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RESUMO

MURATA, V. M. Producéo e caracterizacdo da porcado Fab do anticorpo anti-
digoxina utilizando a tecnologia de phage display. 2012. 75 f. Dissertacéo
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo; 2012.

A digoxina € um medicamento utilizado para o tratamento de disturbios cardiacos.
Possui uma janela terapéutica estreita, com nivel terapéutico muito préximo ao nivel
toxico. Para combater seu efeito tdéxico, fragmentos Fab de anticorpo policlonal anti-
digoxina estdo disponiveis comercialmente. Este trabalho, iniciado a partir de um
hibridoma produtor de anticorpo monoclonal anti-digoxina, teve o objetivo de buscar,
através da tecnologia de phage display, sequéncias variantes com maior afinidade
ao alvo, que poderéo possibilitar a obtencdo de um produto para uso em dosagem
mais precisa na desintoxicacdo de pacientes sob tratamento com digoxina. A
tecnologia de phage display permite a selecdo de anticorpos de alta afinidade e
especificidade para um determinado antigeno e sua producdo em quantidades
ilimitadas. Esta tecnologia utiliza fagos filamentosos que séo capazes de incorporar
fragmentos de DNA exdgenos e expor a proteina sintetizada em sua superficie,
como os fragmentos de anticorpos, que podem ser selecionados pelo antigeno
apropriado. A partir de um hibridoma anti-digoxina, o0 RNA total foi extraido para a
sintese do cDNA. Os genes da cadeia leve e porcdo Fd foram amplificados com
oligonucleotideos especificos e clonados sequencialmente no vetor fagomideo
pComb3X para a construcdo da biblioteca combinatéria de fragmentos Fab. Apd6s
infeccdo pelo fago auxiliar, fagos expondo fragmentos Fab em suas superficies
foram selecionados pela ligacdo a digoxina conjugada a BSA. Apoés trés rodadas de
selecéo, 10 clones foram selecionados aleatoriamente para verificar a presenca dos
genes das cadeias leve e pesada. Seis clones apresentaram o0s dois insertos e
foram sequenciados. Todos apresentaram a mesma sequéncia de cadeia pesada.
Em relagédo a cadeia leve, 2 clones eram idénticos, um era pseudogene e um clone
tinha um aminoéacido distinto no CDR2. Quatro clones apresentando variacdes na
sequéncia do frameworkl da cadeia leve foram expressos como fragmentos Fab
sollveis. Os clones apresentaram ligacdo a digoxina-BSA por ELISA e Western
blotting. A ligacdo especifica também foi confirmada através de ressonancia
plasménica de superficie (BIAcore), que mostrou diferencas na capacidade de
ligacdo entre os clones. NOs concluimos que diferengcas nas sequéncias do
frameworkl e CDR2 da cadeia leve podem ter influenciado na ligagéo ao antigeno.

Palavras-chave: Anticorpos monoclonais. Clonagem. Phage display. Digoxina.
Fragmentos Fab. Regido variavel.



ABSTRACT

MURATA, V. M. Production and characterization of the Fab portion of anti-
digoxin antibody by phage display technology. 2012. 75 p. Master thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2012.

Digoxin is a pharmaceutical used in the control of cardiac dysfunction. Its therapeutic
window is narrow, with therapeutic dosage very close to the toxic dosage. To
counteract the toxic effect, polyclonal anti-digoxin Fab fragments are commercially
available. Our work is based on monoclonal anti-digoxin antibody, which would
account for a product with a specific potency and more precise dosage for the
detoxification of patients under digoxin treatment. Phage display technology allows
the selection of high affinity and specificity antibodies to a determined antigen and its
production in unlimited amounts. This technology makes use of filamentous phages
able to incorporate fragments of exogenous DNA and expose the synthesized protein
on its surface, like antibody fragments, that can be selected by the appropriate
antigen. From an anti-digoxin hybridoma, total RNA was extracted for the cDNA
synthesis. Light chain and Fd genes were amplified with specific primers, and the
genes were cloned sequentially in the pComb3X phagemid vector for the
combinatorial Fab library construction. After helper phage infection, phages
displaying Fab fragments on their surfaces were selected by their binding to the
digoxin coupled to BSA. Three rounds of this selection were done, then random
selected clones were evaluated for the presence of light and heavy chain genes and
the positive ones were sequenced. Out of 10 clones randomly chosen, 6 presented
both inserts and were sequenced. All clones have identical sequences for the heavy
chain. The sequencing of light chain showed 2 identical clones, one was a
pseudogene and one presented a distinct amino acid in CDR2. Four clones
presenting variations in the framework 1 were induced to express soluble Fabs, all
positive for anti-digoxin binding in ELISA assays and Western blotting. The specific
binding was further confirmed by plasmon surface resonance (BlAcore), which
showed differences in the binding capacity of the four clones. We conclude that the
differences in frameworkl and CDR2 sequences of light chain might have influenced
the binding response to the antigen.

Key-words: Monoclonal antibodies. Cloning. Phage display. Digoxin. Fab fragments.
Variable region.



1 INTRODUCAO

A digoxina é o glicosideo cardiaco mais usado no tratamento de faléncia
cardiaca congestiva e fibrilacdo atrial (Figura 1). Os digitalicos, grupo ao qual a
digoxina pertence, sdo 0s compostos mais antigos na medicina cardiovascular que
contihuam em uso em praticas clinicas contemporaneas (EICHHORN,
GHEORGHIADE, 2002). Pesquisas e experiéncias com a digoxina iniciaram ha mais
de 200 anos (WITHERING, 1785) e suas aplicagcbes em pacientes com faléncia
cardiaca foram descritas apenas no século 20, definindo sua capacidade de
aumentar a contratilidade do coragdo. A digoxina se liga ao sitio de ligacdo para
glicosideos cardiacos, presente na subunidade a da enzima Na® K'-ATPase,
também conhecida como bomba de sodio-potassio, inibindo sua atividade. Esta
proteina de membrana é responsavel pelo transporte de sodio para o meio
extracelular e ao ser inibida, gera um aumento do sddio intracelular. Este aumento
estimula o intercambio pela bomba de sédio-calcio, aumentando a concentracédo do
calcio intracelular, utilizado pelas proteinas contrateis. Como consequéncia ocorre
aumento da contracdo no miocéardio (EICHHORN, GHEORGHIADE, 2002). Sua
aplicacdo em faléncia cardiaca foi aprovada em 1998 pela Food and Drug
Administration (FDA), mas seu uso tem diminuido com o aparecimento de novas
terapias, como [(-bloqueadores, bloqueadores de receptor da angiotensina (ARBS,
angiotensin receptor blockers), bloqueadores de aldosterona e terapia de
resincronizacao cardiaca (CRT, cardiac resynchronization therapy). Contudo, ainda
é usada em cerca de 30% dos pacientes com faléncia cardiaca. E uma droga de
baixo custo, sendo importante em paises em desenvolvimento onde os pacientes
nao tém acesso a terapias sofisticadas (GHEORGHIADE et al., 2006).
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Figura 1 — Estrutura quimica da digoxina (C41He4014), um glicosideo cardiaco de
780,92 Da.
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Os digitalicos possuem janela terapéutica muito estreita e sua toxicidade esta
entre as reacdes adversas mais prevalentes, encontradas pelos clinicos (ANDRES,
2000). A concentracdo da digoxina no soro ndo depende apenas da dose
administrada, mas também esta relacionada com interacBes com outras medicacdes
e as condicdes do paciente (ANTMAN, SMITH, 1985). A incidéncia de intoxicacao
com digoxina aumenta em situacfes onde a excrecdo da digoxina pelos rins é
impedida (SMITH; BUTLER; HABER, 1970). Doses téxicas de digoxina podem
acarretar arritmias graves e fatais (EICHHORN, GHEORGHIADE, 2002).

O uso de digitalicos tem sido facilitado pela geracdo de anticorpos, usados
para monitorar as concentracdes da droga no soro de pacientes, com a finalidade de
manter niveis seguros. A digoxina ndo € antigénica por ser uma molécula pequena
(780,92 Daltons) e precisa ser ligada covalentemente a proteinas imunogénicas
apropriadas (carreadores), como a albumina bovina (BSA), para produzir anticorpos
especificos anti-digoxina. A digoxina foi conjugada a BSA em 1967, para obtencédo
de anticorpos especificos em coelhos (BUTLER, CHEN, 1967). Em 1970, Smith et
al. documentaram a alta afinidade e especificidade de populacdes de anticorpos
selecionados para haptenos de glicosideos cardiacos. Fragmentos Fab (Fragment
antigen binding) de anticorpos especificos para digoxina obtidos em ovelhas
demonstraram habilidade de reverter intoxicagbes pela digoxina (SMITH et al.,
1976). Um estudo realizado em c&es mostrou que a administragdo intravenosa da
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porcéo purificada do fragmento Fab de anticorpos policlonais anti-digoxina de
ovelha pode rapidamente reverter a cardiotoxicidade, ligando-se a digoxina livre no
plasma e fazendo a redistribuicdo da droga dos tecidos, de volta para a circulagéao
sanguinea. Os fragmentos Fab sdo excretados relativamente rapidos pela urina, por
isso os fragmentos Fab de alta afinidade, que retém ligacdo com a droga podem
fornecer uma rota de eliminacdo da droga, assim como meio de neutraliza-la
(BUTLER et al., 1977). Terapias com potassio e agentes bloqueadores beta
adrenérgico tém sido usados como alternativa para combater a intoxicacdo digitalica,
mas a administracdo de fragmentos Fab de anticorpos € a principal terapia para
reverter a intoxicacdo (ANTMAN et al., 1990). Um estudo retrospectivo, com 141
pacientes intoxicados pela digoxina, avaliou os resultados de 66 pacientes tratados
com fragmentos Fab e sugeriu seu uso como terapia de primeira linha Unica, pela
baixa taxa de mortalidade dos pacientes tratados pelos fragmentos (LAPOSTOLLE
et al., 2008).

O fragmento Fab do anticorpo policlonal anti-digoxina gerado em ovelha
(Digibind®) é produzido comercialmente nos Estados Unidos pela GlaxoSmithKline
na forma de frasco-ampola com aprovacdo do FDA. Além desse, uma preparacdo de
Fab de anti-digoxina policlonal ovina € comercializada na Europa com o nhome de
Digidot, produzida pela Boehringer Mannheim e em 2001, uma outra preparacao
DigiFab® (Protherics) recebeu a aprovacéo do FDA.

No Brasil o anticorpo anti-digoxina Fab (Digibind®) pode ser importado
conforme a Resolugdo RDC n° 28, de 09 de maio de 2008 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria que autoriza a importacdo dos medicamentos constantes na lista
de medicamentos liberados em carater excepcional destinados unicamente, a uso
hospitalar ou sob prescricdo médica, cuja importagdo esteja vinculada a uma
determinada entidade hospitalar e/ou entidade civil representativa, para seu uso
exclusivo, ndo se destinando a revenda ou ao comercio.

O uso de fragmentos Fab em casos de intoxicacdo por digoxina é seguro e
efetivo, porém a neutralizacdo com fragmentos Fab é uma terapia cara, sendo
utilizada apenas quando outras opcdes de tratamento parecem falhar. Seu alto custo
também limita sua disponibilidade a todos os hospitais ou paises. (ANDRES, 2000;
FLANAGAN, JONES, 2004).
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Os anticorpos sdo glicoproteinas com peso molecular de aproximadamente
150 kDa, formados por duas cadeias leves (LC, light chain) idénticas de
aproximadamente 24 kDa cada, e duas cadeias pesadas (HC, heavy chain) idénticas
de 55 a 70 kDa cada. Uma cadeia leve esta ligada covalentemente a uma cadeia
pesada por uma ponte dissulfeto, enquanto as duas cadeias pesadas estdo ligadas
entre si por pontes dissulfeto. As regibes carboxiterminais das cadeias pesadas
exercem funcbes efetoras. As cadeias leves e pesadas possuem uma regiao
aminoterminal variavel (V., variable light e Vu, variable heavy) que participa no
reconhecimento dos antigenos. Cada regido variavel das cadeias leves e pesadas
contém trés regides hipervariaveis, também chamadas de regides determinantes de
complementaridade (CDRs, complementarity determining regions), nomeadas a
partir da porcdo aminoterminal, de CDR1, CDR2 e CDR3, sendo CDR3 a mais
variavel (ABBAS, LICHTMAN, 2005). Entre essas regides estdo presentes
sequéncias mais conservadas chamadas de arcabouco ou framework regions: FR1,
FR2, FR3 e FR4 (TONEGAWA, 1983). Os camundongos possuem duas familias de
genes da cadeia leve, a lambda (A) e kappa (k) que se diferenciam por suas regides
constantes. A cadeia A constitui apenas 5% do total de genes da cadeia leve, além
de ser muito menos heterogénea do que a cadeia kK ou cadeia pesada.
(TONEGAWA, 1983). A regiao constante da cadeia pesada se divide em 5 classes,
IgG; IgA; IgM; IgD e IgE. A IgG € a mais abundante no soro de mamiferos e em
camundongos € subdividida em IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3, enquanto nos humanos
€ subdividida em IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. A IgG1l é a mais encontrada no soro
humano (ABBAS, LICHTMAN, 2005) e possui estrutura bem definida, com duas
pontes dissulfeto unindo as cadeias pesadas na regiao da dobradica (entre CH1 e
CH2).

Em 1975, Kohler e Milstein desenvolveram a tecnologia de producdo de
anticorpos monoclonais (AcMos), que |hes rendeu o Nobel de Fisiologia e Medicina
em 1984. A técnica consiste na geracdo de hibridomas, que sdo células originarias
da fusdo de células mieldmicas, com capacidade de reproducdo indefinida, aos
linfocitos B retirados do baco de um animal previamente imunizado, que secretam
anticorpos (KOHLER, MILSTEIN, 1975). Em 1986, foi aprovado pelo FDA o primeiro
AcMo para uso terapéutico em humanos (OKT3). Anticorpos terapéuticos e seus
fragmentos, obtidos por todas as tecnologias disponiveis representam o mercado

mais promissor entre os biofarmacos movimentando em 2009 nos EUA, $16,9
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bilhdes (AGGARWAL, 2010). Muitos anticorpos monoclonais murinos tém sido
produzidos para tratamento ou diagndstico de doencas humanas. Contudo seu uso
tem sido limitado por apresentar meia-vida curta no soro e devido a sua alta
imunogenicidade, podendo gerar uma reagao conhecida como human anti-mouse
antibody (HAMA). Para superar esses problemas, iniciou-se a busca para gerar
anticorpos menos imunogénicos como 0s quiméricos, humanizados, totalmente
humanos e os fragmentos de anticorpos (MORO, RODRIGUES, 2001).

Os fragmentos de anticorpos mantém os sitios de ligacdo ao antigeno, sao
menos imunogénicos do que o IgG inteiro, se difundem melhor no espago intersticial,
sao facilmente eliminados via filtracdo glomerular e sdo mais estaveis em estoques
do que o IgG (FLANAGAN, JONES, 2004). Podem ser obtidos pela digestdo da
imunoglobulina com a enzima pepsina que produz dois fragmentos Fab ligados por
ponte dissulteto, F(ab’), divalente, com peso aproximado de 110 kDa e porcao Fc
fragmentada, ou pela a enzima papaina que produz dois fragmentos Fab,
monovalentes, com peso molecular de 50 kDa e porcdo Fc inteira (Figura 2). Os
fragmentos Fab anti-digoxina disponiveis comercialmente, foram obtidos pela
digestédo de IgG utilizando a enzima papaina. Os fragmentos de anticorpos também
podem ser obtidos através da expressdo em Escherichia coli, oferecendo a
vantagem de obtenc&o em grandes quantidades, a baixo custo. A tecnologia de DNA
recombinante oferece ainda a oportunidade para a introdu¢cdo de mutacbes nas
sequéncias génicas, que podem ser vantajosas. No caso dos fragmentos Fab pode
aumentar a quantidade expressa, a estabilidade, a solubilidade e facilitar a
humanizagéo e maturacdo de afinidade (KWONG, RADER, 2009).
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Figura 2 - Estrutura da molécula de IgG e de seus fragmentos que mantém sitios de
ligacdo ao antigeno.
Fragmentos de imunoglobulinas apresentados: Fab, F(ab’), e scFv, onde
Vy e V| sdo conectados na mesma cadeia polipeptidica por um peptideo

flexivel.
Fab scFv
IgG
Vy Vi Vy A
v | | vy, vy | | v
7
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Uma metodologia muito utilizada na geracéo de fragmentos de anticorpos é a
tecnologia de phage display, que surgiu em 1985, quando George Smith demonstrou
que a correlacdo entre fenotipo e gendtipo podia ser estabelecida em bacteriéfagos
(fagos) filamentosos (Figura 3). Smith mostrou que fragmentos de DNA exdgeno
podiam ser inseridos no gene lll, que codifica a proteina do capsideo (plll) destes
fagos, criando uma proteina de fusdo. Os peptideos exdgenos expostos na
superficie dos fagos podiam ser selecionados através da afinidade pelo anticorpo
especifico, permitindo que fossem enriquecidos em relagdo ao peptideo original, por

um processo usualmente denominado panning.
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Figura 3 - Representacdo esquematica de bacteriéfago filamentoso da classe Ff e
suas proteinas do capsideo.
As proteinas do capsideo apresentadas podem ser usadas para a
expressdo de proteinas recombinantes, na forma de proteina de fuséo,
atraves da tecnologia de phage display.

pIX
pVii

pVIII

pVi
plil

Em 1989, Huse e colaboradores reportaram a geracdo de uma biblioteca de
fragmentos Fab em fago lambda, a partir da combinagdo ao acaso das cadeias leve
e pesada do anticorpo murino, como método que poderia substituir a tecnologia de
hibridomas. Os genes variaveis de imunoglobulinas podem ser amplificados a partir
de hibridomas ou células de linfécitos B, usando oligonucleotideos iniciadores
universais e reacdo em cadeia da polimerase (PCR, polymerase chain reaction),
possibilitando clonagem em vetores de expressdao (ORLANDI et al., 1989).
McCafferty e colaboradores (1990) demonstraram que 0s dominios variaveis
completos de um anticorpo podiam ser expostos na forma de fragmento variavel de
cadeia unica (scFv, single chain variable fragment) fundidos a plll na superficie do
fago fd, permitindo a selecdo do fago pela afinidade ao antigeno, dando inicio ao uso
da tecnologia de phage display para a producdo de anticorpos. A constru¢cdo do
vetor pComb3, permitiu que fragmentos Fab fundidos a plll fossem expostos na
superficie do fago M13 (BARBAS et al., 1991). A tecnologia permite a selecdo de um
clone de fago expondo fragmentos de anticorpo de alta afinidade e especificidade
para um determinado antigeno dentro de uma biblioteca de fagos construida a partir
de rearranjo dos dominios variaveis (CLACKSON et al., 1991). A construcdo do

anticorpo pela tecnologia de phage display se inicia com a construcdo de uma
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biblioteca de imunoglobulinas, que pode ser gerada a partir de animais imunizados,
ndo imunizados ou uma biblioteca sintética (STRACHAN et al., 2002).

Os fagos filamentosos da classe Ff (f1, fd e M13) possuem 11 genes (I - XI) e
destes, 5 codificam proteinas do capsideo que podem ser fundidas as proteinas
recombinantes de interesse com maior ou menor grau de éxito, sendo a plll a mais
usada para phage display. Proteinas também podem ser expostas em pequenas
particulas de fagos chamadas de fagomideos, que sédo plasmideos que carregam o
gene da proteina recombinante do capsideo e contém origem de replicacéo do fago
M13 (BARBAS et al.,, 2001). O DNA do fagomideo pode ser empacotado em
particulas virais com a ajuda de um fago auxiliar (helper phage) que fornece todas
as proteinas e enzimas do fago selvagem, necessarias para a replicacdo do fago. A
proteina de fusdo do capsideo € exposta em particulas que contém os genomas do
fagomideo e do fago auxiliar. Estas particulas contendo os dois genomas podem ser
selecionadas através de marcadores de selecdo (BARBAS et al., 1991). O helper
phage possui origem de replicacdo deficiente e seu genoma é ineficientemente
empacotado quando comparado ao fagomideo (BARBAS et al., 2001).

Apés a selecdo e a caracterizacdo do anticorpo monoclonal, a tecnologia de
phage display permite a manipulacédo dos genes do anticorpo através da geracéo de
mutantes. Isto possibilita a selecdo de novos variantes de anticorpos, alguns com
afinidade e especificidade aumentadas em relacéo ao clone original (KRYKBAEYV et
al., 2002).

Phage display € uma tecnologia acessivel e relativamente barata, que nao
requer muitos reagentes e as instalacdes para a sua realizagcdo sdo as comumente
encontradas em laboratérios de Biologia Molecular. Ndo se trata, porém, de
tecnologia banal e muitos detalhes precisam ser trabalhados para se chegar a um
bom resultado. Contribuiu grandemente para a realizacdo do projeto o fato da
tecnologia ser bem conhecida pela co-orientadora desse projeto, que a utilizou em
sua tese de doutorado no Japao (TSURUTA et al.,, 2003). A implantacdo da
tecnologia de phage display tem grande valor para nosso laboratério, para a
producdo de outros anticorpos e por permitir a manipulacdo de genes para melhorar
a especificidade e afinidade.

Devido as vantagens da tecnologia do phage display e a importancia dos
anticorpos anti-digoxina em casos de intoxicagdo e de sua produgcao comercial ser

estrangeira e de alto custo, acreditamos na necessidade do desenvolvimento e a
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produgcdo desse medicamento no Brasil. O anticorpo anti-digoxina produzido pela
tecnologia de phage display € uma alternativa para o tratamento de intoxicacdo por
digitdlicos no Brasil, ja que pode diminuir consideravelmente os custos do
medicamento, considerados elevados por se tratar de medicamento importado.
Alcangamos o sucesso do projeto, cujo objetivo foi a producdo da porcéo Fab
do anticorpo anti-digoxina com potencial terapéutico, pela tecnologia de phage
display. Uma série de variantes foi obtida e quatro foram caracterizadas pela ligacao
a digoxina conjugada a BSA (Dig-BSA). Diferente dos produtos comerciais

importados, este anticorpo € monoclonal e ndo é produzido em animais.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O objetivo de produzir fragmentos Fab anti-digoxina pela tecnologia de phage
display foi plenamente alcangado. Foram gerados clones apresentando variabilidade
na sequéncia de aminoacidos da LC, que demonstraram, em analise com os
extratos brutos, capacidades variaveis de ligacdo ao antigeno, conjugado Dig-BSA.
Estédo disponiveis sequéncias que apresentam afinidade maior que a original e que
serdo objeto de estudos adicionais para otimizacdo das condi¢cées de expressao no
sistema bacteriano. A melhor produtividade vai permitir ensaios de condi¢cdes
cromatograficas de purificacdo para determinacdo das constantes cinéticas, em
relacdo a digoxina e seus analogos. Os resultados futuros de caracterizacdo serao
determinantes para propor um produto para um possivel uso terapéutico.

Neste trabalho de mestrado foram atingidas as duas propostas: instalagéo da

tecnologia de phage display e obtencéo de fragmentos Fab anti-digoxina.
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