeira carrega
em seu genoma uma copia do gene codificador da T7 RNA polimerase sob controle
do promotor lacUV5. A adicdo de IPTG promove a expressao desta polimerase
extremamente seletiva para seu promotor T7, levando, entdo, a altos niveis de
expressdo do gene recombinante clonado no sistema pET (NOVAGEN, 1999;
STUDIER; MOFFATT, 1986).

A expressdo do fragmento de anticorpo scFv-anti29-VH1VL foi testada em
diferentes condi¢des, variando-se cepa bacteriana de E. coli (Arctic-DE3 e BL21-DE3),
temperatura e tempo de inducdo, bem como a concentracdo de IPTG (dados néo
apresentados). Considerando o rendimento da producao, estabeleceu-se a cepa E.
coli BL21-DE3 como células hospedeira produtora, sob condi¢cdes de inducdo a 20°C
e 0,5mM de IPTG durante 16 a 18 horas.

Foram utilizados 100ng do plasmideo recombinante pET29(a)-scFv-anti29-
VH1VL para transformar células termocompetentes E. coli BL21-DE3 por choque
térmico a 42°C por 2 minutos. As células foram previamente preparadas pelo método
do cloreto de calcio descrito por Sambrook e colaboradores (2001). Ap6s o choque, a
suspensao bacteriana foi cultivada em 1mL de meio LB a 37°C durante 1 hora a 180
rpm. O volume foi concentrado para 600uL por centrifugacéo e dividido em placas de
petri contendo LB agar suplementado com 34 pug/mL de cloranfenicol e 25 pug/mL de
canamicina. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. Para o preparo
do pré indculo, uma colbénia foi inoculada em 5mL de meio LB (34 pg/mL de
cloranfenicol e 25 pg/mL de canamicina) e cultivada sob agitacdo 180rpm a 37°C por
16 horas. Posteriormente, 4mL da suspenséo cultivada foram adicionados em 1L de
meio LB autoclavado em erlenmeyer de 2L e suplementado com 34 pg/mL de
cloranfenicol e 25 pg/mL de canamicina. Este material ficou sob agitagdo de 180rpm
a 37°C até que sua densidade o6ptica (O.D. A = 600nm) atingisse valor 0.6 — 0.7 para
adicdo de 0,5mM de IPTG. A inducao da expressao proteica foi realizada a 20°C
durante 16 - 18h a 180rpm. Por fim, a cultura foi centrifugada a 5000xg durante 10
minutos a 4°C para obtencéo do sedimento bacteriano.
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3.13. Purificagdo do fragmento de anticorpo recombinante scFv-anti29-VH1VL

O planejamento do processo de purificacdo do fragmento de anticorpo
recombinante scFv-anti29-VH1VL foi baseado em cromatografia de afinidade por
niquel IMAC. Esta metodologia baseia-se na capacidade de 4 ou mais residuos de
histidina se ligarem ao niquel imobilizado, sendo altamente difundida e utilizada por
pesquisadores do mundo devido a possibilidade de purificacdo sob condicdes
desnaturantes, reutilizacdo e preco acessivel (SIGMA-ALDRICH, 2012).

Para obtencéo da proteina recombinante, o sedimento bacteriano de células
BL21-DE3 transformadas e induzidas, conforme descrito no tdpico anterior, foi
ressuspendido em tampao de lise (10 pg/mL de DNAse, 10 ug/mL de RNAse, 0,1
mg/mL de lisozima, 1mM de inibidor de protease PMSF, tampéao de lavagem HisTrap
GE qg.s.p. 10mL) suplementado com 0,5% de Triton X100 e 0,1% de glicerol. Em
seguida, as células foram submetidas a lise mecanica por sonicador (Sonics Vibracell-
VCX130- Sonics & Material Inc. New Down, CT — USA) com 7 pulsos de 20 segundos
a 40 Watts com intervalos de 40 segundos em banho de gelo. O lisado foi centrifugado
a 10.000xg por 40 minutos a 4°C para separacdo do sobrenadante soluvel e do
precipitado insoluvel.

A coluna de purificagéo (HisTrap 1mL GE Healthcare) foi equilibrada com 10
volumes de tampéo de lavagem suplementado com 0,5% de Triton X100 e 0,1% de
glicerol; em seguida foi aplicado o sobrenadante sollvel contendo os fragmentos de
anticorpos recombinantes e coletado o flow through; novamente a coluna foi lavada
com 20 volumes de tampéao de lavagem 0,5% de Triton X100 e 0,1% de glicerol. Os
fragmentos scFv-anti29-VH1VL foram eluidos com tampdo de eluicdo (imidazol
500mM) e 0,5% de Triton X100 e 0,1% de glicerol. Vale ressaltar que previamente foi
realizada eluicdo com gradiente de imidazol, entretanto a proteina de interesse nao
foi obtida em apenas uma fragéo, difundindo-se ao longo do gradiente.

A segunda fase do processo de purificagao foi realizada em cromatografia de
exclusdo molecular em uma coluna Superdex 75 (GE Healthcare). O volume proteico
obtido na etapa de cromatografia de afinidade foi divido para analise de dois
parametros cromatograficos diferentes. Na primeira analise foi utilizado um fluxo de
0,4mL/min, enquanto na segunda foi utilizado fluxo de 0,6mL/min. Em todas as etapas,

foram coletadas fragcoes de 1ml.
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3.14. Anélise eletroforética e deteccdo por Western Blot do scFv-anti29-VH1VL

recombinante

A analise eletroforética foi realizada com o intuito de avaliar as etapas de
purificacdo pelas quais a proteina recombinante foi submetida, bem como avaliar sua
massa molecular aparente.

As amostras foram preparadas sob condi¢des redutoras e desnaurantes com
tampdo de amostra 6X e aquecimento a 100°C por 10 minutos. Em seguida foram
aplicadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% e submetidas a corrente de 300
Volts (V) e 20 miliamperes (mA) por gel. O resultado pode ser analisado pela coloragéo
por Coomassie durante 2 horas.

Para realizacdo do Western Blot, apds detectar a purificacdo homogénea da
proteina recombinante, foi preparado no novo gel de acrilamida SDS-PAGE 12% para
nova corrida da proteina recombinante purificada e do lisado bacteriano solavel.
Assim, apoOs a separacado eletroforética das amostras, foi realizada a transferéncia
destas para membrana de nitrocelulose 0.22 micrémetros utilizando um sistema Bio-
Rad Trans-Blot®. O sistema de transferéncia foi montado utilizando-se duas pequenas
esponjas, quatro papéis filtro, uma membrana de nitrocelulose 0.22 micrébmetros e 0
gel pés corrida eletroforética, de forma que as proteinas, negativamente carregadas,
migrassem para o eletrodo positivo em direcdo a membrana. Os parametros utilizados
foram: 35 V, 300 mA durante 55 minutos com o sistema inserido em banho de gelo.
Posteriormente a membrana foi corada com Ponceau S para confirmacéao da eficiéncia
do sistema de transferéncia. O bloqueio da membrana foi realizado na presenca de
leite em p6 desnatado 5% diluido em TBS-Tween 0.05% (TBS-T) durante 1 horas e
30 minutos sob agitacdo. A membrana foi lavada em TBS-T e incubada com anticorpo
primario rabbit anti-FLAG a 1 pg/mL durante 16 horas sob agitacdo. Apés, a
membrana foi lavada 5 vezes com intervalos de 5 minutos com TBS-T e seguiu-se
para incubacdo com anticorpo secundario goat anti-rabbit-HRP (1:15.000) durante 50
minutos sob agitagdo. Novamente a membrana foi lavada com TBS-T nas mesmas
condicbes e revelada em filme fotografico, com exposicdo de 30 segundos, com
auxilio do kit Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (GE

Healthcare). A figura 15 abaixo ilustra o sistema de deteccdo do scFv recombinante.
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> Anticorpo secundario
/ \ goat anti-rabbit-HRP

> Anticorpo primario
/ \ rabbit anti-FLAG

scFV recombinante
imobilizado

Figura 15 - Representacdo esquemaética do sistema de imunodeteccado do

scFv recombinante.
O fragmento de anticorpo recombinante foi imobilizado em membrana de
nitrocelulose, detectado pelo tag FLAG, sendo a revelagdo realizada por

anticorpo conjugado a enzima peroxidade HRP.

45



4. RESULTADOS
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4.1. Andlise do titulo do fago auxiliar VCSM13

O titulo do fago helper foi obtido a partir da contagem do nimero médio de
placas de lise multiplicado pela diluicdo do fago. Espera-se que o titulo calculado
esteja entre 1012 e 10*3 pfu/mL. Esta preparacédo é estavel por alguns meses a 4°C,
mas seu valor tende a decair com o passar do tempo. A tabela 04 abaixo ilustra os

calculos de contagem do numero médio de placas de lise:

Tabela 4 - Titulacdo do fago auxiliar VCSM13

Diluicéo Numero de placas de lise Padronizacao
(107 822 822 x 107
(108) 110 1100 x 107
(109 11 1100 x 107
Média: 1,0 x 101°

O valor 1,0x10%° corresponde ao nimero de pfu por pL plaqueado, portanto o

titulo desta preparacéo é 1,0x10% pfu/mL.

4.2. Andlise da eficiéncia de transformacéo

A transformagdo de células E. coli XL1-Blue eletrocompetentes com o
fagomideo pComb3XSS-Fab apresentou um numero excessivo de colbnias
transformantes, sendo inviavel sua contabilizacdo para o calculo de eficiéncia de
transformacdo. Ja a transformacdo controle utilizando o vetor pUC18 gerou a

contabilizacdo demonstrada na tabela 05 a seguir:
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Tabela 5 — Andlise da eficiéncia de transformacé&o do vetor pUC18 controle

Placa Volume plaqueado | Namero coldnias Padronizacéao
01 100pL (Incontavel) -
02 10pL 5816 5816
03 1uL 635 6350
Média: 6083

A tabela indica que 10ng de vetor pUC18 deram origem a 6,1 x 10°
transformantes a partir de 10uL plaqueados. Portanto, a eficiéncia de transformacéo
foi de 6,1x107 clones/pg DNA/mL.

4.3. Selecdo da biblioteca de fragmentos de anticorpos humanos

recombinantes contra o antigeno 29 relacionado a mucina tumoral MUC1

4.3.1. Panning: enriguecimento e titulagdo dos fagos recombinantes e

especificos para o antigeno 29

A eficacia do método de selecdo (panning) € dada pelo enriguecimento de
determinados clones de fagos carreadores de Fabs, o qual pode ser monitorado pela
titulacdo input e output destes fagos recombinantes. Sera apresentada a titulacédo
representativa da titulacdo do round 1 do panning com o antigeno 29. A titulacao é
feita multiplicando-se o nimero médio de colbnias obtidas pela diluicédo e pelo volume
da infeccdo, com exemplificado nas tabela 06 e 07 e nos respectivos calculos abaixo.

Tabela 6 - Titulacao input referente ao round 1 de selecao contra o antigeno 29

Diluicao Volume plaqueado N colbnias Padronizacéao

108 100pL 687 687x108

10° 100pL 53 530x108

1010 100uL 7 700x108
Média: 639x108
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Assim: 639x108 ----- 100pL plaqueados
X —-mee- 200pL (volume infeccao)
X =1,278x1011

Tabela 7 - Titulacdo ouput referente ao round 1 de sele¢do contra o antigeno 29

Diluicao Volume plaqueado N colbnias Padronizacéao

101 100pL Incontavel -

102 100puL 2056 2056x10?

103 100puL 306 3060x10?
Média: 2608x102

Média: 2608x10? ----- 100uL
X -mmem- 2000pL (volume infeccao)
X =5,216x108

ApOs os eventos de titulacdo, os dados sao resumidos em uma Unica tabela na
qual é calculada, também, a razado do titulo input dividido pelo output. Esta raz&o indica
aproximadamente o nimero de fagos removidos (de menor afinidade) para cada fago
nao removido (ligante de maior afinidade) em cada round.

A tabela 08 abaixo resume os resultados de titulagdo do panning realizado para

0 antigeno 29.

Tabela 8 - Titulagao dos fagos selecionados para o antigeno 29

NUmero de _

Round Input Output Razao in/out
lavagens

1 5 1,28x1011 5,22x1068 2,45x10%

2 10 7,90x1010 1,49x10° 5,30x10°

3 15 11,41x10%° 1,53x10° 9,21x10%

4 15 1,10x10%0 9,20x10% 1,20x103

5 15 5,95x1010 4,39x10% 1,35x106
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4.3.2. Preparo do DNA para sequenciamento (Antigeno 29)

O DNA plasmidial das células infectadas nos rounds 0, 1, 2, 3, 4 e 5 foi extraido
(figura 16) e utilizado para confirmar a existéncia das sequéncias referentes aos
dominios VH (figura 17) e VL (figura 18) por reacdo de polimerase em cadeia (PCR).
Apds, a banda de interesse foi recortada com o auxilio de um bisturi, purificada com

kit Illustra GFX (figura 19) e enviada para as etapas de sequenciamento.

MM RO R3 R4 MM R1 R2 R5

Figura 16 - Analise eletroforética das extragcfes plasmidiais
das células utilizadas no panning contra o antigeno 29.
ExtracOes plasmidiais em gel de agarose 0,8%. MM: marcador
molecular Invitrogen 1kb Plus; Rn extragcdo plasmidial referente
ao round n.

RO R1 R2 R3 R4 R5

MM [1 2 3114 S 61!7 8_ 9l [10 11 12!131415111617181C+C-

N

400pb

Figura 17 - Andlise eletroforética das reacfes de PCR para confirmacdo dos
dominios VH selecionados para o antigeno 29 ao longo do processo de panning.
Reacédo de PCR para confirmacédo dos dominios VH aplicada em gel de agarose 0,8%.
MM: marcador molecular Invitrogen 1kb Plus. Rn corresponde ao round n de sele¢éo. C+:
controle positivo das reacdes, utilizando como molde o DNA original da biblioteca
pComb3X-Fab. C-: controle negativo geral da reacdo de PCR padrdo sem DNA molde.
As lanes 1, 4, 7, 10, 13 e 16 correspondem a reacdes de PCR padrdo para amplificacao
do dominio VH; aslanes 2, 5, 8, 11, 14 e 17 correspondem a reagéao de controle de primers
utilizando apenas o primer reverse; as lanes 3, 6, 9, 12, 15 e 18 correspondem a reagdo
de controle de primers utilizando apenas o primer forward.
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RO R1 R2 R3 R4 R5
! | | | |

| | | | \
MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12131415[1617 181C+C-

Figura 18 - Analise eletroforética das reagdes de PCR para confirmacdo dos
dominios VL selecionados para o antigeno 29 ao longo do processo de panning.

Reacédo de PCR para confirmacao dos dominios VL aplicada em gel de agarose 0,8%.
MM: marcador molecular Invitrogen 1kb Plus. Rn corresponde ao round n de selecao.
C+: controle positivo das reacdes utilizando como molde o DNA original da biblioteca
pComb3X-Fab. C-: controle negativo geral da reacdo de PCR padrdo sem DNA molde.
As lanes 1, 4,7, 10, 13 e 16 correspondem a reacdes de PCR padréo para amplificagéo
do dominio VH; as lanes 2, 5, 8, 11, 14 e 17 correspondem a reacgdo de controle de
primers utilizando apenas o primer reverse; as lanes 3, 6, 9, 12, 15 e 18 correspondem
a reacao de controle de primers utilizando apenas o primer forward.

VH VL

! |
MM RO R1 R2 R3 R4 R5 RO R1 R2 R3 R4 R5

Figura 19 - Anédlise eletroforética dos produtos de PCR referentes aos
dominios VH e VL selecionados para o antigeno 29 purificados.

Produtos de PCR purificados referentes aos dominios VH e VL aplicados em gel
de agarose 0,8%. MM: marcador molecular Invitrogen 1kb Plus; Rn: round n de

selecéo.

4.3.3. Andlise do resultado do sequenciamento (Antigeno 29)

A andlise do sequenciamento das regides VH e VL dos fragmentos de

anticorpos selecionados por Phage Display foi realizada na plataforma ATTILA. Os
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graficos e tabelas gerados fornecem informagfes a cerca do enriquecimento que
determinadas sequéncias sofreram do round 0 até o round 4 final, fatores estatisticos
de confiabilidade (p-value, InfIC e SuplC) (dados ndo amostrados) e a identidade das
sequéncias selecionadas com sequéncias de germlines de imunoglobulinas humanas
de bancos de dados.

As tabelas 09 e 10 abaixo ilustram os dados de enriquecimentos das
sequéncias candidatas para o antigeno 29 relacionado a MUC1. Destacado em

pontilhado, estdo os clones escolhidos para a continuidade do trabalho.

Tabela 9 - Clones candidatos para dominio VH especifico para o antigeno 29: comparacéo de
enriguecimento do round 0 x round 4

Sequéncia Enriquecimento Germline Igs Identidade (%)
,r1° 9182,74 VH1-46 87,755 :
2 42129 VHe-34 90816 1

3° 7383,20 VH3-53 85,263
40 5593,53 VH4-34 78,571
50 3266,08 VH1-69 71,429
6° 2062,91 VH1-46 100
7° 1194,47 VH3-15 87,879
8° 733,27 VH3-11 84,694
9o 490,78 VH4-34 93,878

Tabela 10 - Clones candidatos para dominio VL especifico para o antigeno 29: comparacéao de
enriguecimento do round 0 x round 4

Sequéncia Enriquecimento Germline Igs Identidade (%)

110 683,73 V1-3 56,383 I
20 T 33760 v2-17 83261 i
3° 266,98 V1-13 55,319

40 242,79 V1-19 55,172

50 237,03 V1-7 51,613

6° 209,67 V2-17 53,846

7° 191,62 V1-13 55,319

8° 177,13 V2-6 50

9o 161,00 V1-13 55,789
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Desta forma, foram planejados dois clones de scFv especificos para o antigeno
29: (1) o primeiro clone, constituido pela sequéncia candidata 1 VH mais a sequéncia
candidata VL, formando o scFv-anti29-VH1VL e (Il) scFv-anti29-VH2VL constituido
pela sequéncia candidata 2 de VH mais VL.

A plataforma ATTILA forneceu as sequéncias selecionadas de dominios VH e
VL na forma de aminoéacidos. Estas sequéncias formam retrotraduzidas em pares de
base, sendo sua identidade confirmada pela detecgdo de CDR’S e alinhamento
(IGBLAST TOOL). Por fim, sintetizadas e clonadas em vetor pET-29(a) para a

expressao proteica na forma de scFvs.

4.3.4. Expressao e purificacdo do fragmento de anticorpo recombinante scFv-
anti29-VH1VL

A expressao e purificacdo por cromatografia de afinidade baseada em IMAC
(HisTrap — Niquel) da proteina recombinante foi analisada em SDS-PAGE 12%,

conforme ilustrado na figura 20 a seguir:

Extrato bacteriano bruto -
Material ligado

Insoluvei:SquveI ao niquel
(kDa) |
——
100 =
60 <
45 =
~——a
g
-y
30 v B «— 28 kDa
20 T

Figura 20 - SDS-PAGE do extrato bacteriano bruto e do material ligado a
resina de Ni.

O extrato bruto (materiais insoluvel e soluvel - 7,5uL cada) e o material eluido
do Ni (7,5 pL) foram aplicados em gel 12% com tamp&o de amostra contendo 2-
ME. O perfil eletroforético mostra que o scFv recombinante é produzido na forma
solavel. A seta indica o peso molecular preditivo do scFv purificado. MM
corresponde ao marcador de peso molecular Sigma ColorBurst ™.
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Para se obter uma preparacdo homogénea de scFv, o material ligado ao Ni foi
aplicado em coluna de exclusdo molecular (Superdex 75). O pico proteico principal foi
concentrada em Amicon 3000MW, filtrado em filtro 0.22um para esterilizagado e
submetido a analise SDS-PAGE, revelando uma unica banda com peso molecular
aparente em torno de 28 kDa (Figura 22a). Uma vez que o scFv contém uma marca
de deteccdo (FLAG), a preparacdo homogénea desta proteina recombinante e do
material solUvel (extrato bacteriano bruto) foram analisadas por Western Blot
utilizando um anticorpo anti-FLAG. Conforme indicado na Figura 22b, uma banda
proteica aproximadamente 28 kDa foi detectada em ambas as amostras, confirmando
os dados da figura 22a e o peso molecular predito scFv de acordo com a plataforma

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/).

Extrato
SC:.FV bacteriano scFv
MM  purificado MM  soluvel purificado
(kDa) (kDa)
100 — 60 —
60 — 45 —
45 — |
30 — {
G * W ~28kDa
20 —
30 —
W «— ~28 kDa
20 — - .
. .. o

Figura 21 - Analise do perfil de purificacdo e imunodetec¢cdo da molécula scFv-
anti29-VH1VL por SDS-PAGE e Western Blot.

a) Perfil eletroforético do scFv recombinante purificado por cromatografia de afinidade
e gel filtracdo em gel em gel SDS-PAGE 12%. b) Andlise de Western Blot da fracéo
soluvel e do scFv purificado usando o anticorpo anti-FLAG. A seta indica o peso
molecular aparente do scFv recombinante. MM corresponde ao marcador de peso
molecular Sigma ColorBurst ™.
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4.4. Selecao da biblioteca de fragmentos de anticorpos recombinantes
humanos contra o antigeno 66 relacionado a a-DG

4.4.1. Panning: Enriquecimento e titulacdo dos fagos recombinantes e

especificos para o antigeno 66

A eficacia do método de selecdo (panning) é dada pelo enriquecimento de
determinados clones de fagos carreadores de Fabs, o qual pode ser monitorado e
evidenciado pela titulacdo input e output destes fagos recombinantes e pela razéo
entre estes valores. A tabela 11 abaixo resume os resultados de titulacdo do panning

realizado para o antigeno 29.

Tabela 11 - Titulacdo dos fagos selecionados para o antigeno 66

Numero de . .

Round Input Output Razao in/out
lavagens

1 5 6,69x101° 4,5x10° 1,48x104

2 10 6,3x10° 6,02x10° 1,04x104

3 15 1,05x101° 3,8x103 2,7x10°

4 15 8x108 3,7x103 2,1x10°

5 15 5x10° 2x10? 2,5x107

4.4.2. Preparo do DNA para sequenciamento (Antigeno 66)

O DNA plasmidial das células infectadas nos rounds 0, 1, 2, 3, 4 e 5 foi extraido
(figura 22) e utilizado para confirmar a existéncia das sequéncias referentes aos
dominios VH (figura 23) e VL (figura 24) por PCR. Posteriormente, a banda de

interesse foi recortada, purificada (figura 25) e enviada para sequenciamento.
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Figura 22 - Andlise eletroforética das extracdes
plasmidiais das células utilizadas no panning
contra o antigeno 66.

ExtracOes plasmidiais em gel de agarose 0,8%. MM:
marcador molecular Invitrogen 1kb Plus; Rn
extracdo plasmidial do round n.

RO R1 R2
[ | [ |
MM 1 ‘ 2 3 4 5 é 7 8 9 C+ C-

Figura 23 - Andlise eletroforética das reac6es de PCR para confirmacdo dos dominios
VH selecionados para o antigeno 66 ao longo do processo de panning.

Reacédo de PCR para confirmacdo dos dominios VH aplicada em gel de agarose 0,8%. MM:
marcador molecular Invitrogen 1kb Plus. Rn corresponde ao round n de selegdo. C+:
controle positivo das reagdes utilizando como molde o DNA original da biblioteca pComb3X-
Fab. C-: controle negativo geral da reacdo de FCR padrdo sem DNA molde. As lanes 1, 4 e
7 correspondem a reacdes de PCR padréo para amplificagdo do dominio VH; as lanes 2, 5
e 8 correspondem a reacao de controle de primers utilizando apenas o primer reverse; as
lanes 3, 6 e 9 correspondem a reacao de controle de primers utilizando apenas o primer
forward.
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MM RO R1 R2 R3 R4 R5 C+ C-

Figura 24 - Andlise eletroforética das reacbes de PCR para
confirmacé@o dos dominios VL selecionados para o antigeno 66 ao
longo do processo de panning.

Reacdo de PCR para confirmagdo dos dominios VL aplicada em gel de
agarose 0,8%. MM: marcador molecular Invitrogen 1kb Plus. Rn
corresponde ao round n de selecdo. C+: controle positivo das reacdes
utilizando como molde o DNA original da biblioteca pComb3X-Fab. C-:
controle negativo geral da reacdo de PCR padrdo sem DNA molde.

VH VL

! L l
MM RO R1 R2 R3 R4 R5 RO RL R2 R3 R4 R5

CHENESEEE T ¢ e
auéui,ué“a“a“éﬂallauéua

Figura 25 - Analise eletroforética dos produtos de PCR referentes aos
dominios VH e VL selecionados para o antigeno 66 purificados.
Produtos de PCR purificados referentes aos dominios VH e VL aplicados
em gel de agarose 0,8%. MM: marcador molecular Invitrogen 1kb Plus; Rn:
round n de selec¢éo.

4.4.3. Andlise do resultado do sequenciamento (Antigeno 66)

A analise do sequenciamento dos dominios VH e VL dos fragmentos de

anticorpos selecionados por Phage Display foi utilizada a plataforma ATTILA.
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As tabelas 12, 13 e 14 abaixo ilustram os dados de enriquecimentos e
estatisticos das sequéncias candidatas para o antigeno 66 relacionado a a-DG.

Destacado em pontilhado, estéo os clones escolhidos para a continuidade do trabalho.

Tabela 12 - Clones candidatos para dominio VH especifico para o antigeno 66:
comparacao de enriquecimento do round 0 x round 3

Sequéncia Enriquecimento Germline Igs Identidade (%)
20 1006,49 VH4-34 100

3° 890,11 VH1-69 91,837

40 847,00 VH3-9 83,838

50 730,62 VH3-13 96,907

6° 573,29 VH3-48 78,571

7° 553,89 VH3-53 86,598

8° 484,93 VH3-7 83,673

9o 415,96 VH3-11 83,673

100 377,17 VH3-23 89,691

Tabela 13 - Clones candidatos para dominio VH especifico para o antigeno 66:
comparacgao de enriguecimento do round 0 x round 4

Sequéncia Enriguecimento Germline Igs Identidade (%)
20 345,19 VH3-74 87,5

3° 300,76 VH4-34 97,938

40 285,16 VH3-74 89,888

50 229,93 VH1-2 81,633

6° 217,32 VH3-20 97,959

7° 209,51 VH1-2 96,939

8° 198,11 VH1-18 98,901

9o 187,90 VH3-74 90,11

58



Tabela 14 - Clones candidatos para dominio VL especifico para o antigeno 66: comparacéo de
enriquecimento do round O x round 4

Sequéncia Enriquecimento Germline Igs Identidade (%)
20 2541,55 V1-3 51,613
3° 1589,23 V2-17 51,087
40 1510,38 V1-13 56,044
50 1190,53 V1-13 55,319
6° 1032,83 V1-16 54,023
7° 1023,39 V1-13 55,319

Desta forma, foram planejados dois clones de scFv especificos para o antigeno
66: (I) o primeiro clone, constituido pela sequéncia candidata 1 VH, do enriquecimento
round O x round 3, mais a sequéncia candidata VL, formando o scFv-anti66-VH1VL e
(I scFv-anti29-VH2VL constituido pela sequéncia candidata 2 de VH, do
enriquecimento round 0 x round 4, mais VL.

A plataforma ATTILA forneceu as sequéncias selecionadas de dominios VH e
VL na forma de aminoacidos. Estas sequéncias formam retrotraduzidas em pares de
base, sendo sua identidade confirmada pela deteccdo de CDRs e alinhamento
(IGBLAST TOOL). Por fim, sintetizadas e clonadas em vetor pET-29(a) para a
expressao proteica na forma de scFvs.
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5. DISCUSSAO
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5.1. Preparo do fago helper, células eletrocompetentes e transformacgéo

Para este trabalho optou-se por utilizar uma biblioteca de fragmentos de
anticorpos (Fabs) clonada em fagomideo pComb3X. Russel e colaboradores (2004)
afirmam que fagomideos, por serem menores que outros vetores de bacteriofagos,
sdo mais faceis de trabalhar, pois ndo sdo observadas rupturas entre 0s genes
montados, promotores e terminadores, dando origem, entdo, a uma biblioteca maior
e mais diversa. A biblioteca de Fabs utilizada neste trabalho apresenta uma
diversidade de 1,45x108 clones, um tamanho considerado adequado para se trabalhar
na técnica de Phage Display. Bibliotecas de tamanho insuficiente, pobres ou com
diversidade inapropriada ndo geram bons resultados apos a selecdo (BARBAS et al.,
2001b; DANTAS-BARBOSA; BRIGIDO; MARANHAO, 2005; MAGALHAES et al.,
2015).

Uma vez que o fagomideo ndo possui todos 0s genes necessarios para gerar
uma nova particula viral, torna-se necessaria a adicao do fago auxiliar (helper), o qual
contém todos os genes requeridos para a replicacédo do bacteridfago recombinante. A
qualidade e adequacao das preparacfes do fago helper é baseada no seu titulo,
estimado entre 1012 e 102 pfu/mL, de acordo com Barbas e colaboradores (2001), a
fim de garantir a eficacia da producdo de novas particulas virais no processo de
infeccdo. O titulo do fago helper obtido nas preparacdes deste trabalho apresentou
um valor de 1,0x10% pfu/mL, sendo satisfatério e garantindo o sucesso nas obtengées
de fagos recombinantes.

Para se obter elevada eficiéncia de transformacao (clones/ug de DNA/mL),
Sambrook e colaboradores (2001) sugerem que a transformacéo seja realizada a 4°C,
gue o DNA adicionado esteja a uma concentracdo entre 1 a 10 pg/mL e que o choque
elétrico seja de alta voltagem. Nos procedimentos de transformacao deste trabalho,
procurou-se manter as células sempre a 4°C e seguir as recomendacdes de Sambrook
& Russel (2001) e de Barbas e colaboradores (2001), além de ser realizada uma
transformacao controle. Conforme exibido na sessé@o de resultados, a eficiéncia de
transformacdo com o vetor controle pUC18 foi de 6,1x107 clones/ug de DNA/mL,
entretanto a transformacao utilizando o fagomideo pComb3XSS-Fab gerou inUmeras
e incontaveis colonias. Apesar de néo ter sido possivel calcular a eficiéncia de

transformacdo com o fagomideo, € possivel inferir que esta também foi elevada:
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considerando que foram realizados 5 procedimentos de transformac¢éo consecutivos
e que o tamanho da biblioteca de Fabs utilizada é de 1,45x108, pode-se concluir que
a etapa de transformacao foi realizada com sucesso, sendo sua eficiéncia satisfatoria,

de forma que a maior parte dos clones tenham transformados as células XL1-Blue.

5.2. Selecdo da biblioteca de fragmentos de anticorpos humanos
recombinantes contra os antigeno 66 e 29 relacionados a a-DG e MUC],

respectivamente

Barbas e colaboradores (2001) afirmam que a titulagdo dos fagos input pode
atingir valores de até 102, enquanto que os valores do output variam de 10° a 108,
dependendo do numero de lavagens. A tabela 8 da sessao de resultados (“Titulagao
dos fagos selecionados para o antigeno 29”) apresenta os dados de titulagdo do
antigeno 29 relacionado a MUC1, na qual € possivel observar que os dados estdo em
conformidade com aquele descrito na literatura. O decaimento da titulacdo de cada
round de selecédo decorre do processo de selecdo e da reducdo da variabilidade da
biblioteca conforme os clones sédo selecionados. O mesmo pode ser observado na
tabela 12 (“Titulagdo dos fagos selecionados para o antigeno 66”) da mesma sesséo,
que apresenta os dados de panning do antigeno 66 relacionado a a-DG. Em ambos
os casos foi ainda calculada a razao input/output que indica o nimero de fagos
removidos (de menor afinidade) para cada fago ndo removido (ligante de maior
afinidade ao alvo). A tendéncia desta razdo é atingir valores cada vez menores,
indicando reduc¢do na variabilidade da biblioteca trabalhada e a reducdo no niumero
de fagos ligantes removidos (uma vez que o numero de fagos de maior afinidade
aumenta ao longo do panning). Entretanto esta é uma regra tedrica, pois pode-se
observar que ao aumentar o numero de lavagens por round, € aumentada a
estringéncia/forca de selecao, de forma que a razédo input/output se mantenha ou até
mesmo aumente. Coincidentemente, tanto para a sele¢do do antigeno 29 quanto do
antigeno 66, observa-se uma variagdo brusca na titulacdo do quinto round ainda que
se mantendo o numero de lavagens. Quando este fendmeno € observado, sugere-se
gue o sistema nao esteja mais funcionando adequadamente, ou seja, o0 processo de

selecdo ndo esta progredindo e a perda de clones ligantes ao antigeno alvo passa a
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ser maior do que sua selecédo. Por esta razdo, foi dada continuidade para as etapas
de sequenciamento somente com os fagos selecionados até o quarto round.

A quantidade de rounds realizados pode variar entre diferentes trabalhos, tipos
de biblioteca e antigenos alvos. Por exemplo, Wang e colaboradores (2016) e Wu e
colaboradores (2016) trabalharam com uma biblioteca de fragmentos de anticorpos
scFv para selecionar clones contra neurotoxina tetanica e transportador de zinco 8.
Entretanto, Wang trabalhou com apenas 2 rounds de sele¢éo ao passo que Wu utilizou
4 rounds de selecdo, sendo que ao final um ndmero limitado de clones foram
designados para sequenciamento. Williams e colaboradores (2016) utilizaram células
T reguladoras como antigeno alvo em 2 rounds de selecdo por Phage Display,
enquanto Christiansen e colaboradores (2015) utilizaram dois rounds para
mapeamento de epitopos com uma biblioteca de peptideos (Ph.D.-7 M13, New
England Biolabs®). Para o trabalho descrito nesta dissertacdo, optou-se por seguir a
metodologia proposta por Barbas (2001), na qual o acompanhamento do processo de
selecéo é feito pelos dados da titulacdo. Porém, analisando a literatura, observa-se
gue 0 numero de etapas de selecao € bastante varidvel devido ao fato cada grupo
seguir uma metodologia diferente e trabalhar com diversas bibliotecas que respondem
aos mais variados antigenos. Tentando minimizar a laboriosidade do método e o
tempo dispendido nas etapas de panning, 'T Hoen e colaboradores (2012) utilizaram
uma biblioteca de peptideos comercial (Ph.D.-7 M13, New England Biolabs®) contra
células KS483 osteoblasticas e realizaram uma série de rounds. Ao final, todos os
rounds foram sequenciados em uma plataforma Illumina Whole Genome Analyzer
WG2, sendo possivel fazer uma varredura do enriquecimento dos peptideos, assim
como foi proposto e realizado para este trabalho. Os autores concluiram que com
apenas dois rounds de selecéo, o peptideo de maior afinidade e “ganhador” ja havia
sido selecionado e que o0 sequenciamento de nova geracao traz imensas contribuicdes
para a tecnologia de Phage Display. Este assunto serd mais bem abordado no item

seguinte “Preparo do DNA, sequenciamento e analise dos dados”.
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5.3. Preparo do DNA, sequenciamento e analise dos dados

Analisando os resultados da PCR, nas reacdes padrdao contendo o molde e
todos os elementos necessarios a reacdo, foram observados arrastes (smear) em
algumas amostras, bem como bandas inespecificas em aproximadamente 1000pb
para o antigeno 29 relacionado a MUC1 e 1650pb para o antigeno 66 relacionado a
a-DG. Entretanto, os controles negativos apresentaram resultado satisfatorio,
indicando a auséncia de contaminacdo bem como a qualidade de cada primer isolado,
incapaz de gerar bandas inespecificas. Considerando que o0s parametros de
temperatura, tempos de anelamento de primers e extensdo da cadeia foram
controlados, bem como a quantidade de reagentes adicionados a reacao, sugere-se
gue os artefatos observados sejam oriundos da velocidade de rampa de temperatura
do termociclador, ou seja, o tempo que o equipamento leva para ajustar-se a cada
temperatura. Se esta velocidade for lenta, as temperaturas baixas permitem o
anelamento inespecifico dos primers. E possivel considerar ainda que a temperatura
de anelamento foi calculada um pouco abaixo do ideal (BIO-RAD LABORATORIES,
[s.d.]). Porém, ap0s as bandas corretas serem recortadas do gel, purificadas e
novamente analisadas, observa-se que quase 100% dos arrastes e bandas
contaminantes sdo removidos, garantindo a pureza e qualidade do DNA para o
sequenciamento.

O sequenciamento de nova geracdo trouxe grandes contribuicbes para a
tecnologia de Phage Display ao possibilitar que milhares de sequencias provenientes
do processo de selecao fossem identificadas e rastreadas ao longo do seu processo
de enriquecimento (BRINTON et al., 2016). Diversos grupos de pesquisa utilizaram
NGS, conseguindo detectar em qual etapa o antigeno candidato j4 havia se
estabelecido como ligante de maior afinidade ('T HOEN et al., 2012; BRINTON et al.,
2016; CHRISTIANSEN et al., 2015; RAVN et al.,, 2010; TURNER et al., 2016). O
trabalho descrito nesta dissertagcdo utilizou a plataforma Illumina Miseq de
sequenciamento. O MiSeq foi lancado pela lllumina como um sistema de
“sequenciamento pessoal” capaz de gerar menor quantidade de dados em menor
tempo, se comparado aos sistemas HiSeq e NextSeq do mesmo fabricante. Além
disso, esta plataforma é capaz de gerar reads do tamanho adequado a necessidade

deste trabalho (2X300). Devido as suas vantagens, adequacao e maior acessibilidade,
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o sistema Miseq (lllumina) foi escolhido como método de sequenciamento deste
trabalho.

Analisando as tabelas de clones candidatos geradas pela plataforma ATTILA
de bioinformatica, nota-se que o enriquecimento da cadeia pesada VH no round 4 foi
muito maior para o antigeno 29 relacionado a mucina tumoral MUC1 (fold change
9182,74), do que para o antigeno 66 relacionado a a-DG (fold change 706,59). Tal
diferenca pode ter ocorrido por duas razdes: (I) na selecéo de Fabs contra o antigeno
66, apods ser realizado o processo de panning do round 3, a cultura de amplificacao
de fagos n&o cresceu por motivos ndo esclarecidos, devendo esta biblioteca
selecionada ser novamente reamplificada. Foi hipotetizado que talvez a estringéncia
de selecao, dada pelo numero de lavagens (15 vezes), tenha sido muito elevada e a
cultura precisasse de mais tempo para gerar turbidez; (Il) a segunda razdo pode ser
relacionada a origem da biblioteca de fragmentos de anticorpos utilizada, proveniente
de pacientes com osteosarcoma. Por este motivo, varios clones presentes na
biblioteca ja poderiam ser relacionados a alguns tipos de antigenos tumorais e foram
ainda mais selecionados no processo de panning deste trabalho. Desta forma, em
funcao do fold change relativamente baixo para o antigeno 66, optou-se por escolher
o melhor clone candidato do round 3 e outro do round 4. J& para o antigeno 29, optou-
se pelos dois clones mais enriquecidos apenas do quarto round. Quanto ao dominio
leve VL, nota-se que para o antigeno tumoral, seu enriquecimento foi menor se
comparado ao VH, - o que ja era esperado conforme analises anteriores de bibliotecas
de Fabs realizadas pelo grupo de Imunologia Molecular da UnB (dados néao
publicados) - sugerindo sua menor participagcdo no reconhecimento antigeno-
especifico. Em relacéo ao antigeno 66 de a-DG, o enriquecimento de VL foi linear e
com fold change maior do que aquele observado para as cadeias VH. Dessa forma,
tanto para o antigeno 66 quanto para o antigeno 29, foi selecionada apenas a melhor
sequéncia candidata do quarto round de selecao.

A combinacdo do sequenciamento de nova geragao e da plataforma ATTILA,
utilizados neste trabalho, acrescentam um alto valor agregado na busca pelos
fragmentos de anticorpos de interesse. A profundidade da geragéo de reads do NGS
permitiu com que um vasto numero de fragmentos de anticorpos selecionados fossem
identificados e ranqueados, pelo ATTILA, conforme seu aumento de frequéncia ao

longo do processo de selecédo (panning). Desta forma, diferentemente de diversos
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trabalhos anteriormente publicados, nos quais um determinado nimero de clones de
anticorpos eram submetidos a sequenciamento (Sanger), neste trabalho foi possivel
acessar todas as sequéncias de anticorpos que foram selecionadas por panning na
técnica de Phage Display. Além disso, utilizando desta abordagem, € possivel

combinar dominios VH e VL diferentes.

5.4. Obtencao do fragmento de anticorpo recombinante scFv-anti29-VH1VL

As cepas bacterianas mais utilizadas para expressdo de anticorpos
recombinantes sdo BL21-DE3, HB2151e XL1-blue (FIELDS et al., 2013). A escolha
de cepa bacteriana foi uma etapa importante devido ao fato de que os dominios VH e
VL de imunoglobulinas humanas possuem residuos de cisteina em sua constitui¢ao.
A formacdo de pontes dissulfeto entre estes residuos, a utilizacdo de um forte
promotor (promotor T7 dos vetores pET) e o carater redutor do meio intracelular séo
fatores que podem levar a formacéo de corpos de inclusdo (TERPE, 2006). Todos os
trabalhos sobre expressdo de scFvs, para mucinas tumorais ou nao, utilizaram
sistemas de expressdo controlados pela adicdo de IPTG. As principais diferencas
residiam na concentracéo deste reagente, no tempo e temperatura de inducao. A cepa
bacteriana mais citada foi BL21-DE3. A tabela 15 abaixo ilustra as principais

diferencas das producdes analisadas.

Tabela 15 - Dados resumidos da producgado de scFvs por diferentes autores ao longo
dos anos

3|ul
Autor Produto célula . IPTG Temperatura | Tempo
hospedeira

scFv anti .
CHENG etal., proteina G virus E. coll 0,5mM - -
2016 _ BI21-DE3 '

da raiva
(WU et al., . E. Coli o
2016a) scFv anti ZnT8 Top10 imM 37°C 24h
(WANG et al., scFv contra E. coli o ,
2016) TeNT KS1000-DE3 0,005mM | 30°C Over night
(LIU et al., scFv anti E. coli o
2015) FGFR3wmoral |Bi21-pE3 | O°MM | 20°C 16h
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(LIU et al., scFv anti E. coli o
2014) aflatoxina B1 BI21-DE3 0.4mM 37°c 2,5h
(YUASA;
KOYAMA, E. coli
FUJITA- scFv anti-TF Bi21 DE3 1mM 37°C 4h
YAMAGUCHI, i
2014)
(SHARMA; . E. coli
SURESH; tslfri\éraaTtiImC;Aclzs Rosetta-DE3 | 0,8mM 26°C 16h
WUEST, 2014) (derivada de BL21)
(MAHGOUB scFv ant E. coli
1 . 0
2012) EGFRuIII Origami-DE3 0,1mM 25°C 5h
tumoral
(LIU et al., scFv anti E. coli o
2011) Integrina avg3 | Bl21-DE3 | MM |20 on
(THIE et al., . .
scFv anti-MUCL1 | E. coli 50uM 25°C 3h
2011)
(KIM et al scFv ant E. coli
. . . 0
2002) mucmgs | BI21-DE3 imM 37°C 3h
gastrointestinais
(RAY et al., scFv anti GPRV | E. coli o .
2001) (raiva) HB2151 1mM 30°C Over night
(WONG etal., - E. coli o ,
2001) scFv anti-MUC1 HB2151 1mM 30°C Over night
(HENDERIKX . . o .
etal. 1998) scFv anti-MUC1 | E. coli TG1 1mM 30°C Over night

Ja na década de 90, Kipriyanov e colaboradores relataram a dificuldade de se

obter scFvs sollveis e as limitagbes associadas as técnicas de reenovelamento
proteico (refolding). Apesar do elevado rendimento de producdo de proteinas em
corpos de inclusdo, sdo necessarios tratamentos intensos de isolamento das células,
solubilizacéo, reenovelamento e purificacdo para se obter a proteina na forma ativa
(SINGH et al., 2015). Dentre os autores citados na tabela, Wu et al., (2016), Kim et al.,
(2002), Cheng et al., (2016), Liu et al., (2014) e Yuasa; Koyama; Fujita-Yamaguchi,
(2014) obtiveram os fragmentos de anticorpos na forma insoltuvel. Ainda, o trabalho
de Sharma; Suresh; Wuest, (2014) apresentou as formas solluvel e insoluvel, mas os
autores optaram pela purificagdo da fracéo soltvel apenas, devido a baixa viabilidade
dos processos de refolding (FRENZEL; HUST; SCHIRRMANN, 2013).

A fim de se obter anticorpos scFv na forma intracelular soltvel, além da analise
da literatura, foram realizados testes expresséao do fragmento scFv recombinante em

cepas E. coli Arctic-DE3 e BL21-DE3 variando-se IPTG, tempo de inducdo e
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temperatura (dados ndo mostrados). O sistema de expressao da cepa Arctic-DE3 foi
construido a fim de melhorar o rendimento de proteinas insoluveis, na forma soltvel,
por meio da atividade de chaperoninas Cpnl0 e Cpn60, obtidas da bactéria psicrofila
Oleispira antarctica (AGILENT TECHNOLOGIES, 2010). Porém, seu cultivo deve ser
realizado em baixas temperaturas (10°C — 12°C), por 24 horas e 1mM de IPTG, de
acordo com o fabricante. Nos testes de expressao realizados foi observado um baixo
rendimento, devido as baixas temperaturas de cultivo celular. Por esta razédo, optou-
se por realizar a producéo do scFv-anti29-VH1VL em BL21-DE3. Comparando-se 0s
resultados analisados em teste de expressdo e os dados da literatura, foram
estabelecidos como parametros de producgéo: inducéo pela adicdo de 0,5mM de IPTG
a 20°C durante 16 — 18h.

Para o processo de purificacdo, optou-se pela adicdo da cauda de histidina
(His-Tag) contendo seis residuos deste aminoéacido. Diversas vantagens como
purificagdo em condi¢des desnaturantes, reutilizagdo da coluna e baixo custo estao
associadas a esta metodologia (SIGMA-ALDRICH, 2012). Por estas razdes, pode-se
inferir a preferéncia de escolha da maioria dos autores pela purificacdo por His-Tag
(KIM et al., 2002; LIU et al., 2014, 2011, 2015; MAHGOUB, 2012; WANG et al., 2016;
WU et al., 2016b; YUASA; KOYAMA; FUJITA-YAMAGUCHI, 2014). A figura 20 da
sessao de resultados revela um processo de purificacdo ndo homogéneo, ou seja,
existem outras proteinas indesejadas junto ao scFv recombinante. Esta ocorréncia
também é observada em alguns trabalhos dos autores citados anteriormente. A
pureza e homogeneidade da amostra foi resolvida por cromatografia de excluséo
molecular (Superdex 75), conforme ilustrado na figura 21a. A identidade da molécula
scFv-anti29-VH1VL foi confirmada por Western Blot (figura 21b) pela detecgdo com
anticorpo anti-FLAG. O FLAG é um epitopo que permite uma deteccéo precisa e sem
reacOes cruzadas. Neste trabalho optou-se por néo utilizar o His-Tag como epitopo
de deteccédo devido a possibilidade de ocorréncia de reagdes cruzadas com residuos
de histidina de outras proteinas; da mesma forma optou-se por néo utilizar o epitopo
FLAG como forma de purificacdo devido ao elevado custo e limitagcbes associadas,
como a dependéncia estrutural para o para purificacdo (HERNAN; HEUERMANN;
BRIZZARD, 2000).

Por muito tempo se buscou tratar o cancer com agentes que atuassem no

sentido de bloquear a progressao do ciclo celular, visto seu descontrole (ROBINSON,
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1993). Porém, o elevado uso de quimioterapicos citotoxicos foi responsavel pelo
surgimento de reacdes adversas na maior parte dos pacientes. Apesar do sucesso de
muitos quimioterapicos, a quimioresisténcia a alguns medicamentos ainda é um dos
maiores desafios na busca pelo tratamento do cancer, pois mucinas secretadas e nao
secretadas podem formar uma barreira fisica que bloqueia o acesso de drogas
terapéuticas de maior peso molecular e células efetoras do sistema imunolégico
(HOLLINGSWORTH; SWANSON, 2004; JONCKHEERE; SKRYPEK; VAN
SEUNINGEN, 2014). Neste cenario, a quimioterapia classica pode estar em vias de
ser substituida por novos métodos inovadores que direcionem a droga diretamente ao
seu alvo, eliminando as células cancerigenas, mas mantendo as saudaveis intactas
(MEHRLING, 2015). Mais recentemente, novas perspectivas sobre o tratamento anti-
cancer vem sendo desenvolvidas no sentido de agir diretamente sobre a célula
tumoral. Thomas Mehrling, diretor da Mundipharma EDO GmbH (Suica), afirma
inclusive que “a quimioterapia esta se tonando mais inteligente” (2015). Diante deste
cenario, e considerando a relevancia da MUC1 como um marcador tumoral clinico
amplamente estudado, a obtencdo de anticorpos recombinantes especificos para
antigenos sintéticos e miméticos de mucina tumoral MUC1 hipoglicosilada, representa
um potencial avanco em dois segmentos terapéuticos do cancer: (1) a elaboracéo de
novas ferramentas diagndsticas para o desvendamento da doenca e (Il) a construcéo
de um sistema de delivery de drogas quimioterapicas ou outros tipos de
medicamentos diretamente na célula tumoral, visto a especificidade do anticorpo para
um antigeno marcador prevista neste trabalho. Finalmente, entende-se os resultados
de producdo e determinacdo da sequéncia codificadora do scFv anti-MUC1
hipoglicosilado estd de acordo com a proposta descrita por Bradbury e Plickthun
(2015) sobre a necessidade o carater analitico e de producédo em escala de anticorpos

com a descricao de sua sequencias codificadoras e de aminoacidos.
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6. CONCLUSAO
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O presente trabalho mostrou por meio de um processo eficiente de selegcéo de
fagos recombinantes que foi possivel (I) selecionar, (II) caracterizar por
sequenciamento de nova geracao, (Ill) escolher, expressar de forma soltvel e purificar
um novo fragmento de anticorpo humano recombinante anti MUC1. Além disso, 0 uso
da sequenciamento de nova geracdo e de novas plataformas de andlise para
processos de selecdo, como a ATTILA, contribuiram grandemente para melhorar a
analise de clones selecionados e expandir as opcdes de anticorpos recombinantes
para produzir. Por fim, as novas ferramentas biotecnolégicas obtidas com o
desenvolvimento deste trabalho, poderdo cooperar para a elaboracdo de novas
abordagens diagnésticas e/ou terapéuticas para tumores e distroglicanopatias.
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8.1.Linhagens celulares e particulas virais

E. coli XL1-Blue: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F' proAB
lacla ZAM15 Tn10 (Tet")]. Linhagem bacteriana utilizada para transformacao por

eletroporacdo e propagacao das particulas virais. Resisténcia: tetraciclina.

VCSM13 Bacteriofago auxiliar (helper): particula viral utilizada para infectar
células transformadas com o fagomideo pComb3XSS-Fab. Resisténcia:

canamicina.

E. coli BL21-DE3: F dcm ompT hsdS(frs ~ ms ~ ) gal A (DE3). Linhagem

bacteriana utilizada na expressdo dos fragmentos de anticorpos

recombinantes. Resisténcia: cloranfenicol.

8.2.Meios de Cultura

Meio LB (1L)

Triptona 10g

Extrato de levedura 5g
NaCl 10g

pH 7

Meio LB agar (1L)

Meio LB acrescido de 15g de agar bacterioldgico.

Meio LB top agar (1L)

Meio LB acrescido de 7g de agar bacterioldgico.

Meio SB (1L)

Triptona 30g

Extrato de levedura 20g
MOPS 10g

pH 7
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Meio SOC (100 mL):
Triptona 2g

Extrato de levedura 0,5¢g
NacCl 0,05¢g

KCI 0,00186g

Glicose 20mM

MgCl2 10mM

MgSO4 10mM

pH 7

8.3.Antibiéticos

Cultura bacteriana: As solucbes dos antibidticos tetraciclina, carbenicilina,
canamicina e cloranfenicol foram preparadas utilizando agua ultrapura e
armazenadas a -20°C protegidas de luz. As concentracdes finais utilizadas

estao descritas na sessao de métodos.

8.4.Solucbes de uso geral

Glicose 20%
Solucdo preparada com glicose 20% (p/v) com &gua ultrapura, sendo

posteriormente esterilizada por filtragdo (0.22um).

Glicose 2 mol/L (10mL)
Solucéo preparada com 3,603g de glicose acrescida de agua ultrapura com

volume suficiente para 10mL. Esterilizada por filtracdo (0.22um).

Solugéo Mg 2 mol/L
Solucéo preparada pela adicédo de 0,952g de MgCl2 e 1,203g de MgSO4 a agua
ultrapura num volume suficiente para 10mL. Esterilizada por filtrag&o (0.22um)

ou autoclavagem.
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Tampao tris-salino: TBS (500mL)
Tris-Base 0,605g

NaCl 2,922¢g

pH 8

Esterilizado por autoclavagem.

TBS-BSA 1%

Esta solucdo foi preparada utilizando-se 1% (p/v) de albumina bovina sérica
(SIGMA) em solucdo de TBS, sendo posteriormente esterilizada por filtracdo
(0.22pm).

TBS-BSA 3%

Esta solucdo foi preparada utilizando-se 3% (p/v) de albumina bovina sérica
(BSA) em solugdo de TBS, sendo posteriormente esterilizada por filtragdo
(0.22um).

TBS-Tween 0,5%
Esta solucéo foi preparada utilizando-se 0,5% (v/v) de detergente Tween em

solucéo de TBS1X, sendo posteriormente esterilizada por filtracao (0.22um).

Tampao de lavagem
Fosfato de sédio 20mM
Cloreto de sédio 0,5M
Imidazol 40mM

pH 6,8

Tampao de eluigéao
Fosfato de s6dio 20mM
Cloreto de sédio 0,5M
Imidazol 500mM

pH 6,8
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8.5.Materiais de eletroforese

e Gel de agarose 0,8%
Utilizado na andlise eletroforética de fragmentos génicos. A agarose foi diluida
por aquecimento em tampé&o TBE ou TAE.

e Tampéo de amostra 10X para DNA em gel de agarose (4mL)
Azul de bromofenol 25mg
Tris-base 0,18g
Glicerol 6mL
Gel-Red

e Tampéo Tris-Borato-EDTA: TBE (1L)
Tris-base 10,89
Acido bérico 5,5¢
EDTA 0,5M (pH 8) 5mL

e Tampao Tris-acetato-EDTA: TAE (500mL)
Tris-base 2,42¢g
Acido acético glacial 0,571mL
EDTA 0,5M (pH 8) 1mL

e Gel de poliacrilamida para SDS-PAGE 12%:

- Gel de separacéo:

Produto Volume
H20 1,6mL
Acrilamida mix 30% 2,0mL
Tris 1,5M (pH 8,8) 1,3mL
SDS 10% 0,05mL
Persulfato de ambnia 10% | 0,05mL
TEMED 0,002mL
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- Gel de empilhamento

Produto Volume
H20 0,68mL
Acrilamida mix 30% 0,17mL
Tris 1M (pH 6,8) 0,13mL
SDS 10% 0,01mL
Persulfato de amoénia 10% | 0,01mL
TEMED 0,001mL

Tampao de amostra 6x para SDS-PAGE:
Tris-HCI 600mM

SDS 12% (p/v)

B-Mercaptoetanol 12% (v/v)

Glicerol 60% (v/v)

Azul de bomofenol 0,3% (p/v)

pH 6,8

Corante de Coomassie para coloracéo de proteinas em gel SDS-PAGE:

Azul brilhante de Coomassie 0,25% (p/v)
Metanol 30% (v/v)

Acido acético glacial 7% (v/v)

Ponceau S para coloracéo de proteinas em membrana de nitrocelulose:

Ponceau 0,5% (p/v)

Acido acético glacial 1% (v/v)

8.6.0utros

8.6.1. Enzimas

GoTag® G2 Hot Start Polymerase: (Promega). Enzima DNA polimerase

utilizada nas reacdes de PCR.
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8.6.2.

Platinum™ Tag DNA Polymerase (Invitrogen). Enzima DNA polimerase

utilizada nas reacdes de PCR.

Produtos comerciais gerais

Cubetas 0,2mm: usadas para eletroporacdo no equipamento Gene Pulser.
(Bio-Rad).

lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification: Kit para purificagdo de DNA
a partir de gel de agarose. (GE Healthcare).

lllustra plasmidPrep Mini Spin Kit. Kit para extracdo de DNA plasmidial de
células bacterianas. (GE Healthcare).

Marcador de massa molecular DNA 1Kb Plus Ladder (Invitrogen).

Placa de microtitulacdo 96 pogos fundo chato (Nunc Maxisorp™).

Pure Yield™ Plasmid Miniprep System Protocol: Kit para extracdo de DNA
plasmidial de células bacterianas. (Promega).

Solucdo mix de deoxinucleotideos dNTP: preparada com dATP, dTTP, dGTP e
dCTP (Thermo Scientific).

IPTG (Isopropil B-D-1-thiogalactopiranosideo) para expressdo de proteinas
recombinantes pelo sistema DE3. (Sigma).

Membrana de nitrocelulose 0.22 micrébmetros Hybondn-Amersham
Biosciences: utilizada para ensaios de Western Blot.

Anticorpo policlonal Rabbit Anti-DYKDDDDK-tag: anticorpo para detec¢cao de
proteina marcadas pelo tag sintético FLAG. (GenScript).

Anticorpo policlonal Goat anti-Rabbit HRP: anticorpo secundario para deteccéo
e revelacdo por enzima peroxidase. (Jackson ImmunoResearch).

Gel Filtration LMW Calibration Kit: utilizado na calibracdo de coluna de
purificacdo por exclusdo molecular. (GE Healthcare).

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units 3000MW: concentrador utilizado para
dialise e concentragao de proteinas recombinantes. (Merck).

Millex-GP Syringe Filter Unit, 0.22 pm: Filtro utilizado na esterilizagdo de
solugdes e proteinas. (Merck).
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8.6.3. Colunas de purificagéo

e HisTrap™ (GE Healthcare) 1mL: coluna para purificacdo dos fragmentos de
anticorpos recombinantes por cromatografia de afinidade.

e Superdex 75 (GE Healthcare): coluna para cromatografia por exclusédo
molecular utilizada na segunda etapa de purificacdo dos fragmentos de

anticorpos recombinantes.

89



